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“Aquel que conoce a las personas es razonable.

Aquel que se conoce a si mismo es iluminado.

Aquel que puede conquistar a los enemigos es fuerte.
Aquel que se ha conquistado a si mismo es poderoso.”

Lao-Tse, Tao Te King
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inconcebible universo.’

Jorge Luis Borges, El Aleph



DEDICATORIA

Al gran arquitecto universal y su infinitud que siempre es causa de asombro

A mi familia

Mi esposa Alicia Dorantes Delgado, quien con su amor incondicional y su
fortaleza me han hecho ser un mejor ser humano. Te amo.

Mi madre Leticia Gonzdlez Garcia, quien me dio la vida y nunca ha dudado de
mi y me ha apoyado en todo lo que me he propuesto.

A mi difunto padre, José Diaz Martinez, en donde sea que estés.

A mis amigos cercanos

A todos ustedes por su sincera amistad y su apoyo.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Ildefonso Fernandez Salas por haberme brindado su confianza para ingresar
al Doctorado en Ciencias en Entomologia Médica y su enorme apoyo para la elaboracion
de este trabajo y direccién del mismo. Ademds, estoy muy agradecido por compartirme

su amistad y su sabiduria.

Al Dr. Ratl Torres Zapata por haberme apoyado durante la direccion interna de
este trabajo y, ademads, de su amplia apertura y disposicion para ayudarme en todo lo que

he requerido para la realizacién de este trabajo.

Al resto del comité de tesis: Dr. Eduardo Rebollar Téllez, Dr. Roberto Mercado
Herndndez, Dr. Feliciano Segovia Salinas y Dra. Susana Favela Lara, quienes a lo largo
del doctorado me han retroalimentado con sus valiosos comentarios durante la elaboracién

de este trabajo.

Al grupo de UTMB liderado por el Dr. Scott Weaver que me apoyd durante mi
estancia en Galveston, Texas en la elaboracién de este trabajo: Tiffany Kautz, Jesse

Erasmus, Rose Langsjoen y Rubin Cheng. Thank you all!

Al personal del Centro Regional de Investigacion en Salud Publica que apoyaron
en la planeacién del proyecto, colectas, muestreos y trabajo de laboratorio: Dr. Rogelio
Danis Lozano, M.C. Iliana Rosalia Malo Garcia, Eufronio Diaz, QFB José Domingo y

M.C. José Nettel. De antemano muchas gracias por su apoyo.

A la M.C. Alicia Dorantes Delgado, por su invaluable apoyo en las salidas de
campo, separacion e identificacion taxondmica de los vectores. Gracias por estar en esos

momentos de arduo trabajo.

A todos mis colegas de la UANL que me han apoyado en la elaboracién de este
trabajo: Dra. Rosa Maria Sanchez Casas, Dra. Samanta del Rio Galvan, QBP Alejandro
Gaitan Burns y al cDr. Wilfredo Arque Chunga. Aprecio mucho su amistad y su enorme

apoyo tanto logistico como motivacional.



A los doctores del hospital “Dr. Roberto Nettel”, la Dra. Sandra Caballero-Sosa y
al Dr. Luis Manuel Salgado Corsantes, por su enorme contribucioén en el diagndstico

clinico de los pacientes y asi poder hacer los andlisis epidemioldgicos pertinentes.

Al grupo del Hospital “Ciudad Salud” por su enorme apoyo para la realizacion de
los andlisis de laboratorio de los casos incluidos en el estudio: Dra. Karina Trujillo

Murillo, Dr. Jestis Sepiilveda Delgado y al Dr. Luis Miguel Canseco Avila

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYyT) por su apoyo para la
realizaciéon de mis estudios de Doctorado con especialidad en Entomologia Médica

(Becario No. 290688).

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyYT) que a través del
proyecto “Un nuevo indicador para incrementar la sensibilidad del actual sistema de
vigilancia epidemioldgico del dengue basado en casos clinicos: deteccion de DENV en
mosquitos domiciliares Aedes aegypti utilizando la técnica de RT-PCR” (Numero

214952) financio este trabajo.

Al Institute for Human Infections and Immunity y al McLaughlin Fellowship Fund
de la University of Texas Medical Branch que apoyaron en el financiamiento de este

trabajo.

Y a todos aquellos que han contribuido a realizar este trabajo que por olvido no he
podido mencionar. Sin olvidar el agradecimiento a todos los pacientes por haber
participado a este estudio y de esta manera poder contribuir un poco a la creacién de

conocimiento cientifico en beneficio de la humanidad.



INDICE

INTRODUCCION .....oetvimmriimrieneeioeeisesiesessees st st ssse st ssse s 1
ANTECEDENTES ...ttt ettt et e seeas 3
VATOLO@IA .ttt et ettt st ettt et e et e e ens 3
CUAATO CITNICO «..eniiie ettt et st e st st e sae e s beesaeeens 4
Mecanismo de tranSmISION .....c...eeuierieeiiierie ettt ettt et ettt e st e bt e ebeesbeeeaeeas 6
Vector del virus CHIKV Aedes a8ZYPti.....ccvueeruieriiiniiiiieeiieeieesite et 8
Competencia vectorial y su relacién con los linajes de CHIKV ...........cccoviiiiinenne 13
EpPIdemiolO@ia ...cccuveeieiiiiiiieeieeeeeee e e 15
Origen y brotes previos al 2004 ..........ooviiiiiiiiiiiieeiee et 15
Reemergencia en Africa y Asia a partir del 2004 ..........c.coovoeveeeeeieeeeeeeeeeseeeeneas 15
Emergencia en América: Casos importados y transmision autoctona en 2013 ........ 17
Emergencia en México: Transmision autdctona, 2014-2015 .......coooviiviiinniiennneen. 18
JUSTIFICACION .....ourvimmriemneemmnsessesessessssesssssessssssssssssessessssssssssssssesssssesssssssssssssnns 20
HIPOTESIS .....cooneeomeetanesssesessseessssessss st sss sttt sss e sesse st sss s sssesenes 21
OBIETIVOS .ttt ettt et et e sb e st e s e e e 22
ODbBJELIVO GENETAL ...couevieiiiiieiiie ettt ettt e et te e et e e sabeeesabeeesabeeenabeeenanes 22
ODbjJEtiVOS ESPECTIICOS ..veeeuirieeiiieeiiie ettt ettt s e e s e e sbeeesabeesnabeeeanes 22

CAPITULO 1: Caracterizar el patrén epidemiolégico del CHIKYV al inicio del brote a
partir de la bisqueda activa de pacientes febriles en Suchiate, Chiapas, frontera sur de

IMEEXACO. ettt ettt ettt ettt ettt e st e b e et e bt e sateenaneeas 23
RESUMEN ...ttt ettt st 23
INTRODUCCION.......oitmiimniireeiseeese st sessess sttt 24
MATERIAL Y METODOS ......ovituiieniineiseeeseeeseesee s sssesssssess s sssesesesesns 26

Area y poblacion de eStUAIO..............ov.oveeveeveeeeeeeeeeeeeeeee e, 26
Consideraciones de DIOGTICA. .....ccouutieriiiiiiiieiiee ettt ettt 27
Muestreo y encuesta epidemiol0gica DASICA......ccveeerieeerieeeiieeieeceeeeiee e 27

Diagnéstico seroldgico y molecular mediante las pruebas de ELISA y gqRT-PCR..28

ANALISIS ESTAAISTICO ..eeeieeeneeee ettt ettt e e e e e e e tee e reeeseeeeeraeeaaaareseeereeannnanes 29
|2 DN B B 1N B 1@ 1 T 31
DISCUSION ..ot e e ee e e e s e e e e s s e eee e s s s seseeeereneseeen. 35

CAPITULO 2: Incriminar al mosquito Aedes aegypti como vector de CHIKV en el
estado de ChIapas, MEXICO....c...eoruiiriiiiiiiieeiieettee ettt 37



RESUMEN ...ttt 37

INTRODUCCION........omeriemmriimeimneeeresiesesssessssesseseessssesssse s sssesssssssoas 38
MATERIAL Y METODOS .....oooiieaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 40
ATEA A @STUAIO .....voeeeeeeeee e 40
Colecta e identificacion de MOSQUILOS ....c.veeervreerieeerieeeiieeeiieeeireesrreeereeesereeenareeas 41
Diagndstico molecular mediante la técnica de qRT-PCR ..........coccoeiiiiiiiiinncnnen. 41
Cultivo celular para medir efecto CItOPALICO.....ccvuveerrieirriiieeiieeeiie e 42
Secuenciacion del fragmento E1/E2 y andlisis filogenético........ccocveevuieeniieinneenns 42
ANALISIS €STAATSTICO ..enviiiiiiiieriieeieeete ettt 43
RESULTADOS ...ttt ettt ettt sttt be e 44
DISCUSION .....coitmitneitneeiseeese et ses st 47

CAPITULO 3: Describir los sintomas clinicos y anlisis de laboratorio de pacientes
agudos y convalecientes del hospital “Dr. Roberto Nettel”, Tapachula, Chiapas, México.

.......................................................................................................................................... 49
RESUMEN ...ttt ettt et st e bt et e et esbe et e sneesseenseeneenneenes 49
INTRODUCCION.......oritmirniirneiseesse ettt sess st 50
MATERIAL Y METODOS .....coituiiimiineiseeeseesseeessee s ssesssssssssssesssesssesssesesne 52

Area y poblacion de eStUAIO. .............c..ovveevieeeeeeeeeeeeeeee e 52
Consideraciones de DIOGLICA. ......ccc.eeruieeriierieiiieiieeeeeeee ettt 52
Muestreo y encuesta epidemiol0gica DASICA.....cccveeerieeriieeeiieeeiieeceeeeiee e 53
Andlisis de 1aboratorio CHNICO .......eeeviiiiiiriiiiiiiceeeeeeeeee e 53

ANALISIS A€ AALOS ..veeeeniiiiieeeiiie ettt et e et e e e s re e e e e ratae e e s e nraee e e naeeeean 55
RESULTADOS ...ttt ettt ettt sttt et et esseebesneesseenseeneenseenne 56
DISCUSION ......oritmiinitee sttt 62

CONCLUSIONES ...ttt ettt ettt et e s st e b e et e s seensesnsesseenseensenneenes 66
(21 o) 1111 (o T (USRI 66
(82 o) 1111 (0 1SR 66
(2 o) 1111 (0 106 TSP 66

PERSPECTIVAS ..ttt ettt sttt et sae et enbesaeens 68

BIBLIOGRAFIA ......cooiiiiiiii sttt 69

ANEXOS ettt et st eas 84



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Datos epidemioldgicos basicos del brote de CHIKYV en las localidades de
Ciudad Hidalgo y el ejido “La Libertad”, municipio de Suchiate, Chiapas, Octubre-

INOVIEMDIE 2014 ...ttt et et e et e e st e e st e e sabeeesabeeenes 32
Tabla 2. Coleccion de Mosquitos en 147 viviendas de Ciudad Hidalgo, Suchiate,
CRIAPAS ..ttt et e et e ettt e st e e st e e s bt e e s bt e e e abeeesabeeenabeeena 44
Tabla 3. Resumen de colectas de mosquitos hembra Ae. aegypti en la localidad de
Ciudad Hidalgo, Suchiate, Chiapas, octubre-diciembre, 2014. ..........cccccverviiiiniiiinnieenne 45

Tabla 4. Datos demograficos de los 95 pacientes confirmados a la infeccién por CHIKV
en el hospital “Dr. Roberto Nettel”, Tapachula, Chiapas, diciembre 2014-junio 2015...57

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los 95 pacientes confirmados atendidos por el
hospital “Dr. Roberto Nettel”, Tapachula, Chiapas, diciembre 2014-junio 2015............ 59

Tabla 6. Anormalidades bioquimicas, electroliticas y hematoldgicas de 95 pacientes
confirmados a CHIKF, Hospital “Dr. Roberto Nettel”, diciembre 2014-junio 2015,
Tapachula, ChIAPas. ......cooiiiiiiiii ettt e 61



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Genoma de los alphavirus como el virus chikungunya ........c.ccccoooeeeiiiennneennnne. 3

Figura 2. A. Estructura del virién del virus chikungunya. B. Reconstrucciéon en alta
resolucion bajo microscopia crioelectrénica del virion CHIKYV, esquematizando las
glicoproteinas E1 y E2, la capside, la bicapa lipidica y el ARN. C. Prediccién de la

estructura de las glicoproteinas de envoltura del VIrion. ..........cocceevvieeniieiniieeniiieenieeene 4
Figura 3. Presentacion clinica de la fase aguda de la fiebre chikungunya......................... 5
Figura 4. Mosquitos vectores del virus chikungunya..........c..ccocceiiiiiiiiniiineniiceneneeee, 7
Figura 5. Modelo de transmision del virus chikungunya............coceeviiniiiiiiniiinenenen. 7

Figura 6. Periodos de incubacion extrinseco e intrinseco del virus chikungunya (PAHO,
20T 1) ettt st b et et ae et sae bttt nbe et neeens 8

Figura 7. Ciclo bioldgico del mosquito Aedes Aegypri .........ccoceevceeeceienceeiceeniieeeneeeeen 9

Figura 8. Arbol filogenético que representa la relacién que existe entre los cuatro linajes
del vIrus ChIKUNGUNYA ...o..iiiiiiiiiiiiie et 13

Figura 9. Distribucién geogréfica del virus chikungunya en el Viejo Mundo hasta el afio

2072 et bttt et h ettt e bttt e h e bt et sh b e bt et e e bt e naeenee 17
Figura 10. Distribucioén geografica de los casos autéctonos de CHIKYV en las diferentes
regiones del Continente Americano, 2015 .......coociiiriiiiiriiiiiiie et 19

Figura 11. Flujo migratorio en el municipio de Suchiate, frontera México-Guatemala, a
través del 110 SUChIALE ......c..cocuiiiiiiiiiiiiii e 25

Figura 12. Area de estudio de la vigilancia de febriles en las comunidades fronterizas de
Ciudad Hidalgo y el ejido “La Libertad”, en el municipio de Suchiate, Chiapas............. 26

Figura 13. Localidades de estudio durante la vigilancia activa del virus CHIKYV en el
municipio de Suchiate, ChIapas. .........ccoocuiieiiiieiiieeiee e 28

Figura 14. Firma de consentimiento informado, llenado de encuesta epidemioldgica y
toma de muestra sanguinea a pacientes probables a la fiebre chikungunya .................... 28

Figura 15. Sintomas clinicamente mas visibles: poliartralgia edematosa (fotos
superiores) y exantema (fotos INFETIOTES).......eevuiiiriieeriieeiiee et 33

Figura 16. Gréficas de distribucién por edades de casos positivos de CHIKV, Suchiate
Chiapas, octubre-noviembre 2014 .........cociiiiiiiiiiiicee e 34

Figura 17. Distribucion por sexo de los casos confirmados de CHIKV en las
comunidades de Ciudad Hidalgo y el ejido “La Libertad”, Suchiate, Chiapas, octubre-
NOVIEMDIE del 2014 .. ..oiiiiiiiie ettt et e 34

Figura 18. Area de estudio del muestreo de mosquitos adultos en la localidad de Ciudad
HIAIZO. .ot 40



Figura 19. Coleccién de mosquitos en los domicilios de las colonias de Ciudad Hidalgo,
Suchiate, Chiapas, octubre-diciembre, 2014 ...........ccoeviiiiiiiiiiiiieeeee e 41

Figura 20. Arbol filogenético de méaxima verosimilitud basado en las secuencias
parciales de la region E1/E2 de CHIKYV aisladas de mosquitos infectados de Ciudad
Hidalgo, Suchiate, Chiapas, octubre 2014. .........ccooviiiiiiiiiiieeieeeeeeeee e 46

Figura 21. Area de estudio del estudio observacional de corte de pacientes infectados a
CHIKYV atendidos en el hospital “Dr. Roberto Nettel”, noviembre 2014-junio 2015 .....56

Figura 22. Enrolamiento de pacientes de los pacientes sospechosos a CHIKF en el
hospital “Dr. Roberto Nettel”, diciembre 2014-junio 2015, Tapachula, Chiapas............ 57

Figura 23. Valores de los andlisis de laboratorio para la funcién hepdtica y renal,
glucosa, lipidos, electrolitos, biometria hematica, diferencial de leucocitos, pruebas de
coagulacion y marcador de inflamacién de 95 casos de CHIKF confirmados enrolados
€1 ESLE ESTUAIO. .ttt ettt sttt e 60



INDICE DE ANEXOS

ANEXO 1. DICTAMEN DEL COMITE DE BIOETICA DEL INSP ........ccccovvvunnn... 85
ANEXO 2. CONSENTIMIENTOS INFORMADOS .......coooiiiiiiiiieeeeieeeesee e 86
ANEXO 3. FORMATO DE ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO ..........ccccoovvereveeeennane. 91
ANEXO 4. EXTRACCION DE ARN CON EL ESTUCHE COMERCIAL ZR-96
(ZymoO RESEATCI) ...c.uuviiiiiiiiiiiiieiieee ettt et e 92
ANEXO 5. TECNICA DE gqRT-PCR UTILIZANDO EL ESTUCHE COMERCIAL
TagMan RNA-to-Ct 1-step (Applied BiOSYStEMS) ....ccvueereieriieriiiiieiieeniieeieerie e 93
ANEXO 6. PROCEDIMIENTO DE LA ELISA PARA LA DETECCION DE IgM
ANTI-CHIKYV (INDI0S)...c..utiiuiieiieniiieiieniieetteeteeeeett ettt ettt ree st e eas 95

ANEXO 7. PROTOCOLO PARA EL ENSAYO DE EFECTO CITOPATICO (CPE)..98
ANEXO 8. PROTOCOLO DE SECUENCIACION PARCIAL PARA LAS REGIONES

VIRALES E1 /B2, i 101
ANEXO 9. EXTRACCION DE ARN UTILIZANDO EL ESTUCHE QIAMP VIRAL

RINA L 103
ANEXO 10. PROTOCOLO PARA LA QRT-PCR TIEMPO REAL DEL CDC ......... 105

ANEXO 11. COMPILACION DE LOS DATOS CLINICOS Y ANALISIS DE
LABORATORIO MAS RELEVANTES DURANTE LOS DIFERENTES BROTES DE
CHIKV ALREDEDOR DEL MUNDO ......ooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 107



LISTA DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

A/G: Relaciéon Albumina / Globulina.
ADE: Amplitud de Distribucion Eritrocitaria.
ALP: Alkaline Phosphatase (Fosfatasa Alcalina).

ArboNet: National Arboviral Surveillance System (Sistema de Vigilancia Nacional de
Arbovirus).

ARN (RNA): Acido ribonucleico.
ARNasa: Ribonucleasa.

AST: Aspartato aminotransferasa.
BD: Bilirrubina directa.

BI: Bilirrubina indirecta.

BT: Bilirrubina Total.

CDC: Center of Disease Prevention and Control (Centro de Prevencion y Control de
Enfermedades).

CDD: Conserved Domain Database (Base de datos de dominios conservados).
CENAPRECE: Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de Enfermedades.
CHCM: Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media.

CHIKF: Fiebre chikungunya.

CHIKYV: Virus chikungunya.

CONEVAL: Consejo Nacional de Evaluacion de la Politica de Desarrollo Social.
CPE: Cytopathic effect (Efecto citopético).

CRISP: Centro Regional de Investigacion en Salud Publica.

DENF: Fiebre por dengue.

DENV: Virus del dengue.

DGE: Direccion General de Epidemiologia.

DVBD: Division of Vector-Borne Diseases (Division de Enfermedades transmitidas por
Vector).

E1-A226V: Mutacién de la proteina E1 en la posicidén 226, donde se intercambia una
alanina (A) por una valina (V).

ECDC: European Center of Disease Prevention and Control (Centro de Prevencion y
Control de Enfermedades Europeo).

ECSA: Este-Centro-Sur Africano.

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic Acid (Acido etilendiaminotetraacético).



ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Ensayo de inmunoabsorcién ligado a
enzima).

FAM: 6-carboxifluoresceina.

GGT: Gamma-Glutamiltransferasa.

HCM: Hemoglubina Corpuscular Media.

IgM: Inmunoglobulina M.

INAFED: Instituto Nacional para el Federalismo y el Desarrollo Municipal.

IOL: Indian Ocean Lineage (Linaje del Oceéno Indico).

ISC: Dias entre inicio de sintomas y consulta.

ISSSTE: Instituo de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado.
Kb: kilobases.

LDH: Lactato Deshidrogenasa.

MOH: Ministry of Health (Ministerio de Salud).

nspl: Non-structural protein 1 (Proteinas no estructural 1).

nsp2: Non-structural protein 2 (Proteinas no estructural 2).

nsp3: Non-structural protein 3 (Proteinas no estructural 3).

nsp3: Non-structural protein 4 (Proteinas no estructural 4).

PAHO: Pan American Health Organization (Organizacion Panamericana de la Salud).
PCR: Proteina C-Reactiva

pEl: Proteina de envoltura 1.

pE2: Proteina de envoltura 2.

PT: Proteina Total.

qRT-PCR: Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de
la Polimerasa en Tiempo Real Cuantitativa).

TP: Tiempo de Protrombina.

TPT: Tiempo Parcial de Tromboplastina.
VCM: Volumen Corpuscular Medio.

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

VPM: Volumen Plaquetario Medio.



RESUMEN

El virus chikungunya (CHIKV) es un arbovirus de la familia Togaviridae, género
Alphavirus, transmitido principalmente por los mosquitos Aedes aegypti y Aedes
albopictus. Esta enfermedad, que en un inicio emergié en Tanzania en 1952, se fue
diseminando al resto del mundo hasta que en el ailo 2013 se reporta el primer caso de esta
enfermedad en el continente americano, especificamente en la Isla de San Martin. Ante el
avance progresivo hacia Centroamérica y Sudamérica, se mantuvo la alerta en la frontera
sur de México ante la eventual entrada del virus a nuestro pais. Por esta razon, se tuvo
como objetivo estudiar la emergencia de CHIKV en el municipio fronterizo de Suchiate y
la region del Soconusco del estado de Chiapas, para encontrar patrones epidemioldgicos
basicos durante la fase inicial del brote e incriminar qué vectores estuvieron transmitiendo
este arbovirus. En el mes de octubre del 2014, se encuentra el primer brote causado por
CHIKYV en las localidades de Ciudad Hidalgo y el ejido “La Libertad”, donde se analizaron
65 pacientes, siendo positivos a CHIKV 59 (90.8%). Ademads, se realizaron muestreos de
mosquitos en las mismas viviendas de la localidad de Ciudad Hidalgo en el mismo
momento donde se muestrearon los casos positivos encontrandose una tasa de infeccion
en Ae. aegypti de 32.26/1,000 mosquitos (IC 95% = 20.06—49.62). Después de comprobar
el ingreso de CHIKV a nuestro pais e incriminar al vector Ae. aegypti, se prosiguid a
realizar un estudio observacional de corte en el hospital “Dr. Roberto Nettel”, en el cual
se incluyeron 112 casos probables a fiebre chikungunya, con la finalidad de describir los
principales sintomas observados y verificar si existe alguna alteracion en los parametros
hematicos y bioquimicos de los pacientes durante la infeccion. Luego de confirmar 95
casos (84.8%) los principales sintomas observados fueron fiebre, poliartralgias severas,
exantema (rash), dolor de cabeza y nauseas. Adicionalmente, los pardmetros de andlisis
de laboratorio arrojaron que los pacientes presentaron principalmente leucopenia,
linfopenia, altos niveles de transaminasas, alta PCR y alta LDH. Este trabajo permitié
generar mas conocimiento epidemioldgico acerca de esta enfermedad emergente que
puede mejorar el diagndstico clinico de ésta y conocer mejor su mecanismo de transmision

en nuestro pais.



ABSTRACT

Chikungunya virus (CHIKV) is an arbovirus belonging to family Togaviridae,
genus Alphavius, transmitted mainly by Aedes aegypti and Aedes albopictus mosquitoes.
This disease emerged in Tanzania in 1952 and then disseminated worldwide until in 2013
the first case of CHIKV was reported in the American Continent, specifically in the Saint
Martin Island. The progressive advance towards Central and South America has alarmed
the Mexican south border before the eventual entrance of this arbovirus to our country.
For this reason, the aim of this work was study the emergence of CHIKYV in the border
municipality of Suchiate and Soconusco Region from Chiapas State to find basic
epidemiological patterns during the outbreak onset and incriminate the vectors involved
during CHIKYV transmission. In October 2014 the first CHIKV outbreak was identified in
the localities of Ciudad Hidalgo and el ejido “La Libertad” where 65 patients were
analyzed being positive 59 (90.8%). In addition, mosquito collections were performed in
the same households during the outbreak in Ciudad Hidalgo. An infection rate of
32.26/1,000 mosquitoes (95% IC = 20.06—49.62) was found in Ae. aegypti populations
from Ciudad Hidalgo. After proving CHIKV entrance to Mexico and incriminate Ae.
aegypti as a CHIKYV vector, an observational cross-sectional study was carried out in the
hospital “Dr. Roberto Nettel” located in Tapachula which 112 probable cases of CHIKV
were included. The aim was describing the main symptoms and verify if any clinical
and/or biological feature was altered during CHIKYV infection. A total of 95 cases (84.8%)
were confirmed to CHIKYV infection observing mainly the following symptoms: fever,
polyartrhalgia, rash, headache and nausea. Furthermore, the biological features showed
that patients exhibited leukopenia, lymphopenia, high levels of transaminases, PCR and
LDH. This study contributed to epidemiological knowledge of chikungunya fever and
may improve clinical diagnosis of this arboviral disease and know better the transmission

mechanism in our country.



INTRODUCCION

El virus chikungunya (CHIKV) es un virus de ARN monocatenario, cadena
positiva, no segmentado de aproximadamente 11.8 kb de longitud, perteneciente al género
Alphavirus, familia Togaviridae (Weaver et al., 2005). Este virus produce la fiebre
chikungunya (CHIKF), una enfermedad febril acompafiado de artralgias incapacitantes en
las extremidades superiores e inferiores junto con una erupcion cutdnea generalizada. El
fuerte dolor e hinchazon se focaliza en las manos, muiiecas, tobillos y pies. Las artralgias
pueden durar desde semanas hasta meses, en alrededor del 12% de la poblacién infectada
(Caglioti et al., 2013). Esta enfermedad arboviral es transmitida principalmente por Aedes
aegypit y secundariamente por Ae. albopictus, aunque una mutacién en la posiciéon A226V

de la regién viral E1 hace mejor vector a este dltimo (Tsetsarkin et al., 2007)

La CHIKEF se identifico por primera vez en 1952 en un brote en las planicies de
Tanzania (Robinson, 1955). En los afos sesenta, fueron descritos mds brotes esporadicos
en Asia (Halstead ef al., 1969). Pero a partir del afio 2004, el CHIKV ha expandido su
distribucion geografica mundial, provocando epidemias sostenidas de magnitud sin

precedentes en Asia y Africa, con tasas de ataque hasta del 70% (Sergon et al., 2008)

En el continente americano, durante el periodo del 2006-2013, habian sido
detectados casos importados de personas que regresaban a Estados Unidos provenientes
de zonas afectadas, la mayoria de Asia (Fisher & Staples, 2014). Hasta finales del afo
2013, se registra el primer caso autdctono en el continente en la Isla de San Martin
(Omarjee et al., 2014). Desde ese entonces hasta Julio del 2014, la transmisién local se
habia reportado en 26 paises del caribe, cuatro en Sudamérica, tres en Centroamérica y
uno en Norteamérica (Florida), con un estimado de 651,000 casos (Fisher & Staples, 2014;
PAHO, 2017). Para noviembre del 2014, México a través de la Secretaria de Salud,
declaré la emergencia epidemioldgica por el virus Chikungunya (CHIKV) al confirmar

un caso autdctono en el estado de Chiapas (CENAPRECE, 2014).

En el afio 2015, la fiebre CHIKV caus6 en América 575,281 casos, concentrandose
principalmente en Republica Dominicana y el resto del Caribe, El Salvador, Colombia,
Venezuela y Guatemala. En ese afo, México confirmé 11,577 casos autéctonos y 20

importados (PAHO, 2015).



La preocupacion ante la inminente dispersion de CHIKYV al resto del pais se
explica por su elevada tasa de ataque, que impactara directamente en el sistema de salud
y en la economia nacional. Pero principalmente porque en 30 Estados presentan
abundantes poblaciones domiciliares del mosquito Ae. aegypti y en al menos 8 de ellos
también hay Ae. albopictus (Casas-Martinez & Torres-Estrada, 2003; Hernandez-Avila er
al., 2013; Salomén-Grajales et al., 2012; Villegas-Trejo et al., 2010) . El anterior
escenario epidemioldgico descrito potencializa las condiciones adecuadas para provocar

epidemias como en Republica Dominicana, Guadalupe, Haiti, El Salvador, entre otros.

Este trabajo pretende caracterizar el perfil epidemioldgico a la infeccién por
CHIKYV e incriminar qué vectores estan transmitiendo el CHIKV en la frontera Sur de
Meéxico. Primero se realizé un estudio exploratorio durante la entrada de CHIKV a nuestro
pais en el municipio de Suchiate, Chiapas, para describir el brote inicial en esta
comunidad. Luego, se colectaron mosquitos en los sitios donde hubo casos sospechosos
de CHIKYV para la incriminacion de vectores. Finalmente, se realizé un estudio de corte a
partir de pacientes sospechosos a la infeccién por CHIKV en el hospital “Dr. Roberto
Netel”, ubicado en el municipio de Tapachula, Chiapas, para describir la sintomatologia
clinica y resultados de andlisis de laboratorio para buscar algin biomarcador que facilite
el diagndstico clinico de la infeccion por CHIKV. Los resultados de esta investigacion
seran transferidos al Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de

Enfermedades (CENAPRECE) para su futura inclusién en la NOM-032-SSA2-2014.



ANTECEDENTES

Virologia

El virus CHIKYV pertenece al género Alphavirus, familia Togaviridae. El genoma
de CHIKYV consiste en una molécula lineal de ARN de cadena sencilla y sentido positivo
de aproximadamente 11.8kb. El extremo 5° del genoma tiene una capucha 7-
metilguanosina, mientras que el extremo 3’ estd poliadenilado. Las cuatro proteinas no
estructurales (nsP1-nsP4), requeridas para la replicacion viral, estdn codificadas en los
primeros dos tercios del genoma del extremo 5°, mientras que las proteinas estructurales
son colineares con el otro tercio en el extremo 3°. (Simizu et al., 1984; Weaver et al.,

2005) (Figura 1).

La nsP1 estd involucrado en la sintesis de la cadena negativa y en la unién de la
capucha (Salonen et al., 2005). La nsP2 tiene actividad ARN helicasa, ARN trifosfatasa
y proteinasa y estd involucrada en la inhibicidn de la transcripcion de la célula hospedera
La nsP3 forma parte de la unidad de replicacién y la nsP4 es la ARN polimerasa

dependiente de ARN (Garmashova et al., 2007).

NS-ORF * S-ORF
5m’G < Mir | Hel Pro | X RepH || [ [=A(n) 3
nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 CPE3 E2 6K E1

SGRNA 5’ e b= A(n) 3'

Figura 1. Genoma de los alphavirus como el virus chikungunya, donde se observa el ARN genémico 49S
en la parte superior y el ARN subgendmico 26S en la parte inferior (King et al., 2012)

Estas proteinas en conjunto se ensamblan para formar el complejo de replicacion,
el cual sintetiza las cadenas negativas, que a su vez sirven de molde para la produccién de
ARN subgenémico 26S y gendmico 49S. El ARN subgendmico dirige la expresién de la
poliproteina precursora de las proteinas estructurales (C-pE2-6K-pE1l), que es procesada

por su actividad autocatalitica serin proteasa (Griffin, 2007).

La proteina C es liberada, y las glicoproteinas pE2 y E1 son modificados post-
traduccionalmente en el reticulo endopldsmico y en el aparato de Golgi antes de ser

transportados a la membrana plasmatica (Schlesinger & Schlesinger, 1986) donde
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mantienen una asociacion cercana uno con otro, formando un heterodimero trimérico con
estructura de espiga (Anthony & Brown, 1991; Paredes et al., 1993). Aqui pE2 se escinde
en E2 (involucrado en la unién a receptor) y E3 (dirige el correcto plegamiento de pE2 y

su subsecuente asociacién con E1).

El ensamblaje viral es promovido por la unién de la nucleocapside viral al ARN
viral y al reclutamiento de las glicoproteinas de envoltura asociadas a la membrana
plasmética. La particula viral ensamblada, con un nicleo icosaédrico, emerge de la

membrana celular (Schwartz & Albert, 2010) (Figura 2).

A Virion structure
glycoprotein
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Figura 2. A. Estructura del virién del virus chikungunya. B. Reconstruccién en alta resolucién bajo
microscopia crioelectrénica del virién CHIKYV, esquematizando las glicoproteinas E1 y E2, la capside, la
bicapa lipidica y el ARN. C. Prediccidn de la estructura de las glicoproteinas de envoltura del virién (Weaver
& Lecuit, 2015).

Cuadro clinico

Después de la infecciéon con CHIKV, hay un periodo de incubacién que dura entre
2-4 dias (rango de 1-12 dias) (Lam et al., 2001). El inicio de la enfermedad es abrupto,
con fiebre alta (> 39°C), dolor de cabeza, dolor de espalda, mialgias, erupcién
maculopapular y poliartralgias; éstas pueden ser intensas, afectando principalmente las
extremidades (tobillos, mufiecas, falanges) y también en las articulaciones grandes
(Hochedez et al., 2006; Quatresous, 2006; Saxena et al., 2006) (Figura 3). La gran mayoria
de los individuos infectados muestran sintomas clinicos, dejando casos asintomaticos

desde casi el 25%, y en algunos brotes valores tan bajos de hasta 3% (Queyriaux et al.,



2008; Sissoko et al., 2008). Alrededor del 40-50% de los casos presentan una erupcion
maculopapular pruriginosa predominantemente en el térax. La presentacion clinica puede
también involucrar edema facial y, en nifios, una erupcién bullosa con pronunciado
desprendimiento, petequias localizadas y gingivorragia (Brighton et al., 1983; Fourie &
Morrison, 1979). Los marcadores bioldgicos de inflamacion (tasa de sedimentacién
eritrocitica y proteina C reactiva) son normales o moderadamente elevadas (Kennedy et
al., 1980). La iridociclitis y retinitis son las manifestaciones oculares mds comunes
asociadas con CHIKV. Todas las manifestaciones oculares tienen un curso benigno con
una completa resolucién y preservacion de la vision. La retinitis muestra una resoluciéon

gradual de un periodo de 6 a 8 semanas (Mahendradas et al., 2008).

B. Poliartritis edematosa en manos C. Eritema difuso que palidece
con la presion

D. Hinchazén periarticular y derrame E. Rash maculopapular en tronco y F. Rash maculopapular en extremidades,
articular en rodillas extremidades incluyendo palmas

Figura 3. Presentacion clinica de la fase aguda de la fiebre chikungunya (PAHO, 2011).

Las manifestaciones neuroldgicas, las cuales habian sido reportadas
infrecuentemente en las primeras epidemias, se han ido documentando cada vez maés
durante las mds recientes epidemias. Estas complicaciones neuroldgicas incluyen
meningoencefalitis, mieloneuropatia, sindrome de Guillain-Barré, paralisis aguda flacida
y pardlisis (Sharda & Meena, 2007; Singh et al., 2008; Wielanek et al., 2007). La
mortalidad por CHIKV se ha llegado asociar en una baja cantidad de casos, pero una

relacién causal ain no se ha establecido. Cuando la mortalidad ocurre, condiciones
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subyacentes como la diabetes, hipertension y obesidad parecen representa los factores de

riesgo mds comunes (Economopoulou et al., 2009).

Aunque la mayoria de los pacientes se recuperan completamente de la enfermedad
en cuestion de semanas sin ninguna secuela residual, la persistencia de los sintomas es
notada en algunos pacientes. Estos sintomas incluyen fatiga, dolor articular incapacitante,
tenosinovitis y/o poliartritis edematosa. En un pequeiio porcentaje de casos, los sintomas
han sido reportados que duran por afios; hasta el 64% de los pacientes reportaron rigidez
articular con o sin dolor por mds de un afio después del inicio de la infeccién, con 12%
reportando sintomas de 3 a 5 afios después (Borgherini et al., 2007; Brighton et al., 1983;
Sissoko et al., 2008).

Mecanismo de transmision

El virus CHIKYV es transmitido principalmente por el mosquito Ae. aegypti en las
regiones tropicales y subtropicales del mundo y en menor media el mosquito Ae.
albopictus, principalmente en regiones templadas de Africa y Asia (Caglioti et al., 2013)
(Figura 4). Otro vector incriminado es el mosquito Ae. hensilli, quien ha sido protagonista
en la transmision de CHIKV en la isla de Yap, en los Estados Federados de Micronesia
(Savage et al., 2015). El modelo de transmision de CHIKV propuesto por Weaver y
Forrester (2015) incluye tres ciclos de transmision que estdn profundamente
interrelacionados: 1) ciclo enzodtico entre primates no humanos y mosquitos Aedes spp.
selvaticos, 2) Zona de emergencia, donde el virus se transmite a los humanos por picaduras
de mosquitos Aedes spp de entornos selvaticos y 3) ciclo epidémico, entre humanos y

mosquitos Ae. aegypti, Ae. albopictus y Ae. hensilli (Figura 5).

Los mosquitos adquieren el virus a partir de la picadura a un huésped virémico.
Después de un periodo promedio de incubacién extrinseca de 10 dias, el mosquito es capaz
de transmitir el virus a un huésped susceptible, como a un ser humano. En los humanos
picados por un mosquito infectado, los sintomas de enfermedad aparecen generalmente
después de un periodo de incubacién intrinseca de tres a siete dias (rango: 1—12 dias).
Después de este periodo, el humano virémico es capaz infectar a mosquitos susceptibles

(PAHO, 2011) (Figura 6).
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Figura 4. Mosquitos vectores del virus chikungunya: Aedes aegypti (izquierda) obsérvese el patrén de las
escamas blancas del térax en forma de una lira. Aedes albopictus (derecha), obsérvese el patrén de las
escamas blancas del térax en forma de una linea recta (Foto del Laboratorio de Entomologia Médica de
Florida, Universidad de Florida, 1999)
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epidémico enzodtico
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Figura 5. Modelo de transmisiéon del virus chikungunya. El virus CHIKV es transmitido
naturalmente en entornos selvaticos entre primates no humanos y Aedes spp., pero los humanos que viven
o laboran cerca de estos entornos, son infectados a través de picaduras de Aedes spp selvaticos. Finalmente,
estos humanos infectados en las zonas de emergencia trasladan el virus a entornos urbanos para que se pueda
dar el ciclo epidémico donde Ae. aegypti'y Ae. albopictus fungen como vectores (Weaver & Forrester, 2015)
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Figura 6. Periodos de incubacién extrinseco e intrinseco del virus chikungunya (PAHO, 2011).

Vector del virus CHIKYV Aedes aegypti

Es de dominio universal el conocimiento que Ae. aegypti tiene una distribucién
cosmopolita y estable entre los tropicos y zonas subtropicales; tiene, ademds, una
preferencia doméstica en su ciclo de vida, por lo que su adaptabilidad es muy grande hacia
los diferentes escenarios que el humano hace en sus viviendas (especie sinantropica); muy
difundido en areas con caracteristicas urbanas, aunque también se encuentra en areas
rurales (Kraemer et al., 2015). Se distribuye en forma permanente entre los 35° de latitud
norte y 35° de latitud sur, pero puede extenderse hasta los 45° norte y hasta los 40° sur,
donde coinciden con una isotermia de 10 °C en verano, la altitud promedio en donde se
encuentra es por debajo de los 1,200 metros, aunque se ha registrado alturas de alrededor
de los 2,245m en la Ciudad de México y 2,600m en Bolivia (Aquino Rojas et al., 2016;
Kuri-Morales et al., 2017). Sus condiciones minimas de sobrevivencia y su resistencia a
diferentes eventos adversos, como la desecacion y la inanicidn, lo hace un mosquito de
presencia muy comun y continua, asi como de elevadas densidades poblacionales durante
las épocas lluviosas con temperatura y humedad estables (Christophers, 1960; Nelson,
1983).

La especie es predominantemente doméstica, prolifera en recipientes artificiales o

naturales que se encuentran en las viviendas o en sus alrededores, inicamente las hembras



son hematdfagas, se alimentan de sangre humana o de los animales domésticos que
detectan por estimulos visuales, movimientos, tamafo, olor, humedad, temperatura,
concentracion de COz, entre otros. Esta sangre les es necesaria para desencadenar la
maduracién de sus 6vulos y de esta forma puedan producir los huevos. Rara vez se
encuentran a mas de 100 metros de la vivienda humana, pero dependerd mucho de la
distribucion de los criaderos disponibles, ya que, si son escasos, el rango de vuelo puede
ser mucho mayor (Reiter et al., 1995; WHO, 2009)

Los cambios morfoldgicos que tiene que experimentar Ae. aegypti a través de toda
su vida son complejos, el hecho de tener que vivir en el agua cierto tiempo y luego
desplazarse al ambiente aéreo requieren desde aparatos bucales diferentes (masticador
como larva y picador chupador como adulto hembra) hasta formas de locomocién
totalmente opuestas; movimientos natatorios de su cuerpo en el agua y presencia de un
par de alas para vuelo horizontal, vertical y a diferente velocidad. Las fases del ciclo de
vida de Ae. aegypti son: huevo, larva (tres mudas con sus cuatro estadios respectivos),

pupa y adulto diferenciado en sexos como hembra y macho (Nelson, 1983) (Figura 7).

Terrestrial Aquatic

2. Larvae

Terrestrial Aguatic

3. Pupae

Figura 7. Ciclo biolégico del mosquito Aedes aegypti (Urdaneta-Marquez & Failloux, 2011)

Los huevos de Ae. aegypti miden aproximadamente un milimetro de longitud, son
depositados individualmente al ras del agua quedando adheridos a las paredes del
recipiente. En el momento de la postura los huevos son blancos, cambian rdpidamente a

color negro (Nelson, 1983).



La fecundacion ocurre al momento de la postura del huevo, debido a que los
espermatozoides en la hembra se almacenan inmediatamente después de ocurrir la copula
en una estructura denominada espermateca, el 6vulo al pasar por el oviducto al nivel de
esta estructura se fusiona con un espermatozoide iniciando el desarrollo embrionario que
transcurre en alrededor de 48 horas si el ambiente es himedo y célido, si la temperatura

es baja se prolonga hasta por cinco dias (Nelson, 1983).

Completo el desarrollo embrionario, el embrién dentro del huevo es capaz de
resistir largos periodos de desecacion por meses o hasta por mas de un afio, al volver a
tener contacto con el agua la accidn bacteriana de la materia orgénica disminuye la tension
de oxigeno estimulando la eclosién en tan s6lo alrededor de unos 15 minutos (Nelson,
1983). La resistencia de los embriones de Ae. aegypti a la desecacion es uno de los
principales obstdculos para los programas de control, puesto que no estdn consideradas
medidas ovicidas, ademds permiten la posibilidad de ser transportados a grandes
distancias en recipientes secos. Por lo tanto, la eliminacion exitosa de los adultos y de
larvas en una localidad, no imposibilita la reinfestacion a través de los huevos que se

encuentren en estado latente (Nelson, 1983)

Los huevos requieren la disminucion del oxigeno disuelto en el agua del criadero
como un estimulo para la eclosion. El oxigeno disuelto comienza a reducirse por varios
factores: a) La caida violenta de las gotas de lluvia y el movimiento que produce, b) Al
paso de las horas, la presencia de microorganismos es también activada, éstos inician sus
procesos de alimentacion, respiracion, etc. Sin embargo, un exceso de materia organica
tiene efecto opuesto, las aguas pestilentes son rechazadas por la hembra Ae. aegypti

(Clements, 1992; Fernandez-Salas, 2009)

Las larvas y pupas de Ae. aegypti son acudticas, y como en la mayoria de los
insectos holometdbolos (con metamorfosis completa), los estadios larvales son el periodo
de crecimiento y desarrollo. Las larvas se alimentan practicamente durante todo el dia de
cualquier materia orgdnica acumulado en las paredes y en el fondo del recipiente, utilizan

sus sedas bucales que tienen forma de abanico (Clements, 1992)

El primer estadio larval es la forma que eclosiona del huevo, transcurre en uno o

dos dias que ha dedicado a alimentarse y a crecer; ocurre la muda y surge el segundo
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estadio. Inmediatamente después de la muda la cdpsula cefélica y el sifén son blandos y
transparentes, al extenderse permite el subsecuente desarrollo, se endurecen y oscurecen.
Después del segundo estadio, la cdpsula cefdlica y el sifén no cambian de tamaiio, el térax

y el abdomen crecen considerablemente durante cada fase (Clements, 1992)

La duraciéon del desarrollo larval estd en funcién de la temperatura, la
disponibilidad de alimento y la densidad de larvas en el criadero. En condiciones Optimas,
el periodo larval desde la eclosion hasta la pupacién puede ser de cinco dias, pero por lo
regular ocurre de siete a catorce dias. Los primeros tres estadios se desarrollan
rdpidamente, el cuarto se toma mds tiempo aumentando considerablemente su tamafio y
peso, en condiciones de baja temperatura o escasez de alimento el cuarto estadio puede
prolongarse por varias semanas. Las larvas y las pupas de los machos se desarrollan més

rdpido que las hembras para garantizar la fecundacién (Clements, 1992)

Las pupas no se alimentan. Su funcion es la metamorfosis del estadio larval al
adulto. Las pupas de los mosquitos son diferentes a las de otros insectos holometabodlos
por presentar reacciones inmediatas a estimulos externos tales como vibraciones y
cambios en la intensidad de la luz, desplazdndose activamente por todo el criadero.
Cuando estan inactivas flotan en la superficie, esta propiedad facilita la emergencia del
adulto. El estadio de pupa dura aproximadamente dos o tres dias, emergiendo alrededor

del 88% de los adultos en cuestion de 48 horas (Fernandez-Salas, 2009)

Al emerger de la exuvia de pupa, el mosquito adulto se posa sobre la pared del
criadero durante minutos para permitir el endurecimiento del exoesqueleto y de las alas,
en los machos en este tiempo también ocurre rotacion de 180° de sus genitales. Antes de
24 horas ambos sexos estan listos para el apareamiento, alrededor del 58% de las hembras
nuliparas son inseminadas antes de su primera alimentacion sanguinea, un 17% durante y
el 25% es inseminada entre la segunda alimentacion y la primera oviposicion; los machos
rondan como voladores solitarios aunque es mas comun que lo hagan en grupos pequefios
(Kettle, 1995) atraidos por los mismos huéspedes vertebrados que las hembras. Esto
facilita el apareamiento que por lo general se efectia durante el vuelo, también ocurre
sobre superficies verticales u horizontales; el macho sujeta el dpice del abdomen de la

hembra con su terminalia e inserta su aedeagus en el receptaculo genital de la hembra. La
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bursa copulatrix de la hembra se llena de esperma que pasa de inmediato a la espermateca
en menos de dos minutos. Una inseminacion es suficiente para fecundar todos los huevos
que la hembra produzca en toda su vida. El macho es atraido por el sonido emitido de las
alas de la hembra durante el vuelo, una vez alimentada de sangre ocurren pocos
apareamientos, debido en gran parte a los movimientos més rdpidos de sus alas que
compensan el aumento de peso, como consecuencia deja de estimular a los machos

(Nelson, 1983)

Las hembras se alimentan de sangre de cualquier vertebrado, por sus hdbitos
domésticos muestran marcada predileccion por el humano. Vuelan en sentido contrario al
viento, desplazandose mediante lentas corrientes de aire, siguen los olores y gases
emitidos por el huésped (CO.), al estar cerca utilizan estimulos visuales para localizarlo
mientras sus receptores tictiles y térmicos las guian hacia el sitio donde se posan. La
alimentacion sanguinea les proporciona las proteinas necesarias para la maduracion de las
ovariolas y por consecuencia, la produccion de los huevos. Los picos de alimentacion
ocurren principalmente durante el dia registrando mayor actividad en la primera hora de

haber amanecido y una hora antes del anochecer (Fernandez-Salas, 2009)

Las partes bucales del macho no estdn adaptadas para chupar sangre, se alimentan
de carbohidratos de cualquier fuente accesible como frutos o néctar de flores que satisface
sus requerimientos energéticos, las hembras también se alimentan de esta misma fuente

como complemento indispensable (Kettle, 1995)

Es comuin que después de cada alimentacion sanguinea la hembra desarrolle un
lote de huevos, la primera generacién de 6vulos requiere por lo menos dos alimentaciones
sanguineas para su maduracion, aunque Ae. aegypti suele alimentarse mas de una vez entre
cada postura, es decir por alimentaciones multiples, especialmente si es perturbada antes
de estar completamente satisfecha con dos a tres miligramos de sangre, mientras se
alimenta desecha gotas de un fluido claro. Las hembras alimentadas pueden desarrollar y
oviponer hasta 100 huevos. Hay un umbral en la distensién abdominal del estomago que
estimula el desarrollo de los ovarios, por lo que una alimentacién escasa produce menos

huevos por lote y si es muy reducida no se producen (Kettle, 1995)
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Competencia vectorial y su relacién con los linajes de CHIKV

La competencia vectorial de las poblaciones de mosquitos es un pardmetro clave
en la evaluacion del riesgo de transmision y dispersion de DENV y CHIKV (Vega-Rua et
al., 2014). Dado que la competencia vectorial para ambos virus parece ser determinada
por las interacciones genotipo-genotipo, la transmision exitosa depende de la especifica
combinacién de las caracteristicas genéticas de los mosquitos y viral. CHIKV tiene cuatro
linajes: Este-Centro-Sur Africa (ECSA), Africa Occidental, Asidtico y Océano Indico
(IOL) (Dupont-Rouzeyrol et al., 2012; Volk et al., 2010) (Figura 8).
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Figura 8. Arbol filogenético que representa la relacién que existe entre los cuatro linajes del virus
chikungunya: Linaje Africa Occidental (West Africa), Linaje Asidtico (Asian), Linaje Este-Centro-Sur
Africano (East-Center-South African) y Linaje del Oceano Indico (Indian Ocean Lineage, IOL)
(Tsetsarkin et al., 2011)
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Estos linajes muestran distintas eficacias de transmision intra e inter-especies de
los mosquitos Aedes (Lambrechts et al., 2011; Vega-Raa et al., 2014). Durante la
epidemia de CHIKV del 2005-2006 en la regién del Océano Indico, el linaje IOL tuvo una
sustituciéon de una alanina por una valina en la posicién 226 de la glicoproteina de
envoltura E1 (E1-A226V), que le permitié ser transmitido mas eficientemente por Ae.
albopictus (Tsetsarkin et al., 2007). Desde el 2009, mutaciones adaptativas adicionales en
la glicoproteina E2 E2-1.210Q y E2-K252Q han sido descritas en las cepas del linaje IOL
obtenidos de Kerala, India, con una incrementada transmisién en Ae. albopictus,

comparada con cepas parentales solo con la mutacion E1-A226V (Tsetsarkin et al., 2014).

Las poblaciones de Ae. aegypti y Ae. albppictus colectadas a lo largo de América
han reportado ser susceptibles a los linajes IOL y Asiatico de CHIKV (Vega-Rua et al.,
2014). Por lo tanto, tanto en zonas templadas como en zonas tropicales y subtropicales del
continente americano estdn en riesgo de mayor transmision de CHIKV. En general, Ae.
albopicuts es mejor que Ae. aegypti transmitiendo la cepa CHIKV_0621 perteneciente al
linaje IOL aislado del brote de la isla de La Réunion en 2006 (Voss et al., 2010), mientras
que Ae. aegypti es mejor transmitiendo la cepa CHIKV_NC del linaje asidtico y la cepa

CHIKV_115 del linaje IOL sin la sustitucién E1-A226V (Powers & Logue, 2007).

El rol especifico de estos vectores en cada region del continente americano es ain
desconocido. Pero se puede inferir que el vector principal es muy probable que sea Ae.
aegypti, puesto que hasta este momento no han aparecido la mutacién E1-A226V y ni
otras mutaciones epistdticas que aumentan la capacidad de ser transmitido por Ae.
albopictus (Diaz-Quifonez et al., 2015; Lanciotti & Valadere, 2014; Teixeira-Nunes et
al., 2015). Sin embrago, la evoluciéon de CHIKV es impredecible y las mutaciones
adaptativas para Ae. albopictus pueden aparecer en cualquier momento, creando un nuevo
vector competente en el continente (Tsetsarkin et al., 2014). Estos previos antecedentes
de vectores competentes a CHIKYV, la presencia de los linajes Asiaticos y IOL en el
continente (Weaver & Lecuit, 2015) y ambos vectores lejos de ser contralados, pone un
escenario poco alentador para el mantenimiento de las epidemias de miles de casos de

CHIKYV durante los siguientes meses y/o afios.
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Epidemiologia

Origen y brotes previos al 2004

El virus chikungunya fue descubierto por primera vez en 1952, después de un brote
de una enfermedad parecida al dengue en el sureste de Tanzania. El nombre de la
enfermedad proviene del idioma makonde, que significa “hombre encorvado” (Robinson,
1955). Desde ese entonces hasta el 2004, se registraron cuatro epidemias importantes en
Africa y el subcontinente Indio: en los brotes de Tailandia en los afios de 1958-1960 y
1962-1964, se estimaron aproximadamente 40,000 y 44,000-72,000 casos,
respectivamente (Halstead et al., 1969; Rudnick & Hammon, 1962); en el sureste de la
India en el brote de 1962-1965, confirmaron 273 casos pero se registraron
seroprevalencias de hasta el 40% (Myers et al., 1965) y finalmente en el brote de la
Republica Democratica del Congo en 1999-2000, alrededor de 40,000 casos fueron
estimados (Muyembe-Tamfum er al., 2003). Otros brotes esporddicos y menos
importantes se han registrado en varios paises de Africa Central y el Sureste de Asia previo
al 2004. Hasta ese momento, tres genotipos habian circulado en las regiones que llevan su
nombre: East Central South Africa (ECSA) (Africa Central, del Este y Sur); Asidtico y

Africano Occidental, éste descrito en ciclos enzooticos (Volk et al., 2010; Weaver, 2014)

Reemergencia en Africa y Asia a partir del 2004

A partir del 2004, se registra un brote importante de CHIKF en Kenia y Comoros
que durara hasta el 2005 con mds de 250,000 casos (Sergon et al., 2007, 2008). Después
que la epidemia en Comoros disminuyera a finales del 2005, hubo un resurgimiento
inesperado de la actividad en la isla francesa de La Réunion. Con el inicio de la temporada
de lluvias en diciembre, un incremento considerable de casos ocurrié a inicios del 2006
cuando se estuvieron reportando 40,000 casos semanales. Este brote represent6 el punto
de inflexion en la reemergencia de este virus en tres aspectos: 1) Divergencia de un nuevo
linaje a partir del genotipo ECSA: genotipo Océano Indico (IOL), 2) la aparicién de la
mutacién en la region El (alanina a valina en la posicion 226), el cual incremento la
capacidad del virus en ser transmitido por Ae. albopictus (Vazeille et al., 2007; Volk et
al., 2010) y 2) la dispersion de este nuevo genotipo hacia el sureste asidtico y Europa,

siendo la primera vez que se reporta la transmision local en este continente. La epidemia
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en La Réunion result6 en un estimado de 266,000 casos, pudiéndose explicar esta enorme
cantidad de casos a que Ae. albopictus era el vector predominante en esta region y fue
favorecido por la mutacion E1-A226V (Vazeille et al., 2007). A partir de esta epidemia,
numerosos individuos virémicos fueron identificados en multiples paises después que
viajeros a esta isla se infectaran y regresaran a sus hogares mientras seguian infecciosos.
Particularmente, varios paises europeos incluyendo Francia, Italia y Espafia (donde el
mosquito Ae. albopictus estaba establecido) documentaron casos importados (Soumahoro
et al., 2010). El virus también fue exportado desde La Réunion a la India donde se estim6
que ocurrieron 1.3 millones de casos solo durante el primer afio de la epidemia que inici6
en el 2006 (Mavalankar et al., 2008). En 2007, el virus fue introducido a Italia via un
viajero infectado de la India resultando en ese momento en una transmision autéctona en
la region de la Ravenna. El nimero de casos fue bajo (aproximadamente 300) y el brote
se limit6 por el inicio del invierno combinado con un programa local de erradicacién
répida del mosquito, pero la transmision localizada de CHIKV en una regién subtropical
dejo grandes preocupaciones para otras regiones no previamente expuestas a CHIKV pero
con la presencia de los vectores epidémicos (Rezza et al., 2007). La epidemia continu6
dispersdndose mas en 2009 y 2010 con un gran brote de casi 50,000 personas en el sur de
Tailandia (Rianthavorn et al., 2010) asi como también se reportd la transmision local por

primera vez en China (Wu et al., 2012).

La actividad continu6 en 2011, pero interesantemente no solo como una extension
de la pandemia en curso, sino con al menos dos brotes independientes. El primero fue un
pequefio agregado de cuatro casos en Nueva Caledonia. Mientras el nimero de casos
hallado fue limitado, esta deteccion fue importante debido a que fue determinado el
genotipo Asidtico, indicando claramente la emergencia independiente del virus desde un
ciclo distinto (Dupont-Rouzeyrol et al., 2012). El otro brote independiente fue detectado
en el mismo afio en la Republica del Congo donde el genotipo ECSA (East Central South
Africa) fue encontrado (Kelvin, 2011). Ambos genotipos Asidtico y ECSA fueron
detectados en 2012 con mads brotes de CHIKV en las Filipinas, Camboya, Papua Nueva
Guinea, Malasia, Butdn y el Medio Oriente (Yemen) por primera vez (Zayed et al., 2012).
El niimero de casos continué incrementandose en 2013 con un registro de casos locales

Singapur (992), casos importados en Australia (127) y la emergencia del genotipo Asiatico
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en los Estados Federados de Micronesia (Yap) afectando a mas de 900 individuos (Roth
et al., 2014; Singapore MOH, 2013). Las secuencias de los aislados de Yap fueron
virtualmente idénticos a aquellos de las Filipinas y China en 2012, demostrando el
movimiento del genotipo Asidtico del este de Asia al Pacifico occidental que asi continué
hasta finales del 2013 (Lanciotti & Valadere, 2014). En la figura 9, se muestra la
distribucién geografica del CHIKV en el Viejo Mundo hasta el afo 2012, previo a la

emergencia del virus en el Nuevo Mundo a partir del afio 2013.
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Figura 9. Distribucién geogréfica del virus chikungunya en el Viejo Mundo hasta el afio 2012. En color rojo
se muestran los paises que han reportado casos autéctonos con alertas del ProMED, la Organizacion
Mundial de la Salud y el GenBank (Thiberville, Moyen, et al., 2013)

Emergencia en América: Casos importados y transmision autoctona en 2013

Previo al afio 2006, cuando la vigilancia de CHIKV fue puesta en marcha en
Estados Unidos a través de la plataforma ArboNet, CHIKV era ignorado en América
puesto que no era una enfermedad endémica del continente. Solo tres casos importados,
en los afios 1996, 2001 y 2005 cada uno, habian sido reportados por el CDC. Después del
2006 hasta el 2010, en los Estados Unidos se habian detectado un total de 106 casos
importados. La mayoria de ellos habia tenido un antecedente de viaje a paises endémicos

con brotes en marcha como la India y otros paises del sureste asidtico (Gibney et al.,
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2011). En el mismo 2006, el European Control Disease Center (ECDC) reporta 9 casos
importados en territorios franceses en América provenientes de La Réunion, también
territorio francés: 3 en Martinica, 3 en Guadalupe y 3 en Guyana (Ledrans et al., 2007).
A raiz de estos antecedentes, la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), con el
apoyo de la Divisién de Enfermedades Transmitidas por Vectores de los Centros para el
Control y la Prevencion de Enfermedades de los Estados Unidos (DVBD, CDC), form6
un grupo de trabajo y convoco a una reunion en Lima, Peru, los dias 21-23 de julio de
2010, para crear la guia “Preparacion y respuesta ante la eventual introduccion del virus
chikungunya en las Américas”. La finalidad de esta guia era mejorar los conocimientos
sobre esta amenaza y brindar las herramientas necesarias que permitan establecer las
estrategias mds adecuadas para prevenir la importacion de CHIKYV a la Region, o para su

control en caso de introduccién (PAHO, 2011).

Después del 2010 hasta el 2013, el continente americano siguié recibiendo casos
importados de CHIKV en Estados Unidos y Brasil, con un total de 115 y 3,
respectivamente. La mayoria de estos viajeros provenian de la India, Indonesia y Filipinas
que tenian brotes en marcha (Albuquerque et al., 2012; Chaves et al., 2012; Lindsey et
al., 2015).

Finalmente, en diciembre del 2013, se reportan los primeros dos casos autoctonos
de CHIKY en el continente americano en la isla francesa de San Martin (PAHO, 2013).
A partir de entonces, los casos de CHIKYV se incrementaron de manera alarmante, dejando
en el afio 2014 un total de 1,118,763 casos sospechosos, de los cuales solo se confirmaron
25,459 (Pan American Health Organization, 2015). En el afio 2015, las epidemias de
CHIKY continuaron en todo el continente y dejaron un total de 693,489 casos sospechosos
y 37,480 confirmados (PAHO, 2016a) (Figura 8). Todo parece indicar que CHIKV ha
llegado para quedarse y continuar produciendo brotes anualmente de manera endémica,

como el caso de DENV.

Emergencia en México: Transmision autoctona, 2014-2015
El primer caso de CHIKF en México fue importado en mayo del 2014, proveniente
de una mujer de 39 afios que habia asistido a un evento deportivo en las islas del Caribe

(Rivera—AVila, 2014). Posteriormente, el primer caso de CHIKF aut6ctono fue de un
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infante de 8 afios, reportado el 7 de noviembre del 2014 en Arriaga, Chiapas (Cenaprece,
2014). Para final del afio 2014, CHIKV habia causado un total de 155 casos,
principalmente en el estado de Chiapas (DGE, 2015). En el siguiente afo, se reportaron
11 577 casos de CHIKEF, distribuidos principalmente en los estados de Veracruz (17.3%),
Yucatan (14.1%), Guerrero (14.4%), Michoacan (13.9%), Oaxaca (10.3%), Colima
(8.5%) y Chiapas (8.1%) mientras que los demds casos (13.4%) se distribuyeron en el
resto del pais excepto en los estados de Baja California, Ciudad de México, Tlaxcala y

Zacatecas. (DGE, 2015a) (Figura 10).
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Figura 10. Distribucién geografica de los casos autdctonos de CHIKV en las diferentes regiones del
Continente Americano, 2015. Nétese en el caso de México, la transmision se extendid a 28 estados de la
Reptblica, con excepcién de Tlaxcala, Ciudad de México, Zacatecas y Baja California (PAHO, 2016b).
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JUSTIFICACION

Ante la emergencia de una nueva enfermedad arboviral, es importante describir de manera
mads profunda las caracteristicas del brote para ampliar el conocimiento clinico de esta
enfermedad en nuestro pais. Conocer el rol de Ae. aegypti como vector permitird
reconocer su importancia como el principal blanco en las estrategias de control de
vectores. Ademads, este virus tiene una capacidad adaptativa que permite ser transmitido
por el mosquito invasivo Ae. albopcitus, que cada vez se dispersa a mayores latitudes y
longitudes del pais. Adicionalmente, seguir el trazo evolutivo de este virus permitird

conocer su origen y su potencial distribucion a otras regiones del pais.
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HIPOTESIS

La frontera Sur de México, especificamente en el municipio de Suchiate, Chiapas,
serd la puerta de entrada del virus chikungunya, ya que en esta localidad hay altas
densidades del mosquito Aedes aegypti que servirdn como vectores de este arbovirus.
Ademads, esta enfermedad se ird diseminando dentro del estado de Chiapas, ocasionando
brotes a lo largo de la regién del Soconusco, donde los sintomas predominantes serédn la
fiebre con dolores articulares intensos. Adicionalmente, se podran relacionar pardmetros
de andlisis de laboratorio que permitirdn conocer en una fase inicial las alteraciones

hematicas y bioquimicas, y de esta manera se pueda mejorar el diagndstico clinico.

21



OBJETIVOS

Objetivo General
Estudiar la emergencia del virus chikungunya (CHIKV) identificando las tendencias en

patrones epidemioldgicos e incriminacién de vectores en el estado de Chiapas, México.

Objetivos especificos

1. Caracterizar el patrén epidemioldgico del CHIKV al inicio del brote a partir de la
biisqueda activa de pacientes febriles en Suchiate, Chiapas, frontera sur de México

2. Incriminar al mosquito Aedes aegypti como vector de CHIKV en el estado de Chiapas,
México.

3. Describir los sintomas clinicos y andlisis de laboratorio de pacientes agudos y

convalecientes del hospital “Dr. Roberto Nettel”, Tapachula, Chiapas, México.
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CAPITULO 1: Caracterizar el patrén epidemiolégico del CHIKYV al
inicio del brote a partir de la basqueda activa de pacientes febriles en
Suchiate, Chiapas, frontera sur de México

RESUMEN

A partir del 2004, el virus chikungunya ha tenido una expansién importante desde
el continente africano y asidtico hacia las islas del Pacifico y para que finalmente en el
afio 2013, este arbovirus emergié en el continente americano. Durante el afio 2014, la
rdpida diseminacion hacia en Centro y Sur América, ha encendido las alarmas en México
ante la eventual entrada de CHIKYV por la frontera sur de México. Por esta razon, se tuvo
como objetivo realizar una vigilancia activa de febriles a lo largo del municipio de
Suchiate, Chiapas, para buscar pacientes sospechosos a la infecciéon por CHIKV durante
los meses de octubre-noviembre del 2014. Un total de 86 pacientes sospechosos a tener
CHIKYV fueron incluidos en el estudio, solicitindoles una muestra de sangre para el
diagnostico de la enfermedad. Solamente se analizaron 65 de ellas, porque las restantes
tuvieron algin dato faltante o las muestras estuvieron hemolizadas y/o lipémicas. A partir
de estos pacientes, se lograron confirmar 59 (90.8%), siendo positivos 16 de ellos por
qRT-PCR y 43 por ELISA IgM. La migraciéon pudo haber jugado un rol clave en la
introduccion de CHIKYV en nuestro pais, ya que cinco (8.5%) de los pacientes visitaron en
las dltimas dos semanas el pais de Guatemala, que meses antes habia reportado casos
autéctonos de CHIKV. Los principales sintomas observados fueron la fiebre, poliartralgia,
cefalea y exantema. Este estudio permitié detectar pacientes febriles un mes antes del
reporte oficial por CENAPRECE en noviembre del 2014 y sirvi6é de base para futuros
estudios epidemioldgicos que permitan conocer el comportamiento clinico de esta

infeccion arboviral.
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INTRODUCCION
Después de la emergencia de CHIKYV en la isla de San Martin al final del afio 2013

(Omarjee et al., 2014), el patrén de dispersion del virus probablemente incluy6 a Anguila,
San Bartolomé, Martinica, Islas Virgenes Britdnicas y Guadalupe, y unos meses después,
al resto de las islas del Caribe (Cauchemez et al., 2014). En el afio 2014, todo el Caribe
reunié 837,530 casos con una tasa de incidencia de 1898.5 por cada 100,000 habitantes.
Los paises mds afectados fueron Reptiblica Dominicana, Martinica, Guadalupe, Hait{ y
Puerto Rico. En el siguiente afio, los casos disminuyeron considerablemente a 18,625 con
una tasa de incidencia de 41.4 por cada 100,000 habitantes siendo 45.8 veces menor al
aflo anterior (PAHO, 2016). La explicaciéon mas probable de la magnitud explosiva de los
casos en el inicio del brote y después una reduccion abrupta en el siguiente afio pudiera

deberse a la reduccién de la poblacién susceptible después de la primera ola de casos.

Durante el brote, el linaje asidtico de CHIKYV es el tinico que estuvo circulando en
el Caribe desde su introduccion. Las secuencias virales de este linaje han sido obtenidas
de pacientes quienes residian en las Islas Virgenes Britdnicas y de Trinidad y Tobago
siendo ambas cercanamente relacionadas (Lanciotti & Valadere, 2014; Sahadeo et al.,
2015). Una teoria que puede explicar el origen del linaje asidtico en las Américas es que
CHIKY pudo haber sido introducido por el movimiento de turistas infectados y/o personas
infectadas relacionadas al comercio maritimo de Asia. Meses antes del brote del 2014, el
27.5% del turismo reportado en el Caribe fue proveniente de China y Filipinas (Khan et
al., 2014). Ademads, los puertos del Caribe han servido como una interseccion del
comercio maritimo del Este-Oeste uniendo Asia, América, Europa y el Medio Este

(Pinnock & Ajagunna, 2012).

Después de seis meses que estuvo circulando el virus CHIKV en el Caribe, los
primeros ocho casos autdctonos en la América continental, especificamente en EIl
Salvador, fueron oficialmente reportadas en junio del 2014. Un mes después, Venezuela
anunci6 un brote de CHIKYV con 30 casos autdctonos. Para septiembre del mismo afio, la
epidemia alcanzé Colombia y Brasil reportdindose en ambos paises 42 y dos casos
autéctonos, respectivamente. Una mayor diseminacidon continud en el resto de Centro y

Suramérica durante el 2014. Los casos en total que se reportaron en el aiio 2014 en Centro
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y Suramérica fueron 262,264 y 438,863, respectivamente, siendo los paises con mds casos
Brasil, Colombia y Venezuela (PAHO, 2016). La transmisiéon de CHIKV por el linaje
asidtico también ha sido reportado en Panamd, Nicaragua, Colombia y Brasil (Balmaseda
et al., 2016; Mattar et al., 2015; Teixeira Nunes et al., 2015) siendo todos muy

relacionados con la cepa de las Islas Virgenes Britdnicas.

Una de las posibles explicaciones sobre la rdpida diseminacién del virus CHIKV
en la América continental y su ingreso a México a finales del 2014 es el rol que tienen los
movimientos migratorios, tanto legales como ilegales, ya sea por cuestiones comerciales
y/o por busqueda de mejores oportunidades laborales. El constante movimiento migratorio
en la frontera sur México-Guatemala hace esta region vulnerable ante el ingreso de
enfermedades arbovirales emergentes (Figura 11). Especificamente en Guatemala, se
reportaron un total de 473 casos autdctonos, solo confirmandose 49 de ellos antes de

noviembre del 2014 (PAHO, 2014).
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Figura 11. Flujo migratorio en el municipio de Suchiate, frontera México-Guatemala, a través del rio
Suchiate (Foto tomada por el autor, 2014)

Por las razones previamente dichas, se inicid un estudio exploratorio en los meses
de septiembre a noviembre del 2014 en el municipio fronterizo de Suchiate, Chiapas, para
la bisqueda de pacientes febriles para caracterizar la epidemiologia bdsica y realizar la
deteccion del virus CHIKV. Es importante mencionar que este estudio inicid previo al

reporte oficial del CENAPRECE que fue hasta el mes de noviembre del 2014.

25



MATERIAL Y METODOS

Area y poblacion de estudio

El estudio de vigilancia activa de febriles se realiz6 en el municipio fronterizo de
Suchiate, Chiapas. Se ubica en la Llanura Costera del Pacifico, predominando el relieve
plano. Sus coordenadas geogréficas son 14° 41"N y 92° 09"O. Limita al norte con el
municipio de la Frontera Hidalgo, al sur con el océano Pacifico, al oriente con la Reptiblica
de Guatemala y al poniente con el municipio de Tapachula. Su extension territorial es de
236.79 km? que representa el 0.80% de la superficie del estado y su altitud es de 20 msnm.
El clima es cdlido subhimedo con lluvias en verano y su vegetacion es selva baja
(INAFED, 2010). En este municipio, se seleccionaron dos localidades fronterizas para

llevar a cabo el estudio: Ciudad Hidalgo y el ejido “La Libertad” (Figura 12).
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Figura 12. Area de estudio de la vigilancia de febriles en las comunidades fronterizas de Ciudad Hidalgo y
el ejido “La Libertad”, en el municipio de Suchiate, Chiapas.
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En el censo del 2010, la poblacién de este municipio era de 35,056 habitantes, y
segln la encuesta intercensal del 2015 la poblacién aument6 a 38,797 habitantes. Este
municipio tiene un rezago social medio y con un 81.2% de su poblacién en situacién de
pobreza. Ademds, el 13.5% y el 15.3% de la poblacion carece de agua entubada y sistema

de drenaje, respectivamente (CONEVAL, 2015, 2017).

Consideraciones de bioética

Este estudio formo parte del protocolo “Emergencia del virus de chikungunya
(CHIKYV): tendencias en patrones epidemioldgicos, incriminacién de vectores, y filogenia
de variantes genéticas en Chiapas, México” aprobado por las comisiones de bioética,
bioseguridad e investigacion del Instituto Nacional de Salud Publica (Proyecto #1312 y
aprobacion #1738) (Anexo 1). A los pacientes se les invitd a participar voluntariamente
al estudio, firmando un consentimiento informado (en caso de menores por sus padres o
tutores) (Anexo 2), en donde se especificd claramente los objetivos del estudio y los
beneficios que aportaria su participacion, asi como los pequefios inconvenientes que

pudiera tener una toma de muestra sanguinea.

Muestreo y encuesta epidemiolégica basica

Durante los meses de octubre a noviembre del 2014, se inici6 la vigilancia activa
visitando los hogares buscando pacientes febriles en Ciudad Hidalgo y estableciendo un
centro centinela en la clinica médica “Guadalupe” del ejido “La Libertad”, que a través
del comisariado ejidal se notificé a la poblacién con sintomas de fiebre y dolor articular

que visitaran la clinica para dar una muestra de sangre (Figura 13).

La inclusion de los pacientes al estudio fue si cumplieron con algin sintoma de la
definicién de probable caso de CHIKF: fiebre mayor de 38°C y/o la presencia de
poliartralgias no explicadas por otra condiciéon médica (PAHO, 2011). Tras seleccionar a
los pacientes probables a CHIKF, con previa autorizacion del paciente tras leer y firmar
el consentimiento informado, se les tom6 una muestra de sangre de SmL, distribuida en
un tubo rojo Vacutainer® sin anticoagulante. Ademads, se aplico el formato de estudio
epidemioldgico para la recoleccidn de informacién como edad, sexo, lugares visitados en
las tdltimas dos semanas y cuadro clinico bdsico: presencia de fiebre, poliartralgias,

cefalea, mialgias, exantema, nduseas, dolor de espalda y vomito (Anexo 3) (Figura 14)
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Figura 13. Localidades de estudio durante la vigilancia activa del virus CHIKV en el municipio de Suchiate,
Chiapas. Viviendas muestreadas en Ciudad Hidalgo (foto izquierda). Centro centinela “Clinica Médica
Guadalupe”, Ejido “La Libertad” (foto derecha) (fotos tomadas po

g

r el autor, 2014).

———

)

Figura 14. Firma de consentimiento informado, llenado de encuesta epidemiolégica y toma de muestra
sanguinea a pacientes probables a la fiebre chikungunya (foto tomada por el autor, 2014).

Diagnéstico serologico y molecular mediante las pruebas de ELISA y qRT-PCR
Primeramente, se realiz6 la separacion del suero a través de una centrifugacion fria

a 3,000 rpm, y posteriormente se hicieron alicuotas de 200 uL, todo esto en el Centro

Regional de Investigacién en Salud Publica. Posteriormente los sueros fueron enviados en

didxido de carbono sélido a -70°C al laboratorio de Patologia de la Universidad de Texas.

Para la extraccion del ARN, se utiliz6 el método de extraccién con columna
utilizando el estuche comercial ZR-96 Viral RNA (Zymo Research, Orange, CA). A partir
del suero humano, se tomaron 140 uL para proseguir la extraccion tal cual detalla el
protocolo del fabricante. A la par se realizaron extracciones de dos controles negativos
(suero de un paciente negativo a CHIKV y agua libre de ARNasas) y dos controles

positivos (cepa YO11213 RNA del Caribe) (Anexo 4).
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El diagndstico molecular de CHIKYV se realiz6 bajo la técnica de RT-PCR Tiempo
real, utilizando el estuche comercial TagMan RNA-to-Ct 1-step Kit (Applied Biosystems,
San Francisco, CA). Para cada reaccién, se tomaron 40uL de la mezcla de reaccién junto
con 10uL del ARN proveniente de una muestra de suero. Cada muestra se realizd por
duplicado y se incluyeron siempre dos controles negativos y dos positivos. El equipo
utilizado para efectuar la reaccion fue el termociclador tiempo real 900HT Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, San Francisco, CA). El protocolo completo que
incluye los iniciadores junto con la sonda marcada con el fluor6foro FAM, las condiciones
de la reaccion, el programa de ciclos para el termociclador tiempo real y los valores de

interpretacion se encuentran en el Anexo 5 (Powers & Roehrig, 2010).

Ademas, se efectud la técnica de ELISA para detectar la presencia de anticuerpos
IgM (Erasmus et al., 2015). A partir de una alicuota de suero de un paciente, se tomaron
4 uL para hacer una dilucién 1:100 completando a 400 uL. en un pozo de la placa, cada
una de las muestras por duplicado. Después se siguid el protocolo del fabricante,
utilizando 3 repeticiones para el control positivo y 3 repeticiones para el control negativo
(Anexo 6). El equipo utilizado para efectuar las el diagndstico serolégico fue el

VERSAmax tunable microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

Analisis estadistico

La comparacion de las frecuencias de los diferentes sintomas y el diagndstico
(qRT-PCR y ELISA) entre las localidades de Ciudad Hidalgo y el ejido “La Libertad”
fueron realizadas con tablas de contingencia de 2x2 con distribucién de Chi-cuadrada.
Ademads, se utilizé la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para datos independientes
para comparar las medianas de la edad y el lapso entre toma de muestra e inicio de
sintomas entre ambas localidades, obteniéndose adicionalmente los intervalos de
confianza al 95%. Para la comparacion de los porcentajes de sexos positivos a CHIKV en
ambas localidades, se utiliz6 la prueba de comparacién de proporciones para dos muestras
con distribucién Z. Finalmente, para comparar la distribucién de los casos por edad en
ambas localidades, se categorizaron los datos en adultos menores de 45 afios y en adultos

de 45 afios o mas y se utiliz la prueba exacta de Fisher. Para todas las pruebas, se
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considerd una significancia de 0.05 y todos estos andlisis se efectuaron en el programa

Minitab 17® (State College, PA).
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RESULTADOS
El muestreo en las localidades de Ciudad Hidalgo y el ejido “La Libertad,

pertenecientes al municipio de Suchiate, Chiapas, inici6 el dia 9 de octubre y termind hasta
el 26 de noviembre del 2014. Durante este periodo, se atendieron un total de 86 pacientes,
todos ellos cumplieron los criterios de inclusién: 1) caso probable de fiebre chikungunya
presentando fiebre y/o poliartralgia y 2) firmaron el consentimiento informado. A cada
uno de estos pacientes se les tomd una muestra de sangre y posteriormente en el
laboratorio de arbovirologia del Centro Regional de Investigacion en Salud Publica se

separd el suero de cada muestra.

Sin embargo, de las 86 muestras obtenidas, solo se consideraron 65 de ellas para
el diagndstico porque el resto tuvieron datos faltantes y/o porque fueron muestras
lipémicas y/o hemolizadas. Las muestras fueron enviadas en di6xido de carbono sélido a
-70°C al laboratorio de Patologia de la Universidad de Texas para su procesamiento. A
partir de estas muestras, se obtuvo que 59 (90.8%) fueron positivas mientras que las
restantes seis fueron negativas (9.2%). De los pacientes positivos, 16 fueron
diagnosticados por qRT-PCR (27.1%) y 43 por ELISA (72.9%). La distribucion de casos
positivos por localidad fue de 28 casos (47.5%) en Ciudad Hidalgo y 31 (52.5%) en el
ejido “La Libertad”, no encontrandose diferencias significativas entre los porcentajes de

positividad de ambas localidades (Tabla 1).

Con respecto al tema de migraciéon, se observo que hubo una diferencia
significativa entre el porcentaje de pacientes positivos a CHIKV que hicieron un
movimiento migratorio, siendo Ciudad Hidalgo donde se presenté mayor migracion
(p<0.05) (Tabla 1). Aunque 16 (27.1%) pacientes de ambas localidades reportaron haber
viajado en las ultimas dos semanas, solamente cinco pacientes de Ciudad Hidalgo (8.5%)
hicieron un viaje a Guatemala y el resto fue a diferentes localidades de la regién, como

Tapachula y Acapetahua.

Los sintomas observados en el brote fueron fiebre (92.3%), poliartralgias (81.4%),
exantema (54.25), cefalea (61%), mialgias (54.2%), dolor de espalda (49.2%), nduseas
(22.0%) y vomitos (15.3%). Los sintomas clinicamente mads visibles en ambas localidades

fue la poliartralgia edematosa y el exantema (Figura 15). Es importante mencionar que,
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los porcentajes de los sintomas registrados variaron entre las dos localidades. Por ejemplo,
la poliartralgia y el exantema fueron significativamente superiores en el ejido “La
Libertad” con los porcentajes de 100% y 83.9% que con los de Ciudad Hidalgo que fueron
de 60.7% y 21.4%, respectivamente (ambos con p<0.05) (Tabla 1). Similarmente ocurrié
lo mismo con la cefalea, mialgias y dolor de espalda, reportdndose mayores frecuencias
en el ejido “La Libertad” (87.1%, 80.6% y 77.4%, respectivamente), que las frecuencias
observadas en Ciudad Hidalgo (32.1%, 25% y 17.9%, respectivamente), siendo

significativamente diferentes en estos tres sintomas (p<0.01) (Tabla 1).

En cuanto a los dias que pasaron entre la toma de la muestra e inicio de los
sintomas, no se observaron diferencias significativas entre las localidades de Ciudad

Hidalgo y el ejido “La Libertad” (p>0.05).

Ciudad Hidalgo La Libertad Total Valor p
Edad (Mediana, IC 30.5 (20.3-36.6) 32.0 (27.0-55.0) 31.0 (27.0-37.5) 0.1178
95%)
Dias entre toma de 8.00 (4.34-9.55) 6.00 (2.68-8.33) 7.00 (4.00-8.46) 0.3646
muestra e inicio de
sintomas
(Mediana, IC 95%)
Diagnostico y N % % del N % % del N %
sintomas total total
CHIKYV positivo 28 100 47.5 31 100 52.5 59 100 -
CHIKYV positivo 7 250 11.9 9 290 15.3 16 27.1 0.728
por gqRT-PCR
CHIKYV positivo 21 75.0 35.6 22 710 37.3 43 72.9 0.728
por IgM ELISA
Migracién 12 429 20.3 4 129 6.80 16 27.1 0.0176*
Fiebre 26 923 47.5 29 935 52.5 55 93.2 0.916
Poliartralgia 17 60.7 28.8 31 100 52.5 48 81.4 <0.001*
Cefalea 9 321 15.3 27  87.1 45.8 36 61 <0.001*
Mialgias 7 250 11.9 25 80.6 42.4 32 54.2 <0.001*
Dolor de espalda 5 179 8.5 24 774 40.7 29 49.2 <0.001*
Néuseas 4 143 6.8 9 290 15.3 13 22.0 0.167
Vémitos 2 171 34 7 226 11.9 9 15.3 -
Exantema 6 214 10.2 26 83.9 44.1 32 54.2 <0.001%*

Tabla 1. Datos epidemioldgicos bésicos del brote de CHIKYV en las localidades de Ciudad Hidalgo y el ejido
“La Libertad”, municipio de Suchiate, Chiapas, Octubre-Noviembre 2014. *Estadisticamente significativo
con p<0.05
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Figura 15. Sintomas clinicamente mds visibles: poliartralgia edematosa (fotos superiores) y exantema (fotos
inferiores). (Fotos tomadas por el autor, 2014).

Con respecto a la distribucién de los casos por edad, se observé que los casos se
distribuyeron en todos los grupos de edad, aunque no de manera equitativa. En Ciudad
Hidalgo, se observé que las mayores frecuencias de casos fueron en menores de 20 afios
y adultos de entre 31-40 afios. En cambio, en el ejido “La Libertad”, la mayoria de los
casos se concentrd en adultos de 21-30 afios y en adultos de mas de 50 afios. Después de
hacer la categorizacion en casos menores de 45 afios y en casos de 45 afios 0 mas, se
encontraron diferencias significativas entre ambas localidades habiendo mas casos de 45

afios o mds en el ejido “La Libertad” (p=0.023) (Figura 16).
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Figura 16. Gréficas de distribucién por edades de casos positivos de CHIKV, Suchiate Chiapas, octubre-
noviembre 2014.

En ambas localidades se observé que la distribucién de los casos por sexo fue
mayor en las mujeres que en los hombres, teniendo en el ejido “La Libertad” 18 casos
(58%) y en Ciudad Hidalgo 20 casos (71%) del sexo femenino. En cambio, la frecuencia
en los hombres fue de 13 casos (42%) y 8 casos (29%), respectivamente. Sin embargo,
solamente en Ciudad Hidalgo se encontraron diferencias significativas (p<0.01) mientras

que en el ejido “La Libertad” no fue el caso (p=0.198) (Figura 17).

Ciudad Hidalgo Ejido "La Libertad"

B Masculino B Masculino

® Femenino B Femenino

Figura 17. Distribucién por sexo de los casos confirmados de CHIKV en las comunidades de Ciudad
Hidalgo y el ejido “La Libertad”, Suchiate, Chiapas, octubre-noviembre del 2014.
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DISCUSION

El virus chikungunya es una de las enfermedades arbovirales que mds rdpido se ha
diseminado en el nuevo milenio. En cuestién de los ultimos 10 afios, el virus se disemind
desde el continente africano y asidtico hacia las islas del Pacifico y el continente
americano. Después de la llegada de CHIKV al Nuevo Mundo, inicié su dispersion desde
el Caribe hacia Centroamérica y Sudamérica durante el 2014. Finalmente, el virus llegé a
la frontera sur de México con Guatemala, en las comunidades de Ciudad Hidalgo y el
ejido “La Libertad”, en el municipio de Suchiate, Chiapas, en el mes de octubre del 2014.
El primer caso oficial reportado por el CENAPRECE fue realizado hasta el mes de
noviembre del mismo afio en el municipio de Arriaga, Chiapas, localizado al norte del

Estado de Chiapas (CENAPRECE, 2014).

Historicamente, la porosa frontera de México-Guatemala, ha registrado un
constante movimiento migratorio por cuestiones comerciales, como una ruta de paso hacia
los Estados Unidos y/o por conflictos bélicos del pasado (Ogren, 2007). Este flujo
constante de personas entre México y Guatemala ha sido probablemente un factor
determinante ante el ingreso de CHIKV a nuestro pais. En nuestro estudio, cinco (8.5%)
de los 59 casos positivos, todos provenientes de Ciudad Hidalgo, reportaron haber visitado
Guatemala en las ultimas dos semanas, lo cual sugiere que pudieron haber adquirido el
virus en ese pais. Es importante mencionar que el ingreso de enfermedades arbovirales a
nuestro pais no ha sido nada nuevo, porque en el afio de 1978, el virus del dengue
reemergio utilizando la misma puerta de entrada: la Frontera Sur del estado de Chiapas
(Narro Robles & Gomez Dantés, 1995). Este antecedente, mds el ingreso de CHIKV en el
2014, deja vulnerable esta region ante la emergencia de otras arbovirosis, tal como sucedi6
con el virus Zika en noviembre del afio 2015 (Guerbois et al., 2016), o ante la posible
emergencia del virus Mayaro, que actualmente estd circulando en Sudamérica y

Centroamérica (Garcia-Rejon, 2016).

Los principales sintomas observados en el brote de Suchiate, Chiapas fueron los
que comunmente se han reportado en la mayoria de los brotes alrededor del mundo (Anexo
11), siendo la fiebre, la poliartralgia y el exantema los mas comunes. Sin embargo, las

frecuencias de los sintomas vario entre las localidades del ejido “La Libertad” y Ciudad
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Hidalgo, siendo significativamente mayores los porcentajes de poliartralgia (100%),
exantema (83.9%), cefalea (87.1%), mialgias (80.6%) y dolor de espalda (77.4%) en la
primera que en la segunda (60.7%, 21.4%, 32.1%, 25.0% y 17.9%, respectivamente). A
pesar de que no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el diagndstico
por qRT-PCR y ELISA, edad y dias entre toma de muestra e inicio de sintomas, es posible
que la razén que explique las diferencias en los sintomas entre ambas localidades esté en
la distribucion de las edades. En el ejido “La Libertad”, se presentaron mds pacientes
positivos a CHIKV de 45 afios o mds que los que se presentaron en Ciudad Hidalgo
(p<0.05). Ha sido reportado que pacientes de mayor edad tienen mayor riesgo de tener un
cuadro clinico més severo, tener secuelas mas prolongadas e incluso fallecer (Borgherini
etal., 2007, 2008; Paquet et al., 2006). Otra posible explicacion a tales diferencias pudiera
recaer en el método de muestreo. En el caso de Ciudad Hidalgo, no existid ninguna
discriminacién al seleccionar a los pacientes salvo los hombres que en el momento del
muestreo no se encontraron en el hogar. En cambio, en el ejido “La Libertad”, los
pacientes que fueron a la toma de muestras sanguineas son aquellos que regularmente
visitan las reuniones ejidales o son familiares de éstos y que se enteraron del muestreo.
Generalmente las personas de la tercera edad son las personas que acuden con regularidad
a las reuniones ejidales (Veldzquez, 2010) y esto pude explicar la mayor cantidad de

adultos mayores presentes en el estudio en el ejido “La Libertad”.

En este objetivo se pueden mencionar algunas limitaciones. La falta de
representatividad y un tamafio adecuado de la muestra hace que no se puedan hacer
inferencias a nivel poblacional. Ademads, se presentaron algunas dificultades para tener
muestras apropiadas, debido a que algunas de ellas se hemolizaron y otras resultaron estar
lipémicas. Sin embargo, la finalidad de este objetivo era detectar la entrada del virus a
nuestro pais y hacer un estudio preliminar sobre el patrén epidemioldgico de esta nueva
enfermedad arboviral. Este estudio sirvié de base para la proposicion del tercer objetivo

de este trabajo.
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CAPITULO 2: Incriminar al mosquito Aedes aegypti como vector de
CHIKY en el estado de Chiapas, México

RESUMEN

Durante el brote de la fiebre chikungunya a finales del 2014 en el municipio de
Suchiate, Chiapas, se llevé a cabo una vigilancia entomoldgica para incriminar a los
potenciales vectores de este arbovirus. En este municipio se selecciond la localidad de
Ciudad Hidalgo para realizar las colectas de mosquitos, especificamente en las colonias
de San Juan, San Caralampio, 15 de Enero y 26 de Julio. En estos sitios, se colectaron 75
domicilios con casos sopechosos de CHIKEF, de los cuales 60 (80%) tuvieron Aedes
aegyptiy 2 (2.7%) Aedes albopictus. Un total de 1,170 mosquitos Ae. aegypti y cinco
Ae. albopictus fueron colectados, siendo del primer vector 635 hembras y del segundo
tres. Un total de 81 lotes se generaron, siendo 79 lotes de hembras Ae. aegypti y dos
lotes de hembras Ae. albopictus. Aunque ninguno de los dos lotes de Ae. albopictus fue
positivo, 18 lotes (22.8%) de Ae. aegypti fueron positivos a CHIKYV teniendo una tasa de
infeccion de 32.3/1000 mosquitoes. La falta de inmunidad de rebafio en conjunto con las
altas poblaciones vectoriales, el control de vectores deficiente en esta localidad y
muestreos dirigidos en localidades con brotes explican las altas tasas de infeccién en este
vector. Consistente con las predicciones de estudios de competencia vectorial previos, el
mosquito Ae. aegypti es el principal vector de CHIKV en el sur de México, mientras que

el rol de Ae. albopictus permanece desconocido.
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INTRODUCCION

Desde que fue descubierto el virus chikungunya en Tanzania en el afo de 1952, se
han hecho esfuerzos para incriminar cuéles son los vectores involucrados en la transmisién
de este arbovirus. La mayoria de los vectores que se han asociado a la transmision de
CHIKYV pertenecen al género Aedes. Los ciclos de transmisién de los virus son muy
distintos en los entornos rurales y urbanos, reflejando en cada uno la diversa fauna de

mosquitos en cada uno de estos entornos ecoldgicos (Sang et al., 2008).

En Africa, CHIKV es ampliamente mantenido en ciclos enzdoticos involucrando
primates salvajes y mosquitos Aedes selvaticos. Una cantidad de especies vectores
selvaticas han sido implicadas durante el periodo de 1952-2004 en la transmisidn selvatica
de CHIKV: Ae. africanus en Africa del Este (McCrae et al., 1971); Ae. furcifer, Ae.
taylori, Ae. dalzieli y Ae. luteocephalus en Africa occidental (Diallo ez al., 1999; Jupp &
Mclntosh, 1990), y Ae. cordellieri en Sudafrica (Jupp & Mclntosh, 1990).

La primera sospecha sobre el rol de Ae. aegypti en la transmision rural de CHIKV
fue elucidada en el primer brote descrito en Newala, Tanzania durante 1952, cuando se
encontro en esta localidad una alta densidad de este vector, ademds que la cepa aislada de
esta especie de mosquitos colectados durante la epidemia ocasiond la muerte en dos de 11
ratones lactantes. Adicionalmente, los aislados de los ratones lactantes muertos fueron
neutralizados con sueros de conejos inmunes a una cepa de chikungunya (Ross, 1956).
Luego, en la epidemia de 1963-1964 en la India, el vector Ae. aegypti fue encontrado
infectado naturalmente y estuvo involucrado en la transmisién urbana de CHIKV (Myers

et al., 1965; Sarkar, 1966).

Cuando reemergié CHIKV en el afio 2004 en Africa, en un inicio el vector
incriminado en los brotes de Comoros y Kenya en el aiio del 2005 fue Ae. aegypti (Sang
et al., 2008). Sin embargo, cuando el virus durante la epidemia del 2005-2006 invade la
isla de La Reunién en el Océano Indico, surge Ae. albopictus como un nuevo vector de
CHIKYV (Delatte et al., 2008; Reiter et al., 2006). Durante la epidemia de Gabén en 2007
en Africa Central, Ae. albopictus sirve también como el principal vector de CHIKV (Leroy
et al., 2009; Paupy et al., 2010). Luego que el virus se dispersara hacia el continente

asidtico, ocasionando brotes en la India en el afio 2006 y en Tailandia en 2009, siendo en
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este ultimo pais donde CHIKYV fuera transmitido principalmente por Ae. albopictus y de
manera secundaria por Ae. aegypti (Thavara et al., 2009). La razén por la cual Ae.
albopictus se convirtiera en un nuevo vector durante estas epidemias se debid a la
aparicién de la mutacién E1-A226V en el linaje ECSA de CHIKV, que favorece la

transmision preferentemente en este vector (Tsetsarkin et al., 2007; Vazeille et al., 2007).

Sin embargo, surgié un brote de manera independiente causado por el linaje
asiatico de CHIKYV en las islas del Pacifico Sur en el afio 2011, en donde se asumi6 que
el principal vector fue Ae. aegypti en Nueva Caledonia en base a estudios de competencia
vectorial y que, ademads, Ae. albopictus estd ausente en este pais (Dupont-Rouzeyrol et al.,
2012). Adicionalmente, durante la epidemia del 2013 en la isla de Yap, en los Estados
Federados de Micronesia, se incrimino a otro vector en la transmision de CHIKV: Aedes

hensilli (Savage et al., 2015).

Después que CHIKYV ingresé al continente americano en la isla de San Martin en
el afio 2013, y se fuera propagando a través de Centroamérica y Sudamérica durante el
afio 2014, no se habia reportado el rol que tuvieran los vectores Ae. aegypti y Ae.
albopictus en los brotes del Nuevo Mundo. A pesar de que existen estudios que
comprueban que las poblaciones americanas de Ae. agypti y Ae. albopictus son
competentes a la infeccion por CHIKV (Vega-Rua et al., 2014), no existe un estudio que
busque las infecciones naturales en estos vectores. Este es el primer estudio en el
continente americano que tiene como objetivo incriminar al mosquito Ae. aegypti como
vector de CHIKV en la comunidad de Ciudad Hidalgo, Suchiate, Chiapas, donde estuvo

ocurriendo un brote durante los meses de septiembre a noviembre del afio 2014.
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MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

La colecciéon de mosquitos se realizé en el municipio fronterizo de Suchiate,
Chiapas. Se ubica en la Llanura Costera del Pacifico, predominando el relieve plano. Sus
coordenadas geograficas son 14°41"N y 92° 09"O. Limita al norte con el municipio de la
Frontera Hidalgo, al sur con el océano Pacifico, al oriente con la Republica de Guatemala
y al poniente con el municipio de Tapachula. Su extension territorial es de 236.79 km?2 que
representa el 0.80% de la superficie del estado y su altitud es de 20 msnm. El clima es
calido subhimedo con lluvias en verano y su vegetacion es selva baja (INAFED, 2010).
El municipio de Suchiate tiene un rezago social medio y con un 81.2% de su poblacién en
situacion de pobreza. Ademds, el 13.5% y el 15.3% de la poblacion carece de agua
entubada y sistema de drenaje, respectivamente (CONEVAL, 2015, 2017). En este
municipio, se seleccionaron varias colonias de la localidad de Ciudad Hidalgo para

realizar los muestreos de mosquitos: San Caralampio, San Juan, 15 de enero y 26 de Julio

(Figura 18).
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Figura 18. Area de estudio del muestreo de mosquitos adultos en la localidad de Ciudad Hidalgo. A) Estado
de Chiapas, municipio de Suchiate. B) Colonia San Caralampio, donde se colectaron 44 de las 75 viviendas
incluidas en el estudio.
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Colecta e identificacion de mosquitos

Las colectas de mosquitos se realizaron con el aspirador motorizado de espalda
CDC (Clark et al., 1994). El personal solicit6 el permiso a la vivienda para ingresar y
después efectuar el aspirado en 10-15 minutos (Figura 19). Los contendedores con los
especimenes vivos fueron transportados al Laboratorio de Arbovirologia en hieleras con
un gel congelado a -4°C cubierto de periddico, para proveerles una temperatura y humedad
adecuada. En laboratorio, los contenedores con mosquitos se guardaron a -20°C durante
20 minutos para inmovilizarlos y poderlos separar en la plancha fria Chilltable® (Bioquip,
Rancho Dominguez, CA) a una temperatura entre -5°C a -10°C y finalmente proseguir
con la identificacién taxonémica de los mosquitos. Los mosquitos fueron agrupados en
lotes por vivienda, especie y sexo en microtubos eppendorf® de 2mL y serdn almacenados
a -75°C. Después de formar los lotes de mosquitos, se enviaron en diéxido de carbono

solido a -70°C al laboratorio de patologia de la Universidad de Texas para el diagndstico.

Figura 19. Coleccién de mosquitos en los domicilios de las colonias de Ciudad Hidalgo, Suchiate, Chiapas,
octubre-diciembre, 2014 (Foto tomada por el autor, 2014)

Diagnoéstico molecular mediante la técnica de qRT-PCR

En el caso de muestras s6lidas como mosquitos, previamente se homogenizaran en
tubos Eppendorf de 0.2 ml con medio L-15 (Invitrogen, Carlsberg, CA) (complementado
con suero bovino fetal al 2% [Hyclone, Logan, UT], penicilina [ 100 U/ml], estreptomicina
[100 mg/ml] y anfotericina B [0.25ug/ml]) durante 30 segundos usando un macerador
eléctrico inaldmbrico con pistilo (Daigger, Vernon Hills, IL). Posteriormente se

centrifugardn en una microcentrifuga durante 5 minutos para obtener un sobrenadante.

Para la extraccién del ARN, se utiliz6 el método de extraccién con columna

utilizando el estuche comercial ZR-96 Viral RNA Kit (Zymo Research, Orange, CA). A
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partir del sobrenadante, se tomaron 140 uL para proseguir la extraccion tal cual detalla el
protocolo del fabricante. Para especimenes de mosquitos se afiadird un lavado adicional
con el amortiguador AW1. A la par se realizaron extracciones de dos controles negativos
(suero de un paciente negativo a CHIKV y agua libre de ARNasas) y dos controles
positivos (cepa YO11213 RNA del Caribe) (Anexo 4).

El diagndstico molecular de CHIKYV se realiz6 bajo la técnica de RT-PCR Tiempo
real, utilizando el estuche comercial TagMan RNA-to-Ct 1-step Kit (Applied Biosystems,
San Francisco, CA). Para cada reaccidn, se tomaron 40uL de la mezcla de reaccion junto
con 10uL del ARN proveniente de una muestra de suero. Cada muestra se realizd por
duplicado y se incluyeron siempre dos controles negativos y dos positivos. El equipo
utilizado para efectuar la reaccion fue el termociclador tiempo real 900HT Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, San Francisco, CA). El protocolo completo que
incluye los iniciadores junto con la sonda marcada con el fluor6foro FAM, las condiciones
de la reaccion, el programa de ciclos para el termociclador tiempo real y los valores de

interpretacion se encuentran en el Anexo 5.

Cultivo celular para medir efecto citopatico

El ensayo de efecto citopatico (CPE) fue utilizado para detectar particulas virales
infecciosas de los mosquitos positivos a qRT-PCR. Las células Vero confluentes fueron
inoculadas con 100 pL del sobrenadante de cada lote de mosquitos homogenizado. Las
placas con las células Vero inoculadas se incubaron durante 4 dias a 37°C con 5% de CO2
en medio esencial minimo modificado de Dulbecco (Gibco, Grand Island, NY)
suplementado con gentamicina y 2% de suero bovino fetal. Después de completado el
periodo de incubacidn, las células fueron fijadas con formaldehido al 10% y tefiildas con
cristal violeta para visualizar el efecto citopatico. La cepa vacunal de CHIKV 181/25 fue
utilizada como control positivo y dos lotes de mosquitos negativos a CHIKV fueron

usados como controles negativos (Anexo 7).

Secuenciacion del fragmento E1/E2 y analisis filogenético
El ARN viral extraido de cada lote de mosquitos fue utilizado para generar el ADN
complementario usando el estuche comercial SuperScript® III First- Strand Synthesis Kit

(Invitrogen, Waltham, MA), de acuerdo con el protocolo del fabricante. El estuche
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comercial Phusion® High-Fidelity PCR Kit (New England Biolabs, Ipswich, MA) fue
utilizado luego para generar los tres amplicones sobrepuestos de la regiéon E1/E2, las
cuales luego fueron purificadas utilizando el estuche BigDye Terminator v3.1 cycle
sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA) y después secuenciados utilizando el
equipo ABI Prism model 3100 genetic analyzer (Applied Biosystems) (Anexo 8). El
programa Sequencher v5.0.1 (Gene Codes, Ann Arbor, MI) fue utilizado para editar y
ensamblar las secuencias. La busqueda de la mutacién adaptativa para la transmision de
CHIKYV en Ae. albopictus (E1-A226V) (Tsetsarkin et al., 2007) fue realizada en la base

de datos de dominios conservados (CDD) del NCBI para cada secuencia obtenida.

Las secuencias parciales de E1/E2 fueron comparadas con 28 secuencias que
contenian el marco de lectura abierto de todo el genoma de CHIKV de diversos brotes
alrededor del mundo, de las cuales se incluyeron las secuencias de México: CH0O008,
CHO0045, CHO072, TA0031 y LIO006 (Acceso Genbank: KT327163, KT327164,
KT327165, KT327166, and KT3271678). Las primeras dos secuencias mexicanas fueron
obtenidas de dos casos de las colonias San Juan y San Caralampio, respectivamente, en
las primeras dos semanas de octubre del 2014. Los alineamientos fueron realizados con el
algoritmo MUSCLE (Drive, Mill Valley, CA). Un édrbol de méxima verosimilitud fue
reconstruido utilizando el programa MEGA 7.0 (Pennsylvania State University, PA),
ajustado al mejor modelo de sustitucion estimado por el programa MODELTEST v3.7

(Brigham Young University, Provo, UT) y con un remuestreo “Bootstrap” de 500 réplicas.

Analisis estadistico

La tasa de infecciéon a CHIKV de mosquitos fue calculada utilizando el método de
estimacion de maxima verosimilitud (Maximum likelihood estimation, MLE) para
tamafios de lote desigual. El programa utilizado fue el LoteedInfRate 4.0 (CDC, Fort
Collins, CO), que es una macro para ejecutarse en Microsoft Excel. Este programa estimé
el MLE con un intervalo de confianza al 95% bajo métodos de correccion de MLE.
Unicamente para datos de la colonia de San Caralampio, se utilizé el test de Mann-
Whitney con el programa Statgraphics 16.1.11 (StatPoint Technologies Inc., Warrenton,
VA) para comparar las medianas de mosquitos entre viviendas positivas a infeccion con

al menos un mosquito y viviendas negativas.
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RESULTADOS

Durante el brote de CHIKV ocurrido durante los meses de septiembre-noviembre
del afio 2014 en el municipio de Suchiate, se colectaron en un total de 2,380 mosquitos en
un total de 147 casas de la localidad de Ciudad Hidalgo, Chiapas. Las especies
predominantes fueron 1550 Ae. aegypti y 674 Culex quinquefasciatus, mientras que otras
especies con pocos individuos fueron colectadas: 5 Ae. albopicuts y 4 Culex coronator.
Adicionalmente, se colectaron mds mosquitos pero que solo pudieron ser identificados

hasta género: 117 Culex spp., 29 Mansonia spp. y 1 Haemagogus spp (Tabla 2).

Con referente a las densidades de Ae. aegypti, del total colectado se encontraron
820 hembras (52.9%) y 730 machos (47.1%). Ademads, se observé una alta infestacion de
este vector colectdndose en 112 de los 147 domicilios (72.0%). El promedio que se
observé de mosquitos hembra dentro de los domicilios fue de 5.60 hembras por casa. En
cambio, las densidades de mosquitos Ae. albopictus fueron muy bajas, encontrandose
solamente 5 individuos, de los cuales 3 fueron hembras y 2 machos, colectados a partir de

3 domicilios (1.7%) (Tabla 2).

Especies Hembras | Machos | Total | Lotes Hembras | Hembras | Casas
/ Lote / casa positivas (%)

hembras
Aedes aegypti 820 730 1550 132 6.2 5.60 112 (76.2%)
Aedes albopictus | 3 2 5 3 1.0 0.02 3(2.0%)
Culex 366 308 674 97 3.77 2.50 90 (61.2%)
quinquefasciatus
Culex coronator | 4 0 4 3 1.33 0.02 3(2.0%)
Culex spp. 117 0 117 6 9.47 0.80 -
Mansonia spp. 29 0 29 20 1.45 0.20 -
Haemagogus spp. | 0 1 1 - - - -
Total 1339 1041 2380 | 261 - - -

Tabla 2. Coleccién de Mosquitos en 147 viviendas de Ciudad Hidalgo, Suchiate, Chiapas
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Sin embargo, por cuestiones de recursos limitados para procesar los mosquitos, se
realizé una seleccién a conveniencia de 635 hembras Ae. aegypti provenientes de 75
domicilios de Ciudad Hidalgo, Suchiate. De las 635 hembras colectadas en Ciudad
Hidalgo, 79 lotes de Ae. aegypti y dos de Ae. albopictus fueron analizados por qRT-PCR
para detectar el ARN de CHIKV. Dieciocho lotes de Ae. aegypti (22.8%) fueron positivos,
mientras que ambos lotes de Ae. albopictus fueron negativos. Los ensayos de CPE fueron
utilizados para confirmar la presencia de particulas virales infecciosas, las cuales
estuvieron presentes en 12 de los 18 lotes positivos a CHIKV. Las muestras negativas a
CPE pudieron haber tenido bajos titulos virales que después se habrian reducido por dos
ciclos de congelacion-descongelacion de las muestras: una para homogenizar los lotes y
la otra para aislar el ARN. Una de las casas de la colonia San Juan tuvo tres de los 18 lotes
positivos, por lo tanto, 16 (21.3%) de las 75 casas tuvieron presencia de mosquitos
infectados a CHIKYV (Tabla 3). Utilizando estos datos, se determiné que la tasa minima
de infeccion en mosquitos de campo en las colonias de Ciudad Hidalgo fue de 32.26/1,000
mosquitos (IC 95% = 20.06—49.62). Ademds, no se encontraron diferencias significativas
en la densidad de mosquitos por casa entre casas con mosquitos infectados a CHIKV y

negativos (p>0.05).

Cinco lotes positivos fueron seleccionados para la secuenciacion parcial de las
regiones E1/E2: dos de la colonia San Caralampio, H111-0024 y H111-0026 (Numeros
de acceso al Genbank: KT444685 y KT444686, respectivamente) y tres de la colonia San
Juan, H111-0033, H111-0043 y H111-0044 (Nimeros de acceso al Genbank: KT444687,
KT444688, y KT444689, respectivamente). En la elaboracion del arbol filogenético de
maxima verosimilitud, el modelo de sustitucion que mejor se ajusto fue el de Tamura Nei.
Al observar los diferentes clados, se observo que las secuencias de CHIKV obtenidas de
mosquitos infectados estdn altamente relacionadas con las secuencias de CHIKYV aisladas
de los humanos durante el brote en Ciudad Hidalgo. Estas secuencias pertenecieron al
linaje asidtico y estuvieron bastante relacionadas con secuencias del Caribe (Islas
Virgenes Britdnicas) y de Centroamérica (Guatemala) (Figura 20). En ninguna de las

secuencias obtenidas se encontré la mutacion adaptativa E1-A226V.
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Tabla 3. Resumen de colectas de mosquitos hembra Ae. aegypti en la localidad de Ciudad Hidalgo, Suchiate, Chiapas, octubre-diciembre,
2014.

Colonia Total de Total de Media de % Casas con % Casas con Mediana de % Casas con Mediana de
casas hembras hembras Ae.  presencia de mosquitos Ae. mosquitos Ae. mosquitos Ae. mosquitos Ae.
Ae. aegypti aegypti por Ae. aegypti aegypti aegypti por aegypti aeygpti por
casa (n) positivos a casa positivos negativos a casa negativos
CHIKY (n) a CHIKYV (CI CHIKY (n) a CHIKYV (CI
95%) 95%)
San 44 302 6.9 81.8 (36) 25.0 (11) 8.0 (4.9-21.3) 56.8 (25) 4.0(1.2-8.2)
Caralampio

San Juan 13 140 10.8 76.9 (10) 38.5(5) 13.0 (3.0-40.0) 61.5 (8) 8.0 (1.0-14.3)
15 de Enero 10 155 15.5 80.0 (8) 0.0 (0) 0.0 80.0 (8) 11.5 (8.5-24.9)
26 de Julio 8 38 4.8 75.0 (6) 0.0 (0) 0.0 75.0 (6) 3.5(1.4-16.3)
Total 75 635 8.5 80.0 (60) 21.3 (16) 8.0 (5.0-13.0) 62.7 (47) 5.0 (3.4-10.0)
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Secuencias parciales
de la regiéon E1/E2 de
CHIKYV obtenidas de
mosquitos Ae. aegypti

Linaje Asiatico (América)

90

Tailandia/AF15561/1962 (EF452493.1)
India/Gibbs263/1965 (HM045813.1)

ggr Thailand/chikv661/2009 (GQ905863.1)
Sinpagur/SGEHICHD122508/2008 (FJ445502.2)
Sri Lanka/CK1/2007 (HM045801.1)
India/AP3/2006 (EF027134.1)
India/SVYUCTR09/2009 (JN558834.1)

La Reunién/06-027/2005 (AM258993)
Kenya/Lamu33/2004 (HQ456255)
Comoros/COM125/2005 (KP702297.1)
India/00-MH4/2000 (EF027139.1)

100t Uganda/Ag4155/1982 (HM045812.1)
Tanzania/Ross low passage/1953 (HM045811.1)

Mexico/Cd. Hidalgo/Ae. aegypti/H111-0044/2014 (KT444689.1)
Mexico/Cd. Hidalgo/Ae. aegypti/H111-0043/2014 (KT444688.1)
Mexico/Cd. Hidalgo/Ae. aegypti/H111-0024/2014 (KT444685.1)
Mexico/Cd Hidalgo/Ae. aegypti/H111-0026/2014 (KT444686.1)
Mexico/Cd. Hidalgo/Ae. aegypti/H111-0033/2014 (KT444687.1)
Guatemala/WHCHK12/2014 (KR559481.1)
Mexico/Tapachula/TA0006/2014 (KT327167.2)
Mexico/Ejido La Libertad/LI0031/2014 (KT327166.2)
Mexico/Cd. Hidalgo/CH0045/2014 (KT327164.1)
Islas Virgenes Britanicas/9959/2014 (KJ451624.1)
Mexico/Cd. Hidalgo/CH0072/2014 (KT327165.2)
Hexioc ERpol EOORO TS (CTR0Te32)
I Micronesia/3807/2010 (KJ451622.1)
L Filipinas/112A/2013 (ABB60301.3)
+ China/SJ2012/2012 (KF318729.1)
China/sy/2012 (KC488650.1)
Indonesia/0706aTw/2007 (FJ807897.1)
Nueva Caledonia/568/2011(HE806461.1)
Filipinas/H15483/1985 (HM045790.1)
Thailand/SV0444/1995 (HM045787.1)

=)
~

e ——

=

96

Linaje Asiatico

Linaje
IOL

Linaje ECSA

100— Costa de Marfil/ArA30548/1993 (HM045820.1) i
asl | Costa de Marfil/ArA2657/1981 (HM045818.1) Linaje Africa
Occidental

Senegal/37997/1983 (AY726732.1)

|
0.02

Nigeria/ibH35/1964 (HM045786.1)

Figura 20. Arbol filogenético de maxima verosimilitud basado en las secuencias parciales de la regién E1/E2
de CHIKY aisladas de mosquitos infectados de Ciudad Hidalgo, Suchiate, Chiapas, octubre 2014.
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DISCUSION

La incriminacién de los vectores de CHIKV en cada brote regional juega un rol muy
importante en las medidas de control de vectores. Aunque Ae. aegypti y Ae. albopictus
pueden coexistir en ambientes urbanos y usar contenedores artificiales como hébitats
larvarios, Ae. albopictus es mas abundante en entornos rurales y semiurbanos, y sus larvas
estan mas localizadas en entornos naturales (Braks et al., 2003). El conocimiento de los
vectores involucrados en la transmision de CHIKV permitird focalizar los métodos de
prevencion y control sobre entornos urbanos, semiurbanos y/o rurales y tener como blanco
los sitios de ovoposicion. Los datos obtenidos en este trabajo indican que Ae. aegypti fue el
principal vector epidémico del CHIKV en Ciudad Hidalgo, Chiapas basado en lo siguiente:
1) la deteccion por qRT-PCR vy el asilamiento viral de CHIKV en mosquitos indicaron una
alta tasa de vectores infectados temporalmente y asociados espacialmente a cinco casos de
CHIKF en Ciudad Hidalgo, Suchiate y 2) Las secuencias E1/E2 de los virus aislados de

mosquitos y humanos de Ciudad Hidalgo fueron practicamente idénticas (Figura 19).

La alta tasa de infeccién de 32.26/1,000 mosquitos reportada durante el brote de
Ciudad Hidalgo, Chiapas, es muy similar a lo reportado en el brote de Comoros en 2005 de
30.8/1,000 mosquitos Ae. aegypti aspirados a partir de los domicilios (Sang et al., 2008).
Ademas, se han reportado valores similares en mosquitos capturados durante brotes de otros
arbovirus como el DENV. Por ejemplo, en un brote de DENV en el afio 2007-2008 en
Mérida, Yucatdn, se observé una tasa de infeccion de 24-40/1,000 mosquitos (Garcia-Rejon
et al., 2008) y otro brote en el afio 2005-2006 en Recife, Brasil, reportaron una tasa de
infeccion de 29.9/1,000 mosquitos (Guedes et al., 2010). Es importante remarcar que estos
valores han sido encontrados durante periodos epidémicos, y en el caso de CHIKV, atn se

desconocen los valores de tasa de infeccidn de vectores durante periodos interepidémicos.

Las densidades mosquitos adultos es una de las variables que se ha logrado asociar
con la incidencia de casos de arbovirus transmitidos por Ae. aegypti, como el DENV (Barrera
et al., 2002; Rodriguez-Figueroa et al., 1995). Sin embargo, en este estudio no se pudo
encontrar una diferencia significativa entre las medianas de mosquitos hembra por casa con
al menos un mosquito positivo y de mosquitos negativos debido posiblemente a: 1) bajo

nimero de colectas y/o 2) la poblacién de Ciudad Hidalgo era susceptible a CHIKV vy, por
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lo tanto, incluso bajas densidades vectoriales pudieron haber transmitido el virus
eficientemente, tal como ocurrié en un brote de DENYV en Rio de Janeiro, Brasil, en los afios

2007-2008 (Hondrio et al., 2009).

Aunque se colectaron muy pocos mosquitos Ae. albopictus (n=5), esta especie no
puede ser descartada como un potencial vector en otras partes del estado de Chiapas y
Meéxico. Para investigar esta posibilidad, se requieren una mayor cantidad de colectas, sobre
todo en dreas templadas de nuestro pais donde se distribuye este vector (Pech-May et al.,
2016). Sin embargo, se ha visto que el linaje asidtico es transmitido eficientemente solo por
Ae. aegypti y tiene una incapacidad de adaptarse a Ae. albopictus (Tsetsarkin et al., 2011),
aunado con la ausencia de la mutacion adaptativa E1-226V de CHIKV (Tsetsarkin et al.,
2007) en nuestras secuencias, sugiere que el mosquito Ae. aegypti fue el principal vector en

las localidades que se muestrearon.

La alta presencia de mosquitos hembras en 60 (80.0%) de las 75 casas muestreadas
en las colonias de Ciudad Hidalgo, Chiapas, puede explicarse ante la constante falla de los
métodos quimicos de control de vectores que tradicionalmente se han utilizado para el control
del dengue, los cuales se incluye principalmente el uso de piretroides y organofosforados
(Horstick et al., 2010). Ademas, la falta de agua entubada en un 13.5% de las viviendas y la
necesidad de almacenar agua en tanques de cemento debido a que el servicio de agua potable
estd disponible cada dos-tres dias, crean el perfecto nicho para la proliferacién del vector en

estas localidades (Arredondo-Jiménez & Valdez-Delgado, 2006; CONEVAL, 2017).

La innovacién en nuevos métodos de control de vectores es necesaria para reducir la
transmision de arbovirus transmitidos por Ae. aegypti, por ejemplo, el uso de la técnica del
insecto estéril, el cual incluye diversas estrategias: mosquitos transgénicos, irradiados e
infectados por la bacteria Wolbachia, todos estos con la finalidad de reducir las poblaciones
de campo (Lees et al., 2015; Phuc et al., 2007; Teixeira et al., 2008). Ademas, el uso de
Wolbachia puede bloquear la transmision de los virus tanto del DENV como de CHIKV en
Ae. aegypti (Moreira et al., 2009).
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CAPITULO 3: Describir los sintomas clinicos y andlisis de laboratorio de
pacientes agudos y convalecientes del hospital “Dr. Roberto Nettel”,
Tapachula, Chiapas, México.

RESUMEN

El emergente virus chikungunya es un arbovirus que estd causando brotes intensos en
el continente americano. Las caracteristicas clinicas de los brotes en México no han sido bien
descritas y por lo tanto, se realiz6 un estudio de corte de un brote en el estado de Chiapas,
Sur de México. A partir de pacientes sospechosos de tener la fiebre chikungunya del hospital
“Dr. Roberto Nettel”, localizado en el municipio de Tapachula, se tomaron muestras de
sangre. Ademds de la examinacion clinica, se confirmé el diagnéstico con las técnicas de
gRT-PCR (estandarizado para el linaje asidtico) y la prueba de ELISA IgM anti-CHIKYV y se
realizaron anélisis de laboratorio para medir los diferentes pardmetros hematoldgicos y
bioquimicos durante la infeccion a CHIKV. Del total de 850 pacientes que se presentaron
como casos probables de CHIKF, se enrolaron 112 de ellos durante el periodo de noviembre
2014 — junio 2015. De estos, 95 (84.8%) fueron confirmados, siendo 62 (65.3%) positivos
mediante la prueba de qRT-PCR y 33 (34.7%) seropositivo a IgM. Los restantes 17 (15.2%)
fueron negativos a ambas pruebas. Los sintomas mas frecuentes reportados en este brote
fueron fiebre (100%), poliartralgia severa (72.1%) y exantema (82.3%). Anormalidades
bioldgicas observadas durante la infeccion a CHIKYV fueron linfopenia (41.1%), leucopenia
(51.6%), altos niveles de transaminasas (30.5%-46.3%), altos niveles de LDH (46.3%) y altos
niveles de PCR (61.3%). Los datos clinicos y bioldgicos obtenidos en este estudio estdn
proveyendo més informacidn util para comprarlos con otros brotes alrededor del mundo y

puede ser de ayuda para un mejor cuidado y tratamiento del paciente.
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INTRODUCCION

El virus chikungunya (CHIKV) es una enfermedad artrdlgica que ha estado atacando
al Nuevo Mundo desde el afio 2013. La fiebre chikungunya (CHIKF) es causada por CHIKV
que pertenece a la familia Togaviridae, género Alphavirus,y es transmitido por los mosquitos

Ae. aegypti y Ae. albopictus (Weaver & Lecuit, 2015).

Las manifestaciones clinicas de CHIKF han sido descritas en previos estudios y
reportes de los brotes de Africa (Borgherini et al., 2007; Nkoghe et al., 2012; Sissoko et al.,
2010; Thiberville, Boisson, et al., 2013), Europa (Rezza et al., 2007) y Asia (Lakshmi et al.,
2008; Lee et al., 2012; Vijayakumar et al., 2011). De los brotes en las Américas, se han
descrito a detalle los brotes de Colombia, Granada y Trinidad y Tobago (Macpherson et al.,
2016; Mattar et al., 2015; Sahadeo et al., 2015). Tipicamente, el inicio de la fiebre es abrupto
e incluye los siguientes sintomas: fiebre, poliartralgia severa, dolor de cabeza, dolor de
espalda y mialgias. La fiebre es generalmente el primer sintoma en aparecer; los otros
sintomas le siguen dentro de unos pocos dias. La artralgia usualmente afecta mas de una
articulacion, de las cuales las més afectadas son las rodillas, tobillos, manos y muiiecas. Los
sintomas generalmente se resuelven dentro de 7-10 dias, aunque el dolor articular puede durar

semanas, meses o inclusive afnos.

Los andlisis de laboratorio clinico durante la infecciéon a CHIKV han sido reportados
en varios brotes. Los resultados mas significativos en pacientes positivos son la linfopenia,
leucopenia, hipocalcemia y las transaminasas elevadas; pero estos resultados no han sido
consistentes en todos los estudios y depende mucho de la fase clinica de la infeccién
(Borgherini et al., 2007; Sahadeo et al., 2015; Staikowsky et al., 2009; Thiberville, Boisson,
et al., 2013). Las variaciones clinicas pudieran ser explicadas debido a las respuestas
inmunopatogénicas unicas de los dos linajes epidémicos de CHIKV. Ha sido reportada
evidencia de una menor virulencia y patogenicidad del linaje asidtico del Caribe comparado
con el linaje del Oceano Indico (derivado del linaje ECSA) a partir de un modelo de infeccién

murino (Teo et al., 2015).

El buen pronédstico de la presentacion clinica de CHIKF basado en los
linajes/genotipos de CHIKV ha sido pobremente discutido. Este estudio pretendié de

documentar y describir las caracteristicas clinicas y de laboratorio de un brote de CHIKV
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causado por el linaje asiatico del Caribe en México. Ademds, se compararon las descripciones
clinicas de los brotes causados por los linajes ECSA-IOL y asidtico alrededor del mundo con
los resultados de este estudio. Para lograr esto, se condujo un estudio observacional de corte
en un hospital de segundo nivel en la ciudad de Tapachula, Chiapas, México, donde casos
probables de CHIKYV fueron reclutados y luego diagnosticados por pruebas moleculares y
seroldgicas. Adicionalmente, la sintomatologia clinica fue registrada para cada paciente
enrolado y luego se efectuaron los andlisis de laboratorio para obtener datos bioldgicos

relevantes relacionados a la infeccién por CHIKV.
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MATERIAL Y METODOS

Area y poblacion de estudio

Un estudio observacional de corte fue llevado a cabo entre diciembre del 2014 a junio
del 2015 en la clinica hospital “Dr. Roberto Nettel” localizado en la ciudad de Tapachula
(14°56’ N, 92°17° W), Chiapas, estando 15km cerca de la frontera México-Guatemala. Este
hospital atiende pacientes de la regiéon del Soconusco, compuesto por Tapachula y otros 15
municipios: Metapa, Acapetahua, Acacoyagua, Escuintla, Frontera Hidalgo, Huehuetén,
Huixtla, Unién Juarez, Mazatian, Cacahoatdn, Villa Comatitlan, Suchiate, Tuxtla Chico,
Tuzantdn y Mapastepec (Figura 1B). Esta region tiene una poblacién de 728,647 habitantes
y esta region es endémica a la fiebre por dengue (DENF) (Dantés et al., 2014; Secretaria de

Hacienda del Estado de Chiapas, 2012).

El hospital “Dr. Roberto Nettel” pertenece al ISSSTE (Instituto de Seguridad y
Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado), y solo atiende trabajadores del Estado y
sus familiares inmediatos quienes representan el 4.5% del total de la poblacion de la region
del Soconusco (Sistema Nacional de Informacion Municipal, 2010). Los pacientes quienes
fueron admitidos a este hospital fueron incluidos en el estudio si sus sintomas clinicos
cumplieron el criterio de inclusion para un paciente sospechoso de CHIKEF: inicio con fiebre
aguda >38.5°C acompafiado por artralgia severa no explicada por otra condicion médica en
un paciente que reside en dreas epidémicas (PAHO, 2011). Los criterios de exclusion fueron
si el paciente se negé a participar en el estudio o fue reportado como positivo a DENV por

RT-PCR o ELISA por el Laboratorio Estatal de la Secretaria de Salud de Chiapas.

Consideraciones de bioética

Este estudio form¢ parte del protocolo “Emergencia del virus de chikungunya
(CHIKYV): tendencias en patrones epidemioldgicos, incriminacion de vectores, y filogenia de
variantes genéticas en Chiapas, M¢éxico” aprobado por las comisiones de bioética,
bioseguridad e investigacion del Instituto Nacional de Salud Pudblica (Proyecto #1312 y
aprobacion #1738) (Anexo 1). Los pacientes fueron enrolados al estudio durante un brote de
CHIKYV, y las muestras de sangre fueron colectadas como parte de un anélisis de laboratorio
rutinario de los pacientes admitidos al hospital “Dr. Roberto Nettel”. Por lo tanto, solo un

consentimiento oral para participar en el estudio fue obtenido de cada paciente. Toda la
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informacion pertinente sobre el estudio (propdsito, procedimientos, riesgos, beneficios,
alternativas de participacion, etc.) fueron explicados a los potenciales participantes en la
presencia de un testigo independiente, y cada paciente que estuvo de acuerdo en participar

fue registrado en el formato de estudio epidemiolégico.

Muestreo y encuesta epidemiolégica basica

Después de la inclusion, una examinacion clinica fue realizada por un médico del
hospital siguiendo el formato de estudio epidemiolégico para CHIKV (Anexo 3). Este
formato colecta la informacién de presencia y ausencia de los siguientes sintomas: fiebre,
poliartralgia, artritis, dolor de cabeza, mialgia, edema, exantema (rash), adenopatias, dolor
retroorbital, alteraciones digestivas (vomito, diarrea y ndusea), etcétera. Para evitar alguna
confusion entre poliartrialgia y artritis, se diferenciaron siendo la primera un dolor articular
transitorio, intermitente o persistente mientras que la segunda es la inflamacion de una o mas
articulaciones. También se incluye datos epidemioldgicos adicionales del paciente tales

como edad, género e historia de migracion.

Después de la examinacion clinica, el médico llené el formato por paciente y después
colectd tres muestras de sangre de cada paciente: un tubo con EDTA para el anélisis de
biometria hematica, un tubo con citrato para los analisis de coagulacion y otro tubo “seco”
para el resto de las pruebas de laboratorio, incluyendo el diagndstico. El suero se obtuvo de
los tubos “secos” a partir de una centrifugacion a 3,000 rpm para después hacer alicuota que

se almacenaron a -80°C para el diagnostico molecular y seroldgico.

Analisis de laboratorio clinico

Los parametros hematoldgicos que se incluyeron fueron eritrocitos, hemoglobina,
hematocrito, volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM),
concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM), leucocitos, cuenta diferencial de
leucocitos (%), volumen plaquetario medio (VPM) y amplitud de distribucion eritrocitaria
(ADE). Estos pardmetros fueron determinados utilizando el analizador hematolégico
Advia®120 (Siemens Healthcare Diagnostics, Erlangen, Alemania). Otros pardmetros,
incluyendo el tiempo de protrombina (TP), tiempo parcial de tromboplastina (TPT) y
fibrindgeno, fueron determinado utilizando el analizador de coagulacion IL ACL Elite PRO

(Diamond® Diagnostics, Holliston, MA).
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Los andlisis para la funcién hepética fueron determinados midiendo la aspartato
aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa), fosfatasa alcalina (alkaline phosphatase,
ALP), lactato deshidrogenasa (LDH), y-glutamiltransferasa (GGT), proteina total (PT),
albimina, globulinas, relacién albimina/globulina (A/G), bilirrubina total (BT), bilirrubina
directa (BD) y bilirrubina indirecta (BI) utilizando el equipo Integrated Chemistry System
Dimension RxLL Max® (Siemens Healthcare Diagnostics, Erlangen, Alemania). Otros
pardmetros bioquimicos, incluyendo glucosa, urea, creatinina, dcido trico, triglicéridos,
colesterol total, electrolitos en suero (sodio, cloro y potasio) y el marcador inflamatorio

proteina C-reactiva (PCR) fueron medidos utilizando el equipo Dimension RxL Max®.

Diagnéstico seroldgico y molecular mediante las técnicas de ELISA y qRT-PCR

La extracciéon del ARN se efectué a partir de 140uL de suero de cada muestra
utilizando el estuche comercial QIAmp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
de acuerdo con el protocolo del fabricante (Anexo 9). El diagnéstico molecular de CHIKV
se realiz6 bajo la técnica de RT-PCR Tiempo real, utilizando el estuche comercial QuantiTect
Probe RT-PCR kit (QIAGEN catdlogo #204443). La técnica se realizd de acuerdo a lo
estandarizado para el linaje asidtico en el Centro de Control de Enfermedades (CDC)
(Johnson et al., 2016). Para cada reaccion, se tomaron 40uL. de la mezcla de reaccién junto
con 10uL del ARN proveniente de una muestra de suero. Cada muestra se realiz6 por
duplicado y se incluyeron siempre dos controles negativos y dos positivos. El equipo
utilizado para las reacciones fue el 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA). El protocolo completo que incluye los iniciadores junto con la sonda
marcada con el fluoréforo FAM, las condiciones de la reaccidn, el programa de ciclos para

el termociclador tiempo real y los valores de interpretacion se encuentran en el Anexo 10.

Ademds, se efectud la técnica de ELISA para detectar la presencia de anticuerpos IgM
con el estuche comercial CHIKjj Detect MAC-ELISA (InBios, Inc., Seattle, WA). (Erasmus
et al., 2015). A partir de una alicuota de suero de un paciente, se tomaron 4 uL para hacer
una dilucién 1:100 completando a 400 uL en un pozo de la placa, cada una de las muestras
por duplicado. Después se sigui6 el protocolo del fabricante, utilizando 3 repeticiones para
el control positivo y 3 repeticiones para el control negativo (Anexo 6). El equipo utilizado

para efectuar las el diagnostico seroldgico fue el lector de placas Statfax 3200 ELISA reader
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(Awarness®, Ramsey, MN). Para el diagndstico de dengue, parte de las muestras fueron
enviadas por separado al Laboratorio Estatal de Salud Puablica del Estado de Chiapas. El
suero fue analizado con los estuches comerciales Panbio® Dengue Early ELISA y Panbio®
Dengue IgM Capture ELISA (Alere, Waltham, MA) para la deteccién de los antigenos NS1

y anticuerpos IgM de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Analisis de datos

Los pacientes confirmados a CHIKF fueron separados en dos categorias que
representaron las dos etapas de la enfermedad que se observaron en este estudio: virémicos
(positivos a qRT-PCR) y post-virémicos convalecientes (positivos a IgM). Se realizaron
andlisis univariados para saber conocer la relacion de la infeccion de CHIKYV entre los grupos
de edad y el sexo, utilizdndose la prueba de bondad de ajuste con distribucién > y la
comparacion de proporciones con distribucion Z, respectivamente. Para hacer las
comparaciones entre estas dos etapas de la enfermedad con las diferentes variables clinicas
y de laboratorio, se efectuaron andlisis bivariados utilizando la prueba de Mann-Whitney para
variables continuas y la prueba de > de Pearson o la prueba exacta de Fisher para variables
categoricas, considerando valores significativos de p<0.05. El programa estadistico utilizado

para realizar los anélisis fue el Minitab 17® (State College, PA).
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RESULTADOS

La secretaria de Salud report6 2,500 casos probables de chikungunya en 10
municipios de la regién del Soconusco (Figura 1A) de noviembre del 2014 a junio del 2015,
de los cuales 850 fueron admitidos por el hospital “Dr. Roberto Nettel”. De estos pacientes,
solo 112 aceptaron entrar al estudio (Figura 22). Los datos clinicos, epidemiolégicos y de
laboratorio fueron obtenidos de cada participante; y ninguno fue excluido por falta de datos.
Noventa y cinco pacientes (84.8%) fueron confirmados a la infeccién por CHIKYV, de los
cuales 62 (65.3%) fueron +qRT-PCR y 33 (34.7%) fueron +IgM / -qRT-PCR, mientras que
los restantes 17 pacientes (15.2%) fueron negativos a CHIKV (Figura 22). Solamente un
paciente fue positivo a qRT-PCR e IgM, y fue categorizado como un caso virémico en el
subsecuente andlisis de datos. Ninguno de los casos incluidos en el estudio fue confirmado a
DENYV por el laboratorio Estatal de Salud Publica. Los casos confirmados a CHIKV de este
estudio estuvieron distribuidos a lo largo de nueve municipios, teniendo 39 casos (41.0%) en
Tapachula, 17 (17.9%) en Tuxtla Chico, 17 en Huehuetdan (17.9%) y 11 en Cacahoatin
(11.6%) (Figura 1D).
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Figura 21. Area de estudio del estudio observacional de corte de pacientes infectados a CHIKV atendidos en
el hospital “Dr. Roberto Nettel”, noviembre 2014-junio 2015. A. Regién del Soconusco, Chiapas, sombreada
de negro. B. Municipios de la regiéon del Soconusco, Chiapas. C. Casos sospechosos acumulados de CHIKF
en la regién del Soconusco, noviembre 2014-junio 2015. D. Casos confirmados de CHIKF incluidos en el
estudio, diciembre 2014-junio 2015.
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500 casos probables

Soconusco, Chiapas, Mexico

850 casos probables (34%) I

Hospital “Dr. Roberto Nettel”
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Figura 22. Enrolamiento de pacientes de los pacientes sospechosos a CHIKF en el hospital “Dr. Roberto Nettel”,
diciembre 2014-junio 2015, Tapachula, Chiapas.

Los datos demograficos de los 95 pacientes confirmados a CHIKV estdn mostrados

en la Tabla 4. Las medianas de edades de los pacientes fueron muy similares, siendo 39.5 y

39.0 para los pacientes virémicos y post-virémicos, respectivamente (p>0.05). Aunque la

distribucién de las edades no mostré diferencia significativa alguna, la mayoria de los

pacientes fueron mayores de 30 afos (69.5%), sin embargo, los menores de 20 afios solo

fueron 12% de los casos confirmados en ambas fases de la enfermedad. Ademads, la

distribucion de sexos fue desigual; siendo el 71.6% de los pacientes del género femenino

(p<0.05) (Tabla 4).
Virémicos (+qRT- Post-virémicos Total Valorp Valorp
PCR) (+IgM) entre entre
fases grupos
Datos de la Mediana IC95%  Mediana IC95%  Mediana IC 95%
poblacién
Edad 39.5 33.5-41.5 39.0 34.0-45.0 38.5 35.0-41.5 0.628 -
Grupos de edad N % N % N %
0-20 ainos 8 12.9 4 12.1 12 12.6 0.997 0.177
21-30 aiios 10 16.1 5 15.2 15 15.8
31-40 afios 13 21.0 8 24.2 21 22.1
41-50 afios 18 29.0 9 27.3 27 28.4
>50) afos 13 21.0 7 21.2 20 21.1
Sexo N % N % N %
Mujeres 44 71.0 24 72.7 68 71.6 0.856 <0.001
Hombres 18 29.0 9 27.3 27 28.4

Tabla 4. Datos demograficos de los 95 pacientes confirmados a la infeccion por CHIKV en el hospital “Dr.

Roberto Nettel”, Tapachula, Chiapas, diciembre 2014-junio 2015
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Una descripcion clinica detallada de los pacientes virémicos y post-virémicos estd
descrita en la Tabla 5. El tiempo que pasoé entre el inicio de sintomas y la consulta (ISC) al
hospital “Dr. Roberto Nettel” fue un asunto importante considerado en este estudio. La
mediana de dias entre ICS fue de 3.0 y 4.0 para los pacientes virémicos y post-virémicos,
respectivamente, siendo ambos estadisticamente diferentes (p<0.05). A pesar del poco
tiempo de diferencia entre ICS en ambas fases, se observaron interesantes diferencias
significativas en los sintomas clinicos y andlisis de laboratorio entre ambas fases de la

enfermedad.

Los sintomas mds comunes registrados durante la fase virémica fueron la fiebre
(100%), dolor de cabeza (82.3%), exantema (rash) (82.3%), escalofrios (82.3%), poliartralgia
severa (71.0%) y nausea (71.0%). Otros sintomas ocasionalmente observados en esta fase
fue el prurito (66.1%), artritis (58.1%), dolor abdominal (46.8%), edema (43.5%), diarrea
(33.9%) y poliartralgia moderada o leve (29.0%) (Tabla 5). Por otro lado, los sintomas més
frecuentes descrito en los pacientes post-virémicos fue el dolor de cabeza (87.9%), exantema
(81.8%), escalofrios (75.8%), poliartralgia moderada o leve (51.5%) y nauseas (48.5%).

Otros sintomas que se desarrollaron fue la artritis (78.8%) y las adenopatias (60.6%).

Los tnicos sintomas que mostraron diferencias significativas entre ambas fases de la
enfermedad fue la poliartralgia severa, poliartralgia moderada o leve, artritis, adenopatia y
ndusea (Tabla 5). En los pacientes virémicos, se observaron mayores porcentajes de pacientes
con poliartraliga severa (71.0%) y néduseas (71.0%) que en los pacientes post-virémicos
(48.5% y 48.5%, respectivamente). En cambio, en los pacientes post-virémicos se observaron
mayores porcentajes de pacientes con poliartralgia moderada o leve (51.5%), artritis (78.8%)
y adenopatias (60.6%) que en los pacientes virémicos (29.0%, 58.1% y 33.9%,

respectivamente).

Con respecto a los analisis de laboratorio clinico, las muestras de sangre fueron
analizadas para los diferentes pardmetros: biometria hemadtica, pruebas de coagulacidn,
carbohidratos, lipidos, electrolitos, marcadores inflamatorios y funcién hepética y renal.
Estas pruebas fueron realizadas para encontrar alguna alteracién casada por la infeccion a
CHIKYV en los pacientes virémicos y post-virémcios, y los resultados se muestran en la figura

23.
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Virémico (+qRT- Post-virémico Valor p

PCR) (+IgM)

Mediana IC95% Mediana IC95%
Dias entre inicio de 3.0 2.0-3.0 4.0 2.0-4.0 0.048
sintomas y consulta
(ISC)
Sintomas clinicos N % N %
Fiebre 62 100.0 33 100.0 -
Dolor de Cabeza 51 82.3 29 87.9 0.565
Mialgia 4 6.5 0 0.0 -
Poliartralgia 18 29.0 17 51.5 0.031*
moderada o leve
Poliartralgia severa 44 71.0 16 48.5 0.032*
Artritis 36 58.1 26 78.8 0.043*
Dolor retroorbital 9 14.5 3 9.1 -
Exantema (rash) 51 82.3 27 81.8 0.958
Prurito 41 66.1 26 78.8 0.198
Voémito 11 17.7 1 3.0 -
Nausea 44 71.0 16 48.5 0.031*
Escalofrios 51 82.3 25 75.8 0.451
Fotofobia 1 1.6 0 0.0 -
Dolor abdominal 29 46.8 12 36.4 0.327
Diarrea 21 33.9 14 42.4 0.412
Conjuntivitis 10 16.1 5 15.2 0.901
Congestion nasal 9 14.5 9 27.3 0.138
Tos 9 14.5 4 12.1 0.746
Faringitis 11 17.7 5 15.2 0.748
Esplenomegalia 1 1.6 0 0.0 -
Alteracion del gusto 49 79.0 23 69.7 0.312
Adenopatia 21 33.9 20 60.6 0.012%*
Inflamacion del 4 6.5 1 3.0 -
parpado
Disnea 4 6.5 1 3.0 -
Alteracion cardiaca 1 1.6 0 0.0 -
Debilidad muscular 15 24.2 5 15.2 0.303
Petequias 0 0.0 1 3.0 -
Edema 27 435 17 51.5 0.458
Sangrado 3 4.8 2 6.1 -

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los 95 pacientes confirmados atendidos por el hospital “Dr. Roberto
Nettel”, Tapachula, Chiapas, diciembre 2014-junio 2015. *significativo cuando p<0.05.
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Figura 23. Valores de los andlisis de laboratorio para la funcién hepética y renal, glucosa, lipidos, electrolitos,
biometria hematica, diferencial de leucocitos, pruebas de coagulacién y marcador de inflamacién de 95 casos
de CHIKF confirmados enrolados en este estudio. Las barras grises representan los pacientes virémicos,
mientras que los negros los pacientes post-virémicos. Valores de probabilidad: **0.05>p>0.01; ***p<0.01.
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La mayoria de los pardmetros analizados en este estudio cayeron dentro de los rangos
normales en ambas fases de la enfermedad excepto: enzimas hepaticas (AST, ALT, ALP),
cuenta absoluta de leucocitos, linfocitos, LDH y PCR. De estos pardmetros, sin embargo,
solamente se encontraron diferencias significativas en la cuenta de linfocitos, LDH, y niveles
de PCR. Aunque se encontraron diferencias significativas entre los triglicéridos, TP y TPT,
estos resultados no fueron relevantes porque la mayoria de los valores estuvieron dentro de

los rangos normales (Figura 23).

La tabla 6 demuestra las anormalidades en valores de laboratorio relevantes e incluye
sus respectivos valores de referencia. Una elevada concentracion de enzimas hepaticas (AST,
ALT y ALP) fueron observadas en un 30.6-48.4% y 24.4-42.4% en pacientes virémicos y
post-virémicos, respectivamente, no encontrdndose diferencias significativas entre las
diferentes etapas de la enfermedad en cada una de las enzimas. En cambio, donde se
encontraron diferencias significativas fueron en los porcentajes de linfopenia, LDH e
hiperkalemia. En los pacientes virémicos, se observd mayor porcentaje de pacientes con
linfopenia (56.5%) que en pacientes post-virémicos (12.1%), mientras que en los pacientes
post-virémicos se observd un mayor porcentaje de pacientes con altos niveles de LDH
(69.7%) y con hiperkalemia (36.4%) que en pacientes virémicos (33.9% y 16.1%,
respectivamente). La PCR estuvo elevada en la fase virémica de la infeccion (61.0%) pero

luego los valores cayeron en rangos normales en todos los pacientes seropositivos (Tabla 6).

Virémicos  Post-virémicos Valor p

N % N %
Alta AST (>37 U/L) 30 484 14 424 0.579
Alta ALT (>65 U/L) 19  30.6 11 333 0.789
Alta ALP (>136 U/L) 21 33.9 8 24.2 0.327
Alta GGT (>85 U/L) 23 37.1 10 30.3 0.508
Alta LDH (>234 U/L) 21 33.9 23 69.7 0.001*
Baja relacion A/G (<1.2) 44  71.0 27 81.8 0.247
Leucopenia (<4500 cells/mm>) 34 54.8 15 45.5 0.384
Linfopenia (<1000 cells/mm?) 35 56.5 4 12.1 <0.001*
Monocitopenia (<200 cells/mm?) 13 21.0 4 12.1 0.401
Trombocitopenia (<100 x 10° 11 177 5 15.2 0.366
platelets/mm>)
Bajo hematocrito (<40.0%) 25 40.3 8 24.2 0.117
Alta PCR (>3 mg/dL) 38 613 0 0% -
Hiponatremia (<136 mEq/L) 9 14.5 5 15.2 0.934
Hiperkalemia (>5.1 mEq/L) 10 16.1 12 36.4 0.026*

Tabla 6. Anormalidades bioquimicas, electroliticas y hematoldgicas de 95 pacientes confirmados a CHIKF,
Hospital “Dr. Roberto Nettel”, diciembre 2014-junio 2015, Tapachula, Chiapas.
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DISCUSION

En la frontera sur de México, donde el virus chikungunya ingresé por primera vez a
nuestro pais en octubre del 2014 y fue reportado oficialmente hasta el mes de noviembre del
mismo afio, se realizd un estudio observacional de corte donde se evaluaron clinicamente a
112 pacientes con sintomas concernientes para CHIKF, confirmdndose 95 casos por qRT-
PCR y ELSA. De estos pacientes, se analizaron los datos generados de la sintomatologia
clinica y los andlisis de laboratorio clinico. Los resultados clave fueron: 1) de los 112 casos
probables de CHIKF, 95 casos (84.8%) fueron confirmados por qRT-PCR (33) o IgM ELISA
(62) siendo los adultos mayores de 30 anos y mujeres los mds afectados; 2) fiebre,
poliartralgia, exantema y dolor de cabeza fueron los sintomas mds comunes observados en
los pacientes, sin embargo, las adenopatias que no habian sido descritas a profundidad en
brotes previos, se encontraron en este estudio, 3) durante el inicio de la enfermedad, la
sintomatologia entre los brotes causados por el linaje IOL y este brote causado por el linaje
asidtico parece ser muy similar y 4) las anormalidades bioldgicas observadas durante la
infeccion a CHIKYV fueron la linfopenia, leucopenia, elevadas transaminasas, elevada LDH

y PCR.

Comparando los resultados obtenidos en este estudio con los reportes
epidemioldgicos de otros brotes (Anexo 11), seis de nueve estudios encontraron una media
o mediana de edad de pacientes infectados entre los 30-40 anos, lo cual es similar a nuestro
estudio con una mediana de 38.5 dias. Ademads, en los nueve estudios se reportaron bajas
frecuencias de pacientes infectados en menores, tal como se observé en nuestro estudio. Sin
embargo, en un brote de CHIKV en Tanzania, asociaron que los infantes tienen un mayor
factor de riesgo a la infeccién por CHIKV (Hertz et al., 2012). Es posible que los menores
tengan menor riesgo a la infecciéon a CHIKV en el resto de los brotes y en nuestro estudio, y
en el caso de Tanzania, otros factores estén involucrados como, por ejemplo, la desnutricién
y la alta prevalencia de VIH. En cambio, solamente dos brotes de la Isla de la Reunién
reportaron que los adultos mayores de 50 afios fueron los mds afectados. La falta de
inmunidad en la regioén puede explicar por qué las infecciones de CHIKYV son relativamente
uniformes en la mayoria de los grupos de edad, sobre todo en los adultos (Gérardin et al.,

2008).
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La relacion de hombres/mujeres en casos confirmados por CHIKV ha variado.
Mientras que en los brotes de la Isla de la Reunién (2006), Sri Lanka (2007) y Singapur
(2008) (Reller et al., 2013; Thiberville, Boisson, et al., 2013; Win et al., 2010) encontraron
una mayor proporcién de hombres afectados, los brotes en el continente americano y nuestro
estudio encontraron una mayor proporcién de mujeres infectadas (Macpherson et al., 2016;
Mattar et al., 2015; Sahadeo et al., 2015). Un muestreo sesgado puede explicar las diferencias
entre estos estudios, por ejemplo, en el brote de Singapur se seleccionaron més inmigrantes
trabajadores hombres; y en los brotes de La Reunién, Colombia y Trinidad y Tobago tuvieron
bajos nimeros de participantes, sugiriendo que sus resultados no son representativos para la
poblacién en general. La muestra de pacientes de este estudio tampoco es representativa, ya
que solamente se estudid la poblacion de los trabajadores del Estado (derechohabientes del
ISSSTE), ademds se encontrd una diferencia significativa en la relacion hombre/mujer entre
el total de casos probables y de los pacientes enrolados, siendo de 0.53 (850 total casos
probables) y 0.40 (casos enrolados 112), respectivamente (p<0.05). A pesar de esto, es
importante considerar que la transmision de CHIKV pudiera haber ocurrido més en entornos
domiciliares poniendo a las amas de casa en mayor riesgo de infeccion, tal como ha sido
descrito en reportes previos de seroprevalencia de dengue en México (Amaya-Larios et al.,

2014).

Los sintomas mas comtinmente reportados en todos los estudios previos, incluyendo
éste, fueron fiebre (80-100%), poliartralgia (80-100%), dolor de cabeza (50-80%), exantema
(rash) (30-70%) y alteraciones digestivas (20-80%). La adenopatia, artritis y edema son
raramente encontrados en estos estudios. Es importante resaltar que el exantema fue muy alta
(82.3%) en nuestro estudio comparado con el resto de los estudios en donde el valor més alto

fue hasta el 50% (World Health Organization, 2008).

Las linfoadenopatias cervicales fueron observadas en brotes de CHIKF de la India y
en casos espafioles importados, asi como también en pacientes afectados por el virus
O’nyong-nyong, un alfavirus relacionado (Keny et al., 2014; Kiwanuka et al., 1999; Norman
et al., 2015). Interesantemente, durante el brote de la isla de La Reunién durante 2005-2006,
un incremento en las adenopatias fue observado desde un 8.9% en la fase virémica hasta un

29.0% en la fase post-virémica, similar en nuestro estudio que fue desde un 33% en la fase

63



virémica hasta un 60.6% en la fase post-virémica. La ocurrencia de las linfoadenopatias
posiblemente pudieron haber sido sub-diagnosticados en el resto de los estudios, ya que estas
suelen ocurrir hacia al final de la fase febril y durante la recuperacién de la infeccién, y
parecen ser autolimitantes (Norman et al., 2015). Desafortunadamente, la ubicacién
especifica de las adenopatias no ha sido registrada en la mayoria de los estudios y tampoco
fue asi en este estudio. Respecto a la artritis y el edema, la falta de suficientes datos hace

dificil determinar la prevalencia de estos sintomas.

Los datos que incluyen los genotipos de los brotes de la isla de La Reunién, Singapur,
Gabon, Sri Lanka, Colombia y Trinidad estdn en el Anexo 11. Aunque se ha reportado que
el linaje asiatico del Caribe es menos virulento que el linaje IOL (Teo et al., 2015), el brote
por el linaje asidtico de Chiapas y el resto de los brotes por el linaje IOL alrededor del mundo

parece comportarse clinicamente similar durante los primeros 3-4 dias de la infeccidn.

La funcién hepética fue evaluada en este estudio midiendo los niveles de las enzimas
AST, ALT y ALP. Estudios de los brotes de La Reunién y de Gabon reportaron elevaciones
de estas enzimas en aproximadamente 20-46% de los casos teniendo niveles de la AST hasta
55 y 53.2 U/L en pacientes virémicos y post-virémicos, respectivamente. Los resultados
obtenidos en este estudio son muy similares reportados en la literatura, pero este incremento
puede ser explicado por el uso de paracetamol y/o ibuprofeno para el tratamiento sintomatico,

produciendo una toxicidad transitoria en el higado (Nkoghe et al., 2012).

Otro pardmetro biolégico que ha sido asociado a la infeccion por CHIKV es el nivel
elevado de la proteina C-reactiva. Estudios previos del brote de La Reunién reportaron
niveles altos de PCR en aproximadamente 50-70% de los casos confirmados con niveles en
suero hasta de 5.6 mg/L, siendo similar a los niveles observados en este estudio en un 61.3%.
Adicionalmente, otra enzima que se observo elevada fue la LDH en pacientes post-virémicos.
Esto ha sido observado previamente (Parola et al., 2006; Win et al., 2010) y puede ser
explicado porque esta enzima es liberada al medio extracelular durante el dafios celular

asociado a la inflamacién (Ede et al., 2013)
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Los parametros de las biometrias hematicas que estuvieron anormalmente inferiores
durante la infeccion por CHIKYV fue la cuenta absoluta de leucocitos y linfocitos, las cuales
ocurrieron en un 54.8% y 56.5% de los casos, respectivamente. En los casos post-virémicos,
la leucopenia persisti6 en un 45.5% mientras que la linfopenia disminuy6 a un 12.1%.
Solamente la linfopenia fue reportada en un 70-80% de los casos confirmados en los brotes
de La Reunién, con cuentas de 608 células/mm?> durante la fase virémica. La leucocitosis ha
sido asociada a infecciones de CHIKV (Laoprasopwattana et al., 2012; Taraphdar et al.,
2012); sin embargo, ninguno de los estudios citados aqui ni en nuestro estudio encontraron

un incremento significativo en la cuenta de células blancas.

Deben ser consideradas las limitaciones en este estudio. La muestra obtenida estuvo
sesgada ya que solamente se seleccionaron pacientes de un sector poblacional y en un unico
hospital, debido a la facilidad de obtener las muestras de esta clinica, por lo tanto, no se puede
considerar la muestra como representativa de toda la poblacién general. Otra fuente de sesgo
pudo haber sido durante el enrolamiento de los participantes. La relacion hombre/mujer fue
diferente entre todos los pacientes registrados en el hospital “Dr. Roberto Nettel” y los
participantes enrolados al estudio. La mayoria de los brotes previos también han tenido
limitaciones similares en la coleccion de la muestra poblacional, pero también fueron capaces

de encontrar informacion clinicamente significativa tal como en este estudio.
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CONCLUSIONES

Capitulo 1

El virus chikungunya emergié en el mes de octubre del 2014 en las comunidades de
Ciudad Hidalgo y el ejido “La Libertad” ubicados en el municipio de Suchiate, Chiapas,
frontera con Guatemala.

A partir de este brote, se confirmaron 59 casos a la infeccién por CHIKV, teniendo los
principales sintomas: fiebre, poliartralgia, dolor de cabeza y exantema (rash).

En la localidad de Ciudad Hidalgo se encontraron mas mujeres infectadas (71.0%) que
hombres (29.0%), mientras que en el ejido “La Libertad”, los pacientes mds afectados
fueron adultos de 45 afios 0 maés.

La migracion proveniente de Centroamérica pudo haber jugado un papel clave en el

ingreso de CHIKV a México.

Capitulo 2

El mosquito Aedes aegypti fue el principal vector de CHIKYV durante el brote de octubre
—noviembre del 2014 en el municipio de Suchiate, Chiapas.

La alta presencia de vectores en los domicilios (80.0%) y falta de inmunidad de rebafio
pueden explicar la alta tasa de infeccion de 32.26/1000 mosquitos observados durante el
brote.

El linaje asidtico fue el que circuld en vectores y en casos humanos durante el brote de
Ciudad Hidalgo, Suchiate, Chiapas, guardando relacion con las secuencias obtenidas de
los brotes de las Islas Virgenes Britanicas y Guatemala, reforzando el rol de la migracion

en el ingreso de CHIKV a México.

Capitulo 3

Durante el brote de CHIKV en el Soconusco de noviembre 2014 — junio 2015, se
incluyeron 112 pacientes probables a tener fiebre chikungunya en el hospital “Dr.
Roberto Nettel”, de los cuales fueron confirmados 95 (84.8%), siendo positivos 62
(65.3%) a qRT-PCR (virémicos) y 33 (34.7%) a ELISA IgM (post-virémicos).

Los sintomas mds comunes durante la fase virémica fueron fiebre (100%), exantema

(82.3%), escalofrios (82.3%), dolor de cabeza (82.3%) y poliartralgia severa (71.0%),
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mientras que en la fase post-virémica los sintomas més comunes fueron fiebre (100%),
dolor de cabeza (87.9%), exantema (81.8%), prurito (78.8%), adenopatias (60.6%) y
poliartralgia moderada o leve (51.5%).

Las alteraciones mas comunes en los pardmetros de los andlisis de laboratorio fueron en
la fase virémica altos niveles de PCR y linfopenia, mientras que en la fase post-virémica
fueron altos niveles de LDH.

La presencia de adenopatias fue encontrada en este estudio y era un sintoma clinico poco

observado en brotes previos de CHIKV.
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PERSPECTIVAS

Este trabajo abre las puertas a diferentes lineas de investigacion con referente al virus

chikungunya:

1. Andlisis de las variantes genéticas que estdn circulando en México para conocer la
historia evolutiva de este virus en nuestro pais.

2. Busqueda del potencial rol que pueda tener Ae. albopictus como vector de CHIKV,
tanto como deteccion de infecciones naturales como el andlisis de las secuencias
virales para biisqueda de nuevas mutaciones adaptativas para este vector.

3. Proposicién de estudios epidemioldgicos mads sofisticados, por ejemplo, estudios de
casos y controles con tamafios de muestra mas amplios para asociar diferentes
factores de riesgo a la infecciéon por CHIKV.

4. Estudios epidemioldgicos longitudinales para medir el efecto crénico de la

infeccién por CHIKV.
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ANEXO 1. DICTAMEN DEL COMITE DE BIOETICA DEL INSP

~ CEI Comité de Etica
Instituto Nacional J en Investigacion

de Salud Publica Instituto Nacional de Salud Pudblica

Registro ante CONBIOETICA: 17CEI00120130424
- Registro ante COFEPRIS: 13 CEI 17 007 36
Generacion de conocimiento FWA: 00015605
e politicas de salud

para el desarrolio d

Cuernavaca, Mor., 22 de septiembre, 2015
Cl: 1312, No. 1738

lldefonso Fernandez Salas
Investigador Principal
Presente

En relacion a su proyecto titulado " Emergencia del virus de Chikungunya (CHIKV): Tendencias en

patrones epidemioldgicos, incriminacién de vectores, y filogenia de variantes genéticas en Chiapas,
México” me complace informarle que los miembros del Comité de Etica le han otorgado el dictamen de:

Aprobado

Le informamos que esta aprobacion tiene vigencia hasta el 21 de septiembre del 2016.

Renovacion anual: Si su estudio se extiende por un periodo mayor, favor de presentar el formato de
Renovacion anual con 45 dias de anticipacién a su fecha de vencimiento. Favor de solicitar via electronica
el formato correspondiente a este Comité. Nota: Es responsabilidad de usted como Investigador/a
Responsable de este proyecto solicitar la renovacion anual de su estudio con suficiente anticipacion.

Consentimiento: Para obtener el consentimiento de los sujetos humanos de su estudio unicamente se
deberan utilizar los materiales que han sido aprobados y sellados por este Comité.

Addenda/Modificaciones: Le recuerdo que cualquier cambio o actualizacion en los procedimientos de
este estudio debera ser enviado a este Comité previo a su implementacion, utilizando el sistema SIID.

El nimero de su proyecto es 1312 y el de esta aprobacién es 1738. Le pedimos hacer referencia a estos
numeros para cualquier correspondencia futura.

Le agradecemos su cooperacidn y compromiso con la proteccion de los derechos de los sujetos humanos
en la investigacion.

Atentamente
,.,.wc-‘—f:& =

Angélica Angeles Llerenas
Presidente
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ANEXO 2. CONSENTIMIENTOS INFORMADOS

FOLIO || | [ || F_|_|
Instituto Nacional z i
de Salud Pablica ~ Centro Regional de Investigacion en Salud Publica

Formato de Consentimiento Informado

Titulo del Proyecto: Emergencia del virus de chikungunya (CHIKV): Tendencias en patrones epidemiolégicos
incriminacion de vectores, v filogenia de variantes genéticas en Chiapas, México.

El objetivo de este proyecto es estudiar el comportamiento de la enfermedad del chikungunya que recientemente
ingres6 a Chiapas, México. El conocimiento generado en este proyecto ayudara en un mejor diagndstico de la
enfermedad en la comunidad y a desarrollar nuevos meétodos de prevencion y control de los mosquitos
transmisores.

Se me ha pedido que participe en este proyecto de investigacién que lleva a cabo el Centro Regional de
Investigacion en Salud Publica, a lo cual acepto.

Doy mi consentimiento para participar en el proyecto ya mencionado. Se me solicitara que responda algunas
preguntas de un cuestionario, relacionadas con integrantes de la familia, migracion, y ubicacion de la vivienda en
la localidad. Adicionalmente se me realizard una encuesta relacionado a mi condicién socioecondmica.

También acepto donar alrededor de 10 ml de sangre (dos cucharadas aproximadamente) por puncién venosa,
usando material estéril. Ademas, acepto que se me tomen dos muestras adicionales, una a las dos semanas y
otra entre 1-3 meses después del inicio de |a fiebre.

Entiendo que aunque se tomaran precauciones al tomar la sangre, s¢ puede presentar un moretén o dolor leve.
Después de esta toma de muestra y si lo necesitara, seré remitido a un Centro de Salud para recibir atencion
medica adecuada, para evitar complicaciones en el cuadro viral de chikungunya.

El estudio tendra una duracién de dos afios y realizaran una visita a mi domicilio con la intencidon de buscar
personas febriles o que hayan presentado recientemente un cuadro febril compatible con chikungunya., asi como
la busqueda de larvas y mosquitos que transmiten esta enfermedad.

Entiendo que mi nombre no sera identificado en las muestras sanguineas, ya que estas se manejarén solamente
con un codigo, y que toda la informacién obtenida acerca de mi sera confidencial.

Entiendo que este procedimiento (la puncidén venosa) puede o no beneficiarme personalmente. Los
investigadores obtendran informacién valiosa gue permitira determinar la infeccién del virus chikungunya que
afectan a los individuos de la zona de Tapachula y cuando y donde ocurren estos casos. Se me proporcionara
informacion acerca de las medidas de prevencion para la chikungunya.

Entiendo que tengo la libertad de hacer preguntas y de negarme a participar en el proyecto sin sancion alguna.

El paciente o tutor tiene alguna duda podra comunicarse con el Investigader al teléfono:

Investigador principal: Dr. lidefonso Fernandez Salas
Tomas

Direccion: 19 calle poniente esq. 4 norte, Centro  Tel. Oficina 62 6 22 19 1°Muestra ___ Fecha /[ /
2°Muestra ___ Fecha /[

Nombre y firma del paciente 3°Muestra ___ Fecha__ _/_/
. . REVCO
Nombre y Firma testigo 1 1° Muestra
2° Muestr:
Nombre y firma testigo 2 30 MEZ:UE
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FOLIO |_|_ || |||

Instituto Naciona ) . . i
de Salud Piblica Centro Regional de Investigacion en Salud Publica

Formato de Consentimiento Informado para menores

Titulo del Proyecto: Emergencia del virus de chikungunya (CHIKV): Tendencias en patrones epidemioldgicos
incriminacién de vectores, y filogenia de variantes genéticas en Chiapas, México.

El objetivo de este proyecto es estudiar el comportamiento de la enfermedad del Chikungunya que recientemente
ingres¢ a Chiapas, México. El conocimientoe generado en este proyecto ayudara en un mejor diagnoéstico de la
enfermedad en la comunidad y a desarrollar nuevos métodos de prevencion y control de los mosquitos
transmisores.

Se me ha pedido que participe en este proyecto de investigacion que lleva a cabo el Centro Regional de
Investigacion en Salud Publica, a lo cual acepto. Doy mi consentimiento para que a mi hijo/a
, Quien tiene afios, participe en el proyecto ya

mencionado.

Se me solicitara que responda algunas preguntas de un cuestionario, relacionadas con integrantes de la familia,
migracion, y ubicacion de la vivienda en la localidad. Adicionalmente se me realizara una encuesta relacionado a
mi condicidn socioecondmica.

También acepto que mi hijo/a done alrededor de 10 ml de sangre (dos cucharadas aproximadamente) por
puncion venosa, usando material estéril. Ademas, acepto que se le tomen dos muestras adicionales, una a las
dos semanas después del inicio de la fiebre y otra entre 1-3 meses.

Entiendo que aunque se tomaran precauciones al tomar la sangre, se puede presentar un moretén o dolor leve.
Después de esta toma de muestra y si lo necesitara, mi hijo/a sera remitido a un Centro de Salud para recibir
atencion médica adecuada, para evitar complicaciones en el cuadro viral de chikungunya.

El estudio tendra una duracién de dos afios y realizaran una visita a mi domicilio con la intencion de buscar
personas febriles o que hayan presentado recientemente un cuadro febril compatible con chikungunya., asi como
la busqueda de larvas y mosquitos que transmiten esta enfermedad.

Entiendo que el nombre de mi hijo no sera identificado en las muestras sanguineas, ya que estas se manejaran
solamente con un codigo, y que toda la informacion obtenida acerca de mi hijo/a sera confidencial.

Entiendo que este procedimiento (la puncién venosa) puede o no beneficiar a mi hijo/a y a mi personalmente.
Los investigadores obtendran informacién valiosa que permitira determinar la infeccién de los virus chikungunya
que afectan a los individuos de la zona de Tapachula y cuando y donde ocurren estos casos. Se me
proporcionara informacion acerca de las medidas de prevencion para la chikungunya.

Entiendo que tengo la libertad de hacer preguntas y de negarme a participar en el proyecto sin sancion alguna.

El paciente o tutor tiene alguna duda podra comunicarse con el Investigador al teléfono:

Investigador principal: Dr. lldefonso Fernandez Salas

Direccién: 19 calle poniente esq. 4 norte, Centro  Tel. Oficina 62 6 22 19 Tomas
1°Muestra___ Fecha__ /[
Nombre y firma del paciente 2°Muestra___ Fecha__ / [/
3°Muestra  Fecha A
Nombre y Firma testigo 1 REVCO
] ) 1° Muestra
Nombre y firma testigo 2 2° Muestra
3°Muestra
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ANEXO 3. FORMATO DE ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO
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ANEXO 4. EXTRACCION DE ARN CON EL ESTUCHE COMERCIAL ZR-96
(Zymo Research)

Preparacion de solucion amortiguadora

Antes de comenzar, agregar beta-mercaptoetanol a la solucion amortiguadora “Viral RNA”

a la solucién final de 0.5% (v/v)

Agregar 96 mL de etanol absoluto 100% al concentrado de solucién amortiguadora de

lavado (R1040)
Protocolo
Todos los pasos de centrifugacién deben ser realizados entre 3,000-5000 x g

1. Agregar 3 volumenes de la solucion amortiguadora “Viral RNA” a cada solucion de

suero o sobrenadante de mosquito y mezclar

2. Transferir cada muestra a la columna Zymo-Spin™ IC dentro del tubo de coleccion y

centrifugar por 1-2 minutos. Descartar sobrenadante

3. Agregar 500 pl de la solucién amortiguadora de lavado a cada columna y centrifugar por
2 minutos. Luego cuidadosamente transferir la columna dentro de un tubo libre de

DNAsas/RNAsas

4. Agregar 15uL de agua libre de DNasa/RNasa directamente a la matriz de la columna y

centrifugar por 30 minutos.

5. La elucién de ARN se almacena a -70 °C.
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ANEXO 5. TECNICA DE qRT-PCR UTILIZANDO EL ESTUCHE COMERCIAL
TagMan RNA-to-Ct 1-step (Applied Biosystems)

Procedimiento

1. Preparar mix de reaccion de acuerdo con la tabla 1.

. Tomar 19uL del mix de reaccién y mezclarlo con 1uL de la muestra.

2
3. Programar el termociclador tiempo real de acuerdo con la tabla 3.
4

. Interpretar resultados de acuerdo con los valores de corte de la tabla 4.

Tabla 1. Lista de reactivos para la RT-PCR tiempo real

Reactivos Volumen reaccion (20 uL) 10 reacciones
Agua libre de ARNasas 7.4 uL 74 uL
TagMan® RT-PCR Mix 10 uLL 100 uL
(2X)
Primer 1 (40 uM solucién 0.45 uL 4.5uL
madre)
Primer 2 (40 uM solucién 0.45 uL 4.5uL
madre)
Sonda FAM (25uM solucion 0.2uL 2uL
madre)
TagMan® RT Enzyme Mix 0.5uL SulL
(40X)
ARN muestra 1 uL

Tabla 2. Secuencias de los iniciadores y la sonda
Nombre del primer Secuencia Tm
Fwd primer: Chik 243 5" GAY CCC GAC TCA ACC ATCCT 52.6
Rev primer: Chik 330 5" CAT MGG GCA RAC GCA GTG GTA 55.8
Probe(FAM): Chik 273 5" AGY GCG CCA GCA AGG AGG AKG 65.6

ATGT
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Tabla 3. Programa de ciclos del termociclador tiempo real

1 ciclo

45 ciclos

50°C por 30 minutos (Reaccién de RT)

95°C por 15s

95°C por 15 minutos (activacién
enzimatica)

60°C por 1min

Tabla 4. Valores de interpretacion de la sonda TagMan

Positivo Valor Ct<38 por duplicado
Equivoco Valor Ct<38 en uno de los dos pozos
Negativo Valor Ct>38 por duplicado
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ANEXO 6. PROCEDIMIENTO DE LA ELISA PARA LA DETECCION DE IgM
ANTI-CHIKY (Inbios)

Permita que se atemperen todos los reactivos antes de usarse (~25°C). Homogenizar todos

los reactivos y muestras antes de usarse por medio de suaves inversiones del vial.

Cuidado: este kit no ha sido optimizado para un equipo de ELISA automatizado en particular
por InBios. El uso de este tipo de quipo requerird validacion para asegurar resultados iguales
a los esperados en este manual. Puede ser necesario modificar el protocolo de estos equipos

y/o usar diferentes volimenes de reactivos.
Preparacion de reactivos

. Preparacion de la solucién amortiguada de lavado. Diluya la solucién de lavado 10X
a 1X utilizando agua grado reactivo. Para la solucién de lavado a 1X, diluya 120 mL de
solucion de lavado a 10X con 1080 mL de agua destilada o desionizada. Homogenice para
asegurar que cualquier precipitado se disuelva. Una vez diluida a 1X, la solucion se puede
almacenar a temperatura ambiental por hasta 6 meses. Verifique que no esté contaminada

antes de usarse. Descartela si se sospecha alguna contaminacion.

. Pozos de micro titulaciéon. Seleccione las tiras que correspondan al nimero de
muestras que se vayan a procesar. Evalde la placa para asegurar que las tiras estén planas y
adecuadamente alineadas con la misma. Las tiras que no se utilicen deben resellarse y
empacarse inmediatamente con el paquete desecador incluido y almacenadas entre 2-8°C

hasta utilizarse o su fecha de caducidad.

. Preparacion del conjugado enzimdtico listo-para-usarse. Adicione 90 pL del
conjugado al 100X directamente al vial de Diluyente del conjugado de 9 mL (1:100).
Homogenice invirtiendo el vial varias veces. Para volimenes menores, separe una alicuota
del volumen requerido del diluyente en un nuevo vial de polipropileno y afore con el volumen
apropiado del conjugado a 100X. Prepare unicamente la cantidad requerida para la prueba en

cuestion.
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Procedimiento del ensayo

1. Los controles positivos, negativos y de corte deben incluirse por duplicado ( e incluirse en
cada placa y cada vez que se realice la ELISA). Las muestras no requieren un duplicado. Sin
embargo, se recomienda hacer el ensayo con muestras por duplicado hasta que el operador

se sienta familiarizado con el procedimiento.

2. Diluya los controles y muestras de suero con la solucién de dilucién de muestra. Las
muestras deben diluirse 1:100 en pozos de dilucién limpios o viales de polipropileno. Por
ejemplo, diluya 4 uL. de muestra en 396 uL de solucién de dilucién de muestra. Homogenice

bien por medio de varios pipeteos consecutivos.

3. Adicione 50 puL de los controles y muestras diluidas 1:100 en los pozos de la placa de

ELISA.
4. Cubra la placa con Parafilm, como se muestra en la siguiente ilustracion.

Nota: esto asegura una distribuciéon uniforme de calor en todos los pozos; el exceso del
Parafilm se puede remover con tijeras una vez que se selle la cubierta de la placa para prevenir

evaporacion.

Nota: nunca apile las placas de ELISA; deben estar distribuidas individualmente. Esto es
muy importante para la distribucién de la temperatura. No utilice CO2 u otros gases. No

descanse las placas sobre sustancias himedas.

S.Incube a 37°C durante 30 minutos (+1 minuto) en una incubadora de de placas. Esta debe
estar calibrada adecuadamente para mantener 37°C + 2°C utilizando un termémetro externo

de referencia.

6.Después de la incubacion, lave la placa 6 veces con una lavadora de placas automatica

utilizando la solucién de lavado al 1X. Utilice 300 uL por pozo en cada ciclo de lavado.

7. Agregue 50 puL del antigeno de chikungunya a cada pozo de la placa de ELISA. Regrese
cualquier sobrante del antigeno a las condiciones apropiadas de almacenamiento (-20°C a -

80°C).

8. Cubra la placa con Parafilm.
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9. Incube a 37°C durante 30 minutos (+1 minuto) en una incubadora de de placas.

10. Mientras se esta llevando a cabo la incubacién, prepare al momento la cantidad minima
necesaria del conjugado de enzima listo-para-usarse, como se describe en la seccién de

Preparacion de Reactivos.

11. Después de la incubacidn, lave la placa 6 veces con una lavadora de placas automatica

utilizando la solucién de lavado al 1X. Utilice 300 puL por pozo en cada ciclo de lavado.
12. Adicione 50 pL del conjugado de enzima listo-para-usarse a cada pozo de la placa.
13. Cubra la placa con Parafilm.

14. Incube a 37°C durante 30 minutos (+1 minuto) en una incubadora de de placas.

15. Después de la incubacién, lave la placa 6 veces con una lavadora de placas automatica

utilizando la solucién de lavado al 1X. Utilice 300 uL por pozo en cada ciclo de lavado.

16. Aplique 75 pL del Sustrato Liquido TMB en todos los pozos utilizando un micropipeta
multicanal. Nota: El Sustrato Liquido TMB es fotosensible. Evite exponerlo a fuentes de luz

innecesarias.

17. Incube la placa en la obscuridad, a temperatura ambiente durante 10 minutos (£ 30

segundos).

18. Adicione 50 uL de Solucién de Paro a todos los pozos con una micropipeta multicanal.

Permita actuar sin cubrir durante 1 minuto a temperatura ambiente.

19. Mida el valor de la densidad 6ptica a 450 nm (OD450) con un lector de placas de ELISA.
NO RESTE O NORMALIZE VALORES O POZOS EN BLANCO.

20. Analice los resultados
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ANEXO 7. PROTOCOLO PARA EL ENSAYO DE EFECTO CITOPATICO (CPE)

Materiales

*Células Vero confluentes en una botella T150 (75cm2) con tapa ventilada
*Solucion de lavado: DPBS o Solucién de NaCL 0.09% (estéril)
*Tripsina-EDTA 1X

*Medio de crecimiento 1: DMEM suplementado con Suero Bovino Fetal (SBF) inactivado
al 10% y gentamicina 1%.

*Medio de crecimiento 2: DMEM suplementado con Suero Bovino Fetal (SBF) inactivado
al 5% y gentamicina 1%.

*Pipetas seroldgicas estériles

*Placa de 12 pozos
Protocolo para pasaje en botellas de T150
1. Remover el medio de crecimiento de la monocapa confluente de células vero

2. Lavar las células con 10mL de la solucion de lavado. Es importante remover cualquier
resto de medio porque éste contiene inhibidores de la tripsina

3. Agregar 3mL de Tripsina-EDTA 1X e incubar las células a 37° por 2-3 minutos, hasta que
las células comiencen a despegarse del frasco. Agitar suavemente o golpear suavemente el
fondo de la botella puede ayudar a las células a despegarse.

4. Agregar 7mL del medio de crecimiento 1 para inactivar la tripsina.

5. Mezclar el medio junto con las células, pipeteando suavemente para disgregar cualquier
cumulo de células. Repetir el pipeteado suave 20 veces.

6. Preparar la dilucion de células deseadas de tal manera que las botellas tengan un volumen
final con medio de crecimiento 1 de 12-20mL. Las diluciones 1:10 generalmente estdn
confluentes 3 dias después.

7. Incubar botellas a 37°C en incubadoras con 5% de CO2. Cambiar medio cada 3-4 dias.
Cuando la monocapa de células alcance una confluencia del 90%, realizar el pasaje otra vez
repitiendo este protocolo

Protocolo para pasaje a placas de 12 pozos.
1. Realizar pasos 1-5 en una botella T150 con una monocapa confluente al 90%
2. Agregar 7mL del medio de crecimiento 2 para inactivar la tripsina

3. Mezclar el medio junto con las células, pipeteando suavemente para disgregar cualquier
cumulo de células. Repetir el pipeteado suave 20 veces.

4. Preparar la dilucién de células deseadas de tal manera que cada pozo tenga un volumen
final con medio de crecimiento 2 de 2mL.
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5. Incubar botellas a 37°C en incubadoras con 5% de CO?2.
Medicion de efecto citopatico

Material

*Medio de crecimiento 2 (DMEM glucosado suplementado con Suero Bovino Fetal (SBF)
inactivado al 5% y gentamicina 1%).

*Medio de mantenimiento (DMEM glucosado suplementado con Suero Bovino Fetal (SBF)
inactivado al 2% y gentamicina 1%).

*PBS o Solucién de NaCL 0.09%

* Agarosa

* Agua grado cultvo celular

*Placas de 6-12 pozos para cultivo celular
*Agarose, UltraPure

Procedimiento de infeccion

1. Realizar una dilucién 1:10-1:20 del sobrenadante del lote de mosquitos con medio de
mantenimiento

2. Remover el medio de las placas en una bandeja con hipoclorito de sodio.

3. Agregar 100 pL de cada diluciéon en cada pozo, dejando que el virus se disperse
suavemente dentro del pozo sin perturbar la monocapa.

4. Incubar la monocapa infecta a 37°C por una hora; agitar suavemente las placas cada 15
minutos durante la incubacion

Procedimiento de capa de agar

1. Calentar medio de mantenimiento a 42°C en bafio maria (20 minutos)

2. Preparar una solucion estéril de agarosa 2% con agua destilada estéril utilizando el
microondas. Permitir enfiar la agarose unos minutos antes de agregar el medio.

3. Realizar una soluciéon de agarosa al 0.4% utilizando el medio de mantenimiento
precalentado como diluyente. Mezclar vigorosamente e inmediatamente agregar 2mL a cada
pozo en la placa de 12 pozos.

4. El pipeteo de la solucién debe ser por el lado del pozo sin tocarlo.

5. Dejar el plato reposar durante 15 minutos en el gabinete de bioseguridad a temperatura
ambiente hasta que el agar se vuelva sélido

6. Mover las placas a una incubadora a 37°C con 5% CO2
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Visualizacién del Efecto citopatico

1. Las placas serdn visibles en 2-3 dias post infeccién
2. Fijar las placas agregando 1mL de formaldehido 10%. Incubar al menos 30 minutos
3. Remover el formaldehido y después la agarosa con una espatula de manera cuidadosa.

4. Teiiir el pozo utilizando una solucién de cristal violeta de tal forma que cubra el fondo de
la botella

5. Lavar las placas con agua

6. Dejar secar y observar las unidades formadoras de placas, como evidencia del efecto
citopatico.
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ANEXO 8. PROTOCOLO DE SECUENCIACION PARCIAL PARA LAS REGIONES

VIRALES E1/E2.
Material

e Agua libre de nucleasas
e dNTP’s
e SuperScript III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen — Life
technologies)

e Phusion High Fidelity DNA Polymerase Kit (New England Biolabs)
e QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
e Primers

o CHIKV9000F: CAGAGCACCGCTGCAACTGCCGAG
CHIKV9717R: CATCTGCGTCGTGCACACATG
CHIKV9460F: GTGACGCATAAGAAGGAGATCAG
CHIKV10308R: CTCCACATGTGCTTCGCTCAATTG
CHIKV10059F: CATGGTATTGGAGATGGAGCTTCTG

o CHIKV10765R: CTATTTGACAGCCAAATGGTGCTG

Procedimiento

o O O O

1. Usar el estuche “Superscript III RT” para generar el cDNA del ARN viral
a. Mix 1
1. 5ul agua libre de nucleasas
ii. 1uL dANTP
iii. luL random hexameros
iv. 3uLL ARN de muestra
v. Incubar mix 1 a 65°C por 5 minutos. Después, colocar el tubo en
hielo por 2 minutos
b. Mix 2
i. 4uL MgCl,
1. 2ulL 10X RT buffer
iii. 2uL DTT
1iv. luL RNaseOUT
v. 1luL SSIII enzyme
Agregar mix 2 al mix 1
Incubar por 10 minutos a temperature ambiente
Incubar a 43°C por 90 minutos
Incubar a 50°C por 10 minutos
g. Puede ser almacenado a 4°C durante la noche o congelar a -20°C
2. Generar amplicones con el estuche Phusion PCR
a. Mezclar
i. 10uL 5X Buffer
ii. 1uL ANTP
iii. luL F primer (20uM)
iv. luL R primer (20uM)
v. 32uL nuclease free H20
vi. 2ul MgCl2

o oo
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vii. 0.5uL Phusion polymerase
viii. 2.5ul cDNA
b. Pareja de oligos:
i. CHIKYV 9000F + CHIKYV 9717R (Tm 59°C)
ii. CHIKYV 9460F + CHIKV 10308R (Tm 55°C)
iii. CHIKV 10059F + CHIKV 10765R (Tm 55°C)
c. Condiciones del termociclador
i. 98°C: 30 segundos
ii. Desnaturalizacién: 98°C: 10 segundos
iii. Alineamiento 59°C o 55°C: 10 segundos

iv. Elongacion: 72°C: 30 segundos

v. 40 ciclos pasos ii-iv

vi. Elongacion final: 72°C: 7 minutos

vii. 4°C: indefinido
. Aislamiento del producto de PCR del gel
1. Correr electrophoresis del producto en gel de agarosa 1% en TAE 1x
a. Agregar 10uL de colorante 6x al tubo de PCR y agregar mezcla al carril
del gel.
2. Cortar bandas del correcto tamaiio.
3. Usar el estuche “QIAquick Gel Extraction” para purificar el fragmento de
cDNA

a. Pesar trocito de gel en el tubo. Agregar 3 volimenes del Bugger QG a un
volumen de gel

b. Incubar a 50°C por 10 minutos (o hasta que el trozo de gel se disuelva).
Agitar con voértex cada 2-3 minutos para asegurar que el gel se haya
disuelto.

c. Colocar la columna “QIAquick spin” en un tubo de coleccion de 2mL

d. Agregar hasta 700uL de la solucion gel/buffer a la columna. Centrifugar
por 1 minuto a 13,000 rpm.

e. Descartar desecho y colocar la columna dentro del mismo tubo de
coleccion. Repetir este paso hasta que toda la solucién de buffer/gel haya
sido agregada.

f.  Agregar 0.5mL del buffer QG a la columna y centrifugar por 1 minuto a
13,000 rpm. Descartar el desecho.

g. Agregar 0.75mL del buffer PE a la columna. Incubar a temperatura
ambiente por 10-20 minutos (importarte para asegurar un resultado de
secuenciacion limpio). Centrifuge a 13,000 rpm por 1 minuto. Descarte
el desecho.

h. Centrifugue la columna por 1 minuto adicional a 13,000 rpm para
asegurar la remocién completa del buffer PE.

1. Colocar la columna en un microtubo de 1.5mL limpio.

j. Paraeluir el ADN, agregar 35ulL de agua libre de nucleasas al centro de
la membrana de la columna. Incubar a temperatura ambiente durante 1
munuto. Centrifugar a 13,000rpm para colectar el ADN eluido.

. El cDNA vy los oligos a 2uM pueden ser enviados al laboratorio de secuenciacion
para el disefio de la secuenciacion sanger. Use los mismos oligos como en el paso
2b.
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ANEXO 9. EXTRACCION DE ARN UTILIZANDO EL ESTUCHE QIAMP VIRAL
RNA

Pasos previos

Atemperar muestras a temperatura ambiente (15-25°C)
Atemperar amortiguador AVE a temperatura ambiente.
Preparar soluciéon AVE-Acarreador de ARN
o Mezclar 310 pL del amortiguador AVE en 310ug liofilizados del acarreador de
ARN, concentracién fina 1pg/1uL. Hacer alicuotas de SOuL y almacenar de -30
a-15°C
Preparar amortiguador AW1
o Para 50 muestras, mezclar 19mL del concentrado AW 1 con 25mL de etanol 96-
100%
Preparar amortiguador AW?2
o Para 50 muestras, mezclar 13mL del concentrado AW?2 con 30mL de etanol 96-
100%.
Preparar solucién AVL-Acarreador ARN (viable solo por 48 horas)
o Por cada muestra, se deben mezclar 560 pL del amortiguador AVL en 5.6uL de
la soluciéon AVE-Acarreador ARN. Solo debe usarse fresco y calcular el
volumen final dependiendo las muestras a procesar.

Procedimiento

l.

s

~

10.

Tomar 560 uL de la soluciéon AVL-Acarreador ARN y depositarlo dentro de un
microtubo de 1.5mL

Tomar 140uL de suero y mezclarlo con la solucién AVL-Acarreador de ARN dentro
del microtubo. Mezclar con Vortex durante 15 s.

Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.

Centrifugar brevemente el tubo para remover gotas del interior de la tapa.

Agregar 560 puL de etanol (96-100%) a la muestra, y mezclar con Vortex durante 15 s.
Después, centrifugar brevemente para remover gotas del interior de la tapa.
Cuidadosamente agregar 630 puL de la solucién del paso 5 a la columna QIAamp Mini
(dentro de un tubo de colecta de 2mL) sin mojar el borde. Cerrar la tapa y centrifugar a
6000 g por 1 minuto. Mover la columna dentro de un tubo de coleccién de 2mL limpio,
y descartar el tubo que contiene el filtrado.

Cuidadosamente abrir la columna QIAamp y repetir el paso 6.

Cuidadosamente abrir la columna QIAamp y agregar 500 uL de la soluciéon
amortiguadora AW 1. Cerrar la tapa y centrifugar a 6000g por 1 minuto. Mover la
columna dentro de un tubo de coleccion de 2mL limpio y descartar el tubo que contiene
el filtrado.

Cuidadosamente abrir la columna QIAamp y agregar 500 uL de la solucion
amortiguadora AW?2. Cerrar la tapa y centrifugar a maxima velocidad (20,000 g) por 3
minutos.

Mover la columna QIAamp a nuevo tubo de coleccion de 2mL y descartar el viejo tubo
con el filtrado. Centrifugar a maxima velocidad por 1 minuto.
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11. Mover la columna QIAamp a un microtubo de 1.5mL. Descartar el tubo antiguo con el
filtrado. Cuidadosamente abrir la columna y agregar 60 uL de la solucién AVE
atemperada. Cerrar la tapa e incubar a temperatura ambiente por 1 minuto. Centrifugar

a 6000g por 1 minuto. Descartar columna y almacenar microtubo que contiene la
elucion de ARN a -70°C.
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ANEXO 10. PROTOCOLO PARA LA QRT-PCR TIEMPO REAL DEL CDC
5. Preparar mix reaccion de acuerdo con la tabla 1.

. Mezclar 40pL del mix de reaccion con 10uL del ARN de muestra

6
7. Programar el termociclador tiempo real de acuerdo con la tabla 3.
8

. Interpretar resultados de acuerdo con los valores de corte de la tabla 4.

Tabla 1. Lista de reactivos para la RT-PCR tiempo real

Reactivos Volumen por reaccion 10 reacciones
Agua libre de ARNasas 13.2 uL 132 uLL

2x Ready mix 25 uL 250 uL
Iniciador 1 (100 uM 0.5puL SuL
solucién madre)

Iniciador 2 (100 uM 0.5puL SuL
solucién madre)

Sonda FAM (25uM 0.3 uL 3uL
solucién madre)

Mix de enzimas 0.5puL SuL

Tabla 2. Secuencias de los iniciadores y la sonda

Iniciadores

Secuencia

Iniciador 1: CHIK 856

ACCATCGGTGTTCCATCTAAAG

Iniciador 2: CHIK 962c¢

GCCTGGGCTCATCGTTATT

CHIK 908FAM

ACAGTGGTTTCGTGTGAGGGCTAC

Tabla 3. Programa de ciclos del termociclador tiempo real

1 ciclo

45 ciclos

50°C por 30 minutos (Reaccién de RT)

95°C por 15s

enzimatica)

95°C por 15 minutos (activacion

60°C por 1min
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Tabla 4. Valores de interpretacion de la sonda TagMan

Positivo Valor Ct<38 por duplicado
Equivoco Valor Ct<38 en uno de los dos pozos
Negativo Valor Ct>38 por duplicado
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ANEXO 11. COMPILACION DE LOS DATOS CLINICOS Y ANALISIS DE LABORATORIO MAS RELEVANTES
DURANTE LOS DIFERENTES BROTES DE CHIKV ALREDEDOR DEL MUNDO

Publicacién Borgherini et Staikowsky et Thiberville et | Reller et al. Win et al. Nkoghe et al. | Mattar et al. Sahadeo ef al. | Macpherson et
al. 2007 al. 2009* al. 2013 2013 2010 2012 2015 2015 al. 2016
Localidad y fecha La Reunion La Reunion La Reunion Sri Lanka Singapur Gaboén (2010) Colombia Trinidad & Granada
(2005-2006) (2005-2006) (2006) (2007) (2008) (2014) Tobago (2014)
(2014)
Total de pacientes 157 274 76 797 97 270 100 158 493
incluidos
Pacientes positivos a 100 65.7/12.4 71.1 3.5 100 100 25.0 22.0 86.0
CHIKV (%)
Genotipo / Linaje ECSA (IOL) ECSA (IOL) ECSA (IOL) ECSA (IOL) Desconocido ECSA Asiatico Asiatico Probablemente
(Caribe) (Caribe) Asiatico
Edad (Media o 57.9 55.0 40.0 41 37.0 30.0 39 32 34.5
Mediana)
Relacion 1.2 1.1/0.6 1.7 6.8 34 0.9 0.6 0.6 0.5
Hombre / Mujer
Dias de iniciado los 2.1 1.8/6.2 1.2 3.0 2-4 2.0 2.9 2.4 -
sintomas
Fiebre (%) 89.0 19.4/0.0 100 100 89.7 85.0 100 100 88.6
Artralgia (%) 96.0 98.8/96.8 100 71.0 87.6 90.4 88 83.3 90.0
Mialgia (%) - 59.0/59.0 74.0 82.0 - 72.9 28 70.0 66.7
Dolor de cabeza (%) 47.1 70.0/58.8 72.0 75.0 - 71.8 64 76.7 53.9
Exantema (%) 40.1 47.8/67.7 30-50 11.0 - 41.8 56 33.0 42.9
Alteraciones 47.1 63.3/85.3 13-44 11.0-38.0 - 32.0 4-6 16-26 26.9
digestivas (%)*
Conjuntivitis (%) - 22.8/17.7 - 36.0 - - - - -
Adenopatia (%) 8.9 8.9/294 - 18.0 - - 8 - 28.8
Sangrado (%) 6.4 1.1/8.8 8.0 - 1.0 2.2 - 10.0 -
Artritis 31.8 - - 0.0 - - - - -
Edema - 25.6/44.0 - - - - - - 25.1
Alta creatinina (>120 27.4 % 111.1£73.1/ - - - 96.0£32.0 - - -
umol/L)* 104.2+1099
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Alta AST (>37 U/L)* 45.9% 55.0x164 / 28% - 3.0% 45.0+35 -
53.2+42.3

Alta ALT (>65 U/L)¢ 16.6% 35.2+89.7 / 14.0% - 8.0% 33.0+17.0 -
39.5+29.9

Alta CRP (>3 mg/dL)* 67.5% 5.6£5.0/ 33.0% - - - -

3.1+£5.0

Leucopenia 5153+2198 5431£2139/ - 4500 3500+1900 - 65003250

(<4500 cel/mm®)* 519942554

Linfopenia (<1000 79% 608 +314 / 79.6% 1305 - 22284216 -

cel/mm’)¢ 1090+481

Trombocitopenia 9.5% 174.2+£56.0 / 24.0% 181.0 1.0% 233.1+ 234.0+

(<100 x 103 173.7£62.2 81.8 72.5

plaquetas/mm?)*

*Este estudio reporta para pacientes virémicos / post-viremicos.
£ Los valores pueden estar representados como porcentajes o medias / medianas con sus respectivas unidades dependiendo del
parametro medido
¥ Alteraciones digestivas incluye dolor abdominal, nausea, vomito y diarrea
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