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RESUMEN
M.C. Kame Alberto Galan Huerta Fecha de graduacion: septiembre 2018
Universidad Auténoma de Nuevo Le6n, Facultad de Medicina

Candidato para el grado de Doctor en Ciencias con Orientacién en Biologia Molecular e
Ingenieria Genética.

Titulo del Estudio: “EPID]gZMIOLOGfA MOLECULAR DEL VIRUS
CHIKUNGUNYA EN MEXICO”

Nutmero de paginas: 111

Introduccién: El virus Chikungunya (CHIKV) es un alfavirus que se transmite por
picadura de mosquito y causa la fiebre por Chikungunya, una enfermedad febril
caracterizada por artralgia intensa, mialgia, cefalea y exantema. Aunque se han descrito
las manifestaciones clinicas de esta enfermedad, la presentaciéon clinica exacta
presentada por la poblacién mexicana se desconoce. También se desconoce la variedad
genetica de los virus circulantes. Objetivos: Identificar la presentaciéon clinica de la
infeccién por CHIKV en poblacion mexicana, ademas verificar los virus circulantes, sus
variaciones genéticas, relaciones filogenéticas con otros virus y si éstas se relacionan
con las diferentes manifestaciones clinicas presentadas. Metodologia: Se estudiaron
pacientes infectados con CHIKV de Tapachula, Chiapas en el mes de junio de 2015. Se
incluyeron pacientes con enfermedad febril aguda y presentacion clinica compatible. Se
recabaron las manifestaciones clinicas, se evalué el dolor y si se requeria ayuda para
realizar actividades cotidianas. Se confirmé la infeccién por CHIKV por medio de RT-
gPCR y ELISA para IgM. Se establecié diagnostico diferencial con otros arbovirus. Se
secuenciaron los genes de las proteinas E1 y E2 de los virus aislados de los pacientes y
se realizé analisis filogenético utilizando el método de maxima similitud y méaxima
credibilidad de clado. Resultados: Se estudiaron 52 pacientes con infeccién confirmada
por CHIKV. Los pacientes confirmados tenian mayor probabilidad de tener artralgia en
muiieca, rodilla y articulaciones metacarpofalangicas. Se obtuvieron dos combinaciones
de manifestaciones clinicas para diferenciar entre fiebre chikungunya y enfermedad
febril aguda indiferenciada. Se obtuvieron 20 secuencias del gen de la proteina E1 y 10
del gen de la proteina E2. Estas secuencias se agruparon en el linaje Asiatico. Catorce
muestras divergieron de las secuencias previamente reportadas. Los pacientes infectados
con los virus divergentes mostraron un espectro mas amplio de manifestaciones clinicas.
Conclusiones: Se definié de manera completa las manifestaciones clinicas de la fiebre
Chikungunya en pacientes del sudeste de México. Se demostré la co-circulacién de
diferentes cepas de CHIKV en el estado de Chiapas y sus relaciones filogenéticas con
otros virus circulantes en América.

=7
Dra. Ana Ma(ia Rivas Estilla

Directora de Tesis
viii



CAPITULO 1

INTRODUCCION

Meéxico, al igual que otros paises de América, se encuentra en emergencia
epidemioldgica debido a la transmision autdctona del virus Chikungunya (CHIKYV). Esto
es un problema de salud nacional, debido a que existen vectores competentes en 30
estados del pais, no hay exposicion previa del virus a la poblaciéon mexicana, es un virus
de ARN que presenta alta diversidad genética y la tasa de ataque llega hasta el 80%.
Esto pone a nuestro pais en riesgo de diseminacion del virus con potenciales brotes

resultantes que podrian colapsar los sistemas de atencion de salud.

El virus Chikungunya se transmite por la picadura de mosquitos Aedes aegypti'y
Aedes albopictus [1]. Provoca fiebre alta, dolor en las articulaciones, dolor de cabeza y
muscular. Aunque rara vez provoca la muerte, el dolor en las articulaciones puede durar
meses o aflos y en ocasiones convertirse en un dolor crénico y causa de discapacidad
para algunas personas. No existe un tratamiento especifico ni una vacuna disponible para

prevenir la infeccion de este virus.

1.1 Epidemiologia

Desde el 2004, el virus Chikungunya ha causado brotes masivos y sostenidos en
Asia 'y Africa, donde mas de 2 millones de personas han sido infectadas, con tasas de
hasta 68% en ciertas areas [2]. La alta tasa de infeccion puede generar una presion alta

muy rapidamente sobre los sistemas de salud.

De acuerdo a la Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS), a la semana
epidemiologica nimero 47 de 2017, se habian reportado 331,000 casos confirmados de
fiebre Chikungunya. Estos distribuidos principalmente en América Latina y el Caribe

[3]. En la figura 1 se observan los paises afectados por la fiebre por CHIKV.
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Figura 1. Transmision autdctona de Chikungunya SE 49, 2013 — SE 50, 2017 [3].
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A partir de abril de 2014 a diciembre 2014, se observo un aumento en los nuevos
casos de fiebre Chikungunya en el Caribe Latino. En octubre de 2014 empezaron los
casos en América Central y hubo tres picos de casos. Dos fueron en 2015, uno en enero
y el otro en agosto. El tercero fue en enero de 2016. En febrero de 2015, los casos en el
area Andina empezaron y terminaron en octubre de 2015. En marzo de 2016 se
empezaron a presentar casos en el cono sur, siendo Brasil el principal pais afectado. El

brote termin6 en enero de 2017 [3].



En México, el 7 de noviembre de 2014, el Centro Nacional de Programas
Preventivos y Control de Enfermedades (CENAPRECE) declar6 en emergencia
epidemiologica al estado de Chiapas, ante el primer caso de transmision autoctona de
enfermedad por CHIKV. Hasta el 4 de noviembre de 2017, se habian reportado mas de
12, 500 casos confirmados [4]. Durante el 2014 se reportaron 155 casos. En el afio 2015
fue cuando se observé el mayor nimero de casos confirmados de fiebre Chikungunya.
Se reportd un total de 11,577 casos confirmados. Para el 2016, el nimero de casos
reportados bajo considerablemente a 759. En el 2017, hasta la semana epidemiologica

36, se contaba con 24 casos confirmados [5].

En el 2014, el estado con mayor nimero de casos fue Chiapas con mas de 130
casos. En el 2015, Veracruz fue el estado con mayor nimero de casos reportados, 2000
casos, seguido de Guerrero y Yucatan, con mas de 1500 casos. En el 2016, los dos
estados mas afectados fueron Baja California Sur con mas de 170 casos y Veracruz con
mas de 150 casos. En el afio 2017 los estados con el mayor nimero de casos fueron
Quintana Roo y Jalisco con 11 casos confirmados [5]. Esto puede observarse con detalle

en la figura 2.

Chiapas
Guerrero
Oaxaca
Colima
Yucatan
Michoacan
Veracruz
Nuevo Ledn
Baja California Sur
Tamaulipas
Quintana Roo
Jalisco
Morelos
Sinaloa
g N Q© &
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Figura 2. Estados de México con mayor nimero de casos de fiebre Chikungunya por

Numero de casos confirmados

o
-_—

afio hasta la SE 36, 2017. Direccion General de Epidemiologia [5].



1.2 Biologia molecular del virus

El virus Chikungunya es miembro del género Alfavirus y su genoma consiste en
ARN de cadena sencilla de polaridad positiva, de aproximadamente 12 kb de longitud
[6]. El genoma codifica cuatro proteinas no estructurales que son responsables de la
replicacion del genoma viral y cinco proteinas estructurales codificadas en el extremo 3’

del genoma, traducidas de un ARN mensajero subgendmico (figura 3) [1,7].

5 cap PoliA3’
I nsP1 nsP2 nsP3 nsP4
535aa 798aa 530aa 611aa 261aa 423aa
I y . _ E3 6K
Sintesis de ARN  Actividad de helicasa . . Polimerasa
de polaridad negativa y proteasa Sintesis de ARN dependiente de ARN

64aa 61aa |

Proteina de envoltura

Figura 3. Distribucion del genoma viral de CHIKV.

Los Alfavirus entran a las células blanco mediante endocitosis. Se han implicado
algunos receptores en este proceso (DC-SIGN, L-SIGN, sulfato de heparan, laminina e
integrinas) pero sus roles no se han probados claramente [§]. Recientemente la proteina
prohibitina fue identificada como un receptor de CHIKV [9]. El ciclo viral de los
Alfavirus se esquematiza en la figura 4. Después de la endocitosis, el microambiente
acido del endosoma desencadena cambios conformacionales en la envoltura viral, los
cuales exponen al péptido E1, quien media la fusién de las membranas del virus y de la
célula hospedera. Esto permite la liberacion del genoma viral hacia el citoplasma [10].
Dos precursores de las proteinas no estructurales son traducidos a partir del ARN
mensajero viral, los cuales son escindidos y generan las proteinas no estructurales 1 a 4
[7]. Estas proteinas se ensamblan y forman el complejo de replicacion viral, el cual
sintetiza un intermediario de ARN de cadena negativa el cual contiene el genoma viral
completo. Este sirve como molde para la sintesis de los ARN genémicos (46S) y
subgendmicos (26S) [11]. El ARN subgenomico codifica al precursor de las proteinas

estructurales (C-pE2-6K-E1), el cual es escindido por autoproteolisis. La céapside es



liberada y el procesamiento posterior genera las proteinas pE2 y El. Las proteinas pE2 y
E1 se asocian en el aparato de Golgi y son exportados a la membrana plasmatica, donde
pE2 es escindida a E2 y E3 [12]. La uni6n de la nucleocépside con el ARN gendémico
viral y el reclutamiento de las proteinas de envoltura asociadas a membrana, promueven
el ensamblaje viral. Finalmente, la particula de Alfavirus ensamblada brota de la

membrana plasmatica [11].
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Figura 4. Ciclo de replicacion viral de los Alfavirus. Adaptado de Schwartz [10].



1.3 Variabilidad Genética y filogenia

Existen cuatro linajes de CHIKV, cada uno con diferentes caracteristicas
genotipicas y antigénicas [13] (figura 5). Los primeros estudios filogenéticos revelaron
que el CHIKV tuvo su origen en Africa, donde dos linajes circularon, el del Oeste de
Africa y el Este/Centro/Sur de Africa (ECSA). Posteriormente el linaje ECSA se
disemin6 hacia Asia, dando origen al linaje Asiatico [14]. El cuarto linaje se origind en
la isla de La Reunion a partir del linaje ECSA en el 2006. Este linaje poseia mutaciones
que permitian la adaptacion del virus para infectar mosquitos A. albopictus con mayor
facilidad, lo cual causé la posterior diseminacion del virus por los paises alrededor del
Océano Indico, dandole asi el nombre de linaje del Océano Indico [15]. El linaje al cual
pertenece el virus que estd causando la epidemia en América Latina, es el asidtico. Sin
embargo, en Brasil circula también el linaje ECSA, el cual fue introducido por un

viajero que regres6 de Angola [16].
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100 .._—_c:‘.ﬁh Oeste de Africa

Figura 5. Reconstruccion filogenética de los diferentes linajes de CHIKV. Adaptado de
Chen [17].

1.4 Manifestaciones clinicas

Después de un periodo de incubacion de 2 a 6 dias, la enfermedad inicia de
forma abrupta con fiebre, cefalea, mialgias, exantema y artralgias. Las artralgias pueden
ser incapacitantes y durar de semanas a meses (figura 6). Al contrario de otras

enfermedades, la mayoria de las infecciones (85%) son sintomaticas [1,18,19]. La



intensidad de la infeccion se relaciona con la viremia, la cual puede durar hasta 7 dias o

hasta que aparezcan los anticuerpos IgM [1].

Fiebre, por aproximadamente 1 semana
Mialgia, por 7 a 10 dias
Poliartralaia, poliartritis, o ambas pueden durar de semanas a meses

Exantema, por 1 semana

Infeccion

2 -6dias :
Periodo de Semanas a meses Afios
incubacién : : :

Viremia, por 5 - 7 dias

IgM detectable después de 4 - 8 dias del inicio de sintomas, persiste por 1 - 3 meses

IgG detectable después de 8 - 10 dias del inicio de sintomas, persiste por afios
Biomarcadores

Figura 6. Historia natural de la fiebre Chikungunya. Adaptado de Weaver [1].

Las artralgias son generalmente simétricas, localizadas en miembros superiores e
inferiores. En frecuencia de aparicion, primero estan las articulaciones de la mano,
después las mufiecas y luego los tobillos [20-22]. Aunque la mayoria de las infecciones
se manifiestan con fiebre y artralgias, también puede haber manifestaciones atipicas
[23]. Los pacientes con infeccion por Chikungunya severa tienden a ser adultos mayores

y neonatos, quienes pueden llegar a perecer por complicaciones de otras comorbilidades

[24].

1.5 Diagndstico

La infeccion por CHIKV es diagnosticada en base a criterios clinicos,
epidemiologicos y de laboratorio. Fiebre de inicio agudo y artralgia severa o artritis no
explicada por otra condicién es considerada como caso sospechoso de infeccion por
CHIKYV [13]. Existen tres tipos de pruebas de laboratorio: aislamiento viral, reaccion en

cadena de la polimerasa acoplado a transcriptasa reversa (RT-PCR) y serologia [24].



El aislamiento viral puede ser realizado en mosquitos colectados o en suero (<8
dias). El suero obtenido durante la primera semana de la enfermedad puede ser
inoculado en lineas celulares susceptibles o en ratones lactantes en laboratorios de
referencia [24]. Han sido publicados varios ensayos de RT-PCR para la deteccion de
ARN viral. Se prefiere utilizar un sistema cerrado de tiempo real debido a su mayor
sensibilidad y menor riesgo de contaminacion. Tomando en cuenta la sensibilidad, la
OPS recomienda el uso de los protocolos del Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) y el Instituto Pasteur [25,26]. Recientemente el CDC desarrollo el
ensayo de PCR tiempo real Trioplex donde se detectan los virus CHIKV, DENV y
ZIKV de manera simultdnea [27]. La determinacién de IgM puede ser determinada por
diferentes técnicas comercialmente disponibles. Se debe tomar en cuenta que la mejor
sensibilidad se obtiene cuando se utiliza como antigeno el virus completo, comparado
con las proteinas recombinantes. El CDC, el Laboratorio Nacional de Microbiologia de
la Agencia de Salud Publica de Canada y la Agencia de Salud Publica del Caribe
(CARPHA) evaluaron los estuches comerciales para la deteccion de anticuerpos IgM
especificos para el virus Chikungunya [28]. Los estuches se compararon contra el
ELISA desarrollado por el CDC [29] y se determind la concordancia. El estuche
Euroimmun Anti-CHIKV IgM ELISA tuvo una concordancia >95% en los resultados de
los tres laboratorios de referencia. El estuche InBios CHIKjj Defect MAC-ELISA tuvo
una concordancia de 100% y 98% en los resultados del CDC y CARPHA,
respectivamente. El estuche Abcam Anti-CHIKV IgM ELISA tuvo un alto desempefio
en los resultados de CARPHA, pero un pobre desempefio entre lotes cuando fue
evaluado por el CDC. Las dos pruebas rapidas evaluadas, On-site CHIK IgM Combo
Rapid Test y SD BIOLINE Chikungunya IgM, tuvieron una baja sensibilidad [28].

1.6 Tratamiento

No hay antiviral especifico para el tratamiento de la infeccion por CHIKV.
Tratamiento sintomatico es indicado después de descartar infecciones mas severas como
paludismo, dengue o infecciones bacterianas [19]. En la infeccion aguda el tratamiento

es sintomatico y de soporte, compuesto de paracetamol para reducir la fiebre y descanso



en cama. El uso de ibuprofeno u otro antiinflamatorio no esteroideo (AINE) puede

utilizarse después de descartar la infeccion por dengue [24].

Si bien la recuperacion de infeccion por CHIKV es el resultado esperado, el
tiempo de convalecencia puede ser prolongado y dolor articular persistente, puede
requerir tratamiento prolongado. El tratamiento especifico de la artralgia post-CHIKV en
los estadios cronicos consiste en AINE orales o topicos mas un curso corto de
corticoterapia oral o infiltracién en la articulacion afectada. El dolor neuropatico puede

ser tratado con antidepresivos triciclicos, antiepilépticos o tramadol [30].

1.7 Prevencion

Hasta que haya tratamiento o vacuna disponible, el control de CHIKYV recae en la
reduccion del vector y la limitacion del contacto entre humanos y mosquitos [31].
Debido a su comportamiento y su estrecha asociacion con los humanos, la eliminacion
del principal vector A. aegypti, requiere del uso de métodos de control vectorial, manejo
ambiental y manejo quimico basado en la aplicacion de larvicidas y adulticidas en
espray. El control quimico se debe de afadir al agua almacenada para uso doméstico,
incluyendo el agua para beber. Desde 1970, el organofosforado temefos ha sido usado
ampliamente, pero los niveles de resistencia han aumentado, asi como el rechazo de la
ciudadania de tratar su agua para beber [32]. Los agentes de control bioldgico,
incluyendo peces larvivoros y copépodos, han demostrado un rol en el control de A.
aegypti pero dificultades operacionales han prevenido su amplio uso [33,34]. Asimismo
se ha utilizado a la bacteria Wolbachia para detener la transmision de virus transmitidos
por A. aegypti [35,36]. El manejo ambiental es considerado un componente esencial para
la prevencion y el control del dengue, particularmente cuando se enfoca en los
contenedores habitat del vector. La reduccion de los contenedores, campafias de
descacharrizacion, limpieza y vaciamiento de contenedores, entra en el manejo

ambiental.



Se han usado diferentes tecnologias para desarrollar vacunas contra CHIKYV,
incluyendo vacunas de virus inactivados, virus vivos atenuados, quimeras de Alfavirus,
vacunas recombinantes, vacunas de ADN, vacunas de subunidades recombinantes y
vacunas de particulas parecidas a virus (VLP). A la fecha hay dos candidatos de
vacunas que terminaron la fase clinica uno: una vacuna viva recombinante basada en el
virus del sarampioén y una vacuna VLP. La vacuna recombinante demostrd tener buena
inmunogenicidad, a pesar de la inmunidad al sarampion presente en el paciente, ser
segura y tener buena tolerabilidad [37]. La vacuna VLP, VRC-CHKVLP059-00-VP

demostrd también ser inmunogénica, segura y bien tolerada [38].

1.8 Patogénesis

La patogénesis de la infeccion por CHIKV en humanos es poco conocida, pero
los brotes recientes, han ayudado a proporcionar conocimientos sobre las células y los
organos implicados en la replicacion viral. Después de la inoculacion intradérmica por
mosquitos infectados, el CHIKV entra directamente a los capilares subcutaneos e infecta
las células susceptibles en la piel: los macrofagos, fibroblastos y células endoteliales,
donde ocurre replicacion limitada [39]. Los virus producidos localmente son
transportados a los o6rganos linfoides secundarios, donde infectan linfocitos y liberan los
virus a la circulacion linfatica y posteriormente a la sangre [13]. Una vez en la sangre los
virus tienen acceso a todos los organos del cuerpo, incluyendo el higado, musculo,
articulaciones y cerebro [40]. En estos tejidos, la infeccién estd asociada con una
marcada infiltracion de células mononucleares. Esta infiltracion y la replicacion viral en
musculos y articulaciones estd asociada con dolor [41,42]. En la figura 7 se resume de

manera grafica la patogénesis de la enfermedad.

La infeccion por CHIKV provoca respuestas innatas sistémicas poderosas, que
implican principalmente la produccion de IFN-o, asi como muchas citocinas pro-
inflamatorias, quimiocinas y factores de crecimiento [43]. Esto es seguido por la
activacion de la inmunidad adaptativa, a través de la activacion y proliferacion de las

células T CDS8" en las primeras etapas de la enfermedad. Un cambio en la respuesta de
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células T CD4" y la produccion de proteinas anti-inflamatorias IL-1RA e IL-2RA

caracterizan posteriores etapas de la fase aguda [43].

La infeccién por CHIKYV induce una fuerte respuesta inflamatoria posiblemente
orquestada por la produccion de IL-16, IL-17, proteina quimiotactica de monocitos 1
(MCP-1), IP-10, y MIP-1a. El final de la fase aguda se caracteriza por la produccion de
MIF, MIP-1B, SDF-1a, y IL-6, IL-8 y CCLS5 [43]. CCLS, MCP-1, 1P-10, MIP-18 e IL-8
que son producidas por los macrdéfagos activados susceptibles a la infeccion por CHIKV
[39]. Estas citocinas desempefian un papel importante en el reclutamiento de leucocitos a

sitios de infeccion, coordinando el despliegue de defensas antivirales efectivas.
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Figura 7. Patogénesis de CHIKV. Adaptado de Lum [44].
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La infeccion por CHIKV también induce una fuerte respuesta inmune celular.
Los niveles plasmaticos altos de IFN-y, IL-4, IL-7 e IL-12p40, las cuales son citocinas
que promueven la inmunidad adaptativa, sugieren la implicacion de respuestas celulares
[43]. Se ha sugerido un papel clave de las células NK en el aclaramiento de las células
infectadas y en el desarrollo de la artralgia [45]. Las citocinas promotoras de células B,
IL-4 y en algunos casos la IL-10, se sobreexpresan en los primeros dias después del
inicio de los sintomas, probablemente iniciando la produccion de anticuerpos IgG
especificos para CHIKV. Ademas, los linfocitos T CD4", que también estin implicadas
en la produccion de respuestas humorales, son fuertemente activados hacia el final de la

fase aguda [43].
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Fiebre Chikungunya en México

Desde el inicio del brote en Chiapas, en octubre de 2014, la fiebre Chikungunya
se describi6 como enfermedad febril con exantema y artralgia inusual [46]. No se
describieron las manifestaciones clinicas, solo se hizo el diagnostico molecular y se

secuencid el genoma completo de los virus circulantes. Se identificé el mismo virus

circulando en Ciudad Hidalgo, Tapachula y La Libertad (figura 8).

HMO045819_ArD93229

HM045785_PM2951_Mosquito

HM045798_SH2830_Human
HMO045816_SH3013_Human
HM045804_IPDA_SH2807_Human
HM045807_[bAn4824_Mouse
HM045786_IbH35_Human
AY_726732_37997_Mosquito
JC739988
HM045817_HD.
HMO45818_ArA2657
HM045820_ArA30548
HMO045815_ArD30237

Oeste de Africa

RF3T8729_chiksy_Human
KC488650_CHIKVJC2012_Human
AB860301_CHIKV13112A_Human
KJ451624_99659_Human

KF318729_SY_China_Human i
KC488650_JC2012_China_Human LI0036
TA0006

AB860301_13112A_Philippines_Human
KJ451624_99659_BritishVirginisland_Human
CH0008_Mexico_Human
CHO045_Mexico_Human
CHO073_Mexico_Human
LI0036_Mexico_Human
TA0006_Mexico_Human
KJ451623_3462_Micronesia_Human
KJ451622_3807_Micronesia_Human

KJ451623_3462_Human
KJ451622_3807_Human
FJB07897_0706aTw_Human
| V_Moscow_1_2013_Huma
HEB06461_NC_2011568_Human
EU703760_MYG03IMR_06_BP_Human
EU703761_MYO19IMR_06_BP_Human
EU703759_MY002IMR_06_BP_Human
EU703762_MY021IMR_06_BF_Human
FN295484_MY_06_37350_Human
FN295483_MY_06_37348_Human
- HM045797_RSU1_Human
HM045791_JKT23574_Human
Ly HM045800_Hu_85_NR_001_Human
HMO045790_PhH15483_Human

HM045802_K014695_Unknown
HM045796_C039295_ Human
HMO045787_SV044495_Human
HM045789_644188_Human
HMO045808_341278_Human
HM045814_145575_Human
EF452493_AF15561
L37661_TSIGSD218
EF452494_TSIGSD218VR1
HM045810_TH35_Human
EF027141_IND73MH5
HM045788_P0O731460_Human
EF027140_IND63WB1
4| HMO045803 1634029_Human
HM045813_Gibbs
HM045809_LSFS_Human
HM045805_AR
HM045795_SAH2123_Human

Asiatico

0.03

HM045821_A301_Bat
AF369024_S27African
KJ679577_CHIKV_STMWGO1_Human
AF490259_Ross_Unknown
HM045792_Vereeniging_Human ECSA (S IOL
KJ579184_BK46_Human
FJ445463_SGEHICHD96808_Human
FJ513679_LKEHCH20108_Human
EU564335_CHIK31_Human
HMO045794_DHS4263Calif

HM045806_ALSA1_Unknown
NC_004162_S27African
HM045811_Ross
JQ861256_V1024311_KH11_PVH_Human
*{ FJ445510_SGEHICHS277108_Human
EU037962_Wuerzburg

Figura 8. Arbol filogenético creado por analisis Bayesiano donde se muestra la relacion
de los aislados de México. Todos los nodos excepto los de la estrella tuvieron una

probabilidad posterior mayor a 0.9. Adaptado de Kautz [46].
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Un afio después, Cigarroa-Toledo reportd la sintomatologia presentada por 11
pacientes del estado de Yucatan. Todos reportaron artralgia, y mialgia. Los 11 pacientes
reportaron artralgia en rodillas y mufiecas. Se reportd también astenia (90%), exantema

(46%) y vomito (9%) [47]. Ademas se secuenciaron los genes estructurales de los virus

circulantes (figura 9).
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Figura 9. Arbol filogenético donde se muestra la relacion de los aislados de Yucatan. Se

utilizo un soporte de 1,000 réplicas y se normalizaron a una escala de 0 — 1. Adaptado de

Cigarroa-Toledo [47].

Posteriormente, Garay-Moran reportd lo contenido en la base de datos de la

Direccion General de Epidemiologia, hasta la semana epidemioldgica 40 de 2015 [48].

Su poblacion de estudio fue de 8,668 casos confirmados. Sin embargo, la

caracterizacion clinica es pobre. Evaluaron cefalea, mialgias, artralgias leves,

poliartralgias graves, exantema, escalofrios, dolor retroorbitario y dolor de espalda. No
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hace una descripcion en cuanto a artralgias leves y poliartralgias graves. En este estudio

se enfocaron solo en datos epidemiologicos (figura 10).
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Figura 10. Curva epidémica de los casos autdctonos de fiebre Chikungunya en México.

Semanas epidemioldgicas 1 a 40, 2015. Adaptado de Garay-Moran [48].

Danis-Lozano en el 2017, reporta una caracterizacion clinica parcial de pacientes
con infeccion aguda y convaleciente del estado de Chiapas (tabla 1) [49]. Su descripcion
no incluy6 la localizacion de la artralgia, artritis y exantema. No evaluaron la cantidad
de articulaciones afectadas, el dolor reportado por los pacientes, ni si los pacientes
dependian de alguien para sus actividades diarias. Realizaron ademads, una extensa
evaluacion de pardmetros de laboratorio, pero sus valores de referencia de las enzimas

hepaticas distan de los valores de referencia mexicanos [50].
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Tabla 1. Manifestaciones clinicas de los 95 casos virémicos y postvirémicos

reportados por Danis-Lozano [49]

Manifestacion qPCR+ IgM + Manifestacion qPCR+ IgM +
clinica n=62 n=33 clinica n=62 n=33
Fiebre 62 100 33 100 Conjuntivitis 10 16 5 15
Cefalea 51 82 29 88 Congestion nasal 9 15 9 27
Mialgia 4 7 0 - Tos 9 15 4 12

Poliartralgias 62 100 33 100 Faringitis 11 18 5 15
Artritis 36 58 26 79 Esplenomegalia I 2 0 -
Dolor retroorbitario 9 15 3 9 Disgeusia 49 79 23 70
Exantema 51 82 27 82 Adenopatia 21 34 20 6l
Prurito 41 66 26 79 Blefaritis 4 7 1 3
Vomito 1 18 1 3 Disnea 4 7 1 3
Nausea 4 71 16 49 Alteraciones 1 2 0 -
cardiacas
Escalofrios 51 82 25 76 Debilidad muscular 15 24 5 15
Fotofobia 1 2 0 - Petequias 0O - 1 3
Dolor abdominal 29 47 12 36 Edema 27 44 17 52
Diarrea 21 34 14 42 Hemorragia 35 2 6

Los valores en las columnas corresponden a: numero y %, para los parametros qPCR e
IgM +, respectivamente.

Es por eso que decidimos extender las variables clinicas a estudiar, tomando en
cuenta la localizacion de artralgia, artritis, y exantema. Ademads de la cantidad de dolor,
y ayuda requerida por los pacientes. Se incluyd también la localizacion de los domicilios
de los pacientes para realizar andlisis espaciales. Conjuntamente se secuenciaron los

genes E1 y E2 de los virus aislados.

2.2 Patogénesis del linaje asiatico

La variacion entre la patogénesis y la virulencia de los diferentes linajes de

CHIKV no ha sido investigada a profundidad. Sin embargo, existen algunas

comparaciones hechas en modelos murinos y en primates no humanos.
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Uno de estos estudios compara los niveles de virulencia de los linajes asiatico
(MY/06/37348) e IOL (MY/08/065) aislados en Malasia [51]. En él, se inoculd de
manera intracerebral a ratones lactantes y se realiz6 titulacion viral, anélisis histologico
y de expresion génica de los cerebros. Ambos linajes se replicaron de manera similar.
Sin embargo, los ratones infectados con el virus asiatico tuvieron mayor mortalidad. El
andlisis histoldégico mostré que ambos linajes se distribuyeron a través del cerebro. Se
observd apoptosis més temprana en los cerebros de los ratones infectados con el linaje
asidtico. El andlisis de expresion génica demostrd que el gen proapoptético elF2aK2 fue
sobreexpresado en mayor medida en los ratones infectados con el linaje asiatico. De
manera contraria, genes antiapoptoticos (BIRC3), de respuesta antiviral y
neuroproteccion, se encontraron sobreexpresados en mayor medida en los ratones

infectados con el linaje IOL [51].

Gardner y colaboradores compararon las infecciones de dos diferentes linajes,
IOL y asidtico aislado en 1960, en ratones C57BL/6. Ellos encontraron menor infiltrado
inflamatorio en las patas de los ratones infectados con el virus asiatico, asi como menor

edema en la extremidad, y niveles menores de MCP-1, INFy e INF o/p [52].

Existe un reporte en donde se muestra que el linaje asiatico del Caribe, es menos
patogénico que el linaje IOL en un modelo de CHIKV en ratébn [53]. En esa
investigacion, utilizaron un virus aislado en el brote de Reuniéon, LR2006 OPY1,
perteneciente al linaje IOL. Del linaje asiatico utilizaron un virus aislado de un paciente
de la isla de San Martin, en diciembre de 2013 (CNR20235). Primero infectaron
fibroblastos de cola de raton con los dos diferentes virus y observaron que los ratones
inoculados con el virus de Reunion tenian mayor cargar viral que el virus del Caribe a
las 6 y 12 horas postinfeccion. Esto también se vio reflejado en el nimero de unidades
formadoras de placa, que fue significativamente mayor cuando se infectaban las células

Vero con el virus de Reunion.
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Posteriormente, ellos mismos infectaron a ratones C57/BL6 con 10° unidades
formadoras de placa de los dos virus en el cojinete plantar. Se evalud la inflamacion
multiplicando el alto por el ancho de la pata y se calculé el grado de inflamacion.
Primero se restd la inflamacion al dia cero, a la inflamacion actual. Posteriormente el
resultado de esta resta, se dividio entre la inflamacion del dia cero. Se observd como el
virus del linaje IOL causé mayor inflamacion en la pata de los ratones (figura 11 A).
Hubo una mayor carga viral del virus de Reunion en los primeros dos dia. Ademas hubo
mayor edema en los cortes histologicos de la pata de ratones infectados con el virus IOL
(figura 11 B). Asimismo se encontrd una mayor permeabilidad vascular por medio de un
trazador y un sistema de imagen in vivo en los ratones que fueron infectados con el virus

de Reunion.
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Figura 11. Diferentes desenlaces patologicos inducidos por virus de Reunion y el Caribe
en ratones. A) Severidad de la enfermedad de acuerdo a la inflamacion de la pata del
raton. B) Analisis histologico de pata infectada, 6 dias postinfeccion. Tincion H&E. LR,
Reunidn; Carib, Caribe; *, edema; B, hueso; M, musculo; T, tendon. Adaptado de Teo

[53].

Un estudio reciente demostr6 que los diferentes linajes de CHIKV producen
diferente mortalidad en ratones A129 [54]. Se infectaron ratones que tienen deficiente la
sefializacion de IFN tipo I, IFNaR ", en el cojinete plantar con 10* UFP de al menos dos
virus representativos para cada linaje. Se evalud sobrevida, pérdida de peso y carga

viral a los diferentes dias post infeccion. Todos los ratones infectados con el linaje del
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oeste de Africa murieron al dia 4 postinfeccion. Los ratones infectados con el linaje IOL
y ECSA murieron a los dias 4 y 5, respectivamente. Los ratones infectados con el linaje
asidtico murieron al dia 5, mientras que los infectados con el sublinaje americano
sobrevivieron hasta el dia 6. Las cepas del oeste de Africa indujeron un desplazamiento
significativo a la izquierda en la curva de sobrevida. Los ratones infectados con las cepas
americanas, tuvieron una sobrevida significativamente mayor que los ratones infectados

con los linajes del oeste de Africa (figura 12 A).

Los virus del linaje del oeste de Africa tuvieron una viremia significativamente
mayor que los virus del linaje IOL y ECSA en el dia 1 y significativamente mayores
que los linajes ECSA, IOL y asidtico/americano en el dia 2. No se observo diferencia en
el cambio de peso en los ratones de los diferentes grupos. Si se encontrd diferencia

significativa en la inflamacion del cojinete plantar de los dias 2 a 6 (figura 12 B).
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Figura 12. Sobrevida e inflamacion de ratones A129 infectados con diferentes linajes de
CHIKV. A) Anidlisis de sobrevida. B) Inflamacién del cojinete plantar. Asian/Amer,
linaje asiatico/americano; Asian, linaje asiatico; IOL, linaje Océano Indico; ECSA,
linaje este/sur/centro de Africa; WA, linaje oeste de Africa. Prueba de Mantel-Cox, ***

p <0.005; ANOVA de una via, ** p <0.05. Adaptado de Langsjoen [54].

Es por esto, que resulta interesante investigar si los pacientes mexicanos
infectados con el linaje asiatico/americano tienen sintomatologia igual que los pacientes

infectados con el virus IOL o ECSA.
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

Existen reportes epidemiologicos de la fiebre Chikungunya. Sin embargo, la
descripcion clinica es limitada y se requiere una mayor descripcion para la mejor

atencion de los pacientes.

Ademéds, es limitada la informacion de las variantes genéticas del CHIKV, su
comportamiento, los mecanismos evolutivos y su asociacion con el espectro de

manifestaciones clinicas en diferentes regiones de México.
Por lo tanto es importante generar conocimiento cientifico para facilitar el

entendimiento de la fisiopatogenia de esta enfermedad y el desarrollo de nuevas

estrategias de control para disminuir la transmision del virus.
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CAPITULO 4

OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Describir la presentacion clinica y epidemioldgica de la infeccion por el virus
Chikungunya (CHIKYV), identificacion de virus circulantes y filogenia en pacientes
provenientes de zonas vulnerables a la infeccion en México.

4.2 Objetivos especificos

1. Identificar la presentacion clinica de casos positivos de fiebre Chikungunya en

pacientes mexicanos.

2. Buscar marcadores clinicos que nos ayuden a diagnosticar fiebre Chikungunya

de manera temprana.

3. Evaluar si existe dafio hepatico en pacientes con fiebre Chikungunya.

4. Conocer la relacion filogenética entre las variantes de los virus Chikungunya

circulantes.

5. Relacionar las variantes del virus con las manifestaciones clinicas presentadas

por los pacientes.
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CAPITULO 5

METODOLOGIA

5.1 Estrategia experimental

El disefio metodologico del siguiente estudio fue observacional, transversal,

descriptivo, no ciego.
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Figura 13. Estrategia general para abordar objetivos planteados.

5.2 Identificacion de casos

Un caso sospechoso de fiebre Chikungunya (CHIKF), de acuerdo a los
lineamientos de la Secretaria de Salud es todo paciente con: temperatura corporal
>37.5°C, mas poliartralgias severas o artritis de comienzo agudo, alguna asociacion
epidemiologica y que tengan un méaximo de 7 dias de evolucion. La asociacion

epidemiologica consiste en: presencia del vector Aedes aegypti o Aedes albopictus;
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antecedente de visita o residencia en areas de transmision en las dos semanas previas al

inicio del cuadro clinico; y existencia de casos confirmados en la localidad.

Se acudio a la Clinica Hospital “Dr. Roberto Nettel Flores” del Instituto de
Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE) en Tapachula,
Chiapas. El periodo en el que se hizo la identificacion de los casos fue del 22 de junio al

3 de julio de 2015.

Todo paciente que acudi6é a consulta médica fue evaluado por los médicos de
urgencias. Posteriormente los pacientes fueron evaluados clinicamente si presentaron
caso sospechoso de fiebre por Chikungunya y eran mayores de 18 anos. Se realizo
historia clinica completa, asi como exploracion fisica intencionada. Se evaluaron los
datos demograficos, comorbilidades, y sintomatologia. Dentro de los datos demogréficos
se recabo: edad, género y domicilio. Las comorbilidades estudiadas fueron: hipertension,
diabetes, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, falla renal crénica, obesidad,

dislipidemia, accidente cerebro vascular y epilepsia.

Se estudid la presencia de fiebre, su duracidon y sintomas relacionados como
escalofrios y malestar general. La artralgia fue evaluada como simétrica o asimétrica y
se dividié en miembros superiores, inferiores y otras. Se consideraron articulaciones del
miembro superior las interfalangicas, metacarpofalangicas, carpometacarpianas, codo y
glenohumeral. Las articulaciones del miembro inferior a estudiar fueron: coxofemoral,
rodilla, tobillo, metatarso e interfalangicas. Asimismo se estudiaron las articulaciones:
esternoclavicular, temporomandibular, cervicales, dorsales y lumbares. Se evalud la
presencia de inflamacién y edema de las articulaciones de miembros superiores e

inferiores.

Los signos mucocutaneos a evaluar fueron: exantema difuso o no, localizado en
cara, cuello, torso, brazos, antebrazos, manos, abdomen, muslo, piernas y pies. Se evalud
la presencia de vesiculas, prurito, e hiperestesia. Se evaluaron sintomas

gastrointestinales como diarrea, ndusea, vomito, dolor abdominal, anorexia y disgeusia.
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Los sintomas neurologicos evaluados fueron: delirio, mareo, convulsiones, alteraciones
en el estado de consciencia. Los sintomas hemorrdgicos tomados en cuenta fueron:
purpura, gingivorragia, hematemesis, hemoptisis, hematuria y melena. Se evalud

también la presencia de cefalea, dolor retroorbitario, astenia y adenopatias.

Ademas se evalud la cantidad del dolor utilizando la Escala Visual Anéloga.
Preguntando a los pacientes la cantidad del dolor yendo desde cero, sin dolor, hasta diez,
dolor incapacitante y el mas fuerte de su vida. Asimismo se evalud el grado de
asistencia de los familiares hacia los pacientes tomando en cuenta si ha necesitado ayuda

en los siguientes casos: caminar, levantarse, bafiarse, vestirse y/o comer.

Para evaluar si existian casos cronicos de CHIKF en la poblacién mexicana, se
contactaron a los pacientes de manera telefonica 14 meses después de la primera
consulta. En esta segunda entrevista, se cuestion6 sobre la duracion del dolor o en su

defecto su resolucion. Ademas de las articulaciones afectadas por artralgia y artritis.

5.3 Toma de muestra sanguinea y separacion

Se obtuvo una muestra sanguinea de 5 mL para obtener suero. La toma de
muestra se realizd de forma aséptica como lo dicta la Norma Oficial Mexicana NOM-
253-SSA1-2012. La toma de muestra de sangre para obtener suero fue realizada en un
tubo rojo, sin anticoagulante. Los residuos generados en este y todos los demas
procedimientos fueron desechados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-087-

ECOL-SSA1-2002.

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Arbovirologia y Control de
Vectores del Centro Regional de Investigacion en Salud Publica, perteneciente al
Instituto Nacional de Salud Publica, en Tapachula, Chiapas. La muestra de sangre se
reposo por 10 min a temperatura ambiente y posteriormente se refrigeré a 4°C hasta su
separacion. El suero se separ6 en alicuotas en cabina de seguridad bioldgica clase I A'y

posteriormente éstas se almacenaron a -70°C.
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5.4 Deteccion de anticuerpos contra CHIKV

Se utiliz6 la prueba de ELISA CHIK]jj Defect para detectar anticuerpos IgM
contra CHIKV desarrollada por Erasmus [55] y distribuida por InBios (Seattle, WA,
EUA). Se siguieron las instrucciones del fabricante. De manera resumida, las muestras y
controles se diluyeron 1:100 en solucion de dilucién. Se colocaron 50 pL de controles y
muestras en la placa de 96 pozos por duplicado. La placa se incub6 a 37°C por 30 min.
La placa se lavo seis veces con solucion de lavado 1X. Posteriormente se agregaron 50
puL de antigeno de CHIKV a cada pozo. Después la placa fue incubada nuevamente a
37°C por 30 min y se lavdo como se describi6 anteriormente. Se afiadieron 50 pL de
conjugado a cada pozo, se incubd a 37°C por 30 min y se realizaron los lavados
correspondientes. Se agregaron 75 pL de sustrato TMB y la placa se incub6 10 min en la
obscuridad. Posteriormente se agregaron 50 uL de solucion de paro. La absorbancia fue

leida a 450 nm.

Para la interpretacion de los resultados se calculo la media de la absorbancia de
los calibradores. Se obtuvo el valor indice dividiendo la absorbancia de la muestra entre
el punto de corte. Valores indice menores a 0.9 indicaron un resultado negativo. De 0.9 a
0.99 el resultado de la prueba se consider6 como dudosa. Solamente valores indice

mayores a 1.0 fueron considerados positivos.

5.5 Deteccion de anticuerpos contra DENV

Utilizamos la prueba de ELISA especifica para la proteina de envoltura de los
virus Dengue 1 y 2 disefiada por el Dr. Roman Vidaltamayo [56]. Las muestras de suero
fueron diluidas 1:100 en PBS estéril y se corrieron por triplicado. Se utilizo6 el reactivo
QuantaBlu Fluorogenic Peroxidase Substrate kit (Thermo Scientific, Carlsbad, CA,
EUA). Las placas de ELISA fueron leidas en el GloMax Discover System (Promega,
Madison, WI, EUA).
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5.6 Extraccion de ARN

Se extrajo ARN a partir de 140 pL de suero con el kit QIAamp Viral RNA Mini
(QIAGEN, Valencia, CA, EUA). La extraccion fue realizada de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. A continuacion se mencionara el procedimiento realizado.
Se partié de un tubo de 1.5 mL con 560 pL de amortiguador AVL con acarreador de
ARN. Se agregaron 140 pL de suero, se mezcld por 15 s y se incubd a temperatura
ambiente por 10 min. Terminada la incubacion, se agregaron 560 pL de etanol 100% y
se mezclo por 15 s. Se vertieron 630 pL de la mezcla a la columna QIAamp Mini y se
centrifugé a 6000 x g por 1 min. Al terminar la centrifugacion, se desechd el tubo
colector y se colocd uno nuevo. Se vertio el volumen de mezcla restante en la columna y
se centrifugd bajo las mismas condiciones. Posteriormente se agregaron 500uL de
amortiguador de lavado AW1 y se centrifugaron las columnas a 6,000 x g por 1 min. Se
descartd el tubo colector y se utilizd uno nuevo para después afiadir 500 pL de
amortiguador AW2. Esta vez la centrifugacion fue a 20,000 x g por 3 min. Se descart6 el
tubo colector y la columna se colocé en un tubo de 1.5 mL donde el ARN se eluy6 con
60 puL de amortiguador AVE posterior a una centrifugacion a 6,000 x g por 1 min. El

ARN extraido se almacend a -80°C.
5.7 Deteccion de ARN viral por medio de PCR

5.7.1 Deteccion de CHIKYV por medio de RT-qPCR

Para la deteccion de ARN viral de CHIKYV se utiliz6 el protocolo de RT-qPCR
publicado por Lanciotti [26] recomendado por las Guias del CDC y OPS, donde los
iniciadores amplifican un fragmento de la proteina no estructural 4 del CHIKV. Para

llevar a cabo las reacciones, se utilizo el kit de Super Script III Platinum One-Step

Quantitative RT-PCR System (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).
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Tabla 2. Secuencias de iniciadores y sonda de Lanciotti para detectar CHIKV

Iniciador Secuencia 5’ — 3¢ Posicion  Fluoroforo
6856 TCACTCCCTGTTGGACTTGATAGA 66885769_
6981 TTGACGAACAGAGTTAGGAACATACC 66998516_
v AGGTACGCGCTTCAAGTTCGGCG 6919-6941 FAM/BHQI

Tabla 3. Condiciones de reaccion de RT-qPCR para detectar CHIKV

Reactivo Volumen (pL)
PCR Master mix 2X 12.5
Iniciador 6856 10 uM 0.5
Iniciador 6981 10 uM 0.5
Sonda 6919 5 uM 0.45
Mezcla SuperScript III RT/Platinum Taq 0.5
Agua libre de nucleasas 5.55
ARN 5
Volumen total 25

Las reacciones fueron llevadas a cabo en placas de 96 pozos y puestas en un
termociclador ABI 7500 FAST (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA). Los

parametros de temperaturas utilizados se presentan en la tabla 4.

Tabla 4. Programa de temperaturas de la RT-qPCR para detectar CHIKV

Paso Temperatura (°C)  Tiempo

1 50 30 min
2 95 2 min
3 95 15s
4 60 1 min
5 45 ciclos desde 3
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Una muestra se considerd positiva si obtuvo un CT menor a 37. Las muestras
negativas fueron evaluados por el protocolo publicado por Seah [57] para detectar virus

del Dengue y por el protocolo de Lanciotti para detectar virus Zika [58].

5.7.2 Deteccion de DENV por medio de RT-PCR

Se detecto ARN viral por medio de la técnica de PCR anidada reportada por Seah
y colaboradores [57]. El protocolo consiste en amplificar un fragmento del gen NS3 del
virus del dengue con un par de iniciadores en comun para los cuatro serotipos.
Posteriormente se amplifica una region especifica utilizando el iniciador delantero
comun y un iniciador reverso especifico para cada serotipo, empleando el producto de la
PCR anterior. Para esta PCR se utiliz6 la transcriptasa inversa ImProm-II (Promega) y la
polimerasa GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega). Los iniciadores utilizados se
presentan en la tabla 5. La mezcla de las dos reacciones se muestran en la tabla 6. El

programa de temperaturas se expone en la tabla 7.

Tabla 5. Secuencia de iniciadores utilizados en la PCR

Iniciador Secuencia 5’ — 3’ amp};?"l?aadﬁoo (pb)

DVI GGRACKTCAGGWTCTCC -

DV3 AARTGIGCYTCRTCCAT 470

DSP1 AGTTTCTTTTCCTAAACACCTCG 169

DSP2 CCGGTGTGCTCRGCYCTGAT 362

DSP3 TTAGAGTYCTTAAGCGTCTCTTG 265

DSP4 CCTGGTTGATGACAAAAGTCTTG 420

I= inosina; K= G/T; R= A/G; W= A/T; Y=C/T
Tabla 6. Condiciones de reacciéon de PCR
PCR1 PCR 2
Reactivo Volumen (pL) Reactivo Volumen (pL)

Buffer PCR 5X 23 Buffer PCR 5X 23
MgCl, 25 mM 2 MgCl, 25 mM 2
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dNTP 10 mM 0.2 dNTP 10 mM 0.2

DTT 0.1 M 1.2 Iniciador DV1 10 uM 0.5
Iniciador DV1 10 uM 0.5 Iniciador DSP1 10 uM 0.5
Iniciador DV3 10 uM 0.5 Iniciador DSP2 10 uM 0.5

RT-ImProm II 0.1 Iniciador DSP3 10 uM 0.5
GoTagq Flexi 0.15 Iniciador DSP4 10 uM 0.5
Agua MiliQ 15.55 GoTagq Flexi 0.15

ARN 2.5 Agua MiliQ 15.35
Volumen total 25 ADN 1:25 2.5
Volumen total 25

Tabla 7. Programas de temperatura PCR

PCR1 PCR 2

Paso Temperatura (°C) Tiempo Paso  Temperatura (°C) Tiempo
1 42 lh 1 94 30s
2 94 30s 2 55 1 min
3 55 1 min 3 72 2 min
4 72 2 min 4 25 ciclos desde 1
5 25 ciclos desde 2 5 72 10 min
6 72 10 min 6 4 -
7 4 -

Los productos amplificados fueron verificados por medio de electroforesis en gel
de agarosa al 1% en amortiguador TBE 1X. El gel fue tefiildo con SYBR Safe
(Invitrogen) y se utiliz6 el marcador EZ Load 100 bp Molecular Ruler (Biorad,
Hercules, CA, EUA). Los geles fueron corridos a 100 V en buffer TBE 1X hasta que el

colorante de carga lleg6 al final del gel. El gel fue examinado bajo luz UV.

5.7.3 Deteccion de ZIKYV por medio de RT-qPCR

Para detectar ARN viral del virus Zika se utilizd6 la RT-qPCR disefiada por

Lanciotti que amplifica una fraccion de la proteina de envoltura [58]. Se utilizaron los
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iniciadores con mayor sensibilidad. Los reactivos y termociclador utilizados fueron los
mismos que se usaron para detectar CHIKV. Los iniciadores, reactivos y tiempos de

ciclado se detallan en las tablas 8, 9, y 10.

Tabla 8. Secuencias de iniciadores y sonda de Lanciotti para detectar ZIKV

Iniciador Secuencia 5° — 3¢ Posicion Fluoroéforo
1086 CCGCTGCCCAACACAAG 1086-1102
1162¢ CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT 1162-1139
1107-

FAM AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA 107-1137 FAM/BHQI

Tabla 9. Condiciones de reaccion de RT-qPCR para detectar ZIKV

Reactivo Volumen (pL)
PCR Master mix 2X 12.5
Iniciador 1086 10 uM 0.5
Iniciador 1162¢ 10 uM 0.5
Sonda 1107 4 pM 0.45
Mezcla SuperScript III RT/Platinum Taq 0.5
Agua libre de nucleasas 5.55
ARN 5
Volumen total 25

Tabla 10. Programa de temperaturas de la RT-qPCR para detectar ZIKV

Paso Temperatura (°C)  Tiempo

1 50 30 min
2 95 2 min
3 95 15s
4 60 1 min
5 45 ciclos desde 3
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5.8 Definicion de grupos a estudiar

Aquellos pacientes que fueron positivos para CHIKF por medio de RT-qPCR o
ELISA IgM se les denominé CHIKV+. Se formaron dos grupos de pacientes positivos
para CHIKF: los pacientes positivos por RT-qPCR se reunieron en el grupo RT-qPCR y
los pacientes positivos por ELISA IgM se reunieron en el grupo IgM. Los pacientes que
fueron negativos a las dos pruebas de CHIKV, RT-qPCR para ZIKV, RT-PCR para
DENV y ELISA IgM contra DENV se reunieron en el grupo denominado enfermedad
febril aguda indiferenciada (EFAI).

5.9 Georreferenciacion de casos positivos para CHIKF

Se buscaron los domicilios de los pacientes en la pagina de Google Maps
(maps.google.com) para obtener la latitud y longitud de la direccién. Posteriormente las
coordenadas fueron ingresadas en ArcMap v10.2 (ESRI, Redlands, CA, EUA) para
obtener las coordenadas en metros. Las coordenadas fueron asociadas a los pacientes y

se desplegaron en el mapa del estado de Chiapas y la ciudad de Tapachula.

Se esquematizaron las diferentes distancias de vuelo de los mosquitos A. aegypti
y A. albopictus a partir de los casos confirmados de CHIKF. Se realizaron circulos
concéntricos con diametros de 100 a 400 m. Si los circulos concéntricos de 100 0 200 m

de diferentes casos se traslapaban se clasifico como un grupo de infecciones.

5.10 Determinacion de pruebas de funcion hepatica

Se realizaron pruebas de funcidon hepatica a muestras de pacientes con CHIKF
confirmada por ELISA y RT-qPCR. Se utilizaron 500 pL de suero, el cual
posteriormente fue introducido al equipo ILab Aries (Instrumentation Laboratory,
Bedford, MA, EUA). Se determinaron los siguientes analitos: fosfatasa alcalina (ALP),

alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), vy-glutamil
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transferasa (GGT), bilirrubina directa (BD), bilirrubina total (BT) y colesterol total

(CHOL). Los valores normales que se tomaron en cuenta se enlistan en la tabla 11.

Tabla 11. Valores normales de las pruebas de funcion hepatica

Analito Valor normal Unidades Analito Valor normal Unidades

ALPM 33-98 U/L GGTM <30 U/L
ALP H 43 - 115 U/L GGT H <50 U/L
ALTM <31 U/L BT 03-1.2 mg/dL
ALTH <41 U/L BD 0.0-0.3 mg/dL
ASTM <31 U/L Chol 140 — 200 mg/dL
ASTH <37 U/L

ALP, fosfatasa alcalina; ALT, alanina aminotransferasa; AST, aspartato
aminotransferasa; GGT, y-glutamil transferasa; BT, bilirrubina total; BD, bilirrubina
directa; Chol, colesterol; M, mujer; H, hombre

5.11 Cultivo de células C6/36

La linea celular C6/36 es una clona obtenida de la linea original de A. albopictus
que presenta una alta sensibilidad a los virus del dengue. Las células C6/36 se
mantuvieron en botellas de 25 cm? con 5 mL de medio Leibovitz L-15 suplementado
con suero bovino fetal al 5%, aminodcidos no esenciales y anfotericina B, a 28°C sin
atmosfera de CO,. Se hizo pasaje de células cada semana. Las células se desprendieron

de la botella por agitacion.
5.12 Infeccion células C6/36 y cosecha viral

Se golped ligeramente la botella de cultivo para eliminar las células no adheridas.
Posteriormente se decant6 el medio de cultivo y se agregaron SmL de medio L-15 + SBF
5% fresco. Se golped nuevamente la botella para desprender las células adheridas. Se
realiz6 dilucion 1:10 de las células para sembrar en tubos de cultivo celular Nunc de 3
mL (Thermo Scientific). Se incubaron los tubos a 28°C por 2 dias y se descart6 el medio.

Se agregd 1 mL de medio L-15 + SBF 2% a cada uno de los tubos para posteriormente
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colocar 10 pL de suero de paciente en el borde del tubo. Se mezcld por inversion y se
incub6 a 37°C por 1 h. Al terminar la incubacion se agregaron 2 mL de medio L-15 +
SBF 2% y se incubaron a 28°C por 15 dias. Las células fueron evaluadas constantemente
bajo un invertoscopio. Se busco intencionadamente: cambios en la morfologia celular,
formacion de sincitios, vacuolizacion y lisis celular. Al dia 15 de incubacion, las células
fueron desprendidas mecanicamente con una pipeta serologica y se hicieron alicuotas de

la cosecha. Estas fueron almacenadas a -80°C.

5.13 Amplificacion del gen de envoltura viral 1y 2

A partir del ARN viral extraido, se amplifico un fragmento de 1,623 pb que
cubre la totalidad del gen de la proteina de envoltura 1 y otro de 1,559 pb que cubre el
de la proteina de envoltura 2. La amplificacion se realizo con el kit BluePrint RT-PCR
de TaKaRa (Shiga, Japon). Se sintetizoO ADN complementario con el iniciador disefiado
para la region 3’ del gen El. Posteriormente se utilizd el ADNc para amplificar los
fragmentos. La secuencia de los iniciadores y la mezcla de reactivos se muestran en las

tablas 12, 13 y 14.

Tabla 12. Secuencia de iniciadores utilizados para la amplificacion del gen E1 y E2

Iniciador Secuencia 5’ — 3’ amp};?ilélaadﬁoo (pb)
El 5 F ACACCGTACGAACTGACACC -

El 3 R2 TCTTTAGGGACGCGTATGCC 1623
E2 5 F CACACCCTGCTGCTACGAAA -
E2 5 R CGACGCTCAGTACGGCTAAA 1559

Tabla 13. Condiciones de reaccion para sintesis de ADNc

Reactivo Volumen (pL)
dNTP 10 mM 1
E1 3 R 2 pmol/ uL 1
ARN 8
Total 10
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Las reacciones fueron incubadas a 65°C por 5 min y se enfriaron en hielo por 3
min. Posteriormente se agregaron los siguientes componentes de la tabla 14 a la reaccion
previa. Después de tener completos los componentes de la reaccion se procedio a seguir
el siguiente programa de temperatura que se muestra en la tabla 15. Las reacciones se

llevaron a cabo en el termociclador Veriti (Applied Biosystems).

Tabla 14. Condiciones de reaccion para sintesis de ADNc II

Reactivo Volumen (pL)
Reaccion anterior 10
Amortiguador 5X BluePrint 4
RT

Inhibidor de RNasas 0.5
Agua libre de nucleasas 5

Enzima BluePrint RTase 0.5
Total 20

Tabla 15. Programa de temperatura para la sintesis de ADNc

Paso Temperatura (°C) Tiempo (min)

1 30 10
2 42 30
3 95 5
4 4 ;

5.14 Protocolo para amplificacion por PCR
Una vez sintetizado el ADNc se procedi6 a realizar la PCR de amplificacion de

los genes E1 y E2. Los componentes de la reaccion de PCR se enlistan a continuacion

(tabla 16), asi como el programa de temperaturas (tabla 17).
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Tabla 16. Condiciones de reaccion para la amplificacion de los genes E1 y E2

Reactivo Volumen (pL)
Amortiguador 10 X PCR II 2.5
dNTP 10 nM 1
Iniciador 5_F 10 uM 0.25
Iniciador 3 R 10 uM 0.25
Agua libre de nucleasas 18.75
Enzima EX Taq HS 0.25
ADNc 2
Total 25

Tabla 17. Programa de temperatura para la amplificacion genes E1 y E2

Paso  Temperatura (°C) Tiempo

1 94 3 min
2 94 30s
3 61 45 s
4 72 2 min
5 40 ciclos desde 2

6 72 10 min
7 4 -

5.15 Electroforesis de los fragmentos amplificados de los genes E1 y E2

Para la visualizacion de los productos amplificados se realizo electroforesis en un
gel de agarosa al 1% en amortiguador TBE 1X. El gel fue tefiido con SYBR Safe gel
DNA Stain (Invitrogen). Se utilizé el marcador QuickLoad 1Kb ladder (New England
Biolabs, Ipswich, MA, EUA) y se colocaron los 50 puL de reaccion de PCR. El gel se
corri6 en amortiguador TBE 1X a 100 V hasta que el colorante de carga lleg6 al final del
gel. El gel fue examinado bajo luz UV. Una banda grande y brillante fue la requerida

para la extraccion del gel y secuenciacion.
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5.16 Purificacion del producto amplificado

Para extraer del gel el producto amplificado por PCR, se utiliz6 el QIAquick Gel
Extraction kit (QIAGEN). Primero se corto el fragmento de ADN del gel de agarosa
con un bisturi limpio y afilado, removiendo la mayor cantidad de agarosa posible. El
fragmento de gel se colocod en un tubo de 1.5 mL y se agregaron tres volimenes del
amortiguador QC. El tubo fue calentado a 50°C por 10 min. Posteriormente se agregéd un
volumen de isopropanol, se mezclo y se colocaron 800 puL de la mezcla en la columna
QIAquick. Se centrifug6 a 14,000 rpm por 1 min, el filtrado fue descartado y se coloco
la mezcla restante en la columna para volver a centrifugar. Se descart6 el filtrado y se
afiadieron 500 pL de amortiguador QG para después centrifugar por 1 min y descartar el
filtrado. La columna fue lavada por 750 pL de amortiguador PE y se incub6 5 min a
temperatura ambiente. Posterior a la incubacion se centrifugd por 1 min. Se descarto el
filtrado y se volvid a centrifugar por 1 min. La columna fue colocada en un tubo nuevo y
para la elucion del ADN, se afadieron 40 pL. de amortiguador de elucién en el centro de
la membrana de la columna. La columna fue incubada por 2 min y se centrifugd por 1

min.

5.17 Cuantificacion de ADN extraido

Posterior a la elucién, los acidos nucleicos fueron cuantificados en NanoDrop

2000 utilizando la solucion de elucidon como blanco.

5.18 Reaccion de secuenciacion de los genes E1 y E2 de CHIKV

La reaccién de secuenciacion se realizd utilizando el BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Se utilizaron seis iniciadores para cada una
de las muestras y genes. Se utilizd un iniciador diferente por cada reaccion. Los
iniciadores utilizados y los componentes de la reaccién se muestran en las tablas 18 y
19. Los tubos donde se realizd la mezcla se mantuvieron en un bloque frio. Las

reacciones fueron sometidas a los ciclos de temperaturas expuestos en la tabla 20.
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Tabla 18. Iniciadores secuenciacion genes E1 y E2

Iniciador Secuencia 5’ — 3’
El1 S5 F ACACCGTACGAACTGACACC
E1 5 R TGAGCCCTGTATGCTGATGC
E1 C F AGCGAAGCACATGTGGAGAA
El1 CR CGTCCGGTATGTCGATGGAG
El13 F ACCCGGTAAGAGCGATGAAC
E1 3 R2 TCTTTAGGGACGCGTATGCC
E2 S F CACACCCTGCTGCTACGAAA
E2 5 R TCATGGTGAAATGGGTGCGT
E2 C F GGAGAAACTCTGACGGTGGG
E2 C R CGGCACGGTTAACCTGATCT
E2 3 F TCAAGAAGAGTGGGTGACGC
E2 3 R CGACGCTCAGTACGGCTAAA

Tabla 19. Componentes de la reaccion de secuenciacion

Reactivo Volumen (pL)
Mezcla de terminadores 4
Iniciador 3.3 uM 1
Agua libre de nucleasas variable
Amplificado 60 — 80 ng
Total 10

Tabla 20. Programa de temperaturas utilizado en la reaccién de secuenciacion

Paso  Temperatura (°C) Tiempo

1 96 1 min
2 96 10s
3 50 5s
4 60 4 min
5 25 ciclos desde 2

6 4 -




Las reacciones fueron colocadas en una placa de 96 pozos. Las reacciones fueron
purificadas con Etanol/EDTA y se resuspendieron con formamida (de acuerdo a la
recomendacion del fabricante). Posteriormente se realizo la electroforesis capilar en el
secuenciador Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems). Las secuencias fueron
ensambladas con el programa SeqScape v3 utilizando el genoma de CHIKV referencia:

NC 004162.2.

5.19 Reconstruccion filogenética del virus Chikungunya por maxima similitud

Las secuencias que fueron obtenidas, mas las secuencias reportadas en GenBank,
fueron utilizadas para hacer un alineamiento multiple en el programa MEGA v6
(Arizona State University, Tempe, AZ, EUA) [59]. Para el alineamiento se utilizd el
algoritmo MUSCLE por su rapidez y precision. Se incluyeron secuencias de los cuatro
linajes reportados de CHIKV. Se utiliz6 un total de 74 secuencias del gen de la proteina
de envoltura 1 provenientes de 32 paises, aislados durante 1953 — 2016. Para el
alineamiento del gen de la proteina de envoltura 2 se utiliz6 el rango de secuencia
correspondiente a E2 de las secuencias utilizadas para el alineamiento del gen E1. El
modelo de sustitucion utilizado para las secuencias de E1 fue Kimura-2 [60] con una
distribucion gama de cuatro categorias. El modelo utilizado para E2 fue Tamura-Nei
[61], también con distribucion gama de cuatro categorias. Para corroborar la filogenia se

utilizaron 1,000 réplicas. Las secuencias utilizadas se enlistan en la tabla 21.

Tabla 21. Secuencias utilizadas para el analisis filogenético

Nuamero de - Estado/Pais

Nombre Nombre de cepa Ao . . Linaje
acceso aislamiento

CHO0008 2014 KT327163.2 CHO0008 2014  Chiapas/México  Asiatico

CHO0045 2014 KT327164.1 CHO0045 2014  Chiapas/México  Asiatico

CHO0072 2014 KT327165.2 CHO0072 2014  Chiapas/México  Asiatico

LI0031 2014 KT327166.2 LI0031 2014  Chiapas/México  Asiatico
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Filipinas 2013 AB860301.3 CHIKV-13-112A 2013 Filipinas Asiatico

Oeste de

Senegal 1983 AY726732.1 37997 1983 Senegal Africa

India 1963 EF027140.1 IND-63-WB1 1963 India Asiatico

Malasia 2006 EU703759.1 MYO002IMR/06/BP 2006 Malasia Asiatico

Malasia 2009 FJ807895.1 0901aTw 2009 Malasia IOL

Malasia 2008 FN295483.3 MY/06/37348 2008 Malasia Asiatico

China 2008 GU199351.1 SDO8Pan 2008 China IOL

Nueva Caledonia
2011

HEB06461.1 NC/2011-568 2011  Nueva Caledonia Asiético

India 1973 HMO045788.1 PO731460 1973 India Asiatico

Indonesia 1983 HMO045791.1 JKT23574 1983 Indonesia Asiatico

Tailandia 1995  HMO045796.1 C0392-95 1995 Tailandia Asiatico




Sri Lanka 2007  HMO045801.1 SL-CK1 2007 Sri Lanka IOL

Sudafrica 1976 ~ HMO045805.1 AR 18211 1976 Sudafrica ECSA1

Tailandia 1978 HMO045808.1 3412-78 1978 Tailandia Asiatico

Tailandia 1958 HMO045810.1 TH35 1958 Tailandia Asiatico

Costade Marfil 1\ 1045070 1 ArA 30548 1993 Costa de Marfil  OcSte de
1993 Africa

Angola 1962 HMO045823.1 Angola M2022 1962 Angola ECSA II

Kenia 2004 HQ456255.1 Lamu33 2004 Kenia IOL

Filipinas 2013 KU561461.1 1308aTw 2013 Filipinas Asiatico

China 2012 KF318729.1 chik-sy 2012 China Asiatico

Micronesia 2013 KJ689453.1 Yap 13-2148 2013 Micronesia Asiatico

SXM/H-20235-

San Martin 2013 KX262991.1 STMARTIN- 2013 San Martin Asiatico
2013/2003
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Islas Virgenes

2014 KJ451624.1 99659 2014 Islas Virgenes
Brasil 2014 KP164567.1 AMA2798/H804298 2014 Brasil
Brasil 2015 KU355832.1 RJ/CHIKV/2015 2015 Brasil

El Salvador 2014 KR559475.1 WHCHKG6 2014 El Salvador
Guatemala 2014  KR559481.1 WHCHKI12 2014 Guatemala
Honduras 2014 ~ KR559487.1 WHCHKI18 2014 Honduras
Puerto Rico 2014  KR559495.1 WHCHK26 2014 Puerto Rico
Nicaragua 2014  KT192739.1 7050 2014 Nicaragua
Colombia 2015  KT211023.1 440191 2015 Colombia
Colombia 2016  KX496989.1 COL/UF-1/2016 2016 Colombia
Yucatan 2015 KU295130.1 YUC-A7 2015  Yucatan/México
Yucatan 2015 KU295121.1 YUC-A36 2015  Yucatan/México
Yucatan 2015 KU295118.1 YUC-M16 2015  Yucatan/México
Yucatan 2015 KU295128.1 YUC-AI15 2015  Yucatan/México
Yucatan 2015 KU295127.1 YUC-A30 2015  Yucatan/México

Asiatico

Asiatico

Asiatico

Asiatico

Asiatico

Asiatico

Asiatico

Asiatico

Asiatico

Asiatico

Asiatico

Asiatico

Asiatico

Asiatico

Asiatico

5.20 Reconstruccion filogenética del virus Chikungunya por maxima credibilidad

de clado

Se utilizaron los mismos alineamientos realizados para la reconstruccion por
maxima similitud. Sin embargo, cambiaron los modelos de sustitucién. Se utilizé el
modelo Hasegawa-Kishino-Yano [62] con distribucion gama de cuatro categorias. Se
utilizd ademds un reloj estricto, la coalescencia de tamafio constante y una cadena de
10,000,000 repeticiones. El archivo XML se creé en el programa BEAUti v1.8.4. El
andlisis se llevd a cabo en el programa BEAST v1.8.4 (University of Edinburgh,
Edinburgh, Reino Unido) [63]. El tamafo de muestra efectivo (ESS) fue evaluado en
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Tracer v1.6 y solo se utilizaron las reconstrucciones que tuvieron un ESS mayor a 200.
Se hizo un consenso de los arboles predichos con TreeAnnotator 1.8.4 descartando el

10% de los arboles. Finalmente, el consenso de arboles se visualiz6 en FigTree v1.4.3.

5.21 Prediccion de plegamiento proteico

Las secuencias obtenidas de E1 y E2 fueron traducidas en MEGA v6 para
determinar si habia mutaciones no sindénimas. Las secuencias con mutaciones no
sinbnimas fueron introducidas a la plataforma en linea SwissModel [64]
(swissmodel.expasy.org) para su modelaje basado en homologia proteica. Se utilizo
como modelo la proteina cristalizada de CHIKV[65] con niimero de acceso: 2XFC para
las dos proteinas. Se descargaron los archivos modelados y se visualizaron en PyMOL

v2.1 (Schrédinger, Nueva York, NY, EUA).

5.22 Asociacion variantes genéticas de CHIKV con manifestaciones clinicas

Se realizaron agrupaciones de pacientes dependiendo de la cepa con la que estaba
infectado. Se compararon las manifestaciones de los pacientes dependiendo de la cepa

infectante y se realizaron tablas de contingencia.

5.23 Analisis estadistico

Se realizd estadistica descriptiva de la edad y género de los pacientes. El
resultado para el andlisis fue infeccion por CHIKV confirmada por RT-qPCR o ELISA.
Se realizaron asociaciones bivariadas con la prueba exacta de Fisher o pruebas de chi-
cuadrado. Las variables continuas con distribucion normal fueron evaluadas con la
prueba t para muestras independientes con varianzas iguales. Las variables continuas
con distribucién no normal fueron evaluadas con la prueba U de Mann-Whitney de
muestras independientes. Cuando se realizaron comparaciones multiples, las variables

con distribucion normal fueron evaluadas con ANOVA de una via; y las variables con
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distribucion no normal fueron evaluadas con la prueba de Kruskal Wallis de muestras

independientes.

Todas las variables con un valor de p menor o igual a 0.25 fueron considerados
para el analisis multivariado. Se realiz6 un modelo por regresion logistica binaria, por
pasos hacia atrds utilizando la razon de verosimilitud (entrada:5%, salida:10%). Se
ajusto la razon de momios para edad y género. Los valores de p menores a 0.05 fueron
considerados como significativos. Los datos fueron ingresados y analizados en IBM

SPSS Statistics v20 (IBM Corporation, Armonk, NY, EUA).

Se calcularon los valores predictivos positivos, valores predictivos negativos,
sensibilidad, especificidad y los indices de probabilidad de las diferentes combinaciones
de manifestaciones clinicas que pudieran utilizarse para distinguir CHIKF de otras

enfermedades febriles agudas indiferenciadas (EFAI).

5.24 Aspectos éticos

Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn con el siguiente nimero de
registro: BI15-006. Todos los participantes leyeron y firmaron el consentimiento
informado antes del reclutamiento. A todas las muestras se les asign6 un numero de

identificacion especifico para mantener el anonimato de los pacientes.
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CAPITULO 6

RESULTADOS

6.1 Caracteristicas demograficas y epidemiologicas de la poblacion estudiada

El nlimero de pacientes que cumplio los criterios de inclusion y aceptd entrar al
estudio fue de 61. El 67% de los pacientes eran mujeres y la mediana de edad fue de 43
afios, con un rango de 18 a 69 afios. El 11% de los pacientes reportd haber tenido fiebre
por Dengue confirmada por laboratorio y el 39% de los pacientes reportd que habia
personas febriles en su vivienda. La mayoria de los pacientes eran de Tapachula (77%) y
solamente el 15% tenia historia de viajes recientes fuera de Chiapas. La ocupacion mas
frecuente de los pacientes fue: empleado federal (31%), seguido de profesores (20%),

hogar (16%) y enfermeria (8%).

De los 61 pacientes incluidos, 52 (85%) fueron positivos para CHIKV por RT-
qPCR o ELISA. De estos casos positivos, en 33 pacientes (64%) se detect6 ARN viral
por medio de RT-qPCR y en 19 (36%) se detectaron anticuerpos IgM anti-CHIKV por
ELISA.

Tomando en cuenta la fecha del inicio de los sintomas con el establecimiento del
diagnostico, los pacientes confirmados por RT-qPCR se presentaron en una mediana de
3 dias (rango de 1 a 4 dias) y los pacientes confirmados por ELISA se presentaron en

una mediana de 5 dias (rango de 2 a 9 dias).

Los nueve pacientes negativos a infeccion por CHIKV ya sea por RT-qPCR o
ELISA resultaron ser negativos también a las PCR para detectar virus del Dengue y
virus Zika. Ademas, los pacientes resultaron negativos en la serologia para IgM contra
virus del Dengue. A estos nueve pacientes se les clasifico como enfermedad febril aguda

indiferenciada (EFAI).
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Los pacientes positivos a la infeccion por CHIKV (CHIKV+) estuvieron
distribuidos a través de ocho municipios del estado de Chiapas. Treinta y nueve
pacientes (75%) residian en la ciudad de Tapachula; cuatro (7.7%) en Huixtla; dos
(3.8%) en Huehuetdn, Mazatan y Tuxtla Chico; y uno (1.9%) en Cacahoatdn, Ciudad

Hidalgo y Metapa.

6.2 Comparacion entre pacientes con fiebre Chikungunya y Enfermedad Febril

Aguda Indiferenciada

Encontramos que no existe diferencia entre el tiempo de inicio de los sintomas al
comparar los pacientes con infeccion confirmada por CHIKYV con los que padecieron de
enfermedad febril aguda indiferenciada (mediana 3 dias). Los pacientes con enfermedad
confirmada tenian una edad mayor (mediana 45.5) a los de EFAI (mediana 37). Sin
embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (figura 14). Los pacientes
positivos a infeccion por CHIKV fueron mayoritariamente mujeres (73%), en contraste
con los pacientes con EFAI, quienes fueron mayoritariamente hombres (67%), siendo

estadisticamente significativo (p = 0.04).
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Figura 14. Dias transcurridos y edad de los pacientes evaluados.
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Los pacientes de ambos grupos tuvieron comorbilidades en la misma proporcion
(34 y 33% respectivamente). La comorbilidad méas comun en los pacientes CHIKV+ fue
la hipertension (83%) y en los pacientes con EFAI fue la dislipidemia (67%). No hubo
diferencias en relacion a la ocupacion en los dos grupos estudiados. Cabe destacar que

todas las enfermeras estudiadas fueron positivas para CHIKV.

De manera general, no hubo diferencias significativas en cuanto a la presentacion
clinica de los pacientes con infeccion confirmada con CHIKYV vy los pacientes con EFAL
Por lo contrario, los pacientes positivos para CHIKV reportaron artritis en una mayor
proporcion (65% vs. 11%, p = 0.003). Las diversas manifestaciones clinicas se

presentan en la tabla 22.

Tabla 22. Manifestaciones clinicas presentadas por los pacientes evaluados

CHIKV+ EFAI

Sintoma n=52 =9 Valor de p
Artralgia 51 (98) 8(89) 0.275
Mialgia 51(98) 9 (100) 1.000
Cefalea 47(90)  8(89) 1.000
Dolor retroorbitario 16 (31) 4 (44) 0.458

Hiperemia conjuntival 21 (40) 3(33) 1.000

Escalofrio 44 (85) 6(67) 0.343
Astenia 39(75) 4 (44) 0.108
Exantema 32(62) 5(56) 0.729
Prurito 35(67) 5(56) 0.706
Artritis * 3465 1(11) 0.003*
Adenopatia 25 (48) 1(11) 0.065
Vértigo 17(333) 3(33) 1.000

46



Sintomas gastrointestinales 50 (96) 8 (89) 0.386

Dolor abdominal 20(39) 3(33) 1.000
Anorexia 40 (77) 6 (67) 0.676
Disgeusia 39(75) 4(44) 0.108

Diarrea 15(29) 5(56) 0.139
Nausea 34 (65) 5(56) 0.710
Voémito 5(10) 2(22) 0.273
Signos hemorragicos 12(23) 444 0.224
Epistaxis 3(6) 0 1.000
Gingivorragia 5(10) 2 (22) 0.273
Petequias 5(10) 2 (22) 0.273

Los valores son: numero (%). Prueba exacta de Fisher. * p <0.01

Todos los pacientes reportaron artralgia simétrica. Los pacientes positivos para
CHIKV reportaron un numero mayor de articulaciones afectadas (mediana 38)
comparado con los pacientes con EFAI (mediana 13) siendo estadisticamente

significativo (figura 15).

En pacientes positivos para CHIKV, la artralgia afect6 con mayor proporcion a
las articulaciones glenohumeral, mufieca, metacarpofalangicas y rodilla (figura 16). Los
pacientes con infeccion por CHIKV confirmada fueron significativamente mas

propensos a tener artralgia en mufieca, metacarpofalangicas y rodilla.

Los pacientes con infeccion confirmada por CHIKV manifestaron artritis en
mayor proporcion que los pacientes con EFAI Las diferentes articulaciones afectadas
por artritis se pueden observar en la figura 17. Los pacientes presentaron desde una hasta

cinco articulaciones afectadas por artritis.
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Figura 15. Numero de articulaciones afectadas y cantidad de dolor presentado por los
pacientes. ** Articulaciones: prueba de t para muestras independientes con varianzas
iguales, p = 0.0067; ** Escala visual analoga: prueba U de Mann-Whitney para

muestras independientes, p = 0.008.

El exantema estuvo presente en el 62% de los pacientes positivos para CHIKV y
en el 56% de los pacientes con EFAI El exantema se presentd principalmente en las
extremidades superiores, no afectando las manos. Las extremidades inferiores fueron
afectadas especialmente en los pacientes positivos a CHIKV. La distribucion del

exantema se puede observar en la figura 18.

El cuarenta y nueve por ciento de los pacientes reportd necesitar algin tipo de
ayuda para realizar sus actividades diarias (n=45). Interesantemente todos los pacientes
que reportaron necesitar ayuda fueron positivos para CHIKV. Los pacientes necesitaron
ayuda principalmente para levantarse de una posicion y caminar (74% y 68%

respectivamente) (figura 19).
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Figura 16. Distribucion de la artralgia presentada por los dos grupos de pacientes

evaluados. Para fines ilustrativos solo se muestran las articulaciones unilaterales. Los

valores son: niimero (%). CHIKV+, positivo para la infeccion por el virus Chikungunya;

EFAI, enfermedad febril aguda indiferenciada; MCP, metacarpofalangica; IFP,

interfalangica proximal; IFD, interfalangica distal; MTF, metatarsofalangica; IF,

interfalangica. Prueba exacta de Fisher * p <0.05, ** p <0.01.

Los pacientes infectados con CHIKV reportaron dolor con mayor intensidad

(mediana 8) que los pacientes con EFAI (mediana 7), siendo estadisticamente

significativo (p = 0.008) (figura 15). Las mujeres reportaron mayor dolor (mediana 9)

que los hombres (mediana 7) y también fue estadisticamente significativo (p = 0.006).
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5 (10)Rodilla

Tobillo 13 (25) Tobillo1 (11)

1(2) MTF

CHIKV + EFAI
n=52 n=9

Figura 17. Distribucion de artritis presentada por los pacientes evaluados. Para fines
ilustrativos solo se muestran las articulaciones unilaterales. Los valores son: nimero
(%). CHIKV+, positivo para la infeccion por el virus Chikungunya; EFAI, enfermedad
febril aguda indiferenciada; MCP, metacarpofalangica; IFP, interfaldngica proximal,

IFD, interfalangica distal; MTF, metatarsofalangica. Prueba exacta de Fisher, p > 0.05.

El dolor no se asocid con el incremento en la edad (figura 20). Los pacientes con
artritis reportaron mayor dolor que los pacientes sin artritis (p = 0.04). Entre mas
articulaciones tenian afectadas los pacientes mayor era el dolor (figura 21). Ademas, los
pacientes que necesitaron ayuda reportaron mayor dolor (mediana 9) que los pacientes

que no la necesitaron (mediana 7) (p = 0.01).
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Figura 18. Distribucion del exantema en los pacientes estudiados. Los valores son:

nimero (%). CHIKV+, positivo para la infeccion por el virus Chikungunya; EFAI

enfermedad febril aguda indiferenciada. Prueba exacta de Fisher, p > 0.05.
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Figura 19. Ayuda requerida reportada por los pacientes evaluados. El tamafio de la

muestra fue de 45 pacientes. Prueba exacta de Fisher, p > 0.05.
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Figura 20. Distribucion del dolor presentado por los pacientes en funcion de la edad.

AUFI, enfermedad febril aguda indiferenciada; CHIKF, fiebre Chikungunya
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Figura 21. Distribucion del dolor presentado por los pacientes en funcion del numero de

articulaciones afectadas por artralgia. AUFI, enfermedad febril aguda indiferenciada;

CHIKEF, fiebre Chikungunya
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Pudimos entrevistar a cuatro pacientes positivos a CHIKF después de 14 meses
de inicio de los sintomas. La edad promedio de los pacientes fue 51 afios y el 75%
fueron mujeres. Ninguno de los pacientes se consideraba curado después de 14 meses.
Tres de los pacientes reportaron un periodo libre de dolor. Al momento de la entrevista
los cuatro pacientes presentaban dolor. El paciente masculino reporté mayor dolor en la
segunda entrevista (EVA 4 vs. 7). La mitad de los pacientes reportd que el dolor
afectaba de manera negativa su calidad de vida, y tres cuartos reportaron cambios de
animo. La mitad de los pacientes aun requerian ayuda para realizar sus actividades
diarias. La distribucion de la artralgia y artritis en las dos ocasiones de entrevista se
presentan en la figura 22. La artralgia en mano se resolvid en casi todos los pacientes.
En contraste con la artralgia en rodilla, que continu6 en todos. La mitad de los pacientes
desarrolld artralgia en articulaciones previamente sin dolor. La artritis en mano se
resolvid en los pacientes afectados; no obstante, dos pacientes desarrollaron artralgia en

rodilla y mufieca (figura 22).

Primera entrevista

Hombro 75/50% . 14 meses después

50/75% Codo

75/0% Cadera Mufieca 0/25%
100/0% MCF

75/0% IFD

Mufieca100/25%
IFP 100/0%.

25/0% MCF
25/0% IFD

IFP 25/0%

100/100% Rodilla 0/25% Rodilla

Tobillo 100/25% Tobillo 25/0%

25/25% MTF
Artralgia Artritis
Figura 22. Distribucion de artralgia y artritis en la primera entrevista y 14 meses
después de cuatro pacientes con CHIKF crénica. Los valores son: nimero (%). MCP,
metacarpofalangica; IFP, interfalangica proximal; IFD, interfalangica distal; MTF,

metatarsofalangica.
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Pudimos obtener 39 direcciones de los domicilios de los casos confirmados de
CHIKF. Treinta fueron de Tapachula y nueve del resto de las ciudades. Los pacientes de
Tapachula tenian sus casas distribuidas a través de la ciudad. En base a la distancia de
vuelo de 400 m de los mosquitos hembra 4. aegypti, se aplicé una distancia de 200 m
alrededor de los domicilios de los casos confirmados. Esto dio como resultado siete
grupos de infecciones en la ciudad. En cinco de los grupos estuvieron involucrados dos
domicilios y en dos grupos estuvieron involucrados entre tres y cuatro domicilios (figura

23). La distancia promedio entre los domicilios de los grupos fue de 240 m.
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Figura 23. Distribucion de los casos confirmados de fiebre Chikungunya en Tapachula,
Chiapas. Los casos de CHIKF se encuentran marcados. Se muestra la distancia
concéntrica en metros. Se indica la fecha en la que los pacientes fueron evaluados. Los
pacientes evaluados en junio se encuentran sefialados con una figura completa, los de

julio se encuentran marcados con figuras huecas.

55



6.3 Comparacion entre pacientes con infeccion confirmada por RT-qPCR y

anticuerpos IgM

Los pacientes con infeccion confirmada por RT-qPCR se presentaron en una
mediana de 3 dias, a comparacion de los confirmados por IgM, quienes se presentaron
en una mediana de 5 dias. Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p < 0.001).
La edad de los pacientes de ambos grupos (RT-qPCR e IgM) fue similar, promedio de
41 y 44 afios de edad, respectivamente. El porcentaje de mujeres en el grupo confirmado
por RT-qPCR y ELISA fue de 61% y 95%, respectivamente. El 93% del total de
hombres fue confirmado como CHIKYV por RT-qPCR. Los pacientes de ambos grupos
presentaron hipertension arterial como la comorbilidad més frecuente. La ocupacion mas
frecuente del grupo RT-qPCR fue empleado federal (42%) y del grupo IgM fue

enfermera (21%).

Los pacientes de ambos grupos presentaron casi la misma proporcion de
sintomatologia (tabla 23). La excepcion fue adenopatia, que estuvo presente en mayor
proporcion en el grupo de IgM; no obstante, esta diferencia no fue estadisticamente
significativa. Se observa una tendencia en la proporcion de cefalea, donde los pacientes

con enfermedad aguda la presentan en mayor proporcion.

Tabla 23. Manifestaciones clinicas presentadas por los pacientes evaluados (RT-qPCR

vs. [gM)
Sintoma Ri-gl;gR nlil\;; Valor de p
Artralgia 33 (100) 18 (95) 0.365
Mialgia 33 (100) 18 (95) 0.365
Cefalea 32097  15(79) 0.054
Dolor retroorbitario 12 (36) 4(21) 0.353

Hiperemia conjuntival 13 (39) 8 (42) 1.000
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Escaloftio 29(88) 15(79)  0.443

Exantema 18 (55) 14 (74) 0.240

Artritis 21(64) 13(68)  0.771

Vértigo 9(27) 8(42)  0.360

Dolor abdominal 1339 737  1.000

Disgeusia 26(79)  13(68)  0.510

Nausea 24(73)  10(53)  0.226

Signos hemorragicos 7(21) 5(26) 0.739

Gingivorragia 4(12) 1(5) 0.641

Los valores son: numero (%). Prueba exacta de Fisher.

Los pacientes de ambos grupos presentaron una distribucion de artralgia similar.
El codo fue la articulacion mayormente afectada en pacientes del grupo RT-qPCR (p =
0.04). Las demas articulaciones evaluadas se enlistan en la tabla 24. Podemos observar
una tendencia en la articulacion del hombro, donde se presenta en mayor proporcion en

el grupo RT-qPCR.
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Tabla 24. Distribucion de la artralgia en los dos grupos de pacientes con infeccion

confirmada.

Artralgia Ri_gggR nlil\;lg Valor de p
Cervical 4 (12) 4 (21) 0.443
Hombro 24 (73) 9(47) 0.081

Codo* 22 (67) 7@37) 0.047*
Mufieca 33 (100) 17 (90) 0.546
MCF 29 (88) 15 (79) 0.708
IFP 29 (88) 15 (79) 0.708
IFD 23 (70) 13 (69) 1.000
Cadera 16 (49) 4 (21) 0.734
Rodilla 30 (91) 15 (79) 0.400
Tobillo 31 (94) 15 (79) 0.175
MTF 17 (52) 6 (32) 0.247
IF 12 (36) 4 (21) 0.353

Los valores son: numero (%). MCP, metacarpofalangica; IFP, interfalangica proximal;
IFD, interfalangica distal; MTF, metatarsofalangica. Prueba exacta de Fisher. * p <0.05

Como se expuso anteriormente, los pacientes con fiebre Chikungunya
presentaron artritis en diversas articulaciones. Separando por los grupos diagnosticos se
puede observar que los pacientes con infeccion aguda (RT-qPCR) presentan mayor

proporcion de artritis que los pacientes con infeccion subaguda (IgM) (tabla 25).
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Tabla 25. Articulaciones con artritis en los dos grupos de pacientes con infeccion
confirmada

RT-qPCR  IgM

Artritis n=33 n=19 Valor de p
Mutfieca 1(3) - 1.000
MCF 2 (6) - 0.527
IFP 4 (12) - 0.284
IFD 2(6) - 0.527
Rodilla 309) 1(5) 1.000
Tobillo 9(27) 5(26) 1.000
MTF 1(3) - 1.000

Los valores son: numero (%). MCP, metacarpofalangica; IFP, interfalangica proximal;
IFD, interfalangica distal; MTF, metatarsofalangica. Prueba exacta de Fisher.

El exantema afectd en mayor proporcion a los pacientes del grupo IgM. La
mediana de porcentaje de areas afectadas por exantema en el grupo IgM fue de 9% y de
RT-qPCR 0%. Aunque la proporcion fue mayor en el grupo IgM la diferencia no fue
estadisticamente significativa. La proporcion de areas afectadas por el exantema en los
dos grupos se muestra en la tabla 26. Sin embargo, el nimero de areas afectadas por el

exantema incrementaba conforme aumentaban los dias de inicio de sintomas (figura 24).

Tabla 26. Areas afectadas por exantema en los pacientes de los grupos RT-gPCR e IgM

Area Ri-gl;gR nlil\ilg Valor de p
Cara 1(3) - 1.000
Cuello 13) 1(5) 1.000
Tz 3(9) 421 0.400
Abdomen 412 6(32) 0.142
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Antebrazo 9(27) 9 (47) 0.224

Brazo 8 (24) 8 (42) 0.220
Muslo 6 (18) 6 (32) 0.317
Pierna 309 6 (32) 0.059

Pie - 1(5) 0.365

Los valores son: numero (%). Prueba exacta de Fisher.

DX _TestL
o IgM A RT-gPCR
o 14 - °
° 12 H A °
3
E 10
|53
o
o g 8 - ) )
«
o
®
% 6 - A A
o o
[
E 44 a
z A A o
2 Aw
A A
0 & a A 7y o o o
T T T T
2 4 6 8

Dias transcurridos

— [ ] |

Figura 24. Areas afectadas por exantema en funcion de los dias transcurridos después

del inicio de sintomas.

Sesenta por ciento de los pacientes del grupo RT-qPCR requirieron ayuda para
realizar sus actividades diarias, comparado con el grupo IgM donde solo el 28% requirid
ayuda (p = 0.096). Se encontrd una tendencia en cuanto a la ayuda a caminar. Los
pacientes con infeccidon aguda necesitaron ayuda para caminar en el 44% de los

pacientes, en comparacion del grupo IgM donde el 14% necesito ayuda (p = 0.083).

60



Los pacientes de ambos grupos tuvieron valores similares en la escala visual
andloga. Las mujeres del grupo RT-qPCR reportaron mayor dolor que los hombres (p =
0.001). En ambos grupos, al incrementar el nimero de articulaciones aumenta el dolor
reportado (figura 25). No hubo diferencia entre el numero de articulaciones afectadas de

los dos grupos estudiados.
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Figura 25. Numero de articulaciones afectadas por artralgia en funcion del dolor en

pacientes confirmados por RT-qPCR e IgM.

6.4 Analisis multivariado de las variables estudiadas

Después del andlisis multivariado, los pacientes con infeccion confirmada por
CHIKV fueron significativamente mas probable que tuvieran artralgia en mufieca,
metacarpofaldngica y rodilla. De manera similar, los pacientes con infeccion confirmada
fueron significativamente mas propensos en tener un valor de EVA mayor y un mayor

numero de articulaciones afectadas (tabla 27).

61



Tabla 27. Anélisis multivariado asociado a la fiebre Chikungunya
Razon de momios  (95%]Intervalo de

Parametro ajustada * confianza) Valor de p
Artritis

Si 6.61 1.24-35.19 0.027
Artralgia en mufieca

Si 22.1 2.58-188.74 0.005

Artralgia en MCF

Si 6.2 1.25-30.67 0.025
Artralgia en rodilla

Si 5.89 1.17-29.49 0.031

EVA 1.61 1.066-2.440 0.024

Numero de articulaciones 1.05 1.004-1.100 0.033

afectadas

MCF, metacarpofalangica; EVA, escala visual analoga. * Ajustado para edad y género.

Distinguir la fiebre por CHIKV de otras enfermedades febriles agudas
indiferenciadas utilizando solo las caracteristicas clinicas es dificil. Sin embargo,
utilizando una combinacion de manifestaciones clinicas puede eficientemente
diferenciar fiebre por CHIKV de otras EFAI. Encontramos dos combinaciones que
pueden ser utilizadas. Una toma solo en cuenta la presencia de artralgia en muiieca,
metacarpofaldngicas y rodilla. La otra toma en cuenta artralgia en estas tres
articulaciones mas la presencia de adenopatia, artritis y mas de 30 articulaciones con
dolor. Ambas combinaciones tienen un valor predictivo positivo y sensibilidad arriba del
90%. La combinacion de artralgia sola, tiene mejor especificidad (83%) que la mas
completa (75%). No obstante, la combinacion mas completa tiene un valor predictivo
negativo mas alto (66%) que la combinacién de solo artralgia (55%) (tabla 28). Estas
dos combinaciones pueden servir para hacer el diagnostico de fiebre por CHIKV con
base en la clinica, donde no se cuente con métodos de diagndstico molecular o cuando

haya un nuevo brote de fiebre por CHIKV. Es importante establecer un diagnostico para
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poder dar tratamiento oportuno y estratificar a los pacientes por gravedad. Ademas se
pueden disefiar aplicaciones para iOS o Android donde se puede alimentar con los datos
clinicos del paciente y obtener un prondstico de si el paciente tiene probabilidad de tener

fiebre CHIKV.

Tabla 28. Parametros clinicos utilizados para distinguir entre fiebre por CHIKV y EFAI

Indice de Indice de
VPP VPN Sens Esp
Parametros probabilidad probabilidad
(%) (%) (%) (%)

() )
Artralgia en muieca 96.1 444 90 66.6 2.72 0.13
Artralgia en mufieca, MCF y
98 55 927 83.3 5.56 0.08
rodilla
Artralgia en mufieca, MCF y
rodilla mas artritis 98 444 91 80 4.55 0.11
(o adenopatia)
Artralgia en MCF y rodilla mas
96 625 942 71.4 3.29 0.08
un valor de EVA >8
Artralgia en mufieca, MCF y
rodilla, >30 articulaciones con  96.1 66.6 94.3 75 3.77 0.07

dolor, mas artritis y adenopatia

VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; Sens: sensibilidad; Esp:
especificidad; MCF: metacarpofalangica; EVA: escala visual analoga

6.5 Evaluacion del dafio hepatico en la fiebre Chikungunya

Existen reportes de que CHIKV se disemina a varios tejidos incluidos en ellos el
higado. Al inicio de este estudio, no se habian evaluado las enzimas hepaticas en los
pacientes mexicanos con infeccion confirmada por CHIKV. Se lograron evaluar pruebas
de funcion hepatica de 15 pacientes del grupo de RT-qPCR y 19 del grupo IgM. Se

utilizaron como control negativo a ocho sujetos sanos.
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Se encontraron ciertas alteraciones en la concentracion de las enzimas. El 18% de
los pacientes evaluados tuvo elevacion de la fosfatasa alcalina. El 44% de los pacientes
tuvo elevacion de la ALT. La mitad de los pacientes presentd elevacion de la AST. El
59% de los pacientes presentd elevacion de la GGT. Solo el 6% tuvo elevacion de la
bilirrubina directa. El 3% de los pacientes tuvo una elevacion de la bilirrubina total. Sin
embargo, el 12% tuvo una disminucion. El 9% de los pacientes mostr6 una elevacion en
la concentracion de colesterol. Al contrario, el 41% de los pacientes tuvo una
disminucién en el colesterol. Al separar los pacientes por el grupo diagndstico, no se

observaron diferencias en las proporciones de pacientes con valores elevados (tabla 29).

Tabla 29. Distribucion de valores anormales de pruebas de funcion hepatica

RT-qPCR  IgM

Analito no15 2219 Valor de p
ALP 1 2 (13) 4 (21) 0.672
ALT 1 6 (40) 9 (47) 0.738
AST 1 9 (60) 8 (42) 0.491
GGT 1 7 (47) 13 (68) 0.296
BD 1 1(7) 1(5) 1.000
BT 1 1(7) 0 0.441
BT | 3 (20) 1(5) 0.299
Chol 1 0 3 (16) 0.238
Chol | 7 (47) 7(37) 0.738

Los valores son: numero (%). ALP, fosfatasa alcalina; ALT, alanina aminotransferasa;
AST, aspartato aminotransferasa; GGT, y-glutamil transferasa; BT, bilirrubina total; BD,
bilirrubina directa; Chol, colesterol; Prueba exacta de Fisher.

Al ser comparado con el grupo de referencia, la fosfatasa alcalina no mostrd
alteraciones francas. La mayoria de los pacientes tuvieron valores normales (figura 26
A). Después de hacer la estratificacion por grupo diagnostico, los pacientes del grupo
IgM tuvieron valores ligeramente mayores. Pareciera que la ALP se eleva en etapas

subagudas de la enfermedad (figura 26 B).
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Figura 26. Concentracion de fosfatasa alcalina en los sujetos estudiados. A) Referencia
vs. CHIKV+: Prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes p = 0.73. B)

Referencia vs. Grupos Diagnoésticos: Prueba de Kruskal Wallis de muestras

independientes p = 0.61.

El rango de valores de ALT en los pacientes infectados fue mucho mayor que el
de los sujetos de referencia. Sin embargo, el 60% de los pacientes presentd valores
dentro de los limites normales (figura 27 A). Al estratificar por grupo diagnoéstico, los

pacientes del grupo IgM reportaron valores mayores de ALT en suero (figura 27 B).

Se observo una diferencia marcada cuando se compard la concentracion de AST
de los pacientes con los sujetos sanos. El rango de los valores fue mas amplio en los
pacientes, siendo estadisticamente significativo (figura 28 A). Al estratificar por grupo
diagnostico se observa que los pacientes del grupo RT-qPCR tienen mayor
concentracion de AST en suero. Esta diferencia en la concentracion fue estadisticamente

significativa (figura 28 B). Esto indica dafio hepatico en los primeros dias de la

infeccion.
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Figura 27. Concentracion de alanina aminotransferasa en los sujetos estudiados. A)
Referencia vs. CHIKV+: Prueba t de muestras independientes, p = 0.100. B) Referencia
vs. Grupos Diagnoésticos: ANOVA de una via, p =0.24.
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Figura 28. Concentracion de aspartato aminotransferasa en los sujetos estudiados. A)
Referencia vs. CHIKV+: Prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes p =

0.009. B) Referencia vs. Grupos Diagndsticos: Prueba de Kruskal Wallis de muestras
independientes p = 0.02.

En relacion a la GGT, se observa que hay una franca elevacion en los pacientes
infectados. Esta diferencia en los valores de concentracion fue estadisticamente
significativa (figura 29 A). La distribucion de los valores entre los grupos RT-qPCR e
IgM fue similar (figura 29 B). Los paciente del grupo RT-qPCR tuvieron valores

sutilmente mayores que los del grupo IgM, pero esta diferencia no fue estadisticamente

significativa.
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Figura 29. Concentraciéon de y-glutamil transferasa en los sujetos estudiados. A)
Referencia vs. CHIKV+: Prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes p =

0.03. B) Referencia vs. Grupos Diagndsticos: Prueba de Kruskal Wallis de muestras
independientes p = 0.11.

Interesantemente, la concentracion de bilirrubina directa fue menor en los
pacientes que en los sujetos sanos (figura 30 A). Esta diferencia fue estadisticamente
significativa. Al estratificar por grupos diagnosticos, la diferencia continué siendo

marcada entre los sujetos sanos y el grupo RT-qPCR (figura 30 B). No hubo diferencia

en la concentracion de bilirrubina entre los pacientes.
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Figura 30. Concentracion de bilirrubina directa en los sujetos estudiados. A) Referencia
vs. CHIKV+: Prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes p = 0.02. B)

Referencia vs. Grupos Diagnoésticos: Prueba de Kruskal Wallis de muestras

independientes p = 0.03.
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La bilirrubina total estuvo también disminuida en los pacientes cuando se
compararon con los sujetos sanos (figura 31 A). Sin embargo, la diferencia no fue
estadisticamente significativa. El rango de concentracion fue menor en los pacientes del
grupo RT-qPCR. La distribucion de la bilirrubina total de los pacientes del grupo IgM

fue muy similar a los controles sanos (figura 31 B).
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Figura 31. Concentracion de bilirrubina total en los sujetos estudiados. A) Referencia
vs. CHIKV+: Prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes p = 0.14. B)

Referencia vs. Grupos Diagnoésticos: Prueba de Kruskal Wallis de muestras

independientes p = 0.17.

Al igual que con la bilirrubina total, la bilirrubina indirecta estuvo disminuida en
los pacientes (figura 32 A). La distribucion se repitid6 cuando los pacientes se

estratificaron por grupos (figura 32 B). Las diferencias observadas en estos analitos no

fueron estadisticamente significativas.
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Figura 32. Concentracion de bilirrubina indirecta en los sujetos estudiados. A)
Referencia vs. CHIKV+: Prueba t de muestras independientes, p = 0.100. B) Referencia
vs. Grupos Diagnodsticos: ANOVA de una via, p =0.24.

Al igual que con las bilirrubinas se observé que los pacientes infectados tuvieron
concentraciones menores de colesterol cuando fueron comparados con los sujetos sanos
(figura 33 A). Al estratificar por grupos diagnosticos, se observa que el grupo de RT-
qPCR tiene la menor concentracion (figura 33 B). No obstante, estas diferencias no son

estadisticamente significativas. Al parecer el colesterol disminuye en los primeros dias

de la enfermedad.
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Figura 33. Concentracion de colesterol en los sujetos estudiados. A) Referencia vs.
CHIKV+: Prueba t de muestras independientes, p = 0.08. B) Referencia vs. Grupos
Diagnosticos: ANOVA de una via, p=0.19.
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6.6 Analisis filogenético

Se lograron obtener 20 secuencias completas del gen E1 y 10 del gen E2 de virus
aislados de los pacientes. La identidad nucleotidica entre las secuencias fue del 99.6 a
100% y del 99.8 a 100% a nivel aminoacidico. Cuando las secuencias de El se
compararon con el aislado de las Islas Virgenes (KJ451624.1), encontramos 14
mutaciones sindnimas y 2 no sinénimas. Una de las mutaciones no sindnimas ocurri6 en

la posicion 11 (T — C) cambiando el residuo 4 de valina a alanina. La segunda mutacion
no sinonima ocurrid en la posicion 1025 (C — T) cambiando el residuo 342 de alanina a

valina. Al comprar las secuencias de E2 con el mismo aislado de las Islas Virgenes, se
encontraron 4 mutaciones sinénimas y una no sindnima. La mutaciéon no sinénima
ocurrio en el nucledtido 338, cambiando el residuo 113 de alanina a valina. Los analisis
de maxima similitud y bayesiano mostraron que las secuencias nuevas se agrupan con el
resto de virus aislados en el Caribe, pertenecientes al linaje Asiatico. Las secuencias
anteriormente reportadas del estado de Chiapas en 2014 se agruparon con las secuencias
reportadas de otros paises del Caribe, Centroamérica y Sudamérica del ano 2013 al

2016.

6.6.1 Secuencias del gen de la proteina de envoltura 1

Seis de las nuevas secuencias obtenidas se agruparon con las secuencias de
Chiapas reportadas anteriormente. Las 14 secuencias restantes divergieron; agrupandose
con ellas mismas o con otros aislados reportados del estado de Yucatan (figura 34). No
obstante, estas secuencias divergentes estan relacionadas con las secuencias obtenidas de
los demas paises de América. Las secuencias que divergieron formaron seis grupos
monofiléticos con buen soporte en el analisis de maxima similitud y bayesiano. El
primer grupo, donde se agruparon las secuencias obtenidas con anterioridad y las
pertenecientes a otros paises, se denomind clado A. Ahi se agruparon las secuencias
aisladas de pacientes de Mazatan, Cacahoatan y cuatro de Tapachula. Cinco secuencias
aisladas en Tapachula se agruparon con dos aislados de Yucatan, formando el clado B.

El clado B fue el que contenia mayor niimero de secuencias después del clado A. El
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clado C esta compuesto por aislados de Tapachula, Guerrero y Yucatan. Este es el clado
divergente donde se agrupan aislados diferentes de mas de dos lugares. El clado D esta
formado por dos virus aislados del municipio de Tuxtla Chico. Cabe recalcar que Tuxtla
Chico esta pegado a Tapachula. El clado E estd formado por un aislado de Tapachula y
otro de Huixtla. El clado F esta formado con un aislado de Tapachula y otro de Yucatan.
Por ultimo, tres secuencias divergieron pero no formaron un clado. A estas tres
secuencias se les denomino clado G, aunque no fueran propiamente un clado. Las tres
secuencias del clado G pertenecen a aislados de Tapachula (figura 35). Los clados
formados fueron confirmados con el andlisis bayesiano, donde la probabilidad posterior
para cada uno de ellos fue mayor a 0.90 (figura 36). En la figura 37 se muestra un mapa
del estado de Chiapas donde se localizo6 el domicilio de los pacientes infectados. Se
puede observar que hay una gran variedad de virus circulando en los ocho municipios
estudiados. Donde existe mayor variabilidad genética es en la ciudad de Tapachula. Esto
puede deberse a que fue el lugar donde se muestrearon mas pacientes. Al estudiar los
grupos de domicilios que se hallaban en un radio menor a 200 m se encontré en dos
ocasiones que en un mismo grupo de domicilios existian dos virus de diferentes clados.
Ademas sucedié que en un mismo domicilio, el padre y el hijo estuvieron infectados con

un virus de clados diferentes.

6.6.2 Secuencias del gen de la proteina de envoltura 2

Los aislados denominados ancestrales en la filogenia de E1, CA002, MA0OO3 y
TA711, se agruparon con las muestras de El Salvador, Puerto Rico, San Martin y Haiti.
Sin embargo, las muestras no se agruparon en el mismo clado que los aislados de
Chiapas del 2014. Los aislados del 2014 formaron su propio clado junto con el aislado
de las Islas Virgenes con un soporte 62 y probabilidad posterior de 0.99 (figura 38 y 39).
Las muestras TA700 y TA712 volvieron a agruparse en un clado; no obstante, el soporte
y la probabilidad posterior no son concluyentes. De manera interesante, todas las
secuencias incluidas de Yucatan se agruparon en un clado con buen soporte y
probabilidad posterior. Las secuencias de Chiapas que se agruparon con las de Yucatan

al tomar en cuenta solo E1, ya no lo hicieron al tomar en cuenta E2.
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Figura 34. Reconstruccion de filogenia méxima similitud del gen E1 I. A) Arbol
filogenético completo con los cuatro linajes. B) Acercamiento en las secuencias aisladas
en América. Las muestras secuenciadas en este trabajo estan sefialadas con un triangulo.
Las secuencias anteriormente secuenciadas estan sefialadas como circulo. Las secuencias

del grupo ancestral estan en azul claro, las divergentes en azul obscuro.
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Figura 35. Reconstruccién de filogenia maxima similitud del gen E1 II A) Arbol
filogenético completo con los cuatro linajes. B) Acercamiento en las secuencias aisladas
en América. Se muestran los clados formados con cédigo de colores. Los circulos

indican secuencias obtenidas anteriormente y los tridngulos las obtenidas en este estudio.

73



o,rﬁTSZﬁ 65.2_CH0072_2014
9KT327164.1_CH0045_2014
n KT327163.2_CH0008_2014
[ﬂng‘Bm710.1,Ja|i50072014.4096
KU295125.1_Yucatan_2015
KR559487.1_Honduras_2014.4145
[nvrI‘(SJ451624‘17Virgin7|s\and572014.0041
9 KT327167.2_TA0006_2014
TA702_2015.4753
!§9U2951 27.1_Yucatan_2015
o KU295128.1_Yucatan_2015
[:;fz/-\750,2015.4918
o

o

KR559481.1_Guatemala_2014.7493
KR559475.1_E|_Salvador_2014.7493
KP164567.1_Brazil_2014.6562

’ 15003_2015.363

[‘,VKU2951 18.1_Yucatan_2015

n:g7A735,2015.489
oMA003_2015.4753
oTA675_2015.4699
0KT192739.1_Nicaragua_2015.2178
0KU295130.1_Yucatan_2015
©KU295129.1_Yucatan_2015
a‘gAOOZ 2015.489

" KX702401.1_Haiti_2014.4178
§3U2951 23.1_Yucatan_2015
KU295119.1_Yucatan_2015
v|§‘U2951 21.1_Yucatan_2015
08A755_2015.4945
KU295117.1_Yucatan_2015
uvlu(‘U2951 24.1_Yucatan_2015

o TA689_2015.4726
GVPQ(AIQSQBQ.1,Co|ombia,2016.1079
KU355832.1_Brazil_2015

n,5T21 1023.1_Colombia_2015

s KT327166.2_L10031_2014
013/\690,2015.4753

o KU295122.1_Yucatan_2015
n:‘l;‘Aﬂ 1.2015.4863
KP851709.1_Chiapas_2014.7877
5

0,09
0,08

TA736_2C
HU003_2015.489

-~ KR559495.1_Puerto_Rico_2014.4151
-~ KX262991.1_Saint_Martin_2013

"

0'5P5<J689453. 1_Micronesia_2013.837

0isKU561461.1_Philippines_2013

,36AB860301.3_Philippines_2013
KF318729.1_China_2012.5123
FJ807897.1_Indonesia_2007
FR846307.1_France_2009.5027
FN295483.3_Malaysia_2006.1685
EU703759.1_Malaysia_2006
KM673291.1_Indonesia_2013.0041
KC488650.1_China_2012

L HEB06461.1_New_Caledonia_2011.1603

HMO045791.1_Indonesia_1983

- HMO045800.1_Philippines_1985

HMO045796.1_Thailand_1995

HMO045789.1_Thailand_1988

HMO045808.1_Thailand_1978

L

0ss
ey HM045788.1_India_1973
HMO045803.1_India_1963
T EF027140.1_India_1963
L HMO045810.1_Thailand_1958
+ L e——""" ecs
o— | West Africa

Figura 36. Reconstruccion de filogenia maxima credibilidad de clado gen El. Se
muestra el arbol completo. En los nodos se encuentra un circulo cuyo tamafio depende
de la probabilidad posterior. Esta se encuentra a lado derecho del nodo. Los diferentes
clados estan de acuerdo al color. Clado A, rojo; clado B, naranja; clado C, amarillo;

clado D, verde; clado E, azul; clado F, morado; y clado G, magenta.
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Figura 37. Distribucion de los diferentes virus aislados en el estado de Chiapas. Se
muestra un acercamiento a la ciudad de Tapachula y el coédigo de colores de cada clado.
Las secuencias obtenidas en el 2014 se muestran como circulo y las obtenidas en este

proyecto como tridngulo.

6.7 Analisis de mutaciones

Como se describié anteriormente, se encontraron dos mutaciones no sinénimas
en las secuencias de E1 y una en las secuencias de E2. Cabe sefalar que solamente las
secuencias de Chiapas del 2014 y de las Islas Virgenes tenian una alanina en el residuo
113 de E2. Las demas secuencias de E2 tenian valina en ese mismo residuo. Eso explica
el porqué las secuencias de Chiapas del 2014 forman su propio clado cuando el gen de

E2 se usa para el arbol filogenético.
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Figura 38. Reconstruccién de filogenia maxima similitud del gen E2. A) Arbol

filogenético completo con los cuatro linajes. B) Acercamiento en las secuencias aisladas

en América. Los circulos indican secuencias obtenidas anteriormente y los tridngulos

las obtenidas en este estudio. Las secuencias del grupo ancestral estan en azul claro, las

divergentes en azul obscuro.
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Figura 39. Reconstruccion de filogenia maxima credibilidad de clado del gen E2. Se
muestra el arbol completo. En los nodos se encuentra un circulo cuyo tamafio depende
de la probabilidad posterior. Las secuencias del grupo ancestral estan en azul claro, las

divergentes en azul obscuro. Las secuencias en rojo son las anteriormente secuenciadas.
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Empezando con las mutacion en E1, la primera ocurri6 en el cuarto residuo de la
muestra TA702, provocando un cambio de valina a alanina. Esta mutacién ocasiond un
cambio puntual en la superficie de la proteina E1 como se muestra en la figura 40. Al

parecer no afecta el plegamiento proteico.

B M Silvestre
B TA702

Figura 40. Modelaje de la estructura terciaria de la proteina El mutada (V4A) y
silvestre. A) Proteina completa. El circulo sefala el sitio de la mutacion. B)
Acercamiento al sitio de la mutacion. La proteina mutada se muestra como superficie y

la proteina silvestre como una malla.

La segunda mutacion no sinénima en E1 ocurri6 en el residuo 342 de la muestra
TA725. Esta mutacion provocd un cambio de alanina a valina. Sin embargo, no ocasiond
un cambio en la superficie de la proteina como la mutacion anterior. Esta mutacion
altero la interaccion entre la alanina 342 y la valina 28 como se observa en la figura 41.

Se desconoce cudl puede ser el efecto de esta mutacion.
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Figura 41. Modelaje de la estructura terciaria de la proteina E1 mutada (A342V) y
silvestre. A) Proteina completa. El circulo sefala el sitio de la mutacion. B)
Acercamiento al sitio de la mutacion. Las cadenas laterales del residuo mutado se

esquematiza como puntos y las cadenas del residuo silvestre como esfera.

La mutacion no sinénima encontrada en la proteina E2 de las muestras de
Chiapas 2014 e Islas Virgenes ocurri6 en el residuo 113, lo cual provocd un cambio de
valina a alanina. Esta mutacion tampoco ocasiond cambio en la superficie de la proteina.
A su vez, la mutacion afectd la interaccion de este residuo con el residuo 101 de
isoleucina (figura 42). Se puede observar en el panel B, como la valina logra
interaccionar con el residuo de isoleucina 101. Al cambiar el residuo a alanina, ésta no
alcanza a interaccionar con el residuo de isoleucina. Por lo tanto, pareciera que los
residuos siguientes se deslizan, promoviendo un desplazamiento de la lamina B plegada

sucesora.
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Los virus aislados en el estado de Yucatan presentaron cinco mutaciones no
sinénimas en el extremo carboxilo terminal de la proteina E2: H353A, E354D, I356Y,
L357E y Y358S. Estas mutaciones no pudieron ser modeladas dado a que las proteinas
cristalizadas no contenian esos residuos. Estas mutaciones explican la formacioén de un
clado independiente, en el arbol filogenético, con buen soporte y alta probabilidad

posterior.

A

......

B Silvestre
M Chis 14

Figura 42. Modelaje de la estructura terciaria de la proteina E2 mutada (V113A) y
silvestre. A) Proteina completa. El circulo sefala el sitio de la mutacion. B)
Acercamiento al sitio de la mutacion. A diferencia de la figura anterior, las cadenas
laterales del residuo mutado se esquematizan como esfera y las cadenas del residuo

silvestre como puntos.
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6.8 Presentacion clinica especifica de virus

Para asociar a los virus causantes de la infeccion con las manifestaciones clinicas
presentadas por los pacientes se hicieron diferentes grupos de virus. Primero los virus se
agruparon en clados ancestrales y divergentes. Después los virus se agruparon por los
clados en los que se colocaron en el arbol filogenético de E1 (clados A — G).
Posteriormente se hicieron tablas de contingencia utilizando los clados como columna y
las manifestaciones clinicas como filas. Para obtener la asociacion se utilizo la prueba de

chi cuadrado.

6.8.1 Virus ancestrales vs. divergentes

Se realiz6 el andlisis de seis virus ancestrales y catorce virus divergentes. Las
manifestaciones clinicas comunes como artralgia, mialgia, cefalea, dolor retroorbitario y
escalofrios se presentaron en la misma proporcién (tabla 30). Los pacientes del grupo
divergente presentaron astenia en mayor proporcion que el grupo ancestral, siendo
estadisticamente significativo (p < 0.05). Se observé que los pacientes del grupo
divergente presentaron mayor proporcion de artritis y adenopatia; no obstante, esta
diferencia no fue estadisticamente significativa. Los dos grupos presentaron sintomas

gastrointestinales y signos hemorragicos en la misma proporcion.

Tabla 30. Manifestaciones clinicas presentadas por los grupos ancestral y divergente

Ancestral Divergente

Sintoma n=6 n=14 Valor de p
Artralgia 6 (100) 14 (100) 4
Mialgia 6 (100) 14 (100) ‘
Cefalea 6 (100) 13 (93) 1.000
Dolor retroorbitario 2 (33) 5(33) 1.000
Hiperemia conjuntival 3 (50) 6 (43) 1.000
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Escalofrio 6 (100) 14 (100) ?

Exantema 4 (67) 6 (43) 0.628

Artritis 2(33) 8 (57) 0.628

Vértigo 0 6 (43) 0.115

Dolor abdominal 2 (33) 7 (50) 0.642

Disgeusia 4 (67) 13 (93) 0.202

Nausea 4(67) 12 (86) 0.549

Signos hemorragicos 1(17) 1(7) 0.521

Gingivorragia 1(17) 0 0.300

Los valores son: numero (%). * No se calculd porque la variable es constante. Prueba
exacta de Fisher. * p <0.05

Los pacientes de ambos grupos presentaron artralgia generalizada de manera
similar. Las articulaciones estuvieron afectadas en la misma proporcion en ambos
grupos. El nimero de articulaciones afectadas o la localizacién de la artralgia no es

caracteristico (tabla 31).
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Tabla 31. Distribucion de la artralgia en los grupos ancestral y divergente

Artralgia Al:fisgal Di:;eigle:te Valor de p
Hombro 4 (67) 10 (71) 1.000
Codo 4 (67) 9 (64) 1.000
Muiieca 6 (100) 13 (93) 1.00
MCF 5(83) 11(79) 1.000
IFP 5(83) 10 (71) 1.000
IFD 4 (67) 9 (64) 1.000
Cadera 2(33) 7 (50) 0.642
Rodilla 6 (100) 12 (86) 1.000
Tobillo 6 (100) 13 (93) 1.000
MTF 3 (50) 5(36) 0.642
IF 1(17) 4 (29) 1.000

Los valores son: numero (%). MCP, metacarpofalangica; IFP, interfalangica proximal;
IFD, interfalangica distal; MTF, metatarsofaldngica; IF, interfaldngica. Prueba exacta de
Fisher.

Por lo contrario, en lo que respecta a la artritis, los pacientes del grupo divergente
presentaron artritis en mas articulaciones que los pacientes del grupo ancestral. Los
pacientes del grupo divergente presentaron artritis en las manos y en la rodilla. Los
pacientes del grupo ancestral solo en los pies (tabla 32). Aunque se muestra evidente,

esta diferencia no es estadisticamente significativa.
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Tabla 32. Articulaciones con artritis en los grupos ancestral y divergente
Ancestral  Divergente

Artritis n=6 n=14 Valor de p
MCF 0 2(14) 1.000
IFP 0 3(21) 0.521
IFD 0 2(14) 1.000

Rodilla 0 2 (14) 1.000

Tobillo 2(33) 4 (29) 1.000
MTF 1(17) 0 0.300

Los valores son: numero (%). MCP, metacarpofalangica; IFP, interfalangica proximal;
IFD, interfalangica distal; MTF, metatarsofalangica. Prueba exacta de Fisher.

Fue baja la proporcion de pacientes que manifestaron exantema en los dos grupos
estudiados. Sin embargo, los pacientes del grupo ancestral manifestaron una mayor
proporcion de exantema que los pacientes del grupo divergente (tabla 33); no obstante,
esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Se puede observar una tendencia en

cuanto al exantema en pierna, que estuvo presente solo en el grupo ancestral.

Tabla 33. Areas afectadas por exantema en los grupos ancestral y divergente

Area Al:lciszral Di:;eigle:te Valor de p
Cara 1(17) 0 0.300
Cuello 1(17) 0 0.300
Torax 1(17) 2(14) 1.000
Abdomen 1(17) 1(7) 0.521
Espalda 2 (33) 1(7) 0.202
Antebrazo 2 (33) 321 0.613
Brazo 2 (33) 2 (14) 0.549
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Muslo 2(33) 2 (14) 0.549

Pierna 2 (33) 0 0.079

Los valores son: numero (%). Prueba exacta de Fisher.

En relacion a la ayuda que necesitaron los pacientes para realizar sus actividades
diarias, los pacientes del grupo divergente necesitaron mdas ayuda que los del grupo
ancestral. La mitad de los pacientes del grupo divergente requirié ayuda al menos en un
rubro. Solamente un paciente del grupo ancestral requirié ayuda, y fue para banarse.
Aunque la diferencia en la proporcion de ayuda es evidente, no es estadisticamente

significativa (figura 43 A).

Con lo que respecta al dolor, la mediana de la EVA fue de 9 en ambos grupos.
Algunos pacientes del grupo ancestral reportaron dolor menor, pero la diferencia no fue
estadisticamente significativa. Los dos grupos de virus producen dolor en la misma

proporcion (figura 43 B).
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Figura 43. Distribucion de ayuda y dolor presentados por los pacientes de grupos
ancestral y divergente. A) Ayuda requerida por los pacientes. B) Distribucion del dolor
presentado por los pacientes. El grupo ancestral estd marcado como azul claro y el grupo

divergente como azul obscuro.
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6.8.2 Virus de diferentes clados

Se agruparon a los pacientes de acuerdo a su clado en el arbol filogenético de E1.
Seis pacientes formaron el clado A, cinco pacientes el clado B, un paciente el clado C,
dos pacientes el clado D, dos pacientes el clado E, un paciente el clado F y tres pacientes
el clado G. Todos los pacientes de los siete clados presentaron artralgia, mialgia,
escalofrios y algin sintoma gastrointestinal. Las demds manifestaciones clinicas fueron
variadas (tabla 34). Algunos clados solo tienen un paciente, por lo tanto las
comparaciones que se hagan no son concluyentes. Comparando los clados con mayor
numero de pacientes, A y B, podemos observar que los pacientes del clado B presentan
mayor proporciéon de manifestaciones clinicas. Se observa una tendencia al comparar la
proporcion de la astenia y el prurito en los dos grupos (Estadistico exacto de Fisher, p =

0.061). Hay ademas una mayor proporcion de sintomas gastrointestinales en el clado B.

Tabla 34. Manifestaciones clinicas presentadas por los pacientes infectados con

diferentes clados

A B C D E F G Valor de
n=6 n=5 n=1 n=2 n=2 n=1 n=3

Sintoma

Artralgias
Mialgias
Cefalea
Escaloftrios
Exantema
Hiperemia conjuntival
Dolor retroorbitario
Astenia
Prurito
Artritis
Adenopatia
Vértigo
Sx Gastrointestinales
Anorexia
Nausea

Disgeusia




Dolor abdominal
Vomito
Diarrea

S Hemorrégicos

Gingivorragia

Epistaxis

Los valores son: %. Sx, sintomas; S, signos. * No se calculd estadistico porque la
variable es constante. Chi-cuadrado de Pearson.

Los diferentes virus ocasionaron artralgia en diferentes proporciones (tabla 35).
Los virus de los clados A, B, E y G causaron artralgia en todas las articulaciones
evaluadas. Todos los pacientes infectados por el clado A (ancestrales) tuvieron artralgia
en muiieca, rodilla y tobillo. Los virus del clado B ocasionaron artralgia en codo,
muieca, MCF vy tobillo en la mayoria de los pacientes. El virus del clado C fue el que
afectdé el menor numero de articulaciones. La mufieca y el tobillo fueron las

articulaciones mas afectadas por todos los clados, seguido por la rodilla.

Tabla 35. Artralgia presentada por los pacientes infectados con diferentes clados

Artralgia - ]_3 S 13 ]E f (_} Valor de
n=6 n=5 n=1 n=2 n=2 n=1 n=3 p

Hombro 67 40 0.475
Codo 67 0.482
Mufieca 0789
MCF 0.466
IFP 67 0.469
IFD 0.431
Cadera 0257
Rodilla 0353
Tobillo 0.709
MTF 33 0.692
IF 33 0817

Los valores son: %. MCP, metacarpofalangica; IFP, interfalangica proximal; IFD,
interfaldngica distal; MTF, metatarsofalangica; IF, interfalangica. Chi-cuadrado de
Pearson.
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No todos los clados causaron artritis en los pacientes que infectaron. Pareciera
que los virus del clado A no son tan artritogénicos, ya que solamente afectaron dos
articulaciones en baja proporcion. A su vez, lo virus del clado B, D y E también
afectaron solamente a dos articulaciones. Al contrario del paciente infectado con el virus
del clado C. Este paciente presentd artritis en manos, rodillas y tobillos. El virus del
clado C afectd el mayor nimero de articulaciones. Los virus del clado F y G no causaron
artritis en los pacientes (tabla 36). Los virus del clado C y D se asociaron a la presencia
de artritis en MCF e IFP, siendo estadisticamente significativo. Asimismo, los virus del

clado Cy D se asociaron con la presencia de artritis en rodilla.

Tabla 36. Artritis presentada por los pacientes infectados con diferentes clados

Articulacion B C D E F G  Valor de
=6 n=>5 n=1 n=2 n=2 n=1 n=3

MCF * 50 0.025*
PP+ 00100 000000 0.003*
IFD 0.085
Rodilla * 0.025%
Tobillo 33 40 50 0.475
MTF 0.873

Los valores son: %. MCP, metacarpofalangica; IFP, interfalangica proximal; IFD,
interfalangica distal; MTF, metatarsofalangica. Chi-cuadrado de Pearson. * p <0.05,
kK

p<0.01

Solamente los virus de los clados A, B y E provocaron exantema en los pacientes
(tabla 37). Los virus del clado A fueron los que ocasionaron exantema generalizado en
los pacientes. Los virus del clado B y E ocasionaron exantema en menores areas del

cuerpo. Se demuestra que el exantema no es caracteristico de la fiebre por CHIKV.
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Tabla 37. Exantema presentado por los pacientes infectados con diferentes clados

B C D E F G Valor de

Localizacion

Cara
Cuello
Torax

Abdomen
Antebrazo
Brazo
Muslo
Pierna
Espalda

Los valores son: %. Chi-cuadrado de Pearson.

Se observa que no todos los virus incapacitan al paciente (figura 44 A). De los
pacientes infectados con el clado A, solamente el 25% requiri6 ayuda para bafarse. La
mayoria de los pacientes infectados con el clado B requirié ayuda para al menos una
actividad. El paciente infectado con el clado C requirié ayuda para todo. La mitad de los
pacientes de los clados D y G requirieron ayuda para sentarse y caminar,

respectivamente. Los virus del clado E no causaron incapacidades.

El valor de la escala visual andloga tuvo variacion de acuerdo a los clados
infectantes (figura 44 B). Los pacientes infectados con el clado A tuvieron una mediana
de 9 puntos y un rango de 7. Los pacientes del clado D se comportaron de manera
similar con una mediana de 7 puntos y un rango de 6. Los pacientes infectados con los
clados E y G tuvieron una mediana de 9.5 y 9, respectivamente, y un rango de 1. Los
pacientes infectados con el clado B tuvieron una mediana de 8 puntos y un rango de 3.
Puede observarse que los clados C, E, F y G causaron mayor dolor. Sin embargo, como
estos clados tenian pocos pacientes, esta informacion no es concluyente. Es interesante

mencionar que el virus del clado C es el que contenia la mutacion A342V en El.
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Figura 44. Distribucion de ayuda y dolor presentados por los pacientes infectados con
diferentes clados. A) Ayuda requerida por los pacientes. B) Distribucion del dolor

presentado por los pacientes.

6.8.3 Deteccion de diferentes virus en el mismo domicilio

El 26 de junio de 2015 acudieron a consultar un padre de familia (TA701) y su
hijo (TA702). La fecha de inicio de sintomas fue la misma, 3 dias antes de acudir. Los
dos desempefiaban la misma ocupacion, electricista. Después de aislar y secuenciar los
virus se determind que el virus que infect6 al padre pertenece al clado B y el virus que
infectd al hijo pertenece al “clado” G. Al analizar las manifestaciones clinicas, ambos
pacientes presentaron artralgia, mialgia, cefalea, escalofrios, astenia, prurito, nausea,
disgeusia y anorexia. Solamente el padre reportd hiperemia conjuntival y diarrea. El hijo
reportd dolor retroorbitario, adenopatia, vértigo, vomito y dolor abdominal. En cuanto a
la distribucion de la artralgia, el padre solamente reportd artralgia en los codos. Al
contrario, el hijo reportd artralgia generalizada (figura 45). Ninguno de los dos presentd
exantema o artritis. El padre refirié un dolor de 9 puntos y el hijo de 8. El padre requirid

ayuda para todo. En cambio el hijo solo requiri6 ayuda para caminar.
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Figura 45. Distribucion de la artralgia presentada por el padre y el hijo.

91



CAPITULO 7

DISCUSION

Se pudieron identificar 52 pacientes confirmados con fiebre por CHIKV en etapa
aguda en ocho diferentes municipios del estado de Chiapas. En promedio se observaron
4.7 pacientes confirmados por dia, de lunes a viernes. Los pacientes que buscaron
atencion médica eran de personas de mediana edad. Encontramos una alta proporcion de
mujeres afectadas como ya habia sido reportado por Danis-Lozano [49]. Esto pudo
deberse a la transmision de CHIKV en el ambiente domiciliario, como se ha descrito
previamente en reportes de seroprevalencia de dengue [66]. Puede existir también una
explicacion social. Thompson reporté que las mujeres acudieron con el médico en mas

ocasiones que los hombres [67].

Cuando se aplicé un cerco de 200 m alrededor del domicilio de los pacientes
infectados se formaron grupos de domicilios infectados; por lo contrario, también habia
casas aisladas. Esto puede deberse a que los vecinos de los pacientes no fuesen
trabajadores del estado y por lo tanto no ser captados por nosotros. Existen estudios de
Colombia y Honduras donde utilizan el sistema de informacion geografica para estimar
la incidencia y los patrones de transmision de CHIKV. Ellos reportan mapas de los
municipios afectados de todo Colombia y Honduras [68—71]. Sin embargo, somos el
primer estudio donde se geolocalizan de manera individual los casos confirmados y se

asocian con la variedad del virus identificado.

En relacion a las manifestaciones clinicas presentadas por los pacientes
evaluados, la artralgia, cefalea y escalofrios se present6 en proporciones similares que en
los demas estudios realizados en México [47—49]. Solo se reportd artritis y adenopatia
en pacientes de Chiapas. No creemos que estas manifestaciones sean especificas para la
poblacion o el virus. Debido a que la informacion analizada por Garay-Moran venia de
una base de datos preestablecida, donde probablemente no se incluyo la artritis [48]. Los

pacientes de Yucatan pudieron haber presentado artritis, pero no fue tomado en cuenta o
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no se buscod. Se ha reportado artritis en pacientes infectados con virus de los linajes
ECSA, IOL y Asiatico [20-22,72-78], asi que en México, no podia ser la excepcion. La
adenopatia fue previamente reportada en Reunion [21,22], India [79,80] y Sri Lanka
[75,81], donde el linaje del Océano Indico estaba circulando. En el continente
Americano, Colombia y Granada [78,82] reportaron pacientes con adenopatia; asi como
pacientes espafioles que visitaron Republica Dominicana o Haiti [83]. Solamente dos
reportes mencionan la localizacion de los nodulos linfaticos afectados, siendo los
cervicales los mas comunmente afectados [79,83]. En nuestro estudio encontramos
adenopatia retro auricular, la cual puede ser vista como inflamacién del oido externo.
Javelle report6 inflamacion del oido externo en pacientes con infeccion aguda por
CHIKYV en Malasia. Ellos sugieren la bisqueda de inflamacion en el oido externo en los
pacientes con sospecha de fiebre por CHIKV [84]. Probablemente CHIKV se puede

diseminar de los ganglios linfaticos retroauriculares al oido externo, o viceversa.

Observamos una proporcion mayor de pacientes con signos hemorragicos
comparado con los demés pacientes infectados con el linaje Asiatico. Esta diferencia en
la proporcidn es estadisticamente significativa. No se habia reportado con anterioridad
una proporciodn tan alta de manifestaciones hemorragicas en la poblacion mexicana. No
obstante, no somos los Unicos en reportar una gran proporcion de signos hemorragicos.
Staikowsky reportd signos hemorragicos en 28% de los pacientes evaluados en Reunion
[21]. Ademas desde los afios sesenta, ya se habian reportado manifestaciones
hemorrégicas en pacientes de la India [85,86]. Por lo tanto, debemos considerar a la
fiebre Chikungunya como un posible diagnostico al enfrentarnos a una fiebre

hemorragica.

En este estudio reportamos una mayor proporcion de articulaciones afectadas por
artralgia. En la poblacion estudiada, la artralgia en hombro, mufieca,
metacarpofaldngicas, cadera, rodilla y tobillo se presentd en mayor proporcion que en
los pacientes evaluados en Reunion, India, Sri Lanka, Congo y Gabén [21,74,75,87,88].
De manera contraria, los pacientes evaluados en este estudio presentaron artralgia

cervical en menor proporcion. La proporcion de artralgia en codo, interfalangicas
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proximales y metatarsofalangicas se presentd de manera similar que en los estudios
previos [20,22,87]. Los pacientes estudiados presentaron menor proporcion de areas
afectadas por exantema, cuando fueron comparados con los pacientes de la India y
Reunion [21,89]. Solamente el exantema en brazo, antebrazo y muslos se presentd de

igual manera que en estudios previos.

Los pacientes con infeccion confirmada por CHIKV referian mayor cantidad de
dolor que los pacientes con EFAIL lo cual se confirmd en el andlisis multivariado.
Ademas las mujeres reportaron mayor dolor que los hombres. Esto se puede deber a que
las mujeres tienen mayor sensibilidad al dolor, comparado con los hombres, para la

mayoria de las modalidades experimentales del dolor [90].

Somos los primeros en reportar artralgia cronica por CHIKV en la poblacion
mexicana después de 14 meses de inicio de los sintomas. Los pacientes evaluados
llegaron a tener un periodo libre de artralgia; no obstante, el dolor regres6. La artralgia
en mano se resolvid, pero la artralgia en rodilla permanecio por la totalidad del tiempo
evaluado. La proporcion de articulaciones afectadas por artralgia a los 14 meses difiere
con los reportado por Schilte [91]. Cincuenta porciento de los pacientes evaluados por
Schilte en la isla de Reunion reportaron artralgia en mano, rodilla y tobillo después de
14 meses de inicio de los sintomas; sin embargo, Schilte evalu6 a 76 pacientes, dando
solidez a su trabajo. En este estudio, solamente se lograron entrevistar por teléfono a
cuatro de los 52 pacientes después de 14 meses. Cuando tratamos de contactar a los
pacientes, los numeros telefonicos resultaron equivocados, nunca contestaron o se
rehusaron a ser entrevistados. Esta informacion se incluyo para que quedara evidencia de
que en la poblacion mexicana, la artralgia puede continuar al menos por 14 meses
después del inicio de los sintomas. Los virus aislados de los cuatro pacientes con dolor
cronico fueron divergentes; a pesar de ello, esto no es particularidad de los virus
mexicanos. Esto debido a que virus, catalogados en este estudio como ancestrales, han

provocado dolor cronico en pacientes Colombianos [92—-94].
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Investigamos la posibilidad de utilizar combinaciones de manifestaciones
clinicas para poder diferenciar pacientes con CHIKF y EFAI. La combinacién que toma
en cuenta artralgia en mufieca, metacarpofalangicas y rodilla tiene mejor especificidad.
La combinacion de artralgia en esos mismos lugares mas adenopatia, artritis y mas de 30
articulaciones con artralgia tiene mayor valor predictivo negativo. Estas dos
combinaciones podran servir diagnosticar fiebre por CHIKV con base en la clinica,
donde no se cuente con métodos de diagnostico. Es importante establecer un diagndstico
para poder dar tratamiento oportuno y estratificar a los pacientes por gravedad. Ademas
se pueden disefiar aplicaciones para dispositivos moéviles donde se puede alimentar con
los datos clinicos del paciente y obtener un prondstico acerca de la probabilidad de tener

CHIKEF.

Solo existen seis estudios, aparte del nuestro, donde se reportan las enzimas de
funcion de hepatica de un grupo de pacientes con infeccion confirmada por CHIKV. Dos
de Reunion [20,22], dos de Singapur [95,96], uno de Gabon [97] y uno de Chiapas [49].
Los seis estudios reportan la concentracion de ALT y AST. Dos reportan la
concentracion de GGT, uno de Reunion [20] y otro de México [49]. A su vez, solo dos
estudios reportan la concentracion de fosfatasa alcalina; uno de México [49] y el otro de

Singapur [95].

La mayor concentracion de AST se encontré en los pacientes de Reunion
[20,22], seguido por los pacientes de Singapur [95,96]. La concentracion de AST de los
pacientes estudiados en este reporte fue igual que la reportada por los pacientes de
Gabon [97]. Se compard la concentracion de AST de los pacientes confirmados por RT-
qPCR de la cohorte de Danis-Lozano [49] con la nuestra. Se observo que el 75% de los
pacientes de la cohorte de Danis-Lozano tuvo concentraciones de AST menores a 42
U/L (valores normales: <37 U/L). Al contrario de nuestra cohorte, donde el 75% de los
pacientes tuvo concentraciones menores a 65 U/L. Se observo el mismo patrén cuando
se compararon los grupos confirmados por IgM; no obstante, la diferencia solo fue de 4

U/L.
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Al igual que con la AST, la ALT se encontrdé en mayor concentracion en los
pacientes de Reunion [20,22], seguido por los pacientes de Singapur [95,96]. Ademas,
los pacientes de Gabon reportaron concentraciones iguales a las de nuestra cohorte [97].
Cuando se compararon las concentraciones de ALT de las dos cohortes de Chiapas, se
observd que casi el 75% de los pacientes del grupo RT-qPCR evaluado por Danis-
Lozano [49] tuvo valores mayores a los de referencia (valores normales: <41 U/L). Al
contrario, el 73% de nuestros pacientes tuvo concentraciones de ALT menores a la

referencia. Se observo el mismo patrén con los grupos IgM de ambos estudios.

La concentracion de GGT reportada por Borgherini, de Reunion [20], fue similar
a la reportada por Danis-Lozano [49]. El 75% de los pacientes del grupo RT-qPCR
reportados por Danis-Lozano tuvieron concentraciones de GGT mayores a los limites de
referencia (valores normales: <50 U/L). De nuestros pacientes del grupo RT-qPCR solo
el 27% tuvieron concentraciones superiores a los limites de referencia. Lo mismo se
observo cuando se compararon los grupos IgM, el 75% de la cohorte de Danis-Lozano
tuvo valores superiores a los de referencia. El 75% de nuestra cohorte tuvo valores

normales.

La concentracion de ALP reportada por Lee, de Singapur [95], fue similar a la
encontrada en nuestra cohorte. El 50% de los pacientes del grupo RT-qPCR de la
cohorte de Danis-Lozano [49] tuvo concentraciones de ALP mayores a los limites de
referencia (valores normales: 43 — 115 U/L). Al contrario, el 13% de los pacientes del
grupo RT-qPCR de nuestra cohorte tuvo concentraciones mayores a los limites de

referencia. Se observo este mismo patron en el grupo IgM.

La concentracion de bilirrubinas: total, directa e indirecta, se encontraron en su
mayoria dentro de los pardmetros normales (bilirrubina total: 0.3 — 1.2 mg/dL;
bilirrubina directa: 0.0 — 0.3 mg/dL). No hubo diferencia entre los pacientes de ambos

grupos (RT-qPCR e IgM) de la cohorte de Danis-Lozano y la de nosotros [49].
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En relacion al colesterol, se observo que el 25% de los pacientes del grupo RT-
qPCR de la cohorte de Danis-Lozano [49] tuvieron concentraciones menores al limite
inferior (valores normales: 140 — 200 mg/dL). Nosotros observamos que el 47% de los
pacientes del grupo RT-qPCR tuvieron concentraciones menores al limite superior. Esto
se repitid en los pacientes del grupo IgM, donde el 25% de ellos tuvo concentraciones de
colesterol mas bajas que el limite inferior. En nuestra cohorte, observamos que el 37%
de los pacientes del grupo IgM reportd tener concentraciones de colesterol menores al
limite inferior. En nuestra cohorte, los pacientes del grupo RT-qPCR tuvieron menor
concentracion de colesterol comparado con el grupo IgM. Esto podria ser un indicio de
que el colesterol es ttil para el virus en la etapa aguda de la infeccion. Esto ya se habia
descrito de manera in vitro, donde demostraron que la infeccion por CHIKV se detiene
cuando el colesterol se eliminaba de la célula con B metil ciclodextrina [98]. Ademas
existen otros estudios donde se reporta el uso del colesterol por parte de CHIKV para

ingresar a la célula [99,100].

Los virus que afectaron a los pacientes evaluados fueron aislados y secuenciados.
Se asoci6 la presencia de las cepas virales aisladas y las diferentes manifestaciones
clinicas. Se confirm6 que el virus circulante en Chiapas pertenecia al linaje Asiatico y
fue el responsable del brote. No se encontraron virus del linaje ECSA, el cual se
encontraba circulando en Brasil. Ademés no se encontré la mutacion adaptativa en El,

(A266V), la cual confiere ventaja adaptativa en mosquitos A. albopictus.

Encontramos diferentes cepas de CHIKV circulando en el estado de Chiapas.
Esto puede explicarse a que se aislaron los virus durante el brote, cuando hay una mayor
cantidad de infecciones. Dos de las secuencias se agruparon con las cepas reportadas en
Yucatan. Se desconoce la fecha de colecta de las muestras de Yucatan, asi que solo se
puede inferir que los virus estuvieron circulando en los dos estados. Seria interesante
secuenciar virus de los afios siguientes para poder determinar cudl o cuéles clados fueron

los que permanecieron.
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Uno esperaria que un mismo virus fuera el responsable de las infecciones en un
grupo de domicilios vecinos. Sin embargo, eso no fue el caso con las muestras TA689 y
TA755, las cuales compartian el mismo grupo de domicilios vecinos pero no el clado al

que pertenecian.

Este es el primer estudio donde se compara las manifestaciones clinicas con la
variabilidad genética dentro del mismo linaje. El paciente infectado con el virus que
contenia la mutacién no sinénima A342V tuvo ciertas particularidades. Aunque los dos
aminoacidos, alanina y valina, tienen una cadena lateral hidrofobica, su efecto en la

proteina viral y su interaccion con el hospedero atn esta por definir.

Este estudio tiene sus limitaciones. Solo obtuvimos pacientes de un hospital que
brinda servicio a una poblacion en especifica. La clinica pertenece al ISSSTE y solo
atiende a trabajadores del estado y sus familiares directos, no abierto a la poblacion en
general. Por lo tanto la muestra no fue representativa para la poblacion en general.
Ademas el nimero de pacientes negativos a fiebre Chikungunya era bajo para poder
realizar asociaciones fuertes y poder diferenciar a la fiebre por CHIKV de manera
eficiente. No fue posible identificar el agente etiologico de las enfermedades febriles
agudas indiferenciadas. Probablemente los virus fueron eliminados en los primeros dias
de inicio de los sintomas, antes de que los pacientes buscaran atencion médica. Otra
posibilidad es que los pacientes presentaran sintomatologia leve e inespecifica, lo cual
los 1llevo a acudir muy tarde para la deteccion de ARN viral. No fue posible evaluar a
todos los grupos de infeccion, dado que la mayoria estaban compuestos de pacientes

confirmados por ELISA, cuando ya no hay ARN viral en sangre.
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CAPITULO 8

CONCLUSION

Se logr6 describir de manera detallada las manifestaciones clinicas presentadas
por los pacientes del sur de México infectados con CHIKV. Encontramos mayor
proporcion de pacientes afectados por artralgia en extremidades superiores que los
pacientes de Africa y Asia infectados con los virus ECSA e IOL, respectivamente. En

cambio encontramos menos artritis y exantema que lo reportado en otras poblaciones.

Ademas se propusieron dos combinaciones de manifestaciones clinicas para
poder distinguir la fiebre por CHIKV de las enfermedades febriles agudas
indiferenciadas. Esta combinaciones ayudaran a establecer el diagnostico en areas donde
pruebas seroldgicas o moleculares no estan disponibles y poder dar tratamiento

oportuno.

Se identifico la circulacion de varias cepas de CHIKV, que existe variabilidad
genética en los virus secuenciados y que los virus divergentes causaron un mayor
espectro de manifestaciones clinicas. En consecuencia, se necesitan mas estudios para

definir la participacion de las variantes de CHIKV en presentacion clinica.
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