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RESUMEN

La fiebre chikungunya (CHIK) es una arbovirosis transmitida por mosquitos las mismas
especies del genero Aedes involucradas en la transmision del virus dengue. Desde el afio 2004, ha
expandido su distribucion geografica, provocando epidemias sostenidas de magnitud sin
precedentes en Asia y Africa; la amplia distribucion de vectores competentes, sumada a la falta de
exposicion de la poblacién al virus chikungunya (CHIKV), representa un alto riesgo de introduccion

y diseminacion de este virus en nuestro pais.

El presente estudio tiene el objetivo de identificar la circulacion del virus chikungunya, y a partir de
ello seguir una linea de investigacién con el fin de implementar mas y mejores conocimientos sobre
esta amenaza Yy asi llevar a cabo una vigilancia epidemiologica que permita brindar informacién
oportuna para promover la prevencion, deteccion y mitigacion de la diseminacion de la enfermedad

en nuestro pais.

Se analizaron 678 alicuotas de los laboratorios estatales de salud publica de Oaxaca, Colima,
Nuevo Ledn, Guerrero, Morelos, Yucatan y Quintana Roo, obtenidas de casos probables de fiebre
por dengue y negativos a todas las técnicas del algoritmo por laboratorio. Estos estados fueron
seleccionados con base en la incidencia de casos probables de dengue registrada en los ultimos
cinco afios, el indice de positividad que registraron en base los registros electrénicos del sistema de
vigilancia epidemiologica de dengue (plataforma dengue) en 2011 y la incidencia de casos

probables de dengue que resultan negativos por laboratorio.

No se hall6 prevalencia de anticuerpos IgM ni presencia del virus, mediante la prueba de ELISA y
RT— PCR respectivamente. Estos resultados demuestran que no existe prevalencia de infeccion
por virus chikungunya; sin embargo, el riesgo de introduccion es alto debido a importaciéon por
viajes, presencia de vectores competentes y poblacién susceptible; y considerando el impacto que
tendria su introduccién y diseminacion, se recomienda implementar nuevas estrategias de
bldsqueda y de un sistema de vigilancia que detecte de manera oportuna la introduccién del virus a

nuestro pais.
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INTRODUCCION

La fiebre chikungunya (CHIK) es una arbovirosis transmitida por mosquitos del genero
Aedes y causada por un alfavirus, el virus chikungunya (CHIKV). Esta enfermedad se transmite
principalmente por mosquitos Aedes aegypti y Aedes albopictus, las mismas especies involucradas

en la transmision de virus dengue.

Desde el afio 2004, CHIKV ha expandido su distribucion geogréafica mundial, provocando epidemias
sostenidas de magnitud sin precedentes en Asia y Africa. Si bien algunas zonas de Asia y Africa se
consideran endémicas para esta enfermedad, el virus produjo brotes en muchos territorios huevos
de las islas del Océano Indico y en Italia.>* Esta reciente reemergencia de CHIKV ha aumentado la

preocupacion y el interés respecto al impacto de este virus sobre la salud publica mundial.

Aunque en algunos paises de Sudamérica a partir del afio 2011 se comenzé a realizar busqueda
intencionada, hasta el momento no se ha demostrado transmision autéctona del CHIKV en el
continente americano, también debido a que la mayoria de los paises no realizan busqueda de este
virus como diagnostico diferencial de casos probables de fiebre por dengue. Sin embargo, debido a
la amplia distribuciébn de vectores competentes, sumada a la falta de exposicion CHIKV de la

poblacidn, el riesgo de introduccion y diseminacion del virus es muy alto en nuestro pais.

Actualmente en México, el Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos (INDRE), cuenta
con los insumos y las técnicas validadas para realizar el diagnostico serol6gico y molecular. En
2010, el INDRE recibid una capacitacion por parte de los “Centers for Disease Control and
Prevention-Dengue Branch” de San Juan Puerto, Rico, para la implementacién inmediata de la

metodologia en sus instalaciones y llevar a cabo la vigilancia epidemioldgica de esta enfermedad.

El presente estudio tiene el objetivo de identificar la circulacion del virus chikungunya, y a partir de
ello seguir una linea de investigacion con el fin de implementar mas y mejores conocimientos sobre
esta amenaza y asi llevar a cabo una vigilancia epidemiol6gica que permita brindar informacion
oportuna para promover la prevencion, deteccion y mitigacion de la diseminacion de la enfermedad

en nuestro pais.



MARCO TEORICO

El virus chikungunya (CHIKV) es un virus ARN que pertenece al género Alfavirus de la
familia Togaviridae. El nombre chikungunya deriva de una palabra en Makonde, el idioma que habla
el grupo étnico Makonde que vive en el sudeste de Tanzania y el norte de Mozambique. Significa a
grandes rasgos “aquel que se encorva” y describe la apariencia inclinada de las personas que

padecen la caracteristica y dolorosa artralgia.®

Antecedentes

Alrededor de 1770 se reportaron epidemias de fiebre, exantema y artritis semejantes a fiebre
chikungunya (CHIK). Sin embargo, el virus no se aisl6 de mosquitos ni de suero humano hasta que
ocurrié una epidemia en Tanzania en 1952-1953.% Posteriormente ocurrieron brotes en Africa y
Asia que afectaron principalmente a comunidades pequefias o rurales. Sin embargo, en Asia se
aislaron cepas de CHIKV durante grandes brotes urbanos en Bangkok, Tailandia en la década de
1960, y en Calcuta y Vellore, India durante las décadas de 1960 y 1970.*°

Luego de la identificacién inicial del CHIKV, continuaron ocurriendo brotes esporadicos, pero se
reporté poca actividad después de mediados de los afios ochenta. No obstante, en 2004, un brote
originado en la costa de Kenia se disemin6 durante los dos afios siguientes a Comoros, La Reunién
y muchas otras islas del Océano indico. Se estima que ocurrieron 500,000 casos desde la

primavera de 2004 hasta el verano de 2006.°

La epidemia se propag6 desde las islas del Océano indico hasta la India, donde ocurrieron grandes
brotes en 2006. Una vez introducido, el CHIKV se diseminé a 17 de los 28 estados de la India,
infectando a mas de 139 millones de personas antes de que terminara el afio. El brote en la India
continud hasta 2010, con la aparicién de nuevos casos en areas no afectadas durante la fase inicial
de la epidemia. Los brotes también se diseminaron desde la India hasta las islas Andaman y
Nicobar, Sri Lanka, las Maldivas, Singapur, Malasia e Indonesia a través de viajeros que se

encontraban en la fase virémica’.

La preocupacion por la propagacion del CHIKV alcanz6 su punto maximo en el afio 2007, cuando
se detectd que el virus se estaba diseminando de forma autéctona en el norte de Italia, luego de ser

introducido por un viajero virémico que regresaba de la India.'**? Las tasas de ataque en las



comunidades afectadas por las recientes epidemias oscilan entre 38%—-63% y en muchos de estos
paises se siguen reportando casos, aunque a niveles reducidos. Durante el afio 2010, el virus
continud causando enfermedad en la India, Indonesia, Myanmar, Tailandia, las Maldivas y resurgi6
en la isla de La Reunién. En 2010 también se identificaron casos importados en Taiwén, Francia y
los Estados Unidos. Estos casos se presentaron en viajeros virémicos que retornaban de Indonesia,

La Reunion y la India, respectivamente.®

Durante los brotes recientes, se encontraron individuos virémicos con CHIKV en el Caribe
(Martinica), los Estados Unidos y la Guayana Francesa.’ Todos estos casos habian regresado de
areas con transmision endémica o epidémica de CHIKV, por tanto, no se produjeron por
transmisién autdctona. Sin embargo, estas areas tienen mosquitos que son vectores competentes,
asi como huéspedes susceptibles no expuestos previamente; por consiguiente, pudieron haber

mantenido la transmision endémica del CHIKV en las Américas.

Tanto el dengue como la fiebre Chikungunya son enfermedades virales que se transmiten a los
seres humanos por picaduras de mosquitos y clinicamente con similar sintomatologia. Aun cuando
resultan rara vez mortales, estas dos enfermedades son actualmente consideradas como
importantes problemas de salud publica en Asia, Sudamérica y Africa, y representan un riesgo

mundial.’

Dengue, Fiebre Amarilla y Chikungunya son actualmente las tres arbovirosis con mayor impacto en
la poblacion humana. Este hecho no es casual, pues son de las pocas arbovirosis en que el
humano es un huésped amplificador eficaz, es decir, capaz de infectar a vectores en su entorno y

generar brotes urbanos. *°

Sus principales vectores son mosquitos del género Aedes, habitualmente Aedes aegypti, pero
desde hace poco, otra especie, Aedes albopictus, se asocia con las epidemias. El «mosquito tigre»
conquista rapidamente nuevos territorios, por medio de los huevecillos que pone a orillas de
pequefios recipientes de agua: botellas rotas, latas de conserva, macetas, llantas usadas
abandonadas, etc. Estos huevecillos se propagan a través de las actividades humanas y de los
intercambios comerciales, aunque es originario de Asia, esta actualmente presente en todos los

continentes.®



Se ha estudiado la funcion que como vector principal tuvo Aedes albopictus en la epidemia de
Gabon en el 2007, se capturaron varios miles de mosquitos de los géneros Aedes, Culex,
Anopheles y Mansonia en torno a las viviendas en donde habian sido detectados casos de
chikungunya y/o de dengue. Constituyeron entonces 20 grupos homogéneos de mosquitos, segun
la especie y el lugar de recoleccion. Cabe se sefialar que 7 grupos de Aedes albopictus resultaron
positivos al chikungunya y 3 al dengue. Las demas especies resultaron negativas para ambos virus.
Estos resultados sugieren por vez primera que Aedes albopictus podria transmitir de manera

simultanea el chikungunya y el dengue. ****

Durante la epidemia, se recolectaron asimismo cerca de 800 muestras de sangre de enfermos. El
35% de los pacientes resultdé positivo al chikungunya, el 7% al dengue y 8 pacientes estaban
doblemente infectados por estos dos virus. Estos estudios son los primeros en detectar virus de
chikugunya y dengue en Gabdén. Ademas, es la primera epidemia simultdnea de las dos
enfermedades que se registra en el continente africano. Los cientificos descubrieron asimismo que
ciertos enfermos habian contraido simultaneamente ambos virus: es la primera vez que se
observan casos de coinfeccién. El examen clinico de estos enfermos no reveld la agravacion de las

dos enfermedades y no identificé sintomas especificos.*®

Estas epidemias fueron principalmente transmitidas por Aedes albopictus, en tanto que las
anteriores fueron propagadas por Aedes aegypti. La mutacion A226V parece por lo tanto ser
caracteristica de las cepas virales transmitidas por el mosquito tigre. El surgimiento de una misma
mutacion en diferentes regiones del mundo sugiere una adaptacion al nuevo vector. Aedes
albopictus ejerce probablemente una presion selectiva positiva en el virus del chikungunya. Este

fendmeno de convergencia evolutiva es sumamente raro en la naturaleza.

Cabe sefalar otro hecho sorprendente: la cepa Gab6n 2007 es desde el punto de vista genético
muy diferente de las demas cepas aisladas en Africa, lo que excluye la hipotesis de un ancestro
comun cercano. Por el contrario, la cepa Gabén 2007 del virus del dengue serotipo 2 pertenece a
un grupo genémico que no contiene cepas asiaticas y australianas. La importacion, antigua o
reciente, de una cepa asiética del virus del dengue serotipo 2 parece ser la hipdtesis mas probable

hasta ahora.'®

Estas investigaciones aportan nuevos conocimientos sobre las dinamicas de transmision del

dengue y del chikungunya. Ofrecen principalmente nuevas perspectivas para la lucha antivectorial,



por ahora Unico medio de prevencion contra las dos enfermedades. Por otra parte, la adaptacion
del virus de chikungunya al nuevo vector Aedes albopictus (mutacion A226V) revela que cuando el

humano interfiere con el ecosistema, las consecuencias pueden ser inesperadas.

Dindmica de la transmisiéon

Vectores

Existen dos vectores principales para el CHIKV: Aedes aegypti
y Ae. albopictus. Ambas especies de mosquitos estan ampliamente
distribuidas en los trépicos y Ae. albopictus también esté presente en

latitudes mas templadas. Dada la amplia distribucion de estos vectores
en las Ameéricas, toda la Region es susceptible a la invasion y la &

. . ., . Fig.1. El mosquito Aedes aegypti,
diseminacion del virus. transmisor de la enfermedad

Reservorios
Los humanos son el reservorio principal del CHIKV durante los periodos epidémicos. En los
periodos interepidémicos, diversos vertebrados han sido implicados como reservorios potenciales,

incluyendo primates no humanos, roedores, aves y algunos mamiferos pequefios.

Periodos de incubacion

Los mosquitos adquieren el virus a partir de un hospedero virémico. Después de un periodo
promedio de incubacion extrinseca de 10 dias, el mosquito es capaz de transmitir el virus a un
hospedero susceptible, como a un ser humano. En los humanos picados por un mosquito infectado,
los sintomas de enfermedad aparecen generalmente después de un periodo de incubacion

intrinseca de tres a siete dias (intervalo: 1-12 dias)

Susceptibilidad e inmunidad

Todos los individuos no infectados previamente con el CHIKV (individuos
inmunolégicamente virgenes) estan en riesgo de adquirir la infeccién y desarrollar la enfermedad.
Se cree que una vez expuestos al CHIKV, los individuos desarrollan inmunidad prolongada que los

protege contra la reinfeccion."’


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Aedes_aegypti_biting_human.jpg?uselang=es

Cuadro Clinico

Después de la picadura de un mosquito infectado con CHIKV, la mayoria de los individuos
presentaran sintomas tras un periodo de incubacion de tres a siete dias (intervalo: 1-12 dias). Sin
embargo, no todos los individuos infectados desarrollaran sintomas. Estudios serologicos indican
gue entre el 3% y el 28% de las personas con anticuerpos para el CHIKV tienen infecciones

asintomaticas.!”®

Los individuos con infeccion aguda por CHIKV, asintométicos o con manifestaciones clinicas,
pueden contribuir a la diseminacion de la enfermedad si los vectores que transmiten el virus estan
presentes y activos en la misma zona. El CHIKV puede causar enfermedad aguda, subaguda y
cronica. La enfermedad aguda generalmente se caracteriza por inicio subito de fiebre alta
(tipicamente superior a 39°C) y dolor articular intenso. Otros signos y sintomas pueden incluir
cefalea, dolor de espalda difuso, mialgias, nauseas, vomitos, poliartritis, exantema y conjuntivitis.*®

La fase aguda dura entre 3 y 10 dias.

Enfermedad Aguda

La fiebre generalmente dura entre unos dias y una semana. Puede ser continua o
intermitente, pero una disminucion de la temperatura no se asocia a empeoramiento de los

sintomas. Ocasionalmente, la fiebre puede acompafiarse de bradicardia relativa.’

Los sintomas articulares generalmente son simétricos y ocurren con mas frecuencia en manos y
pies, pero también pueden afectar articulaciones mas proximales. También se puede observar
tumefaccién, asociada con frecuencia a tenosinovitis, a menudo los pacientes estan gravemente
incapacitados por el dolor, la sensibilidad, la inflamacion y la rigidez. Muchos pacientes no pueden
realizar sus actividades habituales ni ir a trabajar, y con frecuencia estan confinados al lecho debido

a estos sintomas.

El exantema aparece generalmente entre dos a cinco dias después del inicio de la fiebre en
aproximadamente la mitad de los pacientes. Es tipicamente maculopapular e incluye tronco y
extremidades, aunque también puede afectar palmas, plantas y rostro. El exantema también puede
presentarse como un eritema difuso que palidece con la presién. En los nifilos pequefios, las

lesiones vesiculobulosas son las manifestaciones cutaneas mas comunes.



No se observan hallazgos hematolégicos patognomodnicos significativos en las infecciones por
CHIKV. Los hallazgos de laboratorio anormales pueden incluir ligera trombocitopenia
(>100.000/mm3), leucopenia y pruebas de funcion hepatica elevadas. La velocidad de
sedimentacion globular y la proteina C reactiva estan generalmente elevadas.

En raras ocasiones, pueden ocurrir formas graves de la enfermedad con manifestaciones atipicas
(neuroldgicas, oculares, cardiovasculares, dermatolégicas, renales y otros). Se considera que las
muertes relacionadas con infeccion por CHIKV son raras. Sin embargo, se reporté un aumento en

las tasas brutas de mortalidad durante las epidemias de 2004-2008 en la India y Mauricio.”

Los adultos mayores son mas propensos a experimentar enfermedad atipica grave y muerte. Los
individuos >65 afios presentaron una tasa de mortalidad 50 veces mayor a la de los adultos mas
jovenes (<45 afios).”* Lo cual puede deberse a que presentan con mayor frecuencia enfermedades

concomitantes subyacentes o respuesta inmunolégica disminuida.
Enfermedad Subaguday Cronica.

Después de los primeros 10 dias, la mayoria de los pacientes sentirA una mejoria en su
estado general de salud y del dolor articular. Sin embargo, posteriormente pueden reaparecer los
sintomas y algunos pacientes pueden presentar sintomas reumaticos como poliartritis distal,
exacerbacion del dolor en articulaciones y huesos previamente lesionados, y tenosinovitis
hipertrofica subaguda en mufiecas y tobillos. Estos sintomas son mas comunes dos o tres meses
después del inicio de la enfermedad. Algunos pacientes también pueden desarrollar trastornos
vasculares periféricos transitorios, tales como el sindrome de Raynaud. Ademas de los sintomas

fisicos, la mayoria de los pacientes sufrira sintomas depresivos, fatiga general y debilidad.**

La enfermedad crdnica se caracteriza por la persistencia de sintomas por mas de tres meses. La
frecuencia con que los pacientes reportan sintomas persistentes varia sustancialmente segun el
estudio y el tiempo transcurrido entre el inicio de los sintomas y el seguimiento. Estudios hechos en
Sudafrica reportan que 12%-18% de los pacientes tendran sintomas persistentes a los 18 meses y

hasta 2 a 3 afios después.*



El sintoma persistente mas frecuente es la artralgia inflamatoria en las mismas articulaciones que
se vieron afectadas durante la etapa aguda. Generalmente no hay cambios significativos en las
pruebas de laboratorio ni en las radiografias de las areas afectadas. Sin embargo, algunos
pacientes desarrollan artropatia/artritis destructiva, semejante a la artritis reumatoidea o
psoriasica.”*** Otros sintomas o molestias durante la fase crénica pueden incluir fatiga y depresion.
Los factores de riesgo para la persistencia de los sintomas son la edad avanzada (>65 afios), los

trastornos articulares preexistentes y la enfermedad aguda mas grave.

Diagnostico Diferencial

La CHIK puede presentarse de forma atipica o puede coexistir con otras enfermedades
infecciosas como el dengue o la malaria. Las enfermedades a ser consideradas en el diagndstico
diferencial pueden variar en relaciébn a algunas caracteristicas epidemiolégicas relevantes, tales

como el lugar de residencia, antecedentes de viajes y exposicion.

Se debe distinguir la CHIK del dengue, que puede tener una evolucién mas térpida, ocasionando
inclusive la muerte. Ambas enfermedades pueden ocurrir al mismo tiempo en un mismo paciente.™
Observaciones realizadas durante brotes previos en Tailandia y la India, revelan las caracteristicas
principales que distinguen la CHIK del dengue. En la CHIK rara vez se observan choque o
hemorragia grave; el inicio es mas agudo y la duracion de la fiebre es mucho menor. En la CHIK el
exantema maculopapular también es mas frecuente que en el dengue. Si bien en ambas
enfermedades los pacientes pueden padecer dolor corporal difuso, el dolor es mucho mas intenso y

localizado en las articulaciones y tendones en la CHIK que en el dengue.

Otros diagndsticos diferenciales a descartar son: malaria, leptospirosis, otras infecciones por
alfavirus como virus Mayaro, Ross River, Barmah Forest, O’'nyong nyong y Sindbis, artritis post-

infeccion (incluyendo fiebre reumatica) y artritis reumatoidea juvenil. *#

Laboratorio

Durante la introduccién inicial del CHIKV en una nueva region, se deben realizar pruebas
exhaustivas para confirmar que el CHIKV es el agente etiolégico. Una vez identificado el CHIKV se
puede considerar limitar las pruebas dependiendo de la capacidad del laboratorio y de la situacion

epidemioldgica. %



Los siguientes resultados confirmarian una infeccion reciente por CHIKV:

e Aislamiento e identificacion viral en linea celular, mediante inmunofluorescencia.

o Amplificacién de material genético mediante reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (RT-gPCR).

e Analisis nuclettido mediante secuenciacion.

¢ Deteccion de anticuerpos IgM especificos contra CHIKV mediante MAC-ELISA, seguido
de la demostracién de los anticuerpos especificos por neutralizacion por reduccién en

placa (PRNT) con virus del serogrupo SFV.

e Demostracién de seroconversion (deteccién de 1gG) o incremento de cuatro veces en los
titulos mediante PRNT, inhibicién de la hemaglutinacién (HI) o ensayo inmunoenzimatico

(ELISA), entre las muestras obtenidas en fase aguda y convaleciente. 2%

Cuando se trabaja con alicuotas, es necesario que las muestras por analizar hayan sido
almacenadas en red fria (2-8°C) o en congelaciéon. Las muestras en red fria mantienen labil el
material genético durante al menos 8 meses y las almacenadas a -70°C mantiene el RNA estable
durante varios afios. Para preservaciéon del RNA y de anticuerpos presentes en las muestras

deberan evitarse los ciclos de congelacién y descongelacion.

Tratamiento

No existe tratamiento farmacoldgico antiviral especifico para la CHIK. Se recomienda el
tratamiento sintomatico luego de excluir enfermedades mas graves tales como malaria, dengue e

infecciones bacterianas.*’

El tratamiento sintomatico y de soporte incluye reposo y el uso de acetaminofén para el alivio de la
fiebre, e ibuprofeno, naproxeno o algin otro agente antiinflamatorio no esteroideo (AINE) para
aliviar el componente artritico de la enfermedad. No se aconseja el uso de aspirina debido al riesgo
de sangrado en un namero reducido de pacientes y el riesgo de desarrollar sindrome de Reye en
nifos menores de 12 afios de edad. En pacientes con dolor articular grave que no se alivia con
AINEs se pueden utilizar analgésicos narcoticos (por ej., morfina) o corticoesteroides a corto plazo

después de hacer una evaluacion riesgo-beneficio de estos tratamientos. Se debe aconsejar a los



pacientes beber grandes cantidades de liquidos para reponer el liquido perdido por la sudoracién,

los vomitos y otras pérdidas insensibles.

En los casos de enfermedad subaguda o crénica, se puede requerir tratamiento analgésico,
incluyendo terapia antiinflamatoria prolongada. La artritis periférica incapacitante que tiene
tendencia a persistir por meses, si es refractaria a otros agentes, puede ocasionalmente responder
a los corticoesteroides a corto plazo.” Para limitar el uso de corticoesteroides orales se pueden
usar inyecciones locales (intra-articulares) de corticoesteroides o terapia tépica con AINEs. En
pacientes con sintomas articulares refractarios se pueden evaluar terapias alternativas como el

metotrexato. %

Ademas de la farmacoterapia, los casos con artralgias prolongadas y rigidez articular pueden
beneficiarse con un programa progresivo de fisioterapia. El movimiento y el ejercicio moderado
tienden a mejorar la rigidez matinal y el dolor, pero el ejercicio intenso puede exacerbar los

sintomas.?*

Medidas de Prevencion.

Para evitar la infeccion de otras personas en la vivienda, la comunidad o el hospital, debe
evitarse que el paciente con CHIK aguda sea picado por mosquitos Ae. aegypti o Ae. albopictus
durante la fase virémica, que generalmente es la primera semana de la enfermedad. Como estos
mosquitos pican durante el dia, desde el amanecer hasta el crepdsculo, e incluso después del
anochecer si hay luz artificial, es altamente recomendable protegerse con mosquiteros tratados con
insecticida o permanecer en un lugar protegido con mallas. Ademas, los médicos o trabajadores
sanitarios que visiten a pacientes infectados por CHIKV deben evitar las picaduras de mosquitos

usando repelente contra insectos y usando mangas y pantalones largos.?



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta el momento no se ha demostrado transmision autoctona del CHIKV en el continente
americano, en parte debido a que no se lleva a cabo la busqueda de este virus como diagnéstico
diferencial en los casos probables de fiebre por dengue en la mayoria de los paises; sin embargo,
debido a la amplia distribucion de vectores competentes, sumada a la falta de exposicion al CHIKV

de la poblacién, el riesgo de introduccién y diseminacion del virus es muy alto en nuestro pais.

Debido a que el andlisis de la informacién generada por el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica ha demostrado un incremento de notificaciones de pacientes con diagnostico clinico
de fiebre por dengue que resultan negativos a las pruebas confirmatorias®, quedando una alta
proporcion de estos sin diagnostico confirmatorio, nos planteamos la siguiente pregunta de

investigacion:

¢(EXISTE INFECCION POR VIRUS CHIKUNGUNYA EN MEXICO?



JUSTIFICACION

La apariciobn de un brote autoctono de fiebre Chikungunya en Europa ha demostrado el
acierto de las autoridades sanitarias internacionales en su preocupacion ante la posibilidad de
introduccion y asentamiento de este arbovirus en paises de clima templado en los que circulan los

vectores apropiados. *’

En nuestro pais, el andlisis de la informacién generada por el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiologica ha demostrado un incremento de notificaciones de pacientes con diagnéstico clinico
de fiebre por dengue que resultan negativos a las pruebas confirmatorias®, quedando sin
diagnéstico confirmatorio por laboratorio un alta proporcién de estos (durante el 2011 el indice de
positividad oscilé entre el 7% en Nuevo Leén al 53.6% en Yucatan®) por lo tanto, es menester
realizar el diagnéstico diferencial por laboratorio con otros arbovirus, incluyendo el virus

chinkungunya debido a la similitud con que se presentan ambas enfermedades en su fase inicial.

Su importancia radica en que la morbilidad es significativa, ya que ha causado grandes epidemias
de fiebre chikungunya (CHIK), provocando considerable morbilidad y sufrimiento, repercutiendo en
el &mbito econdmico a nivel nacional ya que su distribucién es mayor en edades productivas, y
cursa con cuadros clinicos incapacitantes durante dias en la fase aguda, incluso se ha demostrado
gue hasta el 80 al 93% de los pacientes experimentara sintomas persistentes tres meses después
del comienzo de la enfermedad y hasta el 47% a los dos afios; y aunque en menor porcentaje se
pueden presentar formas graves y letales, estas son mas frecuentes en pacientes mayores de 65

afios o con enfermedades crénicas subyacentes.

En México como en otras partes del mundo, la presencia de la fiebre chikungunya, asi como del
dengue esta condicionada a la existencia del vector, quien habita en areas bien determinadas, los
mosquitos de la especie Aedes que diseminan el virus estan en nuestro pais y los turistas que
visiten las zonas afectadas podrian importar el virus y, asi, diseminar la enfermedad localmente.
Por tanto, aumentar el conocimiento sobre la enfermedad, realizar el diagnéstico temprano y
mejorar la notificacion permitiria implementar acciones de control que mitiguen la diseminacion del

virus Chikungunya.



OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Objetivo General

Detectar infeccion por el virus Chikungunya en México.

Objetivos Especificos

1.

2.

Identificar anticuerpos IgM especificos a CHIKV

Identificar la presencia de CHIKV mediante la técnica RT-PCR

Describir las caracteristicas demogréficas, epidemiolégicas y clinicas de los casos
positivos a CHIKV

Comparar las caracteristicas demograficas, epidemioldgicas y clinicas de los casos de
CHIKV y los de dengue

Estimar la seroprevalencia de infeccién por CHIKV en la poblacién de estudio



MATERIAL Y METODOS

DEFINICION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES

e Busqueda Intencionada: Investigacion dirigida de para deteccion de virus o anticuerpos
contra virus Chikungunya en alicuotas de individuos con sintomatologia compatible con esta
enfermedad, identificados en la vigilancia epidemiol6gica de dengue, que resultaron negativos
a virus de dengue (DENV) tipos 1, 2, 3y 4.

e Seroprevalencia: Proporcién de personas en un lugar y tiempo determinados que tienen

anticuerpos contra algun agente infeccioso o antigenos de éste.

e Caso Sospechoso de Fiebre por Dengue: Toda persona de cualquier edad que resida o
proceda de una region en la que haya transmision de la enfermedad y que presente cuadro

febril inespecifico o compatible con infeccién viral.

e Caso Probable de Fiebre por Dengue: Todo caso sospechoso que presente fiebre y dos o
mas de las siguientes caracteristicas: cefalea, mialgias, artralgias, exantema o dolor

retroocular. En menores de 5 afios, el Unico signo a considerar puede ser la fiebre.

e Muestras negativas a dengue: Toda muestra de caso probable en el que no se confirme

infeccion reciente por dengue virus mediante técnicas de laboratorio, segun algoritmo vigente.



CONDUCCION DE LA INVESTIGACION.

Se realiz6é un estudio transversal, para la deteccion de infeccion por el virus Chikungunya en
México, a partir de muestras de suero criopreservadas obtenidas de casos probables de fiebre por
dengue y negativos a todas las técnicas del algoritmo por laboratorio, existentes en los bancos de
sueros de los laboratorios estatales de salud publica de Oaxaca, Colima, Nuevo Ledn, Guerrero,
Morelos, Yucatan y Quintana Roo. Estos estados fueron seleccionados con base en la incidencia
de casos probables de dengue registrada en los ultimos cinco afios, el indice de positividad que
registraron en base los registros electrénicos del sistema de vigilancia epidemiolégica de dengue
(plataforma dengue) en 2011 vy la incidencia de casos probables de dengue que resultan negativos

por laboratorio (Anexo 1).

A cada Laboratorio Estatal de Salud Publica (LESP) le fue solicitado el listado nominal de alicuotas
negativas a dengue indicando el folio en plataforma dengue, fechas de inicio de sintomas y fecha
de toma de muestra. Con base en los totales obtenidos se calcul6 el tamafio de muestra con un
95% de confianza, un error de 4%, y una prevalencia del 50% (ya que se desconoce la prevalencia
de esta enfermedad). Posteriormente se realiz6 un muestreo estratificado por entidad para estimar

proporciones, las muestras se seleccionaron con un esqguema aleatorio simple en cada estado.

Se solicité el envio de las alicuotas seleccionadas las cuales fueron analizadas en el laboratorio de
arbovirus del INDRE mediante la técnica RT-PCR en tiempo real si fueron obtenidas con menos de

5 dias de evolucion o MAC- ELISA, si tenian 6 o mas dias de evolucion.

El analisis seroldgico se llevé a cabo mediante las siguientes técnicas:

e Extraccion de material genético (RNA).- El material genético se extraerd segun indicaciones
del inserto del estuche marca QUIAGEN. Estuche que nos permite extraer hasta el 90% del

RNA presente en la muestra problema.

e Amplificacion de material genético mediante RT-qPCR.- La reaccion de retrotranscripcion y
de amplificacion se realizara utilizando un estuche superscript Il marca INVITROGEN. El
equipo utilizado para llevar a cabo la amplificacion es de la marca BIORAD, modelo CFX96.
Las sondas estan marcadas con fluoroforo FAM y la secuencia de iniciadores es altamente

especifica para CHIKV.



Para la interpretacidon de resultados, las graficas de amplificacion obtenidas seran evaluadas

segun el siguiente criterio:

* Muestras con valor de CT menor a 35, son consideradas positivas a CHIKV.
* Muestras con valor de CT mayor a 38, son consideradas negativas a CHIKV.
» Muestras con valor de CT entre 36 y 37 deberan repetirse por duplicado y de ser confirmado

el resultado deberan ser consideradas como positiva con carga viral baja a CHIKV.

e Deteccién de anticuerpos IgM especificos, mediante MAC-ELISA.- La deteccion de
anticuerpos tipo IgM se realiza mediante una ELISA “IN HOUSE” la cual incorpora los

siguientes pasos:

* Sensibilizacion de la placa con anticuerpo anti-lgM humana, marca BIOSOURCE.

* Blogueo de la placa mediante incorporacion de albumina bovina fraccion V, marca SIGMA.
* Dilucién del suero problema 1:100

* Incorporacion del suero a la placa de ELISA.

* Incorporacion del conjugado a alfavirus (CDC).

* Incorporacion de sustrato cromégeno, marca KPL.

* Incorporacion de solucién de paro y obtencion de densidades opticas.

El lector de ELISA que se utilizara es de la marca BIORAD, modelo 680.

Para la interpretacion de resultados, el valor de corte de la MAC-ELISA es de dos veces el

valor del negativo, todas las muestras por encima del valor de corte seran consideradas como

positivas a CHIKV.

*A todas las densidades Opticas obtenidas, se les realizara sustraccion de antigeno para eliminar

falsos positivos



Poblacion: 24,058 muestras negativas a dengue clasico criopreservadas existentes en los bancos
de sueros de los laboratorios estatales de Oaxaca, Colima, Nuevo Leon, Guerrero, Morelos,

Yucatan y Quintana Roo entre 1 enero de 2011 al 15 de marzo de 2012.

Muestra: 689 alicuotas fueron requeridas para este estudio, considerando pérdidas potenciales de
hasta 15%, provenientes de 7 estados: Oaxaca (82), Colima (21), Nuevo Leo6n (256), Guerrero (84),
Morelos (58), Yucatan (130) y Quintana Roo (58).

Criterios de Inclusién:

e Muestras de suero de casos probables de dengue con resultado de laboratorio negativas
(NS1, IgM e IgG negativas)

Criterios de Exclusion:

e Registros cuyos datos clinicos o epidemiolégicos estén indisponibles
e Alicuotas con menos de 250 microlitros

¢ Alicuotas que presenten contaminacion bacteriana o fungica.

Analisis Estadistico

La medida principal de interés es la prevalencia transversal de infeccion por virus Chikungunya en
la poblacion de estudio que se estimard como la proporcién de especimenes que resulten positivos
en cualquiera de los métodos. El intervalo de confianza a 95% se utilizard& como medida de

incertidumbre.

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa STATA ver 12.1 (College Station, Texas).



RECURSOS MATERIALES Y FINANCIEROS

Los insumos necesarios para el andlisis seroldgico de las muestras, seran proporcionados
por el departamento de arbovirus del INDRE, siendo el costo de cada analisis por RT- PCR de
$2,300.00y de $93.00 por MAC- ELISA, el costo total aproximado sera de $938,600.00.

El equipo de computo, software e insumos materiales para la elaboracién del andlisis de los datos y

elaboracion del documento final seran proporcionados por la Direccién General de Epidemiologia.



ASPECTOS ETICOS Y LEGALES PARA EL DESARROLLO DEL ESTUDIO

En la conduccién de este estudio se vigilé el cumplimiento de los reglamentos vigentes de
investigacion en humanos de la Universidad Nacional Autbnoma de México y de la Secretaria de
Salud.

El estudio se realiz6 con base en registros historicos del Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de
dengue y el analisis serologico se llevd a cabo en alicuotas almacenadas por el INDRE y
laboratorios estatales. Las muestras de suero fueron obtenidas para la vigilancia epidemiolégica. A
los individuos que las aportaron no se les entrevistd directamente, ni se les realiz6 procedimiento

adicional alguno con motivo de este estudio.

Para garantizar la confidencialidad y privacidad de la informacién, los datos obtenidos de los
registros de los pacientes se manejaron sin nombres u otro identificador nominal. Sélo la
investigadora principal de este estudio tuvo acceso directo a la base de datos de trabajo que

resguardara en archivo protegido con contrasefa.

Los procedimientos de coleccién de informacion o especimenes biolégicos de los sujetos de estudio

derivan de las actividades rutinarias de vigilancia epidemioldgica.



RESULTADOS

De las 689 alicuotas solicitadas, se excluyeron 7 alicuotas por contaminacion y 4 cuyos
datos no fueron encontrados en la plataforma (Gréfico 1). Se analizaron un total de 678 alicuotas,
de las cuales 21 fueron de Colima, 83 de Guerrero, 58 de Morelos, 79 de Oaxaca, 58 de Quintana
Roo, 252 de Nuevo Ledn y 127 de Yucatan (Grafico 2).

Gréafico 1. Alicuotas recibidas para deteccién de Grafico 2. Porcentaje de alicuotas analizadas
CHIKV extraidas entre enero 2011- marzo 2012 por estado
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Con base en los datos de la plataforma de dengue, 381 muestras correspondian al sexo femenino
(56%) y 297 al sexo masculino (44%), la mediana de edad fue de 26 afios, con un rango intercuartil
de 14-42 afios. En cuanto a las manifestaciones clinicas, destaca que a pesar de que el 100% tiene
sefalado que si present6 fiebre, en la variable temperatura solo el 93.6% realmente coincide con
esto; en cuanto a las artralgias, caracteristica patognomoénica de la fiebre chikungunya, solo el

76.5% las presentaron, este porcentaje varia del 69% al 87% en los distintos estados (graficos 3 y
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Aungue no es motivo de este estudio, resalta que en aproximadamente el 2% de los registros no
cumplen con la definicion operacional de caso probable de dengue, este porcentaje varia desde el
8.6 % en Quintana Roo hasta el 0% en Guerrero, lo que nos corrobora que existen inconsistencias

ya sea en la captura o en la deteccion de casos.



Grafico 5. Cumplimiento de la definicion
operacional de dengue por estado.
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La distribucion del periodo transcurrido entre el inicio de los sintomas y la toma de muestra se
observa en el gréfico 6:

Grafico 7. Porcentaje de alicuotas en fase aguda y
convaleciente en base a dias de evolucion.

Gréfico 6. Dias transcurridos entre el inicio de
sintomas y la toma de muestra.
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Mediante RT- PCR fueron analizadas 530 alicuotas que fueron extraidas durante la fase aguda
(menos de 5 dias de evolucion) y mediante MAC-ELISA para determinacion de IgM 148 alicuotas,
durante la fase convaleciente (mas de 6 dias). El 100% de las alicuotas analizadas resulté negativo

para virus Chikungunya.

Cuadro 1. Analisis de laboratorio realizados y resultados obtenidos

por estado
ESTADO RT-PCR IgM Total Negativos
Colima 12 9 21 21
Guerrero 61 22 83 83
Morelos 41 17 58 58
Nuevo Ledn 205 47 252 252
Oaxaca 70 9 79 79
Quintana Roo 45 13 58 58
Yucatan 96 31 127 127

Total 530 148 678 678




CONCLUSIONES

En el presente estudio no se encontrd evidencia de infeccion por virus Chikungunya en
México hasta marzo del 2012. Sin embargo, estos resultados pueden deberse a los siguientes
factores: a) Una muy baja prevalencia de esta arbovirosis, por lo cual tendria que realizarse una
bdsqueda en un mayor niumero de muestras, o implementarse otro tipo de estrategia de busqueda
como una seroprevalencia en la poblacion, b) A la calidad de la informacion y deteccion de casos,
ya que como se observé un porcentaje variable en cada estado no cumple con la definicion
operacional segun los datos en la plataforma, y ¢) La conservacion de alicuotas, ya que es posible
gue haya degradacion del RNA viral si no se almacenan a una temperatura menor de 4° hasta dos
afios o menor de -20°C si se conserva por mas tiempo. Sin embargo este factor es poco probable
gue haya influido en nuestro estudio debido a que las alicuotas se almacenaron por menos de 2
afios y con base a los estandares de calidad de los LESP tenemos la certeza de un correcto

almacenaje.

A la par de este estudio el laboratorio de arbovirus del INDRE, realizé un estudio de vigilancia
entomolégica en mosquitos Aedes aegypti en Guerrero, Morelos, Jalisco y Quintana Roo,
encontrandose los mismos resultados negativos a virus Chikungunya, lo cual corrobora los

resultados de esta investigacion.

A pesar de que estos resultados demuestran que la fiebre chikungunya no representa hasta ahora
un diagnéstico etiolégico de los sindromes febriles en México; es fundamental continuar con nuevas
estrategias de busqueda e implementacion de un sistema de vigilancia que permita su deteccion
oportuna debido al alto riesgo de introduccibn mediante importaciones por viajes, y factible
diseminacion debido a la presencia de vectores competentes y poblacion susceptible en nuestro

pais.



DISCUSION

Cabe resaltar la importancia para la salud publica que tiene el continuar con investigaciones
gue nos ayuden a dilucidar cual o cuales son las principales etiologias a las que nos enfrentamos y
que hasta ahora contintan quedandose simplemente con el diagnostico final de negativos a dengue
(que para este periodo de estudio representa cerca del 80% de los casos a nivel nacional) dejando

la incognita de cual es el diagndstico etioldgico final.

Este estudio marca el precedente de la vigilancia epidemiol6gica de esta arbovirosis en México, vy el
inicio de una linea de investigacion para generar nuevas estrategias de busqueda y sistemas de

vigilancia que nos mantengan alerta ante la introduccion de este padecimiento a nuestro pais.

Para lograr lo anterior, se recomienda la implementacién de una vigilancia focalizada en puntos de
entrada de viajeros o importaciones provenientes de lugares endémicos, ademas de contar con un
diagnéstico ampliado para descartar otras etiologias, asi como evaluar la factibilidad de

implementar un sistema de “pool” de sueros para llevar acabo esta vigilancia optimizando recursos.

Una limitante de este estudio fue que no se pudo realizar el analisis de anticuerpos IgG debido a
gue aun no se cuenta con el anticuerpo de captura para la sensibilizaciéon; sin embargo, se
recomienda realizar en un futuro un estudio de seroprevalencia mediante el andlisis de anticuerpos

IgG como otra estrategia de busqueda.

Las fortalezas de este estudio son que al haber sido aleatorio el muestreo, este no se vio
influenciado por el sesgo de captura, y que debido a que el tamafio de muestra se calculé con una
prevalencia al 50 %, un nivel de confianza de 95% y una precision del 4%, este fue suficiente para
gue de haberse realizado una busqueda focalizada en los sintomaticos sospechosos a fiebre
chikungunya (fiebre y artralgias) a la muestra se disminuirian 159 muestras, aun asi para la
inferencia de resultados, seria suficiente para alcanzar el nivel de confianza de 95% con un error

del 5 %, el cual continua siendo aceptable.
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Anexo 1. Incidencia de Casos Probables de Dengue Negativos por Laboratorio, México 2011

wuESTRAS eEnia
ESTADO CASOS POSITIVOS  NEGATIVOS % POBLACION = 05
PROBABLES ADENGUE ADENGUE NEGATIVOS ESTATAL *
FIEBRE POR X 1::‘)';000
DENGUE )

AGUASCALIENTES 14 3 11 79% 1184996 0.93
BAJA CALIFORNIA 20 8 12 60% 3155070 0.38
BAJA CALIFORNIA SUR 369 45 324 88% 637026 50.86
CAMPECHE 989 629 360 36% 822441 43.77
CHIAPAS 3323 614 2709 82% 4598638 58.91
CHIHUAHUA 4 0 4 100% 3451307 0.12
COAHUILA 104 5 99 95% 2680675 3.69
COLIMA 941 182 759 81% 616058 123.20
DISTRITO FEDERAL 4 1 3 75% 8851080 0.03
DURANGO 102 11 91 89% 1632934 5.57
GUANAJUATO 130 0 130 100% 5486372 2.37
GUERRERO 3465 549 2916 84% 3388768 86.05
HIDALGO 709 47 662 93% 2665018 24.84
JALISCO 2715 175 2540 94% 7350682 34.55
MEXICO 135 7 128 95% 15175862 0.84
MICHOACAN 3002 474 2528 84% 4351037 58.10
MORELOS 2588 575 2013 78% 1777227 113.27
NAYARIT 414 38 376 91% 1084979 34.66
NUEVO LEON 9605 662 8943 93% 4653458 192.18
OAXACA 3492 624 2868 82% 3801962 75.43
PUEBLA 1163 142 1021 88% 5779829 17.66
QUERETARO 228 76 152 67% 1827937 8.32
QUINTANA ROO 2766 724 2042 74% 1325578 154.05
SAN LUIS POTOSI 2111 81 2030 96% 2585518 78.51
SINALOA 550 73 477 87% 2767761 17.23
SONORA 982 73 909 93% 2662480 34.14
TABASCO 1600 273 1327 83% 2238603 59.28
TAMAULIPAS 1006 79 927 92% 3268554 28.36
TLAXCALA 4 0 4 100% 1169936 0.34
VERACRUZ 3130 1041 2089 67% 7643194 27.33
YUCATAN 8474 3926 4548 54% 1955577 232.57
ZACATECAS 10 0 10 100% 1490668 0.67
TOTAL 54150 11138 43012 79% 112081225 38.38

FUENTE: Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE)/Direccién General de Epidemiologia (DGE)/Secretaria de Salud.
Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de Dengue 2011. Acceso en linea, 02 junio 2012

*CONAPO, Proyecciones de poblacion 2005 para el afio 2011.
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