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Portada: Alouatta seniculus, macho adulto, Cimitarra, Santander, 2009
Es una de las especies de primates no humanos de mayor distribucion en Colombia que
puede jugar un papel importante como huésped y centinela del virus de la fiebre amarilla.
Diego Soler-Tovar

Grupo de Epidemiologia y Salud Publica, Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad
de La Salle, Bogota, D. C., Colombia
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Editorial
La virologia, mas necesaria que nunca

Los microorganismos marinos aportan mas de la mitad de la biomasa del mundo entero. Un mililitro de
agua de mar contiene, aproximadamente, un millén de bacterias, mil protozoarios y hasta diez millones
de virus. Estos ultimos se encargan de infectar y eliminar gran parte de las bacterias e, incluso, animales
y plantas, lo cual libera importantes cantidades de carbono y de subproductos, y contribuye a mantener
el equilibrio de los océanos (1). En un estudio de secuenciacién masiva de agua de diferentes mares
del mundo, se reportd que mas de 90 % del material genético presente no habia sido identificado
previamente, lo cual hace suponer que existen, al menos, 100.000 especies de virus que aln no se
conocen (2).

Aunque anualmente se descubren varias decenas de virus en el mundo, los hallazgos en el campo de la
virologia médica no son tan frecuentes. Por ejemplo, las nuevas y poderosas herramientas bioinformaticas
de secuenciacion y andlisis permitieron encontrar un nuevo virus en muestras de sangre de pacientes
sometidos a transfusion, guardadas desde hace 40 afios (3). Este nuevo virus (hepegivirus 1), con una
secuencia similar a la del virus de la hepatitis C y a la del inocuo pegivirus, esta siendo estudiado para
indagar su potencial de transmision y su patogenia. EI mismo camino se recorrié cuando en el 2014 se
descubrié un nuevo virus bacteriéfago en la materia fecal humana, el cual se denominé crAssphage
y que, al parecer, desempefia un papel importante en el control del crecimiento de las especies de
Bacteroidetes del intestino (4). Lo extrafio en este caso es que el ADN de la materia fecal humana se
ha venido estudiando desde hace muchos afios, pero solo hasta ahora, con el uso de las herramientas
bioinforméticas, se logré la identificacion de este fago. Estos casos nos advierten sobre las dificultades
para entender la patogenia de las infecciones virales en los humanos.

El estudio de los virus ha marcado varios hitos en la ciencia. La variolizacion, el concepto de transmision
y la creacion de la vacuna antirrabica, ademas de abrir las puertas de la virologia y la inmunologia, han
cambiado el concepto de la humanidad sobre los virus y las enfermedades infecciosas. Otros casos
de interés han sido el descubrimiento del virus de la fiebre amarilla, la vacuna contra la poliomielitis, el
conocimiento de las secuelas congénitas de la rubéola, el papel del virus del papiloma humano en el
cancer de cuello uterino y la aparicion del virus de la inmunodeficiencia humana.

Es comun escuchar exclamaciones temerosas sobre las nuevas enfermedades que aparecen cada dia.
Es la sensacion cierta de que algo ha cambiado en el mundo y que ya no se esta seguro en ningun lugar
del planeta. Si bien muchas de estas enfermedades infecciosas no son nuevas, si lo son las conexiones
entre los paises, la velocidad de la dispersion y la mayor seriedad e impacto de las infecciones. Los
cambios econdémicos y culturales actuales potencian los factores de riesgo para la dispersién de nuevos
virus y bacterias. Por ejemplo, la urbanizacion desordenada, el déficit en el acceso a agua potable,
alcantarillado y saneamiento bésico, el transporte aéreo masivo, la invasion de nuevos héabitats en selvas
y bosques, los nuevos vectores y el cambio climatico han contribuido a la aparicién o el recrudecimiento
en la circulacién de agentes patégenos que no conocen fronteras, verdaderas ‘bombas sanitarias’ cuya
importancia es cada vez mayor (5).

Las enfermedades virales emergentes, el fin de la tranquila certidumbre

Las tres cuartas partes de las enfermedades emergentes en humanos han tenido su origen en animales
(por ejemplo, HIV, influenza, zika, rabia, etc.). En general, las infecciones virales causan anualmente
mas de dos millones de fallecimientos en el mundo, y mas de 1,2 millones de muertes se deben al sida,
principalmente en los paises subdesarrollados (6). A este nimero se deben sumar las cifras de fallecidos



por infecciones virales tropicales, como el ébola, el dengue, el chikungunya, la fiebre del Nilo y ahora
el zika, que tienen un impacto negativo en el desarrollo de los paises afectados. Las crisis sanitarias
recientes causadas por los coronavirus (CoV) del sindrome agudo respiratorio grave (CoV-SARS) en el
2003 y del sindrome respiratorio del Medio Oriente (CoV-MERS) en el 2012, la pandemia de influenza
H1IN1 en el 2009 y los arbovirus chikungunya y zika, se han visto como verdaderas amenazas para el
planeta entero. El aumento explosivo de viajes comerciales y turisticos, la desigualdad y la pobreza, la
migracién por violencia, hambrunas o sequias y el cambio climatico explican en parte la reaparicion de
virus antiguos y la aparicién de nuevos agentes. En cuanto al efecto en la economia, se estima que una
pandemia causada por virus podria tener efectos sociales y econémicos muy significativos, reduciendo
en por lo menos el 5 % el producto mundial (7).

Entre 1940 y 2004 han aparecido 84 virus causantes de brotes o epidemias (8), y se han determinado los
factores de mayor incidencia en la aparicion de dichas infecciones, a saber:

i) el cambio del uso de la tierra, especialmente la colonizacion de selvas y regiones previamente
inexploradas con fines agricolas;

i) los cambios demograficos o en los habitos sociales y personales de los individuos, los cuales
profundizan las condiciones sanitarias precarias;

iii) la evolucion genética de los agentes patdgenos, su mayor virulencia y resistencia a farmacos;
iv) el intercambio masivo de personas y mercancias entre paises;
v) la debilidad de los sistemas de salud y de vigilancia en los paises subdesarrollados, y

vi) el cambio climatico y el aumento en la temperatura global, que favorecen la propagacion de insectos
vectores.

Se prevén nuevos brotes de infecciones por virus emergentes en las proximas dos décadas en las
megaciudades ubicadas en zonas de gran biodiversidad, y en zonas de fauna y flora selvética, como las
colombianas, en donde los virus han demostrado una gran capacidad de recombinacién genética o saltos
antigénicos. De ahondarse la inadecuada situacion sanitaria en estas ciudades, la transmision de estos
virus también se potenciard, facilitando un nicho para la replicacion y dispersion explosiva de nuevos
agentes patégenos. En este sentido, la deforestacion acelerada de las selvas americanas, asiaticas y
africanas ha favorecido el contacto con arbovirus que se habian mantenido aislados, como el zika y el
chikungunya; se sabe que el contacto con primates fue el origen de la transmisién del HIV y del ébola. La
invasion de las selvas y bosques también conduce al desplazamiento de roedores y murciélagos, lo cual
aumenta la frecuencia de contacto con virus desconocidos para el hombre (9).

Algunos ejemplos de casos de virosis emergentes

En una época en la cual cualquier punto del mundo se puede contactar con el extremo opuesto en menos
de 24 horas, la dispersion de un virus y la aparicion de una epidemia son casi automaticas, como quedé
demostrado con las recientes epidemias de chikungunya y zika en América. En lugar de reducirse, el
fendmeno de dispersion global sera cada vez mas importante en la aparicién y reaparicién de virosis,
como en el caso del virus del Nilo occidental (WNV), el cual causé varios brotes en Egipto en los afios 50
y fue introducido por un viajero en 1999 directamente desde Israel a Nueva York, causando un brote de
casos fatales de encefalitis (10).

EI WNV tiene reservorios en aves, algunas de ellas migratorias, que pueden viajar miles de kildmetros y
depositarlo en zonas en donde circula el mosquito encargado de transmitirlo a caballos y a humanos. En
Colombia, hay evidencia desde el 2005 sobre la infeccion con WNV en el suero de caballos (11) y, mas
recientemente, se lo encontré en mosquitos de la Costa Caribe colombiana (12), aunque, afortunadamente,
del genotipo atenuado, el cual se asocia con baja incidencia de casos neuroldgicos. Sin embargo, la
amenaza sigue latente.

Por otro lado, los cambios en los sistemas de produccion animal también han aportado su cuota en las
epidemias emergentes. Se recuerda bien el caso de las grandes empresas avicolas en China, en donde
en los Ultimos 15 afios aparecieron varios virus muy patégenos de influenza aviar (H5N1, H7N7, etc.), los



cuales han causado mas de 850 casos en el mundo, con una tasa de fallecimientos de mas del 50 %, y
se consideran como la mas inminente amenaza de pandemia (13). Un camino similar sigui6 la epidemia
de influenza A HIN1 en el 2009, la cual se originé en cerdos de Estados Unidos y fue dispersada por los
trabajadores mexicanos que laboraban en las granjas.

En cuanto al CoV-SARS, hoy se sabe que su reservorio asintomatico son los murciélagos del area
de Guangdong (China), pero que pueden contagiar civetas, mamiferos similares al mapache que se
venden vivos en los mercados para su consumo (14). Por esta razén, los primeros casos ocurrieron entre
individuos de la plaza de mercado de esta ciudad que manipularon la carne de las civetas y transmitieron
el virus a otras personas, provocando mas de 8.000 casos en 28 paises, de los cuales 815 fueron fatales.
En el control de ese brote se invirtieron mas de €70.000 millones (15), y se estima que una pandemia
similar por un virus con un mayor indice de contagio podria multiplicar dicha cifra por 100.

El CoV-MERS, un coronavirus similar, tuvo su origen también en murciélagos que contagiaron camellos,
los que a su vez contagiaron a sus jinetes en los paises arabes (16). Los primeros casos en humanos
se detectaron en Arabia Saudita en el 2012, con una tasa de mortalidad del 36 %. Debido a que el virus
todavia no tiene la capacidad de transmitirse eficientemente entre humanos, el nimero de casos es bajo,
pues se han confirmado 1.733 casos, pero 628 de ellos fueron fatales.

Desde finales del 2015 hasta el primer semestre de 2016, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
reportd un brote de virus de fiebre amarilla (YFV) en Angola, suroccidente de Africa, con 3.682 casos
confirmados y 361 fallecidos, principalmente en Luanda, la capital, y se reportaron 1.798 casos
relacionados con este mismo brote en la vecina Republica Democratica del Congo, 85 de los cuales
fueron fatales (17). Ademas, se detectaron nueve casos de individuos de nacionalidad china que se
contagiaron en Angola y desarrollaron la enfermedad a su regreso a China. Esta situacién es muy
preocupante, ya que, ademas de evidenciar la circulacién urbana del YFV y su adaptacién a mosquitos
domésticos, demuestra una aberrante situacion de escasez de vacuna, la cual se ha dejado de producir
en muchos paises, entre ellos Colombia.

Después de la experiencia de la transmision transoceanica del CHIKV y el ZIKV, no es impensable
qgue pueda darse la transmision de fiebre amarilla urbana en América a partir de un virus importado,
ya que el mosquito vector, Aedes aegypti, es el mismo para estos arbovirus. Debemos recordar que,
aproximadamente, el 15 % de los casos de infeccion por el YFV son fatales y, como lo demuestran los
casos en Kinshasa, capital de la Republica Democratica del Congo, cuando existen las condiciones para
la transmision del dengue, es muy facil que comience la transmision autéctona del virus de fiebre amarilla.
Este es un llamado de alerta para las ciudades latinoamericanas.

El caso del dengue

El dengue es la virosis transmitida por insectos de mayor impacto en el mundo, y su distribucion ha sido
la mas acelerada en los ultimos 30 afios. Causa casi 400 millones de infecciones y, por lo menos, 50.000
muertes por afio, con gran impacto en la economia de los paises en los que el virus circula (18). La carga
econdmica de la enfermedad puede ser de alrededor de USD$ 100 millones por cada 10.000 casos. En
Colombia, se calcul6é que la epidemia del 2010 le costé al pais mas de COP$ 600.000 millones (jmas
de medio billén!), incluidos los costos directos, los costos médicos indirectos cubiertos por los pacientes,
los costos de las campafias del Estado y los costos sociales (dias de incapacidad, ausentismo escolar y
laboral), asi como el costo de la pérdida de ingresos por las muertes prematuras (19). Aunque las cifras
en los afios endémicos no son tan altas, si demuestran que es un problema que afecta gravemente el
desarrollo global de nuestro pais.

Para enfrentar el dengue, la comunidad cientifica en Colombia ha asumido el reto de profundizar en
los factores bioldgicos determinantes del virus y de los individuos, y en los factores entomoldégicos,
sociales, culturales y politicos que no permiten que disminuya la cifra de personas afectadas por el
dengue. En este contexto, vale la pena resaltar que el colombiano Luis Angel Villar, de la Universidad
Industrial de Santander, un “dengélogo” de amplia experiencia, ha sido uno de los responsables de
los estudios de fase Il de una vacuna recientemente recomendada por la OMS para su uso en zonas
endémicas (20).



Papel de la virologia en la investigacion de las enfermedades emergentes

Los expertos en infecciones virales en Colombia contribuyen permanentemente a responder preguntas
relacionadas con la emergencia de infecciones, muestra de lo cual es la publicacién de mas de 100 articulos
al afio sobre temas relacionados (21), por ejemplo, la descripcion cada vez mas profunda de los agentes
patégenos existentes y de otros nuevos, el estudio de la evolucidn viral hacia una mayor virulencia, de la
forma en que los viajes locales o internacionales y el comercio mundial afectan la dispersion de los virus,
asi como de los casos en los que los virus cruzan las barreras de las especies. Ademas, la relevancia
creciente de las infecciones virales en veterinaria, dado su impacto en la produccién pecuaria y en la
convivencia con mascotas, merece especial atencion.

Hoy también compete a la virologia el estudio de los contactos cada vez mas frecuentes y prolongados
con los vectores e, incluso, la estimacion de los gastos en que incurren los paises en la atencion de
las enfermedades virales. No se trata solo de los costos econdmicos, pues las epidemias, ademas de
afectar la calidad de vida de los pueblos, inciden negativamente en los indices de escolarizacion, las
tasas de desercion escolar y la productividad de las sociedades, generando hasta el 2 % de pérdida del
crecimiento del PIB en los paises subdesarrollados (22).

El papel de los cientificos en este panorama ha sido importante, y se ha visto potenciado por el acceso
a mas y mejores técnicas de secuenciacion de ADN y ARN, por el intercambio inmediato de datos
desde cualquier lugar del mundo, asi como por el intercambio de reactivos y de cepas virales, y los
llamados de los gobiernos a profundizar en el estudio de los nuevos virus y de la forma de enfrentarlos
(23). También hay factores que dificultan el proceso, como la legislacion cada vez més estricta para el
transporte de muestras biolégicas entre paises, las leyes de proteccion ambiental, la reglamentacion
sobre la experimentacion en animales y los costos de las investigaciones en seres humanos.

Mensaje para la reflexién

Para este nimero especial de Biomédica sobre enfermedades virales, se recibieron mas de medio
centenar de propuestas y hoy se publican los resultados de varios estudios de investigadores colombianos
en diferentes &reas: las descripciones clinicas (varicela, dengue), la epidemiologia molecular (CHIKV,
HPV), la epidemiologia y la patogenia del dengue y la hepatitis, la deteccién de virus ambientales (HAV,
enterovirus, reservorios de YFV), la seroprevalencia del HTLV y las zoonosis virales. Se demuestra, asi,
la permanente actividad de los investigadores en el campo de la virologia en el pais y su deseo de aportar
a las diferentes areas de esta disciplina.

La contribucién de los cientificos debe ayudar a tomar decisiones para el control de los factores que
causan la aparicion, la reaparicion y la propagacion de las infecciones virales, tales como la urbanizacion
desordenada, el intercambio de bienes y personas, el uso inadecuado de las tierras, el desplazamiento de
poblaciones y las técnicas pecuarias inadecuadas. Es claro que los llamamientos de las organizaciones
internacionales o de los centros de investigacion mundial en torno a la definicién de las prioridades
de investigacién pueden ayudar a orientar la distribucién de los recursos por parte de las agencias
financiadoras. La nueva realidad de las enfermedades emergentes impone la colaboracién entre los paises
desarrollados y aquellos que padecen la aparicion de las enfermedades, potenciando la cooperacion
descentralizada y favoreciendo el intercambio de técnicas, protocolos, reactivos e, incluso, cepas de los
agentes patdgenos de interés.

Dado que la amenaza de nuevos agentes patdgenos surge principalmente del contacto de los humanos
con aquellos presentes en las zonas selvaticas aisladas, se requiere una estrategia que permita detectar
tempranamente las epidemias. El sistema de deteccién, identificacion y vigilancia establecido para enfrentar
la influenza A H5N1 se vio sobrepasado por la aparicién de un virus nuevo, con un huésped diferente y en
un lugar geogréfico insospechado (Flu A HIN1, 2009), lo cual deja entrever la dificultad de la tarea.

La obtencidn de mayores recursos para la investigacion basica y aplicada sobre los factores determinantes
biolégicos o sociales de las enfermedades virales, no es solo un asunto de supervivencia académica para
los vir6logos, sino también de supervivencia de la humanidad. Tenemos el gran reto de seguir avanzando.

Jaime E. Castellanos
Grupo de Virologia, Universidad El Bosque, Bogoté, D.C., Colombia
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PRESENTACION DE CASO

Hemorragia cerebral secundaria a trombocitopenia por varicela

Jairo Lizarazo?, Maria Fernanda Castellanos?, Claudia Rosa Omania®,
Miguel Chain?, Sergio Villamizar*

1 Departamento de Medicina Interna, Hospital Universitario Erasmo Meoz, Cucuta, Colombia
2 Facultad de Salud, Universidad de Pamplona, Pamplona, Norte de Santander, Colombia

Se presenta el caso de un hombre de 44 afios, previamente sano, con varicela, trombocitopenia grave,
manifestaciones hemorragicas en mucosasy una extensa hemorragia cerebral en el hemisferio derecho.
Su tratamiento incluyé la transfusién de plaquetas y altas dosis de esteroides. El paciente mejoro,
aunque persistieron la hemianopsia homénima izquierda y la epilepsia, tratada con medicacion.

Palabras clave: hemorragia cerebral, trombocitopenia, varicela, adulto.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2917

Intracerebral hemorrhage caused by varicella-induced thrombocytopenia

We presentthe case of a previously healthy 44-years-old man with chickenpox, severe thrombocytopenia,
mucosal hemorrhage, and intracerebral hemorrhage in the right hemisphere. The patient was treated
with platelets and high doses of steroids. He recovered although with persistent left homonymous
hemianopsia and epilepsy, which were controlled with medication.

Key words: Cerebral hemorrhage, thrombocytopenia, chickenpox, adult.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2917

La varicela es una enfermedad comun en la
infancia y usualmente benigna, que es causada
por el virus varicela-zéster y se caracteriza por la
presencia de fiebre y exantema vesicular (1). En
adultos, la varicela es menos frecuente, pero tiende
a ser mas grave y frecuentemente se asocia con
complicaciones (2). La trombocitopenia es comin
en la varicela en todas las edades (2), sin embargo,
las complicaciones hemorragicas cerebrales son
muy raras (3).

Se presenta el caso de un hombre adulto con vari-
cela complicada por una trombocitopenia extrema
que le produjo una hemorragia cerebral masiva.

Caso clinico

Se trata de un agricultor de 44 afios de edad
previamente sano, procedente de Clcuta y consu-
midor frecuente de bebidas alcohdlicas durante
los 25 afios previos.
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Contribucion de los autores:

En las tres semanas anteriores, su esposa y sus
dos hijas habian presentado varicela. Ingresé al
Servicio de Urgencias del Hospital Universitario
Erasmo Meoz de Cucuta el 17 de marzo de 2014,
debido a un cuadro clinico de 12 dias de evolucion,
caracterizado por fiebre no cuantificada en los
primeros tres dias, acompafada de escalofrios,
mialgias, artralgias, cefalea global con intensidad
de 7 sobre 10 en la escala subjetiva de dolor, y la
aparicion al tercer dia de un exantema generali-
zado con péapulas vesiculosas y costras a partir del
sexto dia, con epistaxis abundante y hematuria; en
el décimo dia presentd hemoptisis, hematemesis y
melenas, por lo cual asistié a consulta ambulatoria
y se le prescribio acetaminofén. En las 24 horas
previas al ingreso sufrio tres episodios convulsivos
generalizados descritos como ténico-clonicos y
pérdida transitoria de la conciencia. En el momento
del ingreso al hospital presenté el resultado de
un examen de laboratorio en el cual el recuento
manual de plaquetas era de 13.000/pl.

En el examen fisico el paciente estaba alerta,
deshidratado y pélido; su tension arterial sistémica
era de 163/84 mm Hg, la frecuencia cardiaca de
68 latidos por minuto, la frecuencia respiratoria
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de 22 respiraciones por minuto, la temperatura
de 37 °C vy la saturacién de oxigeno de 98 % sin
suplemento de oxigeno. Presentaba numerosas
lesiones costrosas en el tronco, las extremidades
y la cabeza, y habia hemorragias en el paladar,
en la base de la lengua y en la conjuntiva del ojo
derecho (figura 1 Ay B). En el examen neurolégico
se registré un puntaje de 13 sobre 15 en la escala
de coma de Glasgow (O3V4M6), ligera confusién
mental, lenguaje fluido, hemianopsia homénima
izquierda y hemiparesia flacida izquierda (4/5), con
respuesta plantar neutra. Se comprobé hematuria
mediante el uso de una sonda vesical.

En el cuadro hematico automatizado de ingreso
se encontrd una leve anemia normocitica y normo-
cromica (hemoglobina de 11,8 g/dl), leucocitosis
leve con neutrofilia y ausencia de plaquetas, lo
cual se confirmé mediante el recuento manual de
plaguetas. Las pruebas de quimica sanguinea, los
electrolitos séricos y la radiografia del térax fueron
normales, y la prueba para HIV no fue reactiva.

En la tomografia computarizada (TC) de craneo
se evidencid6 una hemorragia cerebral en los
I6bulos temporal, parietal y occipital derechos,
con un volumen aproximado de 33 ml determinado
por el método ABC/2 (4), con edema perile-
sional, efecto de masa debido al colapso del
atrio ventricular derecho y desviacion de la linea
media, ademas de drenaje hematico hacia el atrio
ventricular izquierdo.

El paciente fue valorado por el neurocirujano, quien
planted someterlo a una cirugia de drenaje, la cual
no fue aceptada por la familia. La trombocitopenia
se traté con 10 unidades de plaquetas y 500 mg
intravenosos de metilprednisolona cada 12 horas
durante tres dias, y luego se continué con 70 mg
de prednisona diarios por via oral.

El 18 de marzo de 2014, el paciente presentd
episodios de hematemesis y fue trasladado a la
unidad de cuidados intermedios en espera del
traslado a la de cuidados intensivos, el cual se
hizo el 22 de marzo siguiente. Durante su estancia
no hubo mayor deterioro neurolégico, pero su
tension arterial sistémica permanecio alta, por lo
cual recibié amlodipino. En la TC de craneo que
se le tomo el 20 de marzo (figura 2A) se observo
gue el volumen de la hemorragia cerebral habia
aumentado a 58,5 ml. Las plaquetas fueron inde-
tectables durante aproximadamente 24 horas y
empezaron a aumentar en forma paulatina hasta
llegar a los valores normales el 22 de marzo
(cuadro 1).

Hemorragia cerebral por varicela

Figura 1. A. Hemorragia conjuntival y exantema costroso en la
cara. B. Hemorragia en paladar y lengua.

Figura 2. Tomografia computarizada de craneo: A. (20/3/14)
hemorragia cerebral en los l6bulos temporal, parietal y occipital
derechos, con edema perilesional, efecto de masa sobre el
atrio ventricular del mismo lado, desviacién de la linea media y
drenaje hematico en el atrio ventricular izquierdo; B. (17/7/14)
extensa encefalomalacia en lamismalocalizacion, con dilatacion
compensatoria del atrio ventricular ipsilateral.

El paciente continu6 estable y fue trasladado
a la sala general dada su mejoria parcial. La
panangiografia cerebral del 3 de abril de 2014 fue
normal (figura 3) y, en el momento del egreso, el
paciente tenia un puntaje de 15 sobre 15 en la
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Cuadro 1. Conteo de plaquetas durante la evolucion de la trombocitopenia

Fechay hora 17/3/14 17/3/14 17/3/14 18/03/14 19/3/14 20/3/14 21/3/14 22/3/14

12:55 h. 19:02 h. 22:32 h. 18:04 h. 9:57 h. 6:15 h. 6:24 h. 05:51 h.
Numero de 13.600 0,0 0,0 0,0 3.000 44.000 138.000 275.000
plaquetas/pl (0 manual) (5.000 manual)

Figura 3. Panangiografia cerebral con hallazgos normales: A. Cardtida interna derecha; B. Car6tida interna izquierda; C. Arterias
vertebrales y tronco basilar

escala de coma de Glasgow, asi como hemianopsia
homonima e inatencion visual en el lado izquierdo,
comprobadas por la ausencia de reaccion ante la
estimulacion tactil y auditiva. El tratamiento con
esteroides se suspendi6 sin complicaciones.

En los meses posteriores, el paciente se siguio
atendiendo por consulta externa y en ese lapso
presenté varias crisis convulsivas tonico-clénicas
debido a la suspensién del medicamento anti-
convulsivo, las cuales se trataron con 300 mg
diarios de fenitoina sodica por via oral, asi como
una infeccidon por el virus de chikungufia. En
la TC de craneo tomada el 17 de julio de 2014
(figura 2B) se observo que la hemorragia cerebral
habia cedido su lugar a una extensa area con
encefalomalacia en los l6bulos temporal, parietal
y occipital derechos, y dilatacion compensatoria del
atrio ventricular del mismo lado; un afio después
la hemianopsia homénima izquierda persistia.

Discusion

La trombocitopenia es frecuente durante la
varicela, aunque rara vez con manifestaciones
hemorragicas (2). En adultos y en nifios se ha
registrado una prevalencia entre 22 y 42,1 % (1-3).
La trombocitopenia se desarrolla usualmente en
forma temprana en el curso de la enfermedad,

pero la muerte por hemorragia cerebral aso-
ciada a trombocitopenia aguda por varicela es
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extremadamente rara. En una revision de Pubmed
de los ultimos 50 afios, solo se encontraron dos
casos en nifios (5,6), en uno de los cuales el
namero de plaquetas fue de 4.000/dl (6). También,
se ha descrito purpura trombocitopénica posterior
a la varicela con una incidencia de 1,1% en nifios
hospitalizados (7).

La trombocitopenia durante la infeccién por varicela
se debe probablemente al mimetismo molecular
entre el antigeno viral y las glucoproteinas de la
superficie de las plaquetas, lo que causa una reac-
cion cruzada entre los anticuerpos del huésped y
los antigenos de la membrana de las plaquetas,
con la consecuente destruccion de estas (6). De
hecho, en varios estudios se ha demostrado la
presencia de anticuerpos antiplaquetarios en la
infeccion por el virus varicela-zdéster, la mayoria del
tipo IgM, que se dirigen contra las glucoproteinas
de superficie plaquetaria Ib, IIb, V y Illa (8), lo cual
puede deberse a la pérdida de la regulacién por
parte del sistema inmunolégico sobre los clones
de linfocitos ‘autorreactivos’ que circulan en la
sangre periférica y depende de las caracteristicas
inmunoldgicas y genéticas del enfermo (8).

Teniendo en cuenta este mecanismo patdgeno
autoinmunitario, en el presente caso se utilizaron
altas dosis de esteroides, con una buena reaccion
a los dos dias. Sin embargo, no hay estudios con
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controles, Unicamente informes de casos pedia-
tricos, que respalden el uso de este tratamiento
(9). En otros reportes se sefiala el uso de la
inmunoglubulina estandar (10).

La observacion de casos potencialmente fatales,
como el de este informe, puede reforzar los
argumentos a favor de la prevencion mediante la
vacunacién contra la varicela en los nifios.
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Genotipificacion, niveles de expresion y estado fisico del
virus del papiloma humano en pacientes colombianos con
cancer de células escamosas en la cavidad oral
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Introduccién. Uno de los factores de riesgo del carcinoma de células escamosas en la cavidad
oral es la infeccién por el virus del papiloma humano (HPV), cuyas prevalencias dependen de la
region geogréfica.

Objetivo. Identificar los tipos del virus del papiloma humano mas frecuentes en el cancer de la cavidad
bucal, sus niveles de expresion y el estado fisico del genoma viral.

Materiales y métodos. Se seleccionaron 46 pacientes que asistian a los servicios de cirugia de
cabezay cuello en Bogota, Manizales y Bucaramanga. El examen histopatolégico de las muestras
incluidas en el estudio demostro la presencia de carcinoma de células escamosas en la cavidad
oral en todas ellas. Se extrajo el ADN para genotipificar el virus y determinar el estado fisico de
su genoma, y el ARN para determinar los transcritos virales mediante reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real.

Resultados. La prevalencia del virus del papiloma humano en los tumores fue de 21,74% (n=10) y el
tipo viral mas frecuente fue el HPV-16 (nueve casos). La expresion viral del HPV-16 fue baja (una de
11 copias) y el estado fisico predominante fue el mixto (ocho casos), con prevalencia de la disrupcion
en el sitio de union de E1 y E2 (2525 a 3720 nucleétidos).

Conclusion. En los pacientes con carcinoma de cavidad oral incluidos en este trabajo, la frecuencia
del virus del papiloma humano fue relativamente baja (21,7 %) y el tipo viral mas frecuente fue el HPV-
16, el cual se encontré en forma mixta y con baja expresion de E7, lo cual puede ser indicativo de un
mal prondstico para el paciente.

Palabras clave: papiloma, orofaringe, carcinoma, integracion viral, proteinas oncogénicas, virus
tumorales de ADN.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2912

Genotyping, levels of expression and physical status of human papilloma virus in oropharyngeal
squamous cell carcinoma among Colombian patients

Introduction: One of the risk factors for squamous cell oropharyngeal carcinoma is infection with the
human papilloma virus (HPV), with prevalences that vary depending on the geographical region.
Objective: To identify the most frequent HPV viral types in oropharyngeal cancer, the levels of
expression and the physical condition of the viral genome.

Materials and methods: Forty-six patients were included in the study from among those attending
head and neck surgical services in the cities of Bogotd, Manizales and Bucaramanga. In the
histopathological report all study samples were characterized as oropharyngeal squamous cell
carcinoma. DNA extraction was subsequently performed for HPV genotyping and to determine the
physical state of the viral genome, as well as RNA to determine viral transcripts using real-time PCR.
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de resultados
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Virus del papiloma humano en cancer de cavidad oral

Results: HPV prevalence in tumors was 21.74% (n=10) and the most common viral type was HPV-16
(nine cases). Viral expression for HPV-16 was low (one of 11 copies) and the predominant physical
state of the virus was mixed (eight cases), with disruption observed at the E1 - E2 binding site (2525 —

3720 nucleotides).

Conclusion: The prevalence of HPV associated with oropharyngeal carcinoma among the
Colombian study population was 21.7%, which is relatively low. The most frequent viral type was
HPV-16, found in a mixed form and with low expression of E7, possibly indicating a poor prognosis

for these patients.

Key words: Papiloma, oropharynx, carcinoma, virus integration, oncogene proteins, DNA tumor viruses.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2912

El carcinoma de células escamosas representa
mas de 90 % de todos los tumores malignos
de la cavidad oral (1), la cual tiene un epitelio
poliestratificado de tipo escamoso no ‘queratini-
zado’ y constituye una parte integral de las vias
superiores respiratorias y digestivas (2).

En el 2008 se reportaron en el mundo 85.000
nuevos casos de este carcinoma, de los cuales
méas de tres cuartas partes se presentaron en
hombres (3). En el 2012 se reportd un incremento
en la incidencia de este cancer en Estados Unidos,
atribuido principalmente a la infeccién por el
virus del papiloma humano (HPV). La incidencia
del cancer de células escamosas en la cavidad
oral asociado a este virus aument6 de 0,8 a 2,6
por cada 100.000 habitantes entre 1988 y 2004,
mientras que los pacientes negativos para la
infeccion por este virus disminuyeron de 2,0 a 1
por cada 100.000 habitantes (4).

En algunos estudios en Colombia se ha reportado
una incidencia de céncer de cabeza y cuello
en hombres y mujeres de 1 y 0,3 por cada
100.000 habitantes respectivamente (5,6). Sin
embargo, se desconoce la incidencia del HPV
en el cancer de células escamosas en la cavidad
oral en nuestro pais. Se ha comprobado que la
infeccion por el HPV es un factor de riesgo del
cancer oral, y que afecta particularmente las
amigdalas (hasta 75 % con respecto a otros sitios
anatoémicos de la cavidad oral) (1,7). En el 2004,
Hafkamp, et al., sugirieron que el tropismo viral
por esta localizacién anatomica se explicaria por
las caracteristicas de mucosa de transicion de

Correspondencia:

Dabeiba Adriana Garcia, Facultad de Odontologia, Pontificia
Universidad Javeriana, Carrera 7 N° 40-62, Bogota, D.C.,
Colombia

Teléfono: (571) 320 8320, extension 2899
garciad@javeriana.edu.co

Recibido: 23/06/15; aceptado: 22/10/15

la cavidad oral, predominantemente en el tejido
amigdalino, y su gran similitud histolégica con la
mucosa cervical (8).

La incidencia del cancer de células escamosas en
la cavidad oral inducido por HPV aumenta cada
afio, con tasas de prevalencia que fluctian entre
36 y 80 %, dependiendo de la ubicacion geogréfica
y la regién anatémica (9-12). En Colombia solo se
ha publicado el estudio sobre cancer de cabezay
cuello asociado a HPV llevado a cabo por Quintero,
etal., en el cual se registré una prevalencia de HPV
de 18,9 % (13). Este virus presenta mas de 100
tipos virales y, aproximadamente, 40 genotipos se
han asociado hasta la fecha con las infecciones
anales y genitales; estos tipos de HPV se dividen,
a su vez, en tres grupos segln su asociacion
epidemioldgica con el cancer: tipos de alto riesgo:
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,
73,y 82; posiblemente de alto riesgo: 26, 53y 66, y
de bajo riesgo: 6, 11, 40, 42, 43, 44y 70 (14-16). El
genotipo de HPV encontrado con mayor frecuencia
en el cancer de células escamosas en la cavidad
oral en todo el mundo, es el HPV-16 (12,17,18).

Los procesos de carcinogénesis asociados a
HPV son promovidos por los genes virales E6 y
E7, ya que inhiben la accion de genes supresores
de tumores como el p53 y el pRB, inducen la
proliferacién celular e inhiben la apoptosis (3). Los
genes virales E6 y E7 son regulados negativamente
por los genes virales E1 y E2, los cuales pueden
fragmentarse ocasionalmente, lo cual produce
la pérdida de control de la transcripcion de las
oncoproteinas E6 y E7 (19,20). Estos genes pro-
vocan la integracion del genoma viral al ADN de
las células del huésped, incrementando de esta
forma la persistencia viral, mecanismo que opera
principalmente en virus de alto riesgo (21,22). El
ADN del HPV puede darse dentro de la célula
humana de tres formas: integrado al genoma
celular; libre en el nucleo celular, es decir, en forma
episomica, y de forma mixta, es decir, integrada y
episomica (21,23).
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En este contexto, el presente estudio se propuso
identificar los tipos de HPV, principalmente los
asociados al desarrollo del céancer de células
escamosas en la cavidad oral, clasificados como
virus de alto riesgo, y, ademas, determinar otros
factores virales involucrados, como la expresion
de E7 y el estado fisico del genoma viral, los
cuales podrian favorecer el desarrollo de este
tipo de tumor.

Materiales y métodos

Este fue un estudio multicéntrico, descriptivo y
de corte transversal, llevado a cabo en Bogota,
Manizales y Bucaramanga. La muestra se selec-
ciond mediante un muestreo no probabilistico a
conveniencia entre 2013 y 2014. Se incluyeron
pacientes con diagndstico clinico de carcinoma
de cavidad oral por el cirujano de cabezay cuello
y en espera de ser sometidos a cirugia.

Antes de la intervencién quirdrgica, los pacientes
incluidos firmaron el consentimiento informado y
respondieron una encuesta epidemiolégica, docu-
mentos que fueron aprobados por el Comité de
Etica de la Pontificia Universidad Javeriana.

Después de la toma de la muestra de tejido
tumoral, este se dividié en dos fragmentos, uno
para el estudio histopatolégico con el fin de
confirmar el diagnoéstico, y el otro se conservd
en RNAlater® para su procesamiento posterior.
La extraccion de ADN y ARN se hizo con el kit
AllPrep DNA/RNA/ ProteinQuiagen®, siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Genotipificacién del HPV

La genotipificacion del HPV se hizo con el kit
Multimetrix Multiplex HPV Genotyping RVO®.
Inicialmente, se amplifico la regién L1 del HPV
mediante una reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) mudltiple que contenia nueve cebadores
sentido y tres antisentido ‘biotinilados’, y para
evaluar la calidad del ADN, se incluyé un par de
cebadores para amplificar el gen de 3-globina; en
este caso, el cebador antisentido también estaba
‘biotinilado’. Posteriormente, se hizo la hibridacién
de los productos de PCR desnaturalizados para su
conversion en microesferas que detectan 24 tipos
virales: seis de bajo riego (6, 11, 42, 43, 44 y 70),
15 de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 68, 73y 82) y tres posiblemente de alto
riesgo (26, 53 y 66). Para evidenciar la hibridacion
se afiadieron el conjugado y el sustrato y, finalmente,
las lecturas se hicieron en el equipo Luminex 100®
bajo las condiciones sugeridas por el fabricante.
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Expresion de laregion E7 del HPV-16

Se disefiaron cebadores especificos para la region
E7 (693 a 850 nucledtidos) del HPV-16 mediante
el programa Primer3 y se corroboraron mediante
alineamiento con el programa Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST). El cebador sentido para el
HPV-16 fue 5’ AGCAGAACCGGACAGAGCCCAZ
y el antisentido fue 5" TCTGAGAACAGATGGGG
CACACAZ3'. Se construy6 una curva estandar para
la cuantificacién absoluta mediante PCR en tiempo
real, utilizando ADN del plasmido de HPV-16
(donado por el doctor zur Hausen, del Deutsches
Krebsforschungszentrum - DKFZ, Alemania). Las
diluciones del plasmido se hicieron por triplicado
en base 10 a partir de un millén de copias hasta
una copia, utilizando el compuesto Sybr Green,
segun la metodologia descrita por Montalvo, et al.,
en el 2009 (24).

El ARN total extraido de cada muestra positiva para
HPV-16 fue tratado con DNAsa | (Invitrogen®) y la
sintesis del ADN complementario (ADNc) se hizo
con el kit SuperScript® Ill Reverse Transcriptase
(Invitrogen), siguiendo las recomendaciones de
los fabricantes. Una vez obtenido el ADNc, se hizo
la PCR en tiempo real por triplicado para cada
muestra con 500 ng de ADNc y con el kit (KAPA
SYBR® FAST gPCR). Como control positivo se
utilizé ADN de la linea celular SiHa y, como control
negativo, agua. Los niveles de expresiéon de las
muestras se calcularon con base en los resultados
de la curva estandar.

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:
Master mix 1X, 10 nM de cebadores con un volumen
final de 10 pl, y los siguientes ciclos: uno inicial a
95 °C durante tres minutos, 35 ciclos a 95 °C durante
tres segundos y a 62 °C durante 30 segundos,
tiempo en el cual se detect6 la fluorescencia. Por
ltimo, se realiz6 una curva de fusién a 0,5 °C a
partir de 65 °C y hasta 95 °C, con lecturas cada
0,5 segundos en un equipo CFX96° de Biorad.

Estado fisico del HPV-16

Se disefiaron cebadores para los genes E1 y E2
con zonas superpuestas que cubrian la secuencia
completa de los dos genes y cuyo esquema se
muestra en la figura 1, en tanto que las secuencias
de los cebadores se presentan en el cuadro 1.
Como control para la normalizacién se amplificé
la region E7 con los cebadores descritos en la
seccion de expresion de E7 para HPV-16.

Enlaprimerareaccionseamplificaronlosfragmentos
1y 3,y enlasegunda, los fragmentos 2 y 4 (figura
1) para evitar inespecificidad en la reaccion. Los
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Figura 1. Esquema del disefio de los iniciadores del tipo viral HPV-16 para la determinacion de su estado de integracion mediante
PCR muiltiple y la evaluacion de los genes E1y E2 y parte del gen E7

Cuadro 1. Secuencias de los iniciadores empleados para comprobar el estado fisico de HPV-16

Numero de acceso Region Numero del Tamaio del Secuencia
cebador producto (pb)
NC.001526.2 E1l (nt 863-1613) 1 750 F5° CCATGGCTGATCCTGCAG 3
R5" CTGTCAGCTATACTGGGTGTAAGTC 3°
E1 (nt 1551-2552) 2 1.001 F5" TAAATCAACGTGTTGCGATTG 3°
R 5" AATAATGGAGGGCATTTTAGTTG 3
E1/E2 (nt 2525- 3720) 3 1.195 F 5 TGGTACAACTAAAATGCCCTCC 3’
R 5" GTCCAATGCCATGTAGACGA 3’
E2 (nt 3183-3874) 4 691 F 5 CATCAGTAACTGTGGTAGAGGGTC 3’
R 5" TGGATGCAGTATCAAGATTTGTC 3’
AF477385 E7 (nt 693-850) Control 158 F5 ' AGCAGAACCGGACAGAGCCCA3Z

R5'TCTGAGAACAGATGGGGCACACA 3

productos se corrieron en electroforesis en un gel
de agarosa al 1,5 % de acuerdo con la metodologia
descrita por Lukaszuk, et al., en el 2003 (25).
Posteriormente, se hallaron las densitometrias para
cada fragmento de los amplicones E1, E2 y E7,
utilizando un documentador de geles GelDoc®
BioRad y el programa ImageLab™.

Mediante la cuantificacién de la relacién E1-E2/
E7, se detectaron los estados fisicos (episomico,
integrado o mixto), los cuales se habian normali-
zado previamente con las razones densitométricas
de E1-E2/E7 del plasmido HPV-16, que se utiliza
como referencia para la forma episdmica pura y
ayuda a normalizar variaciones en la cinética de
la PCR segun la metodologia desarrollada por
Shukla, et al., en el 2014 (26). Ademas, se empled
ADN de células CaSki (500 copias) y SiHa (una
copia) como referencia de integracion del genoma
del HPV-16.

La normalizacion de E1-E2/E7 de las muestras
clinicas con respecto al plasmido, se calculé de la
siguiente manera:

Valor densitométrico (E1-E2/E7)
de la muestra

Valor densitométrico (E1-E2/ E7)
del plasmido

Normalizaciéon _
de E1-E2/E7

Un valor igual a 0 en la normalizacién de las
muestras clinicas, es decir, ausencia total en la
amplificacion de los genes E1 y E2, correspondia
a la forma integrada pura del genoma del HPV-
16, un valor de 1 o superior correspondia a la
forma episémica pura, y los valores mayores de
0 y menores de 1 correspondian a la forma mixta
(integrada y episomica) del ADN del HPV-16 (26).

La PCR se hizo con GoTaq Flexi Promega®
usando 1X de solucion tampon, 1,5 mM de MgCl,
100 mM de dNTP, 10 nM de cada cebadory 1 U
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de polimerasa Taq, para un volumen final de 25
pl. Los ciclos fueron los siguientes: uno a 94 °C
durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos a 94 °C
durante un minuto, a 62 °C durante otro minuto, a
72 °C durante 1,5 minutos, y un ciclo final a 72 °C
durante 10 minutos.

Anadlisis estadistico

El andlisis estadistico fue descriptivo y se utili-
zaron frecuencias relativas y absolutas, asi como
medidas de tendencia central. La comparacién
entre los grupos positivos y negativos para el
HPV con respecto a las variables categoricas, se
analizaron mediante la prueba no paramétrica de
Pearson (ji al cuadrado) en el programa SPSS®.
La significacion estadistica se establecio con un
valor de p<0,05.

Biomédica 2016;36(Supl.2):14-24

Resultados

En el estudio se incluyeron 46 pacientes con
diagnéstico de carcinoma de células escamosas en
la cavidad oral confirmado histopatoldégicamente.
Después de la firma del consentimiento informado,
se les solicité a todos los pacientes responder a
una encuesta sociodemogréfica para recabar infor-
macion sobre algunos factores de riesgo asociados
a este tipo de tumor.

Caracteristicas sociodemograficas

En el cuadro 2 se resumen las caracteristicas
sociodemograficas de la poblacion objeto del estu-
dio segun la presencia o ausencia del HPV. Se
observé que 67,39 % de los pacientes eran de sexo
masculino, y 78,25 % eran mayores de 50 afios;
54,35 % de ellos afirmd haber tenido entre una

Cuadro 2. Caracteristicas sociodemogréficas de la poblacion objeto de estudio segun la presencia o ausencia del HPV

Caracteristica Paciente Positivo Negativo p°
n (%) para HPV? para HPV
n (%) n (%)

Total 46 (100,0) 10 (21,74) 36 (78,26)

Sexo 0,336
Mujer 15 (32,61) 2 (13,33) 13 (86,67)

Hombre 31 (67,39) 8 (25,81) 23 (74,19)

Edad (afios) 0,946
31a40 3 (6,52) 1(33,33) 2 (66,67)

41 a 50 7 (15,22) 1(14,29) 6 (85,71)

51 a 60 11 (23,91) 2(18,18) 9 (81,82)
61a70 11 (23,91) 3(27,27) 8 (72,73)
>71 14 (30,43) 3(21,43) 11 (78,57)

Compafieros sexuales 0,662
la?2 25 (54,35) 5 (20,00) 20 (80,00)
3a4 9 (19,57) 3(33,33) 6 (66,67)
5a6 3 (6,52) 1(33,33) 2 (66,67)
>7 9 (19,57) 1(11,11) 8 (88,89)

Tabaquismo 0,969
Si 9 (19,57) 2 (22,22) 7 (77,78)

No 37 (80,43) 8(21,62) 29 (78,38)

Consumo de alcohol 0,573
Si 15 (32,61) 4 (26,67) 11 (73,33)

No 31 (67,39) 6 (19,35) 25 (80,65)

Nivel sociodemogréfico® 0,439
Bajo 13 (28,26) 3(23,08) 10 (76,92)
Medio 25 (54,35) 7 (28) 18 (72)
Alto 4 (8,69) 0 (0,00) 4 (100,0)
NR 4 (8,70) 0 (0,00) 4 (100,0)

Ciudad 0,037
Bogota 20 (43,48) 1 (5,00) 19 (95,00)
Bucaramanga 5 (10,87) 1 (20,00) 4 (80,00)

Manizales 21 (45,65) 8 (38,10) 13 (61,90)

aPositivo: nueve para HPV-16 y uno para HPV-58
"Prueba de ji al cuadrado

¢Segun criterios validos en Colombia; datos de la Secretaria de Planeacion de Bogota, D.C., y del Departamento Administrativo Nacional de Estadistica,

DANE (Decreto 304 de 2008)
NR: no respondio
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y dos parejas sexuales. En cuanto a los factores
de riesgo, se encontr6 que 80,43 % (37/46) de
los pacientes no fumaba, 67,39 % (31/46) no con-
sumia alcohol y 6,5 % (3/46) consumia tabaco y
alcohol. Con respecto al estrato socioeconémico, se
encontré que 54,35 % de los pacientes pertenecia
al estrato medio. En cuanto al lugar de procedencia,
la mayoria de los pacientes provenia de Manizales,
(45,65 %; 21/46) y de Bogota (43,48 %,; 20/46).

Tipos de HPV

En diez de los pacientes se detectd la presencia
de HPV de alto riesgo, es decir, una frecuencia
de 21,74 %. La prueba de ji al cuadrado mostré
diferencias estadisticamente significativas en las
regiones geograficas donde se recolectaron las
muestras (p=0,037), evidenciandose en Manizales
una asociacion significativa con respecto a la
infeccion por HPV de alto riesgo, en comparacion
con Bogota y Bucaramanga.

En cuanto al genotipo mas frecuente, se encontrd
gue en nueve de las diez (90 %) muestras positivas
este correspondia al HPV-16. El otro tipo viral de
alto riesgo fue el HPV-58, el cual se encontr6 en el
restante 10 %.

Niveles de expresion del HPV-16

Con base en los resultados de la genatipificacién
del HPV realizada con la técnica de Luminex®, los
niveles de expresion del genotipo HPV-16 (el tipo
viral mas prevalente en la poblacion de estudio),
se determinaron mediante cuantificacion absoluta
con una PCR en tiempo real. Con este fin se
construy6 una curva estandar con plasmido a partir
de un millén de copias hasta llegar a una, con lo
cual se obtuvo un coeficiente de determinacion
(R?) de 0,99.

La determinacion de los niveles de expresion fue
posible en seis de las nueve muestras (66,7 %), en
la cual el nUmero de copias transcritas en 500 ng
de ADNCc oscilé entre una y 11 copias. Las copias
por debajo de 1 se consideraron como inactivas
en la transcripcion (cuadro 3).

Estado fisico del HPV-16

Se determind el estado fisico del HPV-16 mediante
PCR multiple con dos reacciones para amplificar
la region completa de los genes E1 y E2. En la
primera reaccion se amplificaron los fragmentos 1
y 3,y en la segunda, los fragmentos 2 y 4; también
se amplificé la region E7 como control en las dos
reacciones. En el cuadro 4 se muestran las razones
densitométricas halladas para cada fragmento.

Virus del papiloma humano en cancer de cavidad oral

De acuerdo con los resultados obtenidos de
las razones densitométricas en las muestras
normalizadas, se determindé que ocho de nueve
muestras (89 %) presentaban un estado fisico
mixto (episémico e integrado) para el HPV-16 y
una de nueve muestras (11 %) presentd un estado
fisico episémico, con prevalencia de la disrupcion
en el sitio de union de E1 y E2 correspondiente al
producto 3.

Con base en estos resultados, se compararon los
niveles de expresion y el estado fisico del HPV-16,
y se determiné que no habia diferencia significativa
en el incremento de la expresion del gen E7 en las
formas mixtas o episdémicas del genoma.
Discusidn

El HPV puede ser un factor de riesgo para el
carcinoma de células escamosas en la cavidad
oral. En el presente estudio se encontré una tasa
de prevalencia baja de HPV (21,74 %) comparada
con lo informado en otros paises del mundo:
Estados Unidos (72 %) (27), Canada (53 %) (9),
Alemania (30 a 50 %) y los paises escandinavos
(90%) (19). Sin embargo, este porcentaje fue mas
alto que el reportado en un estudio de cabeza y
cuello realizado en Medellin por Quintero, et al., en
el cual la tasa de prevalencia de HPV en la cavidad
oral fue de 13,3 % determinada con la técnica
de reverse line blot (13). Una posible explicacion
de las diferencias de prevalencia seria el tipo de
técnica utilizada; en la técnica de reverse line blot
se utilizan los cebadores GP5+/GP6+, los cuales
amplifican la region L1, en tanto que en la técnica
de Luminex (utilizada en este estudio), ademas
de estos cebadores, se emplean ocho cebadores
sentido y dos antisentido de amplio espectro,

Cuadro 3. Transcritos de E7 obtenidos de las nueve muestras
positivas para HPV-16

Cadigo del paciente Transcritos de E7

17M <1
12M <1
4AM 1
6M <1
8 2
8M 11
5M 1
5B 1
1M 4

Los transcritos de E7 para HPV-16 se calcularon mediante cuantificacion
absoluta con PCR en tiempo real, utilizando una curva estandar con
diferentes concentraciones del plasmido de HPV-16 (ver seccién de
Materiales y métodos).
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Cuadro 4. Razones densitométricas de los amplicones E1, E2 y E7 normalizados con la razén E1-E2/E7 del plasmido HPV-16. Los
valores iguales a 0 correspondian a la forma integrada pura del genoma del HPV-16, los valores iguales o superiores a 1, a la forma
episémica pura, y los valores mayores de 0 y menores de 1, a la forma mixta.

Cadigo del Regién E1/E2 Estado
paciente fisico (%)
Producto 1 Producto 2 Producto 3 Producto 4
E1 (nt863 a1613) E1(nt1551 a2552) E1/E2 (nt2525a3720) E2 (nt3183 a 3874)
pb 750 pb 1001 pb 1195 pb 691

17M 0,28 0,41 0,08 0,33 Mixto (89%)
12M 0,5 0,43 0,25 0,4

aM 0,65 0,85 0,25 0,74

8 0,22 0,64 0 0,51

8M 0,16 0,05 0,08 0,51

5M 0,26 0,55 0,38 0,52

M 1,7 1,12 0,39 1,31

6M 1,52 2,14 0,59 1,69

5B 1,75 1,31 1,07 1,25 Episémico (11 %)
Estado fisico por Mixto (66 %) Mixto (66 %) Mixto-integrado (88 %) Mixto (66 %)
fragmento (%) Episémico (34 %) Episémico (34 %) Episémico (12 %) Episémico (34 %) 100 %
SiHa 1,63 2,04 0 0,09
CasKi 0,28 0,4 0,05 0,47

que amplifican la misma region y se denominan
BSGP5+/BIO-BSGP6+, lo cual permite una mayor
deteccion de ADN viral.

En este estudio, los casos positivos para HPV
fueron ligeramente mas frecuentes en hombres
(25,81 %) que en mujeres (13,33 %), informacién
que coincide con lo reportado en otros informes
sobre una mayor incidencia de las infecciones
orales por HPV en hombres que en mujeres (7).
Con respecto a la edad, aunque no se encon-
traron diferencias estadisticamente significativas
y la mayoria de los pacientes era mayor de 50
afos, se encontré una tendencia a registrar una
mayor prevalencia de la infeccion con HPV en las
personas entre los 31 y los 40 afios de edad, lo
cual también corrobora otros estudios en los que,
generalmente, los casos positivos para HPV se
presentan mas entre las personas mas joévenes
(6,10,28).

En el presente estudio no se encontrd una diferen-
cia estadisticamente significativa entre la infeccion
oral por HPV y el nimero de parejas sexuales; sin
embargo, los casos positivos para HPV tendieron
a presentarse mas en pacientes con mas de dos
parejas sexuales. Otros estudios han demostrado
gue un gran numero de parejas y la practica de
sexo oral aumentan las probabilidades de adquirir
la infeccién por el HPV (29).

En cuanto a otros factores de riesgo, los resultados
obtenidos en este estudio para los casos positivos
para HPV se registraron tanto en las personas que
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no consumian alcohol ni tabaco, como en las que
lo hacian, y fueron muy similares a los encontrados
en otras partes del mundo (28,29). En otros
estudios se han encontrado asociaciones esta-
disticamente significativas al establecer que el
consumo de mas de diez paquetes de cigarrillo al
afio en pacientes positivos para HPV aumentaba
el riesgo de muerte (30).

Con respecto a las regiones geograficas de reco-
leccion de las biopsias, se encontré una diferencia
estadisticamente significativa en la frecuencia
de infeccion por HPV de alto riesgo entre las
muestras de pacientes procedentes de Manizales
(p=0,037) y aquellas de otras ciudades. Una
posible explicacion puede estar relacionada con el
incremento del nimero de parejas sexuales, pues
aunque no se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas, si se registré una tendencia
a presentar mas de dos parejas sexuales en las
personas provenientes de dicha ciudad.

El tipo viral detectado con mayor frecuencia en la
poblacién de estudio fue el HPV-16 (90 %), seguido
por el HPV-58 (10 %). Esta frecuencia es mas alta
que la reportada por Steinau, et al., en el 2014,
en cuyo estudio la frecuencia del genotipo HPV-
16 fue de 60,5 % en Estados Unidos (27), aunque
es necesario aclarar que la poblacién de estudio
fue mucho mayor (403 casos). La alta frecuencia
de HPV-16 ratifica lo encontrado en la mayoria de
las publicaciones, e indica que este tipo viral es
el mas persistente en los casos de carcinoma de
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células escamosas en la cavidad oral en el mundo
y es considerado como un factor de riesgo para
su desarrollo (9,31,32). Los estudios sobre la
presencia del HPV-58 en este cancer son escasos,
ya que este tipo viral es poco frecuente en esta
enfermedad. En un estudio de Baradacco, et al.,
llevado a cabo en el 2007 en ltalia, se report6 una
frecuencia de 4,7 % para este tipo viral en 115
pacientes con carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello, de los cuales 21 fueron positivos
para HPV (32). En un estudio de 2013, Baboci,
et al., reportaron actividad biolégica del virus
HPV-58 en tejido tumoral de personas con car-
cinoma de células escamosas en la cavidad oral,
lo cual demostrdé su implicacién en el desarrollo
del carcinoma (33).

Se ha establecido que el potencial oncogénico del
HPV-16 reside en la expresion de las oncoproteinas
virales E6 y E7, las cuales interrumpen la via
de sefalizacion de p53 y pRb; por lo tanto, para
analizar la actividad oncogénica del HPV es
necesario determinar si el virus se transcribe
0 no (6). En algunos estudios se ha enfatizado
en la importancia de determinar la presencia
del virus, ya que los pacientes positivos para la
infeccion viral muestran un mejor pronostico que
los negativos. Por otro lado, la supervivencia de
los pacientes positivos para HPV-16 en quienes,
ademas, el virus esta activo en la transcripcion, es
mayor comparada con los pacientes positivos para
HPV-16 inactivo en la transcripcion (34).

En resumen, la presencia viral y la expresion
de E6 y E7 son un indicativo del prondstico del
paciente. En su metandlisis del 2014, Ndiaye, et
al., reportaron como biomarcadores del cancer de
cabeza y cuello la presencia de ADN del HPV, de
transcritos virales y de la oncoproteina p16INK4a
(12). Por el contrario, en el 2012 Holzinger, et
al., observaron que la oncoproteina pl6INK4a
no mostraba ningln valor prondstico, pero que
los pacientes con ausencia de los patrones de
ARN E6*l o E6*Il (descritos con anterioridad en el
modelo de cancer de cuello uterino) presentaban un
comportamiento similar a los pacientes negativos
para la infeccion por HPV, lo cual sugeriria que los
mejores biomarcadores, ademés de la presencia
del ADN viral, son los patrones de ARN (35).

En el presente estudio se evalué el nimero de
copias transcritas de HPV-16 utilizando ARNm de
la region E7 mediante PCR cuantitativa en tiempo
real, y se encontré que el nimero de copias
activas en la transcripcion oscilé entre uno y 11. Es
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decir, los niveles de expresion analizados en las
muestras fue bajo y solo se evidenciaron en seis de
las nueve muestras positivas para HPV-16 (66 %).
Similares resultados se encontraron en un estudio
de carcinoma de células escamosas en la cavidad
oral realizado en Francia, en el cual se report6 que,
de 24 casos positivos para HPV, 16,50 % de las
muestras expresaba las oncoproteinas E6 y E7
(34). lgualmente, los resultados de otro estudio
difieren de lo reportado en el nuestro, ya que
ninguna de las 91 muestras positivas para HPV-
16 se encontraba activa en la transcripcion (36).
Es importante sefialar que hubiera sido interesante
medir el nimero de copias con ADN viral para
determinar cuantas de ellas se encontraban activas
en la transcripcion. Holzinger, et al., demostraron
gue las muestras de los pacientes con carcinoma
de células escamosas en la cavidad oral con carga
viral baja de HPV-16 se encontraban activas en la
transcripcion (35).

En cuanto al estado fisico de los HPV de alto
riesgo, algunos autores han establecido que el
virus puede integrarse al genoma del huésped por
ruptura de los genes virales E1 y E2, que son los
encargados de controlar negativamente la expre-
sion de E6 y E7, con lo cual el virus puede persistir
e incrementar el riesgo de desarrollar cancer (37).
En la linea de células de cuello uterino W12, se
demostro la integracion del HPV-16, el cual provoca
un aumento de la expresion de los oncogenes E6 y
E7, en comparacion con los que se encuentran en
estado episdmico (38). En contraste, en un estudio
en queratinocitos primarios inmortalizados, con
presencia de genomas de HPV-16, se demostrd
gue la interrupcién de la secuencia del gen E2 tras
la integracion viral no aumentaba la expresion de
los oncogenes virales E6 y E7 (39). Por ello, en
el presente estudio se analizd el estado fisico del
HPV-16 en el carcinoma de células escamosas en
la cavidad oral.

El estado fisico del HPV-16 en las muestras se
analiz6 mediante PCR mudltiple, y se encontré que
el estado fisico viral méas frecuente fue la forma
mixta (89 %), seguida de la forma episémica (11 %).
La disrupcion del genoma viral para integrarse al
genoma de la célula huésped, ocurrié en diferentes
regiones de los genes E1 y E2, prevaleciendo la
disrupcion en el sitio de union de E1y E2 (2.525 a
3.720 nucledtidos). Estos resultados difieren con
lo reportado por algunos autores. Por ejemplo, en
2014, Olthof, et al., mediante PCR mediada por
ligadura, encontraron que en 75 pacientes con
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carcinoma de células escamosas en la cavidad
oral positivos para HPV-16 el estado fisico més
frecuente fue el episémico (61 %) y el menos fre-
cuente, el integrado (39 %). Encontraron, ademas,
que la integracion del ADN viral afectaba con
mayor frecuencia los sitios de unién de los genes
Ely E2 (62 %), seguidos por el rompimiento del
gen E2 (38 %) (39), lo cual coincide parcialmente
con lo encontrado en el presente estudio. En
otros estudios en los que se analizaban diferentes
regiones anatomicas de cabeza y cuello, se ha
reportado que en las amigdalas el genotipo viral
mas frecuente es el HPV-16 (cinco de seis casos),
seguido del HPV-35 (uno de seis casos); ademas,
utilizando PCR mudltiple para amplificar las regiones
El, E2 y E6, se encontré que el estado fisico mas
prevalente era el integrado (32). Estos hallazgos
contradicen los reportados por Mellin, et al, en
2002, quienes encontraron por medio del método
rliPCR (Restriction enzyme cleavage, Ligation and
PCR) (40) que el estado fisico del HPV-16 mas
frecuente en las amigdalas era el episdmico (ocho
de 11 casos), seguido del mixto (dos de 11 casos)
y del integrado (uno de 11 casos). Con base en lo
expuesto se puede inferir que no hay un tipo de
técnica estandarizada para determinar el estado
fisico del genoma viral, lo cual puede repercutir
en la heterogeneidad de los resultados de los
diferentes estudios.

Los resultados del presente estudio no evidencia-
ron diferencias en la expresion del gen E7 cuando
el genoma viral de HPV-16 estaba en forma
episémica o mixta. Estos resultados son similares
a los reportados por Olthof, et al., en su estudio del
2014, en el cual demostraron que la integracién
del genoma del HPV-16 no aumentaba los niveles
de expresion de las oncoproteinas E6 y E7 en el
carcinoma de células escamosas en la cavidad
oral; asimismo, se encontr6 que los niveles de
expresion del gen E2 no se veian afectados en el
estado fisico episomico o integrado (39).

Entre las limitaciones del estudio debe mencionarse
gue la muestra se selecciono por conveniencia, con
un total de 46 casos en el momento de la cirugia,
y que no fue posible conocer el estadio del cancer
en todos los casos, por lo cual este criterio no se
tuvo en cuenta.
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Analisis filogenético del virus del chikungunya en Colombia:
evidencia de seleccion purificadora en el gen E1
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Introduccion. El virus del chikungunya, perteneciente al género Alphavirus de la familia Togaviridae,
es un virus ARN de 11,8 kb, de cadena sencilla y polaridad positiva, transmitido por Aedes spp. Se han
identificado tres genotipos a nivel mundial: el de Asia, el del este-centro-sur de Africa (East/Central/
South African, ECSA) y el de Africa occidental (West African, WA). La fiebre del chikungunya es una
enfermedad febril aguda, acompafiada principalmente de inflamacién en las articulaciones y erupcion
cutanea. Después de su aparicion en las Américas en el 2013, los primeros casos en Colombia
ocurrieron en septiembre de 2014 y hasta junio del 2015 se habian notificado 399.932 casos.
Objetivo. Identificar el genotipo o los genotipos responsables de la primera epidemia por el virus del
chikungunya en Colombia y la variabilidad genética asociada a su dispersion en el territorio nacional.
Materiales y métodos. Se seleccionaron muestras de suero de pacientes con sintomas indicativos
de fiebre del chikungunya durante 2014 y 2015. Se hizo una transcripcion inversa seguida de reaccion
en cadena de la polimerasa del gen E1, asi como su secuenciacion, andlisis filogenético y andlisis de
evolucion adaptativa.

Resultados. Se demostré la presencia exclusiva del genotipo de Asia en Colombia. Se registré un
promedio de 0,001 sustituciones de bases por sitio, una identidad de 99,7 a 99,9 % en los nucleétidos
y de 99,9 % en los amino&cidos entre las secuencias colombianas y las secuencias de las Américas.
Los andlisis de evolucion adaptativa indicaron una fuerte seleccion purificadora en el gen E1.
Conclusiones. Se determind la circulacion del genotipo de Asia del virus del chikungunya como la
causa de la primera epidemia en Colombia. Es necesario continuar con la vigilancia de genotipos,
con el fin de detectar posibles cambios en la epidemiologia, la eficacia (fitness) viral y la patogenia
del virus.

Palabras clave: virus del chikungunya, vigilancia, genotipo, filogenia, Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2990

Phylogenetic analysis of Chikungunya virus in Colombia: Evidence of purifying selection in
the E1 gene

Introduction: Chikungunya virus (CHIKV) is a single-stranded positive sense RNA virus that belongs
to the Alphavirus genus of the family Togaviridae. Its genome is 11.8 kb in length, and three genotypes
have been identified worldwide: Asian, East/Central/South African (ECSA) and West African.
Chikungunya fever is an acute febrile disease transmitted by Aedes spp. that usually presents with
polyarthralgia and cutaneous eruption. Following introduction of the virus to the Americas in 2013,
the first cases in Colombia occurred in September of 2014, and they reached a cumulative total of
399,932 cases by June of 2015.

Objective: To identify the genotype or genotypes responsible for the current epidemic in Colombia and
to describe the genetic variability of the virus in the country.

Materials and methods: Serum samples from patients presenting with symptoms compatible with
Chikungunya fever during 2014-2015 were selected for the study. RT-PCR products of the E1 gene from
these samples were used for sequencing and subsequent phylogenetic and adaptive evolution analyses.

Contribucion de los autores:

Katherine Laiton-Donato y José A. Usme-Ciro: concepcion y disefio del estudio
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Results: The study identified only the presence of the Asian genotype in Colombia. Comparing the
Colombian sequences with other sequences from the Americas revealed an average of 0.001 base
substitutions per site, with 99.7% and 99.9% nucleotide identity and 99.9% amino acid identity. The
adaptive evolution analysis indicated that the E1 gene is under strong purifying selection.
Conclusions: The first epidemic of Chikunguya fever in Colombia was caused by the circulation of
the virus Asian genotype. Further genotypic surveillance of the virus in Colombia is required to detect
possible changes in its epidemiology, fithess and pathogenicity.

Key words: Chikungunya virus, surveillance, genotype, molecular epidemiology, phylogeny, Colombia.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2990

El virus del chikungunya pertenece al género
Alphavirus de la familia Togaviridae, y es un
importante patégeno reemergente transmitido
por mosquitos del género Aedes. Es un virus
encapsulado de 60 a 70 nm de diametro, el cual
posee una capside de simetria icosaédrica que
alberga un genoma de ARN de cadena sencilla y
polaridad positiva de 11,8 kb, aproximadamente
(1). ElI genoma del virus codifica para cuatro
proteinas no estructurales (nsP1 — nsP4), las
cuales participan en la replicacién del ARN viral
y en la produccién de ARN mensajero (ARNm)
subgendmico, el cual codifica, a su vez, para las
cinco proteinas estructurales C, E3, E2, 6K y E1.
La proteina E1 forma heterodimeros con E2, los
cuales son transportados a la membrana celular
para hacer parte de los viriones maduros luego
de la gemacion de las nucleocapsides (2).

El virus fue aislado por primera vez e identificado
como el agente etiolégico responsable de un
brote de enfermedad febril en Tanzania entre 1952
y 1953 (3).

La fiebre del chikungunya es una enfermedad febril
aguda, con un periodo de incubacion de dos a 12
dias, cuyas principales manifestaciones clinicas
incluyen fiebre alta, mialgias, artralgias o artritis,
linfadenopatias, dolores multifocales y erupcion
cutanea (1). La fase aguda de la enfermedad
puede resolverse en un periodo de siete a 14 dias,
en tanto que la fase crénica, caracterizada por
manifestaciones reumatologicas, puede persistir
durante meses e incluso afos (4).

El virus aumenté su rango de distribucién entre
los afios 60 y 70, con brotes en diversos paises
asiaticos y en el subcontinente indio. En el 2004
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emergié nuevamente de forma epidémica en el
este de Africa, y rapidamente se distribuy6é en
paises tropicales y subtropicales de Africa, Asia
y Oceania (5,6). En 2013 lleg6 a la regién de las
Américas a través de la isla Saint Martin y en
poco tiempo se diseminé por diversas islas del
Caribe y varios paises de la region (7-9).

En Colombia el primer caso de fiebre del chikun-
gunya importado se registré en Cali el 19 de junio
de 2014, y los primeros casos de transmision
autéctona se notificaron en septiembre de 2014,
con un total de 399.932 casos y 39 muertes
desde el inicio de la epidemia hasta la semana
epidemiolégica 25 de 2015 (10), lo cual es el
resultado de su transmisiéon en una poblacién
humana vulnerable en zonas con gran densidad
del vector Aedes aegypti.

El analisis filogenético de las cepas del virus
del chikungunya que circulan a nivel mundial
ha permitido la identificacion de tres linajes
denominados genotipo de Asia, genotipo del
este-centro-sur de Africa (East/Central/South
African, ECSA) y genotipo de Africa occidental
(West African, WA) (11-13); se estima que el
ancestro comin mas reciente de los tres geno-
tipos pudo haberse originado hace 500 afios,
aproximadamente, y que la divergencia entre
el genotipo de Asia y el de ECSA pudo haber
ocurrido hace 150 afios (14). En un analisis del
gen E1 se encontr6 una tasa de sustitucion de 1,4
x 107 por sitio por afio (15).

El genotipo de Asia ha sido el principal respon-
sable de la enfermedad en las islas del Caribe
y en Centroamérica y Suramérica (9,16); sin
embargo, recientemente se reportd la presencia
del genotipo ECSA en Brasil (17). Por ello, es
de vital importancia determinar los genotipos de
los virus responsables de la epidemia actual en
Colombia y la variabilidad genética asociada a
su diseminacion en el territorio nacional, lo cual
contribuye al conocimiento de la dinamica de
circulacién y transmisién del virus.
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Materiales y métodos
Muestras clinicas

Se seleccionaron 29 muestras de suero remitidas
al Laboratorio de Virologia del Instituto Nacional de
Salud entre 2014 y 2015, por sospecha clinica de
fiebre del chikungunya en el marco del programa
de vigilancia virolégica del virus a nivel nacional.

Reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real

En 18 de las 29 muestras, la deteccion del virus
se hizo mediante reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR) en tiempo real con el gen nsP4 y
utilizando el estuche SuperScript 11l Platinum One-
step® (Invitrogen). Se utilizaron 0,4 mM de cada
dNTP, 10 pmol de los oligonucle6tidos CHIKV
6856/CHIKV 6981c y 5 uM de la sonda CHIKV
6919-FAM disefiados previamente, y 1 pl de la
mezcla de enzimas (18), para un volumen final de
la reaccion de 25 pl. El perfil térmico incluyé un
paso de transcripcion inversa a 50 °C durante 30
minutos, la activacién de la ADN polimerasa Taq
Hot Start a 94 °C durante 15 minutos, 45 ciclos a
95 °C durante 15 segundos y a 60 °C durante un
minuto para su hibridacion y extension.

Aislamiento viral

Las 11 muestras restantes se diluyeron en medio
esencial minimo de Eagle (E-MEM) en proporcién
de uno a diez y, posteriormente, se utilizaron en el
intento de aislamiento viral inoculando 200 pl en
cultivos de células Vero. La fase de adhesién se
llevd a cabo a 37 °C durante una hora, momento
en el cual se afadieron 800 ul de E-MEM con
suplemento de 2 % de suero fetal bovino (FBS)
y la soluciéon tampén HEPES. Los cultivos se
incubaron a 37 °C en una atmosfera con CO,. Los
sobrenadantes de los aislamientos se recolectaron
cuando se observé el efecto citopatico, o a los
cinco dias de infeccion en caso de no observarse
dicho efecto.

Filogenia del virus del chikungunya en Colombia

Extraccién de ARN

El ARN viral se extrajo a partir de 18 muestras
de suero y de 11 sobrenadantes de cultivo, utili-
zando el siguiente protocolo recomendado por
el fabricante del estuche comercial QlAamp Viral
RNA Mini Kit® (Qiagen Inc., Chatsworth, CA,
USA): se mezclaron 140 pul de muestra con 560 pl
de soluciéon tampén AVL y 5,6 ul de ARN carrier;
luego, se agregaron 500 pl de etanol absoluto y
el volumen total se pasé a través de una columna
de silice mediante centrifugacion. Posteriormente,
se adicionaron 500 pl de solucién tampdon AW1 y
500 pl de AW2 para eliminar contaminantes y, por
ultimo, se eluyé mediante la adicién de 60 pl de
solucién tampon AVE con centrifugacion.

Amplificacion del gen E1 mediante
transcripcion inversa seguida de PCR

La PCR en tiempo real para la amplificacién de
un fragmento de 1.666 pares de bases (pb) que
incluia el gen E1 completo, se hizo utilizando el
estuche QIAGEN One-Step RT-PCR kit® (Qiagen
Inc., Chatsworth, CA, USA) y los oligonucleétidos
disefiados en este estudio (cuadro 1).

Se utilizaron 10 pmol de los oligonucle6tidos
CHIKseq_17F y CHIKV_4R, 5 pl de solucién
tampon 5X (que incluia 12,5 mM de MgCl,), 1 pl
de la mezcla de enzimas, 0,4 mM de cada dNTP
y la solucién Q en una concentracion final de 1X
para un volumen final de 25 pl. El perfil térmico
consisti6 en un paso de transcripcién inversa a
41 °C durante 45 minutos, un paso de activacion de
la ADN polimerasa Tag Hot Start a 94 °C durante
15 minutos, 40 ciclos a 94 °C durante 30 segundos
para la desnaturalizacion, a 58 °C durante 30
segundos para la hibridacién de oligonucleétidos,
y a 72 °C durante dos minutos para la extension,
seguidos de una extension final a 72 °C durante
cinco minutos. Los amplicones se purificaron a
partir de las reacciones de RT-PCR en tiempo real
con el estuche comercial QIAquick PCR Purification
Kit® (Qiagen Inc., Chatsworth, CA, USA).

Cuadro 1. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion y secuenciacion del gen E1 del virus del chikungunya

Oligonucledétido Uso

Secuencia 5-3° Posicion gendémica'’

CHIKseq_17F PCR en tiempo real y secuenciacion
CHIKseq_19F Secuenciacion
CHIKV_4R PCR en tiempo real y secuenciacion
CHIKseq_2R Secuenciacion
CHIKseq_3R Secuenciacion

GTAGTTKTGTCAGTGGCCTCGTTC? 9646
CCRTACTCTCAGGCACCATCT? 10687
TTAGTGCCTGCTRAACGACACG? 11313
CGCTCTTACCGGGTTTGTTGCTAT 10797
CTTCTCCACATGTGCTTCGCTCA 10323

1Con respecto a la secuencia NC_004162.2 depositada en el Genbank

2 Segun el codigo de ambiguedad en nucleétidos de la International Union of Pure and Applied Chemistry - IUPAC
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Secuenciacion y ediciéon de secuencias

Las secuencias se obtuvieron usando los oligo-
nucleotidos descritos en el cuadro 1. Se agregaron
10 ng de cada amplicén a una mezcla de reaccién
que contenia 1 pl de BigDye Terminator Cycle
Sequencing® v3.1 (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, USA), 3,2 pmol del oligonucleétido especifico
y 1,5 pl de solucion tampon 5X, en un volumen final
de 10 pl. El perfil térmico fue el siguiente: a 96 °C
durante un minuto; 25 ciclos a 96 °C durante 10
segundos, a 50 °C durante 5 segundos y a 60 °C
durante 4 minutos. Las reacciones se purificaron
con el estuche Big Dye XTerminator® (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA) y posteriormente
se procesaron mediante el analizador genético
ABI3130 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA). Las secuencias se editaron y ensamblaron
mediante el mddulo SegMan del programa
LaserGene®, v8.1 (DNASTAR Inc.).

Analisis filogenético

Con el fin de establecer la relacion filogenética
entre las cepas del virus del chikungunya circulan-
tes en Colombia y las que han circulado a nivel
mundial, se generé una matriz de secuencias
correspondientes al gen E1 obtenidas en el
presente estudio (posiciones de los nucledtidos
9994-11313 con respecto a la secuencia NC_
004162.2), y las secuencias depositadas en el
GenBank correspondientes a los tres genotipos,
las cuales fueron alineadas mediante el programa
Clustal X2.1 (19).

Se estim6 el modelo de sustitucion de nucleétidos
gue mejor se ajustara a la matriz de secuencias
teniendo en cuenta el criterio de informacion de
Akaike (AIC), mediante la herramienta jModelTest
v2.1.3 (20).

Se hizo una inferencia bayesiana mediante el
método de Monte Carlo via cadenas de Markov
(MCMC) con el programa MrBayes 3.2.6 (21); se
utilizé el modelo de sustitucion de nucleotidos
GTR, y se evaluaron cuatro MCMC (tres frias,
una caliente) en 1'000.000 de generaciones con
muestreos cada 100 generaciones para un total
de 10.000 arboles.

La convergencia de los pardmetros estadisticos se
determiné usando el programa Tracer 1.6 (http://
tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/). Se descartaron
2.000 generaciones y los valores de probabilidades
a posteriori se obtuvieron a partir de los 32.000
arboles resultantes.

28

Biomédica 2016;36(Supl.2):25-34

La inferencia filogenética se hizo con el programa
MEGA 6.0 (22) mediante los métodos de neighbor-
joining, el modelo de sustitucién de nucleétidos
Kimura 2, parametros con 1.000 réplicas bootstrap
de méaxima verosimilitud, y el modelo de sustitucion
de nucleétidos GTR con 1.000 réplicas bootstrap.

Los arboles de consenso se visualizaron mediante
el programa FigTree v1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.
uk/software/figtree/) y se editaron en el programa
MEGA 6.0 (22).

Andlisis de diversidad genéticay evolucién
adaptativa

Se estimaron las distancias genéticas dentro
del genotipo, entre genotipos y para el grupo
representado por las secuencias obtenidas en el
estudio utilizando el modelo evolutivo Kimura 2 y
los parametros en el programa MEGA 6.0 (22).

Con el fin de establecer las posibles fuerzas que
han moldeado la evolucion del virus, se hizo un
primer analisis utilizando diferentes pruebas de
neutralidad: la prueba estadistica D de Tajima
(23) y los tests F* y D* de Fu y Li (24) utilizando el
programa DnaSP, version 5.10.01 (25).

Para determinar los codones especificos de la
secuencia que podrian estar sujetos a seleccion,
se analizd6 la matriz por medio del servidor
Datamonkey (http://www.datamonkey.org) (26).

Se determind la razon del nUmero de sustituciones
no sinénimas por sitio no sindénimo sobre el nimero
de sustituciones sinénimas por sitio sinébnimo
(divergence at nonsynonimous and synonimous
sites, dN/dS).

En todos los analisis se usé el modelo de sus-
titucion GTR (generalised time reversible) y un
nivel de significacién de p<0,1. Se seleccionaron
los sitios que presentaron significacion estadistica
mediante los métodos de méxima verosimilitud
de probabilidad de efectos fijos (Fixed Effects
Likelihood, FEL), de probabilidad interna de efectos
fijos (Internal FEL, IFEL) y de single likelihood
ancestor counting (SLAC).

Resultados
El virus del chikungunya en Colombia

En Colombia hubo varias alertas por casos
importados del virus del chikungunya antes del
reporte de los primeros casos autdctonos en el
departamento de Bolivar, en septiembre de 2014
(27). Después de su establecimiento, el virus ha
tenido un comportamiento epidémico durante el



Biomédica 2016;36(Supl.2):25-34

periodo 2014-2015 (figura 1), y logr6 colonizar una
gran proporcion de los municipios con presencia
del vector A. aegypti (figura 2).

Circulacion del genotipo de Asia del virus del
chikungunya en Colombia

En el presente estudio se secuencié el gen E1
completo en un total de 29 sueros o sobrenadantes
de cultivo celular provenientes de 17 departamen-
tos colombianos (cuadro 2), es decir, 53 % de los
departamentos con reporte de casos confirmados
de la enfermedad.

Las topologias obtenidas mediante inferencia
bayesiana (figura 3) y los métodos de méxima
verosimilitud y de neighbor joining (archivos
complementarios 1 y 2, disponibles en: doi: http://
dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2990), eviden-
ciaron concordancia en los soportes bootstrap
(mayores de 85 %) para las ramas correspondientes
a los genotipos y los principales linajes dentro
de cada genotipo. Las secuencias colombianas
mostraron una estrecha relacion filogenética con
cepas del genotipo de Asia provenientes de la isla
Saint Martin, las Islas Virgenes, México y Brasil.

Diversidad genética y evolucion adaptativa

Al estimar la diversidad genética, se evidencio
un promedio de 0,001 sustituciones de bases por
sitio entre cada par de secuencias colombianas
del virus y las secuencias reportadas en el
continente americano (Saint Martin, Islas Virgenes,
Brasil, México), con una identidad de 99,7 a 99,9
% a nivel de nucleétidos y de 99,9 % a nivel de
aminoacidos. Entre las secuencias colombia-
nas y las demas secuencias pertenecientes al
genotipo de Asia se estimo6 un promedio de 0,005
sustituciones de bases por sitio entre cada par
de secuencias.

En los andlisis de evolucién adaptativa, las
pruebas estadisticas de neutralidad presentaron
las siguientes estimaciones: en la D deTajima,
-0,28665 (p>0,10, no significativo), y en el test D*
de Fuy Li, 0,93863 (p>0,10, no significativo) y en
el test F*, 0,52645 (p>0,1, no significativo). El valor
global de dN/dS fue 0,0517; el codén 145 fue el
Unico seleccionado positivamente mediante los
métodos FEL e IFEL, con un valor de 0,053 (p<0,1,
significativo). Mediante los métodos SLAC, FEL
e IFEL (p<0,1), se demostro la existencia de un
gran nimero de codones sometidos a una fuerte
seleccion negativa (cuadro 3).

Filogenia del virus del chikungunya en Colombia

Casos acumulados de fiebre
Colombia, 2014-2015
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Figura 1. Casos acumulados de fiebre del chikungunya,
Colombia, 2014-2015

B Casos confirmados por laboratorio
Casos confirmados por clinica

. Presencia del vector Aedes aegypti

Figura 2. Distribucién municipal de Aedes aegypti y casos
confirmados de fiebre del chikungunya durante el 2015

Discusion

Desde la confirmacién de la circulacién autdctona
del virus de chikungunya en septiembre de 2014,
su transmisién en Colombia ha mostrado un patron

epidémico en el cual han contribuido de forma
determinante diversos factores. En primer lugar,

29



Laiton-Donato K, Usme-Ciro JA, Rico A, et al.

Biomédica 2016;36(Supl.2):25-34

Cuadro 2. Secuencias del virus del chikungunya, Colombia, 2014-2015

Identificacion Localizacion (departamento, municipio) Afo Numero de acceso en el Genbank
440191 Tolima, Purificacion 2015 KT211023
441200 Tolima, Armero-Guayabal 2015 KT211024
433676 Bolivar, Mahates 2014 KT211025
440252 Tolima, Armero-Guayabal 2015 KT211026
440417 Tolima, Guamo 2015 KT211028
440164 Tolima, Armero-Guayabal 2015 KT211029
439609 Huila, Neiva 2015 KT211030
439930 La Guajira, Barrancas 2015 KT211031
439933 La Guajira, Manaure 2015 KT211032
440324 Norte de Santander, Cucuta 2015 KT211027
439690 Norte de Santander, Cucuta 2015 KT211033
91-3 Arauca, Arauca 2014 KT211034
92-46 San Andrés, San Andrés 2014 KT211035
92-20 Magdalena, Santa Marta 2014 KT211036
91-8 Boyacd, San Luis de Gaceno 2014 KT211037
91-11 Boyaca, Soata 2014 KT211038
91-19 Cundinamarca, La Mesa 2014 KT211039
92-31 Magdalena, Santa Marta 2014 KT211040
93-44 La Guajira, Barrancas 2014 KT211041
986333 Guaviare, San José 2015 KT211042
433717 Bolivar, San Juan Nepomuceno 2014 KT211043
435088 Cérdoba, Mofiitos 2014 KT211044
435432 Cesar, Valledupar 2014 KT211045
434965 Sucre, Sincelejo 2014 KT211046
441578 Valle, La Unién 2015 KT211047
442892 Guainia, Puerto Inirida 2015 KT211048
442205 Chocd, El Cantén de San Pablo 2015 KT211049
441519 Valle, Cali 2015 KT211050
442891 Guainia, Puerto Inirida 2015 KT211051

Para cada virus se muestra el codigo interno, asi como su procedencia geografica (municipio y departamento), el mes y afio de recoleccién y el nimero

de registro en el Genbank.

el virus encontr6 una poblacion completamente
vulnerable ante la infeccién, sin historia de retos
previos frente a este virus o cualquier otro estre-
chamente relacionado. Al igual que el virus Mayaro
detectado en Colombia hace mas de 50 afios (28),
el virus del chikungunya pertenece al complejo del
virus del bosque de Semliki (29).

Otros alfavirus que han circulado en las dltimas
décadas en Colombia, como el virus de la encefalitis
equina venezolana y el virus de la encefalitis
equina del este, pertenecen a otros serocomplejos
y su incidencia en el humano ha sido limitada a
nivel geografico (30), por lo que es improbable que
confieran inmunidad cruzada frente al virus del
chikungunya. En segundo lugar, el virus encontrd
una alta densidad y una amplia distribuciéon del
mosquito vector A. aegypti doméstico, lo cual
le permiti6 completar su ciclo de transmisién de
forma eficiente e invadir rapidamente los 33 depar-
tamentos, ocasionando un aumento exponencial
de los casos de fiebre del chikungunya durante el
2014 y el primer semestre del 2015 (31,32).
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A nivel filogenético, las secuencias de las cepas
colombianas mostraron una estrecha relacion con
las secuencias de cepas de la Isla Saint Martin,
de Islas Virgenes y de las otras reportadas en la
region de las Américas, las cuales pertenecen al
genotipo de Asia, y cuya dinamica de dispersion
espacial y temporal a través de las islas del Caribe,
de Centroamérica y de Suramérica sugiere la
presencia exclusiva de dicho genotipo en la regién.
Recientemente se reporté la presencia del genotipo
ECSA en Brasil (17), sin embargo, su impacto a
nivel epidemioldgico solo podra determinarse
en la medida en que se conozcan los resultados
de otros estudios moleculares realizados en los
diversos paises de la region.

A pesar de que se espera un incremento en la
diversidad genética de las cepas que circulan en la
regién debido a las mdltiples rondas de replicacién
y a la alta tasa de error reportada para este virus
(15), la posibilidad de rastrear el origen reciente
de las cepas que hayan ingresado y se hayan
diseminado por el territorio nacional se ve limitada
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Figura 3. Filogenia del virus del chikungunya establecida mediante inferencia bayesiana con base en el gen E1. Se reconstruyd el
arbol con el modelo de sustitucién de nucleétidos GTR. Se muestran los valores de probabilidad posterior 290. Como grupo externo
se incluy6 el genotipo WA por ser el mas divergente en estudios previos. Los triangulos negros representan las cepas colombianas
secuenciadas en el presente estudio. Teniendo en cuenta la alta identidad de las secuencias obtenidas, se incluyé una cepa por

cada departamento.
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Cuadro 3. Codones sujetos a seleccion negativa obtenidos por
el método FEL

Codon p<0,1 Codén p<0,1 Codén p<0,1 Codon p<0,1
20 0,013 121 0,003 230 0,030 360 0,004
35 0,001 122 0,011 240 0,038 365 0,019
37 0,011 124 0,017 253 0,003 370 0,060
39 0,022 128 0,001 270 0,035 381 0,003
41 0,002 162 0,035 287 0,020 394 0,058
61 0,015 173 0,019 298 0,014 402 0,013
87 0,018 18 0,070 308 0,053 421 0,010
100 0,005 202 0,081 315 0,001 427 0,003
107 0,010 216 0,035 331 0,042 436 0,031

por el bajo nimero de secuencias gendmicas del
virus disponibles hasta la fecha y responsables
de los brotes o epidemias en los paises de la
region (33,34), asi como por la gran estabilidad
del genotipo, reflejada en un alto porcentaje de
identidad entre las secuencias de las cepas prove-
nientes de diferentes paises de la region.

En el andlisis de evolucién adaptativa, aunque los
valores obtenidos por las pruebas de neutralidad a
nivel global (longitud total) para la regién gendémica
analizada sugieren la ausencia de seleccion
natural, la relacion entre los dN y los dS y un
analisis mas solido de los codones mediante los
métodos FEL, IFEL y SLAC, demostraron la exis-
tencia de una fuerte seleccion purificadora para el
gen E1. La existencia de seleccion purificadora se
sustenta en estudios con otros virus transmitidos
por vectores artrépodos, en los cuales se ha
demostrado la existencia de compromisos (trade
offs) en su evolucion, debido a que durante el
ciclo de trasmisién deben preservar la funcion
proteica que les permita replicarse en dos hués-
pedes filogenéticamente distantes (artrépodo y
vertebrado) (33,35). Estos compromisos, con un
efecto directo en la eficacia bioldgica (fitness viral),
comunmente resultan en la eliminacién de gran
parte de la variabilidad a largo plazo y, por ende,
en una mayor estabilidad genética, lo cual se ve
reflejado en la poca acumulaciéon de mutaciones
en el gen E1 de las cepas que circulan en las
Ameéricas, a pesar de haber alcanzado poblaciones
de gran tamafio y ser responsable de mdultiples
brotes epidémicos.

Durante la epidemia de 2005 a 2006 ocasionada
por el genotipo ECSA del virus del chikungunya en
la isla La Reunion, se encontrd la sustitucion A226V
localizada en la proteina E1 y se la relacion6 con
la capacidad del virus de infectar y replicarse en
el vector Aedes albopictus (34,36,37); sin embargo,
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esta sustitucion no se ha encontrado en cepas
pertenecientes al genotipo de Asia ni tampoco
se evidenci6 en las secuencias colombianas
analizadas. En el presente estudio la secuencia
93-44_Guajira_2014 presentd la sustitucidon de
aminoacido T155I, la cual no se ha asociado al
comportamiento epidemioldgico o a la virulencia.

Considerando la presencia en el pais de A. aegypti
y de A. albopictus y la circulacién simultanea de los
genotipos de Asia y ECSA del virus del chikungunya
en un pais vecino (Brasil), es necesario establecer
una vigilancia de genotipos, con el fin de detectar
la potencial introduccién de un nuevo genotipo, su
interaccion con el genotipo existente y su contribu-
cion a la transmisibilidad o virulencia del virus.

Se concluye que el patron de dispersion del virus del
chikungunya fue de alcance epidémico en Colombia,
debido a la amplia distribucién del vector A. aegypti
y a la presencia de una poblacion vulnerable ante la
infeccion. Ademas, se identificd el genotipo de Asia
como el Unico presente en la muestra de estudio,
lo cual sugiere que ha sido el predominante, si no
el tnico, durante la epidemia en el pais. Asimismo,
los patrones de diversidad genética y evolucion
adaptativa indican que el gen E1 esta sometido a
una fuerte seleccién purificadora.

Los datos presentados en el presente manuscrito
son los primeros sobre la caracterizacion genética
del virus del chikungunya en Colombia, y su impor-
tancia para la salud publica es enorme, ya que
nunca antes habia habido transmisién de este virus
en el pais y, seguramente, la enfermedad se hara
endémica. Por ello, es necesario continuar con la
vigilancia de los genotipos del virus, con el fin de
detectar posibles cambios en su epidemiologia, su
eficacia viral (fitness), su habilidad para colonizar
nuevos vectores y su patogenia.
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Archivo complementario 1. Inferencia filogenética por méaxima verosimilitud del virus del chikungunya basada en el gen E1.
Se reconstruy6 el arbol mediante el método de ML con 1.000 réplicas bootstrap y el modelo de sustitucién de nucleétidos GTR.
El genotipo WA se utilizé como grupo externo solo con fines de visualizacion. Los triangulos negros representan las cepas

colombianas secuenciadas en el presente estudio.
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Archivo complementario 2. Inferencia filogenética del virus del chikungunya por neighbor-joining basada en el gen E1. Se utilizaron
1.000 réplicas bootstrap y el modelo de sustitucion de nucleétidos Kimura 2. El genotipo WA se utilizé6 como grupo externo solo con
fines de visualizacion. Los triangulos negros representan las cepas colombianas secuenciadas en el presente estudio.
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Introduccion. Las infecciones por el virus del dengue y del chikungunya presentan sintomas clinicos
similares, lo cual dificulta el diagnéstico clinico. Ademas, son transmitidas por los mismos vectores, por
lo que en una region puede haber circulacion e infeccién simultanea con los dos virus. Los resultados
de cada enfermedad, no obstante, son diferentes: la fiebre del chikungunya rara vez es fatal, pero
puede dejar secuelas de tipo articular y neuroldgico, en tanto que el dengue es potencialmente fatal.
De ahi la importancia de un diagnéstico preciso y oportuno.

Objetivo. Comparar el diagnéstico presuntivo basado en los hallazgos clinicos con el diagndstico
diferencial hecho mediante pruebas de laboratorio.

Materiales y métodos. Se utilizaron pruebas virolégicas y seroldgicas especificas para dengue y
chikungunya en ocho muestras de sangre de pacientes pediatricos con sindrome febril. Se empleo6 la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa para detectar los virus del dengue y del
chikungunya y el método de ELISA basado en la captura de IgM para confirmar los casos de dengue.
Resultados. Con base en los hallazgos clinicos, dos pacientes se clasificaron como casos probables
de dengue o chikungunya, dos como casos probables de chikungunya y en cuatro no hubo diagnéstico
presuntivo de infeccion viral. Las pruebas de laboratorio confirmaron la infeccion por el virus del
dengue en dos pacientes, por el virus del chikungunya en otros dos e infeccion simultdnea de dengue
y chikungunya en los cuatro restantes.

Conclusidn. Los hallazgos clinicos no fueron suficientes para hacer un diagndstico en pacientes
pediatricos con sindrome febril, por lo cual se requirieron pruebas especificas de laboratorio para
establecer con precision el agente etiolégico causante de la enfermedad.

Palabras clave: arbovirus, dengue, virus del chikungunya, coinfeccion, fiebre, diagnéstico, recién nacido.
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Dengue and Chikungunya differential diagnosis in pediatric patients

Introduction: Dengue and Chikungunya infections have similar clinical symptoms, which makes their
clinical diagnosis complex. Moreover, both are transmitted by the same mosquito vectors, which results
in virus co-circulation and co-infection. However, the outcome of these diseases differs: Chikungunya
fever is rarely fatal but can have permanent and severe rheumatic and neurological sequelae, whereas
dengue disease is potentially fatal. Thus, accurate diagnosis is critical.

Objective: To compare presumptive diagnoses based on clinical findings with the differential diagnoses
based on specific laboratory tests for each virus.

Materials and methods: We performed specific virological and serological tests for both dengue and
Chikungunya infections on eight acute-phase blood samples collected from pediatric patients with
febrile syndrome. We used RT-PCR to detect dengue and Chikungunya virus, and IgM-capture ELISA
to confirm infection by dengue virus.

Results: Based on clinical findings, two patients were diagnosed as probable cases of dengue or
Chikungunya, and two were diagnosed as probable cases of chikungunya. Four had no presumptive
diagnosis of viral infection. Laboratory tests confirmed dengue infection in two patients, Chikungunya
infection in two patients, and co-infection by the two viruses in the other four patients.
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Conclusion: Clinical findings were not sufficient to make a diagnosis in pediatric patients with febrile
syndrome; specific laboratory tests were required to establish the etiologic agent of the disease.

Key words: Arboviruses, dengue, Chikungunya virus, coinfection, fever, diagnosis, infant, newborn.
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Las enfermedades causadas por los virus trans-
mitidos por artropodos hematoéfagos, o arbovirus,
constituyen uno de los principales problemas de
salud publica en todo el mundo. Los arbovirus
se encuentran principalmente en las regiones
tropicales y subtropicales, y en la mayoria de los
casos causan infecciones subclinicas, también
denominadas fiebres inespecificas (1,2).

El virus del chikungunya (CHIKV) y el virus del
dengue (DENV) son los arbovirus que tienen mayor
impacto en la salud en las Américas, especialmente
en Colombia (3-7). El CHIKV pertenece al género
Alfavirus, familia Togaviridae, mientras que el
DENV pertenece al género Flavivirus, familia
Flaviviridae. Los dos tienen un genoma de ARN
de cadena sencilla de polaridad positiva y ambos
son transmitidos por los mismos vectores, los
mosquitos Aedes aegypti y Aedes albopictus (2).

Los sintomas tipicos causados por estos dos arbo-
virus incluyen fiebre, erupciones cuténeas, dolor
muscular y articular, nduseas, dolor de cabeza y
vémito, razon por la cual en algunas ocasiones
las infecciones son clinicamente indistinguibles.
Sin embargo, el resultado de cada enfermedad
es diferente: la fiebre del chikungunya rara vez
es fatal, pero puede dejar importantes secuelas
de tipo articular y neurolégico (8), en tanto que el
dengue es potencialmente fatal (7). La infeccion
con cualquiera de los cuatro serotipos del DENV
produce un amplio espectro de manifestaciones
clinicas que incluyen los cuadros clinicos con
sintomas leves (denominados fiebre de dengue sin
signos de alarma), otros con signos mas evidentes
(dengue con signos de alarma) y cuadros clinicos
mas graves (dengue grave), los cuales pueden
tener un desenlace fatal (9). La infeccion con uno
de los cuatro serotipos de DENV provoca una
reaccion inmunitaria que otorga protecciéon de
por vida contra nuevas infecciones con el mismo
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serotipo, pero puede potenciar la infeccion con otros
serotipos y aumentar la probabilidad de desarrollar
dengue con signos de alarma y dengue grave
durante infecciones secundarias.

En las Américas, la circulacion del DENV data
de la década de los 80; desde entonces se ha
extendido a cerca de 40 paises de la zona (10).
En Colombia, el nimero de casos ha crecido de
manera importante en las Ultimas décadas y se
caracteriza por brotes epidémicos cada tres o
cuatro afos (7,11). En el 2010, se presenté la
epidemia mas grande de los Ultimos afios: se
notificaron 157.152 casos, de los cuales 9.482
(6 %) correspondieron a dengue grave (11).
Aunque en los afios siguientes el numero de
casos disminuyé hasta menos de 60.000, en 2013
y 2014 volvié a superar los 100.000 y hasta la
semana 38 de 2015 se habian reportado 67.384
casos (3,12).

En cuanto al CHIKYV, el primer brote epidémico de
la enfermedad en las Américas se reporto a finales
del 2013 en la isla Saint Martin; desde entonces,
la transmision en la regién ha ido en aumento y
se ha extendido a 44 paises y territorios. En estos
dos afios se han reportado cerca de 1,2 millones
de casos sospechosos y 225 muertes (13). Hasta
la semana epidemioldgica 38 de 2015, se habian
reportado 568.614 casos sospechosos, de los
cuales 22.920 se confirmaron por laboratorio
y 62 terminaron en muerte. En Colombia se han
reportado 333.173 casos, de los cuales solo 1.961
se confirmaron por laboratorio y 55 fueron fatales
(13). Cabe destacar que, desde la introduccion
del virus a mediados de 2014 hasta el momento,
Colombia es el pais con el mayor nimero de
casos y de muertes reportadas (88 %) en las
Américas (4,6,13).

Dado que los sintomas de la infeccién por el
CHIKV son similares a los causados por el DENV,
es posible que en las zonas donde el dengue es
endémico el nimero de casos y de infecciones
simultaneas se haya subestimado, o que los casos
hayan pasado inadvertidos.

El diagndstico clinico de estas arbovirosis en los
primeros dias de evolucion es complejo, ya que
presentan un cuadro febril agudo con sintomas
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inespecificos que pueden confundirse con otras
infecciones, como influenza, rubéola, gastroenteritis,
fiebre tifoidea, fiebre amarilla y leptospirosis. Aunque
existen varias pruebas viroldgicas (aislamiento viral,
deteccion de antigeno NS1 o deteccion del ARN)
y seroldgicas (presencia de IgM o IgG especificos)
para la confirmacion del diagndstico de la infeccién
por el DENV, en Colombia se utilizan principalmente
en la investigacion y en la vigilancia (14). En el caso
del CHIKV, el diagnostico se hace con base en el
conjunto de manifestaciones clinicas, en tanto que
la deteccion de ARN viral por reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) con transcriptasa inversa
y la deteccion de IgM se usan principalmente para
la investigacion y la vigilancia (3,4,6).

En el presente trabajo se evaluaron pacientes
pediatricos con sindrome febril para comparar el
diagndstico presuntivo basado en los hallazgos
clinicos con el diagnostico diferencial basado en
pruebas especificas de laboratorio. Se evidencio
gue el uso de los hallazgos clinicos y paraclinicos
no fue suficiente para establecer un diagnostico
preciso y que las pruebas especificas de labora-
torio para determinar el agente etiolégico causante
de la enfermedad son de gran importancia.

Materiales y métodos
Muestras

Se recolectaron de 3 a 5 ml de sangre periférica de
ocho pacientes pediatricos ingresados en febrero
de 2015 al Hospital Universitario de La Samaritana-
Unidad Funcional Girardot por sindrome febril no
especificado.

La presente investigacion se adelanté en el marco
del proyecto “Establecimiento de un algoritmo
de laboratorio para la confirmacion de casos de
dengue en muestras de individuos con sindrome
febril atendidos en instituciones de salud de
Cundinamarca”, el cual cuenta con el aval del
Comité de Etica del Centro de Investigacion del
Hospital y se viene desarrollando en Girardot,
una poblacion ubicada en Cundinamarca, a 289
msnm, con temperatura promedio de 29 °C y
humedad de 46 %.

Los criterios de inclusion fueron los siguientes:
pacientes con sindrome febril de origen incierto de
siete dias de evolucién o menos, cuyos signos y
sintomas incluyeran fiebre alta, cefalea, dolor retro-
ocular, mialgias, artralgias, postracion, hemorragias,
edema, exantema, hepatomegalia, esplenomegalia
o alteracion del estado neurolégico.

Diagnéstico diferencial de dengue y chikungunya

Revisiéon de historias clinicas

Se revisaron las historias clinicas de los individuos
y la informacién contenida en ellas se clasifico
como hallazgos clinicos, exdmenes de laboratorio
clinico (hemograma, tiempo de protrombina,
tiempo de tromboplastina parcial, entre otros) y
diagndstico presuntivo.

Pruebas serologicas

La deteccion de IgM para el DENV se hizo
mediante ELISA con la prueba comercial UMELISA
DENGUE IgM PLUS-Panbio®, siguiendo el proto-
colo recomendado por el fabricante.

Pruebas viroldgicas

La deteccion de ARN viral se hizo mediante PCR
semianidada. Se extrajo ARN a partir de 140 pl de
plasma, utilizando el estuche comercial QlAamp Viral
RNA Mini Kit® (Qiagen) y el protocolo recomendado
por el fabricante. La deteccion de los dos virus se
llevd a cabo mediante PCR semianidada (15,16),
seguln el protocolo modificado en el Laboratorio de
Virologia de la siguiente manera: a partir de 5 pl
de ARN y 0,2 uM de oligonucle6tidos especificos
para cada virus, se llevé a cabo la reaccién de
transcripcion inversa y la amplificacion con el
sistema SuperScript 11l One-Step RT-PCR System
with Platinum Tag® (Invitrogen). Luego se tomo
1 pl del producto de la PCR como plantilla para
una segunda reaccidon de amplificacion con el
sistema GoTaq® (Promega). La secuencia de los
oligonucleétidos y el programa de amplificacién
utilizado se especifican en el cuadro 1.

Definiciéon de caso

Se consider6 como caso positivo de dengue, el
paciente en quien se detectd el virus mediante
PCR con transcriptasa inversa o anticuerpos IgM
en plasma. El caso positivo de chikungunya se
defini6 como el paciente en quien se detect6 el
virus mediante PCR con transcriptasa inversa.

Resultados

En el cuadro 2 se presentan los hallazgos clinicos
y de laboratorio, asi como el diagnéstico en el
momento de ingreso de ocho pacientes pediatricos
hospitalizados en el Hospital Universitario de La
Samaritana, y los resultados de las pruebas de
laboratorio especificas para el CHIKV y el DENV.

El grupo de pacientes estaba conformado por
cuatro neonatos, dos menores de un afio de edad
y dos de cuatro y diez afios de edad, los cuales
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Cuadro 1. Oligonucledtidos y programas de amplificacion utilizados

RT-PCR Oligonucleétidos 5°----3° Programa de amplificacion
DENV D1 TCAATATGCTGAAACGCGAGAGAAACCG Transcripcion inversa: a 50 °C durante 30 minutos
D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC Desnaturalizacion inicial: a 95 °C durante 3 minutos
F ACGCAATTGAGCGAAGCAC Desnaturalizacion: a 95 °C durante 30 segundos
CHIKV Hibridacion: 30 ciclos a 55 °C durante 30 segundos
R CCAAATTGTCCYGGTCTTCCT Extensién: a 72 °C durante 30 segundos
PCR Oligonucleoétidos5'----3" Programa de amplificacion
D1 TCAATATGCTGAAACGCGAGAGAAACCG
Ts1 CCCGTAACACTTTGATCGCT . )
DENV Ts2 CGCCACAAGGGCCATGAACAGTTT Desnaturalizacion inicial: a 95 °C durante 3minutos
Ts3 TAACATCATCATGAGACAGAGC Dfespaturfali.zacién: a 95 °C:jurante 30 segundos
Ts4 TTCTCCCGTTCAGGATGTTC H|br|da'c’|0n. 25 (ilclos a 55 °C durante 30 segundos
CHIKY F ACGCAATTGAGCGAAGCAC Extensién: a 72 °C durante 30 segundos

R2 CTGAAGACATTGGCCCCAC

DENV: virus del dengue; CHIKV: virus del chikungunya; RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa

presentaron, ademas de fiebre, por lo menos un
signo o sintoma tipico de la infeccién con alguno de
estos dos arbovirus. Cuatro de los pacientes fueron
diagnosticados en el momento del ingreso como
casos sospechosos de chikungunya por presen-
tar erupcién cutanea, debilidad e ‘hipoactividad’
y antecedentes familiares de infeccién (pacientes
identificados con los codigos 371, 267, 958-3 y
986-1). En cuatro de los pacientes no se registro
ninguna infeccion viral como diagnéstico presuntivo,
aunque uno de ellos tenia sintomas y antecedentes
familiares que sugerian la presencia del CHIKV
(caso 511). Dos pacientes fueron diagnosticados
como casos sospechosos de dengue (casos 371
y 267) y, aunque en otro paciente los hallazgos
clinicos estaban asociados a dengue grave, el
caso no se registré como tal (caso 420).

En cuanto a los exdmenes de laboratorio, la
prueba molecular permitié6 confirmar la infeccién
por el CHIKV en seis de los pacientes (casos 371,
511, 267, 519, 963 y 986-1) y, con el DENV, en
dos (casos 511, 420), en tanto que la deteccién
de anticuerpos IgM para el DENV fue positiva en
cinco pacientes (casos 371, 511, 267, 958-3 y
963). Es decir que las pruebas especificas para
cada virus permitieron confirmar la infeccion por
arbovirus en todos los pacientes evaluados: dos
presentaron infeccién por el DENV, dos por el
CHIKV y cuatro presentaron infeccion simultanea
con los dos virus.

La infeccibn con el DENV se confirmd
en un paciente de diez afios de edad
mediante RT-PCR (caso 420). Este menor
presenté signos asociados con dengue grave,
como alteracién cardiopulmonar, derrame pleural,
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hepatomegalia, trombocitopenia y dolor abdo-
minal, por lo cual requirié cuidados intensivos
y hospitalizacion prolongada. El segundo caso
correspondié a un neonato de 16 dias de edad
con IgM positiva (caso 958-3). Con base en el
cuadro clinico y los resultados de las pruebas
de laboratorio, se concluy6 que se trataba de un
caso de dengue sin signos de alarma, aunque el
diagnéstico presuntivo registrado fue de sepsis
neonatal. En este caso no se detecté el CHIKV, pero
no se descarta una posible infeccion simultanea,
dado que sus padres y hermanas reportaron que
habian presentado los sintomas recientemente.

En el caso 986-1, un paciente de cuatro dias de
nacido, se detectd Unicamente infeccién por el
CHIKV, con signos graves como alteraciones
neuroldgicas y trombocitopenia. En el momento
del ingreso, este paciente fue diagnosticado con
ictericia fisiol6gica y sospecha de infeccion por
el CHIKV. No fue posible confirmar que se tratara
de transmision vertical, dado que no se contaba
con una muestra de la madre para las pruebas
respectivas. El segundo caso correspondié a
un nifio de cinco meses de edad (caso 519),
quien presentd alteraciones neurologicas graves
y fue diagnosticado con sindrome convulsivo
generalizado; ademas, se detectd Streptococcus
pneumoniae en el liquido cefalorraquideo, lo cual
es indicativo de una meningitis bacteriana.

Se confirmaron infecciones simultaneas en cuatro
pacientes: dos neonatos, un nifio de dos meses y
uno de cuatro afios. En los casos de los neonatos
de siete y cinco dias de edad, el diagnéstico
presuntivo en el momento del ingreso hospitalario
fue de sepsis bacteriana (casos 371 y 511) v,
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Cuadro 2. Diagnostico presuntivo y diagnéstico confirmado. La informacion contenida en las historias clinicas se clasifico como
hallazgos clinicos, hallazgos de laboratorio, observaciones generales y diagndstico presuntivo. Los resultados de las pruebas
serolégicas y virologicas se presentan como IgM para dengue y PCR con transcriptasa inversa. Para el diagnéstico confirmado, se
tuvieron en cuenta los resultados de las dos pruebas.

Cdédigo Edad Hallazgos clinicos Hallazgos paraclinicos Diagndstico IgM PCR con Diagndstico
presuntivo dengue transcriptasa inversa confirmado
371 7  Erupcion cutanea Hemocultivo: negativo Sepsis bacteriana  Positiva  CHIKV: positiva Infeccion
dias Debilidad Dengue o DENV: negativa simultanea
Hipoactividad chikungunya
11 5  Erupcion cutanea Radiografia de térax: Sepsis neonatal  Positiva  CHIKV: positiva Infeccion
dias Dificultad respiratoria aumento en densidad tardia DENV: positiva para  simultanea
Hipoactividad de hilios pulmonares serotipo 1
Debilidad Cambios inflamatorios bronquiticos
Disminucion del apetito Sin derrame pleural
Sin evidencia de foco
bronconeuménico
267 2 Dificultad respiratoria: Radiografia de torax: Broncoaspiracion  Positiva  CHIKV: positiva Infeccion
meses episodio de apneay cianosis foco bronconeumdnico Paro cardiaco DENV: negativa simultanea
Alteracion neurolégica parahiliar bilateral revertido
Exantema macular Sin derrame pleural Dengue o
generalizado Silueta cardiaca de chikungunya
Astenia y adinamia tamafio normal
Debilidad Transfusion de glébulos
Disminucion del apetito rojos empacados
519 5  Alteracién neurolégica: TC cerebral sin evidencia Sindrome Negativa CHIKV: positiva Chikungunya
meses somnolencia de lesion intraaxial o extraaxial convulsivo DENV: negativo
Convulsiones generalizadas Radiografia de torax: infiltrado en generalizado
Astenia y adinamia I6bulo medio con consolidacion
Debilidad Puncién lumbar:
Disminucion del apetito cocos Gram positivos en liquido
cefalorraquideo
Reaccion leucocitaria escasa
S. pneumoniae en cultivo
en liquido cefalorraquideo
958-3 16  Dolor al moverse Hemograma: Sepsis neonatal ~ Positivo  CHIKV: negativa Dengue
dias Exantema macular en Hemoglobina: 12.9g/dI Chikungunya DENV: negativa (Probable
abdomen y miembro inferior Hematocrito: 37,0% CHIKV)
Alteracion neuroldgica: Leucocitos: 8.760/mm?
irritabilidad Plaquetas: 413.000/mm?
Hipoactividad
Debilidad
Disminucion del apetito
963 4 Exantemaen Hemograma NR Positivo  CHIKV: positiva Infeccion
afios extremidades Hemoglobina: 14.1 g/dl DENV: negativa simultanea
Debilidad Hematocrito: 41.7%
Astenia y adinamia Leucocitos: 4.170/mm?
Plaguetas: 176.000/mm?
986-1 4 Ictericia Hemocultivo: negativo Ictericia fisiolégica Negativo CHIKV: positiva Chikungunya
dias Dolor al moverse a los cinco dias Chikungunya DENV: negativa
Alteracion neurolégica: Hemoglobina: 19.8 g/dl
irritabilidad Hematocrito: 55,6%
Erupcién cutanea Leucocitos: 9.230/mm?
Hipoactividad Plaquetas: 54.000/mm?
PCR 15,0 mg/dl
Reticulocitos: 2,9 %
Bilirrubina total: 14,90 mg/dl
Bilirrubina directa: 0,50 mg/d|
Bilirrubina indirecta: 14,40 mg/d|
420 10  Dolor osteomuscular Ecocardiograma: insuficiencia NR Negativo CHIKV: negativa Dengue
afios Astenia y adinamia adrtica moderada Dengue: positiva para

Erupcion cutanea
Alteracion cardiopulmonar
Derrame pleural

Dolor en la palpacion
abdominal localizado en
hipocondrio derecho
Hepatomegalia

Edema palpebral
Petequias

Leve hipertension pulmonar
Paciente con foco neumoénico
Hemograma:

Hemoglobina: 9,1 g/dI
Hematocrito: 27,8 %
Leucocitos: 9.100/mm?
Plaquetas: 88.000/mm?
Tiempo de protrombina: 11,3 s
Tiempo parcial de tromboplastina:
332s

Hemocultivos negativos

serotipo 2

NR: dato no registrado; TC: tomografia computarizada

39



Calvo EP, Coronel-Ruiz C, Velazco S, et al.

en uno de ellos (371), se sospechd la presencia
de infeccién por el DENV o el CHIKV debido a
los antecedentes familiares. El paciente de dos
meses de edad (caso 267), ingresado por bronco-
aspiracion y sospecha de infeccién por el DENV o
el CHIKYV, presento6 episodios de apnea y requirié
asistencia respiratoria mecanica invasiva en la
unidad de cuidados intensivos. El paciente de
cuatro afios (caso 963) presentd sintomas tipicos
leves, como exantema, debilidad e ‘hipoactividad’.
Discusion

Las pruebas especificas de laboratorio permitieron
determinar el agente etiolégico causante de la
enfermedad en los ocho casos de sindrome febril
evaluados. En dos de ellos se detectd el DENV,
en otros dos, el CHIKV, y en cuatro, infeccion
simultdnea con los dos virus. Con base en los
hallazgos clinicos y en los antecedentes familiares,
dos pacientes fueron diagnosticados como casos
probables de dengue, cuatro como casos probables
de chikungunya y tres como sepsis neonatal.

Estos resultados evidencian el gran problema de
salud que enfrenta la poblacion ubicada en zonas
endémicas para dengue con la introduccién del
CHIKYV, asi como las dificultades del sistema de
salud para dar un diagndstico correcto y oportuno
basado Unicamente en la informacion clinica.
Ademas, se pone de presente la vulnerabilidad
de la poblacion pediatrica frente a la infecciéon
con los dos arbovirus y a sus implicaciones a
largo plazo, asi como el subregistro de casos y
las infecciones simultaneas.

En este estudio se confirmd la infeccion por el
DENV en seis pacientes; uno de ellos se presento
como dengue grave, tres no presentaron signos
de alarma y dos registraron dificultad respiratoria,
por lo que se clasificaron como dengue con signos
de alarma. Sin embargo, en los casos de infeccion
simultanea con el CHIKYV, estas complicaciones no
pueden atribuirse con certeza a la infeccion por
el DENV, pues también se han registrado como
manifestaciones atipicas de la infeccion por el
CHIKV (17,18). Inicialmente, solo en dos casos
se hizo un diagnostico presuntivo de dengue vy el
caso de dengue grave no fue reconocido como
tal, probablemente, porque no se detectaron anti-
cuerpos IgM para el virus. El diagnéstico correcto
de dengue es muy complejo y se dificulta mas en
areas donde hay circulacion del CHIKYV, por lo cual
se requieren pruebas especificas de laboratorio
qgue, no solo confirmen la infeccién con el virus,
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sino que permitan detectar tempranamente los
casos potencialmente graves. Una répida confir-
macién de los casos durante la fase febril es
crucial para el manejo adecuado del paciente y
para prevenir la propagacién de la enfermedad.

Tradicionalmente, la infeccion por el CHIKV se
catalogaba como “benigna” y rara vez resultaba
mortal, pero hoy es un problema de salud publica
por el dolor incapacitante que produce, las secuelas
a largo plazo que se han descrito (artritis, altera-
ciones neuroldgicas y sensoriales) y la diversidad
de 6rganos que afecta (17-20). En este estudio se
detecto el virus en tres neonatos y tres pacientes
pediatricos, algunos de los cuales presentaron
complicaciones neuroldgicas y respiratorias leves,
como dificultad para respirar e irritabilidad, y
graves, como apnea y sindrome convulsivo, las
cuales podrian estar relacionadas con la infeccion
viral (17,21,22). Durante la gran epidemia en la
isla de La Réunion entre marzo de 2005 y abril
de 2006, se puso en evidencia la asociacion entre
la infeccién viral y las complicaciones neurologi-
cas, cardiovasculares, respiratorias, hepaticas y
dérmicas, entre otras. Las alteraciones neurolégicas
se registraron como la principal causa de muerte
en individuos con infeccién grave, y se sefialé que
los recién nacidos y los ancianos habian sido los
mAas propensos a presentar estas complicaciones
(21,22).

El diagnéstico preciso de las infecciones por el
CHIKV y el DENV en neonatos, es un desafio
imposible de resolver sin pruebas especificas para
cada virus. Hay varios reportes de infecciones por
dengue y chikungunya en neonatos asociadas con
la transmision vertical, las cuales con frecuencia
se confunden con sepsis bacteriana, lo que lleva
a la administracién innecesaria de antibioticos
hasta que el diagnéstico viral se confirma mediante
pruebas serolégicas o moleculares (23-26). Es
posible confirmar la transmision materna del virus
cuando los sintomas en el neonato aparecen antes
de cumplir la primera semana y la madre presenta
un caso confirmado de infeccion durante la Ultima
semana de embarazo. Este no fue el caso en el
presente estudio, ya que no se contaba con las
muestras de ninguna de las madres. La transmisién
vertical se ha descrito en zonas tropicales donde
el dengue es endémico, como el sudeste asiatico,
India, Brasil, Colombia, Centroamérica y el Caribe
(23-26). Los sintomas en los neonatos aparecen
hacia el cuarto dia de nacidos, y se acompafian
principalmente de trombocitopenia y exantema
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petequial; aunque la mayoria de los nifios se recu-
pera rapidamente, también se han reportado casos
de dengue grave e, incluso, de muerte (23-26).

La fiebre del chikungunya neonatal se ha descrito
en varios brotes epidémicos en Asia, Africa, la isla
de La Réunion y, recientemente, en el continente
americano (27-29). En una serie de ocho casos en
Colombia, se observo una alta tasa de letalidad
(38 %) y manifestaciones clinicas graves, como
complicaciones cardiorrespiratorias, enterocolitis
necrosante, miocarditis y meningoencefalitis (27).
Las caracteristicas clinicas frecuentes en los recién
nacidos durante la epidemia en India, fueron fiebre,
erupcion cutanea, episodios de apnea inexplicables
e hiperpigmentacion difusa (29), mientras que en
la isla La Réunion, en 10 de 19 casos de transmi-
sion vertical se produjeron cuadros graves (nueve
de edema cerebral y dos de hemorragia cerebral)
y cuatro desarrollaron discapacidad persistente
(deficiencia ocular y conductual o postural) (30).

El seguimiento de 33 nifios infectados al nacer
mostré que, a los dos afios de edad, 51 % de
ellos tenia un retraso en el desarrollo neurolégico
global en comparacion con los no infectados; las
habilidades de coordinacion y del lenguaje se
vieron afectadas con mayor frecuencia que las
de movimiento, postura y sociabilidad (31). Esos
resultados sugieren que la infeccion por el CHIKV
adquirida en el periodo perinatal puede ser grave
y generar una discapacidad permanente. Por
lo tanto, se sugiere hacer el seguimiento de los
neonatos infectados con el CHIKV para descartar
la aparicién de secuelas a largo plazo.

En este estudio se reportan cuatro casos de
infeccion simultdnea en pacientes pediatricos,
dos de ellos neonatos, lo cual sugiere que
hay transmisién vertical de los dos virus. Las
infecciones simultdneas por el DENV y el CHIKV
no son infrecuentes y se han descrito en zonas
donde el dengue es endémico, como India, el
sudeste de Asia, Africa y la isla de San Martin en
América. El porcentaje de infeccion con los dos
virus varia entre 3 % (Gabo6n y San Martin) y
18,2 % en Madagascar durante el brote epidémico
del 2006 (32-34); sin embargo, existen pocos
registros en pacientes pediatricos y ninguno en
neonatos. Durante el brote epidémico del CHIKV
de 2008-2009 en Tailandia, se analizé una cohorte
de 50 niflos menores de 15 afios de edad, 32 de
los cuales fueron positivos para el CHIKV y diez
para el DENV, y solo se detecté una infeccion
simultdnea con los dos virus (35), lo cual indicaria
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gue para este grupo etario la tasa de infeccién
concomitante es baja. No obstante, en otro estudio
con cerca de 550 pacientes en la zona este de
la India, se encontraron 131 muestras positivas
para el CHIKV, 104 para el DENV y 68 infecciones
simultaneas, seis de ellas en menores de 15 afios,
es decir, un porcentaje de 8,8 (36).

En este estudio se documenta la importancia y la
urgencia de implementar métodos de diagndstico
de mayor especificidad y sensibilidad que puedan
distinguir una infeccién por el CHIKV de una
causada por el DENV, ya que el primero puede
producir secuelas neuroldgicas de consideracion
y el DENV causa una enfermedad hemorragica
grave. Un diagndstico adecuado es importante,
no solo para el manejo correcto del paciente, el
control de la transmisién y la vigilancia epidemio-
l6gica, sino también, para obtener informacion
mas completa sobre las manifestaciones clinicas
de las dos infecciones.
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Analisis exploratorio de ondiculas de los patrones
de estacionalidad del dengue en Colombia

Julian Alfredo Fernandez-Nifio!, Luz Mery Cardenas-Céardenas?, Juan Eugenio Hernandez-Avila?,
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Introduccion. El dengue tiene un comportamiento estacional asociado a los cambios climaticos, los
ciclos del vector, los serotipos circulantes y las dinamicas poblacionales. El analisis de ondiculas
permite descomponer una serie de tiempo muy larga en sus componentes de tiempo calendario y
periodo. Esta es la primera vez que se utiliza esta técnica para generar un modelo exploratorio del
comportamiento del dengue en Colombia.

Objetivo. Examinar los patrones de estacionalidad interanual del dengue en Colombia, en particular
en los cinco municipios mas endémicos, para el periodo 2007 a 2012, y de los ciclos entre afios entre
1978 y 2013 a nivel nacional.

Materiales y métodos. Se hizo un analisis exploratorio de ondiculas con base en los datos de los
casos incidentes de dengue reportados por semana epidemioldgica en el periodo de 2007 a 2012,
y por afio, en el periodo de 1978 a 2013. Se utiliz6 un modelo autorregresivo de primer orden como
hipotesis nula.

Resultados. Fue evidente el efecto de la epidemia de 2010 sobre la serie de tiempo a nivel nacional y
la de los cinco municipios. Se observaron diferencias en los patrones de estacionalidad interanual por
municipio. Asimismo, a nivel nacional se hallaron ciclos de dos a cinco afios desde el 2004.
Conclusiones. El analisis de ondicula permite estudiar una serie de tiempo larga con patrones de
estacionalidad variables, como en el caso del dengue en Colombia, e identificar diferencias por
regiones. Es necesario explorar estos patrones en niveles de agregacion inferiores y evaluar su
relacion con diversas variables predictoras.

Palabras clave: dengue/epidemiologia, vigilancia epidemioldgica, estudios de series temporales,
estaciones del afo, andlisis de ondiculas, Colombia.
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Exploratory wavelet analysis of dengue seasonal patterns in Colombia

Introduction: Dengue has a seasonal behavior associated with climatic changes, vector cycles,
circulating serotypes, and population dynamics. The wavelet analysis makes it possible to separate a
very long time series into calendar time and periods. This is the first time this technique is used in an
exploratory manner to model the behavior of dengue in Colombia.

Objective: To explore the annual seasonal dengue patterns in Colombia and in its five most endemic
municipalities for the period 2007 to 2012, and for roughly annual cycles between 1978 and 2013 at
the national level.

Materials and methods: We made an exploratory wavelet analysis using data from all incident cases
of dengue per epidemiological week for the period 2007 to 2012, and per year for 1978 to 2013. We
used a first-order autoregressive model as the null hypothesis.

Results: The effect of the 2010 epidemic was evident in both the national time series and the series for
the five municipalities. Differences in interannual seasonal patterns were observed among municipalities.
In addition, we identified roughly annual cycles of 2 to 5 years since 2004 at a national level.
Conclusions: Wavelet analysis is useful to study a long time series containing changing seasonal
patterns, as is the case of dengue in Colombia, and to identify differences among regions. These
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patterns need to be explored at smaller aggregate levels, and their relationships with different predictive

variables need to be investigated.

Key words: Dengue/epidemiology, epidemiological surveillance, time series studies, seasons, wavelet

analysis, Colombia.
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El dengue afecta a comunidades urbanas y peri-
urbanas de 128 paises tropicales y subtropicales,
donde 3.970 millones de personas estan en riesgo de
contraer la infeccién (1). Para el 2010, se estimaba
gue anualmente ocurrian entre 284 y 528 millones
de casos de dengue clasico en el mundo, y la region
de las Américas ocupaba el tercer lugar en cuanto al
numero de casos de dengue clinicamente evidentes,
después de Asia y Africa (2). En los ultimos afios
la incidencia mundial del dengue ha mostrado una
tendencia general al aumento, en particular en las
Américas, Asia suroriental y el Pacifico occidental,
en donde aumenté en 1,2 y 3 millones de casos
en 2008 y 2013, respectivamente (3).

El dengue en Colombia todavia representa una
importante proporcion de la carga de enfermedad,
pues genera una pérdida promedio anual estimada
de 3.900 afios de vida saludable ajustados por
discapacidad (AVAD) (4). En el 2010, afio en que
ocurrié la que se considera la mayor epidemia de
dengue de las Ultimas dos décadas en el pais, se
estima que se perdieron 57.017 AVAD a causa del
dengue (4). Dada su alta incidencia, la enfermedad
tiene un gran impacto en los sistemas de salud en
términos de costos, los cuales aumentan con la
gravedad clinica. En dos estudios se ha evaluado
el impacto econémico del dengue en Colombia. En
uno de ellos se estimo que el promedio del costo
directo de atencion para el 2011 era de USD$
76,1 en los casos ambulatorios, de USD$ 705,1
en los de pacientes hospitalizados con dengue,
y de USD$ 1.115,9 en aquellos de pacientes con
dengue grave (5). En el segundo estudio, se estimé
gue en 2012 el promedio de los costos directos e
indirectos por caso ascendia a USD$ 202,3 para
la atencion ambulatoria del dengue, mientras que,
para un caso de paciente hospitalizado o un caso
de dengue grave, los costos alcanzaron USD$
497,9 y USD$ 2.306,7, respectivamente (6).
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En 2014, en Colombia se notificaron al Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (Sivigila)
110.473 casos de dengue (tasa de incidencia de
413,5 por 100.000 habitantes), de los cuales 2,5 %
correspondia a dengue grave y 53 % a casos en
menores de 14 afios (7). La incidencia del dengue
en Colombia parece tener un comportamiento
ciclico que tiende a repetirse cada tres o cuatro
afios (8). Entre el 2001 y el 2003 se produjeron
diversos brotes de fiebre por dengue o dengue
clasico, y el mayor pico se alcanzé en el 2002, con
una incidencia anual de 372 casos por 100.000
habitantes (8). Como ya se menciond, la mayor
epidemia ocurrié en el 2010 cuando la incidencia
anual llegé a ser de 577 casos por 100.000
personas (9). También, se registré un aumento de
la proporcion de casos de dengue grave entre el
2000 y el 2009, aunque esta disminuy6 durante el
2010y el 2011 (9). En este contexto, la mortalidad
por dengue ha tenido un incremento, pues en la
década de 1990 el nimero de muertes fue de
439, en tanto que en la década de 2000 a 2011
ocurrieron 1.040 muertes por dengue (9).

El dengue tiene un comportamiento estacional
variable asociado a los cambios climéaticos, los
ciclos del vector, los serotipos circulantes y las
dindmicas poblacionales (10,11), factores que
interactian de un modo complejo que adn no se ha
comprendido del todo y que explican los cambios
en los patrones de transmision. Por esta razon,
la transmision del dengue en areas endémicas
se caracteriza por una falta de linealidad en
la tendencia, una estacionalidad variable con
ciclos entre afios que varian en el tiempo y la
aparicion de epidemias periédicas combinadas
con brotes a intervalos irregulares (10,11). Por ello,
su analisis mediante modelos de series de tiempo
convencionales o modelos lineales generalizados
resulta poco adecuado, dado que estos, en general,
no consideran los cambios en el comportamiento
periodico de las series de tiempo (12), sino que
asumen que sus propiedades matematicas se
conservan a lo largo de la serie. Asi pues, el ana-
lisis estadistico de tales series de tiempo plantea
retos metodologicos importantes que requieren
de técnicas estadisticas mas sofisticadas.

45



Fernandez-Nifio JA, Cardenas-Cardenas LM, Hernandez-Avila JE, et al.

El andlisis de ondiculas permite tener en cuenta
simultaneamente los cambios temporales y el com-
portamiento perioddico de las series de tiempo, medir
las asociaciones (coherencia) entre dos series de
tiempo en cualquier banda de frecuencia (periodo)
y en cada ventana de periodo (10-12) y, por ultimo,
puede usarse para separar los efectos estacionales
de los efectos de la variabilidad interanual (10).
Esta técnica se ha utilizado previamente en
diversos estudios en otros paises con contextos
epidemioldgicos similares a los de Colombia para
entender la dinamica de la transmision del dengue
segun la variabilidad estacional e interanual, princi-
palmente en relacién con los cambios climéticos
(10-13); no obstante, hasta donde sabemos, los
datos de dengue en Colombia no se han analizado
mediante esta técnica. En este primer analisis
se examinaron los patrones de estacionalidad
interanual del dengue en el pais y en sus cinco
municipios mas endémicos en el periodo de 2007
a 2012, asi como de los ciclos entre afios de 1978
a 2013 a nivel nacional.

Materiales y métodos
Disefio del estudio

Se hizo un estudio ecolégico exploratorio de varios
periodos y lugares a nivel nacional y, en particular,
de los cinco municipios mas endémicos para
dengue en el pais (Cali, Bucaramanga, Medellin,
Clcuta e lbagué). Este primer estudio pretende
ser el punto de partida de disefios analiticos, pero,
por lo pronto, solo se exploraron las diferencias
en los patrones de estacionalidad entre los muni-
cipios mas endémicos para ilustrar la utilidad de la
técnica de ondiculas, asi como los patrones de los
ciclos entre afios a nivel nacional en un periodo
mas amplio.

Fuente de los datos

Los casos de dengue a nivel nacional y en los
cinco municipios mas endémicos del pais por
semana epidemiolégica entre 2007 y 2012 se
obtuvieron del Sivigila (7), el cual es el referente de
informacion en el pais para los eventos de interés
en salud publica. Para el analisis entre afios, los
datos sobre los casos de dengue se obtuvieron del
Ministerio de Salud y Proteccion Social para los
afos 1978 a 2003 (14) y del Sivigila para el periodo
2004 a 2013.

Andlisis estadistico

El andlisis de ondiculas es una descomposicion
local espectral de una serie de tiempo en sus dos
componentes: tiempo (t) y frecuencia-periodo (1)
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(12,15). Estadisticamente, la transformada de
ondicula (wavelet) descompone una sefial usando
funciones (ondiculas), que se estrechan cuando las
caracteristicas de alta frecuencia estan presen-
tes, y se ensanchan en las estructuras de baja
frecuencia (12,15). Esta descomposicion produce
una buena localizacién en tiempo y frecuencia (o
periodo) de la intensidad de la sefal, la cual es
adecuada para la investigacion de la evolucion
temporal de las sefiales aperiodicas y transitorias.
El andlisis de ondiculas es una descomposicion de
tiempo y frecuencia con una compensacion 6ptima
entre el tiempo vy la resolucion de la frecuencia,
gue permite revelar cémo los componentes esta-
cionales de una serie cambian con el tiempo. En
una serie epidemioldgica de tiempo, la intensidad
equivale al nUmero de casos de una enfermedad
en un momento del tiempo, el tiempo calendario
depende de la frecuencia con que se reportan o
analizan los casos, y el efecto de periodo se refiere
al patrén de ciclos dentro de la intensidad (12).

Esta técnica es particularmente Gtil cuando la
serie de tiempo no conserva sus propiedades
matematicas a lo largo del tiempo. Desde el punto
de vista epidemiologico, esto sucede cuando se
dan cambios en la estacionalidad de un fendémeno
0 este tiene patrones complejos y ruidosos, como
puede pasar con series de tiempo muy largas, o en
el caso de las enfermedades infecciosas cuando
cambian los patrones de transmisiéon debido a los
cambios en el tiempo de los factores determinantes
de su aparicion (16). Esta técnica se ha utilizado
ampliamente en epidemiologia para el analisis del
comportamiento de las enfermedades infecciosas,
especialmente para analizar su relaciéon con las
variables climaticas (12,17-25).

En resumen, de una sefial x (t) (una serie de
tiempo), se desprende una funcion de ondicula
definida como sigue:

Wrx(a,1) == [ X O (50) di= [ X (0¥* (1) de,

donde x (t) representa la serie de tiempo de
cada valor de x (la intensidad) en cada tiempo t,
siendo a la ventana dentro de la cual se examina
el cambio en cada coordenada bidimensional de
tiempo calendario (t) y periodo (1), y donde ¥ es la
funcion de ondicula. La transformada de ondicula
aparece basicamente como un filtro lineal cuya
funcién de respuesta esta dada por la funcion de
ondicula; la funciébn de Morlet es la mas utilizada
en epidemiologia (18) y fue la empleada en el
presente estudio.
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La interpretacion del analisis de ondiculas deriva
de la lectura de graficas en dos dimensiones, en
las cuales el eje de las Y corresponde al periodo
(T) vy, el eje de las X, al tiempo (t). Por periodo (T)
nos referimos al ciclo, es decir, a la frecuencia de
los picos, y por tiempo (t) nos referimos al tiempo
calendario, de modo que para cada coordenada
(t, T), se estima el valor de la funcién de ondicula.
Segun el grado de intensidad de dicha funcién
en cada punto (i, T), el analisis grafico presenta
un color mas calido, es decir, a mayor intensidad
mayor calidez del color de manera que se pueden
observar simultaneamente las areas de periodo-
tiempo donde se presenta la mayor intensidad de
la infeccion. Ademas, aquellas areas estadistica-
mente significativas bajo la hipétesis nula aparecen
bordeadas por una linea oscura.

Los efectos se deben analizar dentro de un cono
de influencia para eliminar los efectos limitrofes,
ya que el analisis supone una circunvolucién en la
serie de tiempo en la cual se conecta el Ultimo
punto con el primero. Debe mencionarse que,
para este trabajo, se recurrié al analisis estan-
dar desarrollado en otras aplicaciones similares
recientes (10-12). Los detalles matematicos de este
modelo exceden el alcance de este estudio, en el
cual se hace una aplicacion empirica especifica,
pero pueden consultarse en la literatura cientifica
pertinente (15-16,19).

Para el presente andlisis, se obtuvo la raiz cua-
drada del nimero de casos de dengue por semana
epidemiolégica para manejar la variabilidad de la
serie a lo largo del tiempo y para normalizar su
amplitud, tal como se ha hecho en varios estudios
previos que utilizan esta técnica, en algunos
de los cuales se analizaron las series de tiempo
para el dengue (16-21). En todas las aplicaciones
conocidas en epidemiologia, se usan como medida
de intensidad los casos en lugar de las proporciones
o tasas de incidencia.

Para determinar la significacion estadistica, se con-
sider6 que, por lo general, en las enfermedades
infecciosas hay una autocorrelacién de los casos
debido al hecho evidente de que la transmisién
depende frecuentemente de una misma fuente de
infeccion, oalmenosvarios delos casos compartan
una fuente, o puede haber puntos clave por el inicio
de brotes epidémicos con factores determinantes
comunes. En consecuencia, estadisticamente es
esperable que en cualquier punto de tiempo dado,
la incidencia se asocie con la del punto de tiempo
anterior. Por esta razon, estas series de tiempo son
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mas propensas a variar en periodos mas largos y
a mostrar supuestos patrones de estacionalidad
debido a la autocorrelacion.

Dado que el andlisis exploratorio de la serie
de casos de dengue en Colombia puso en evi-
dencia una autocorrelacion de primer orden, con
el fin de incorporar la posible influencia de la
autocorrelacion de corto plazo en las caracteristicas
de largo plazo, la hipétesis nula no fue el ruido
blanco, sino que se definié que la variabilidad de
la serie temporal observada era equivalente a la
variabilidad esperada de un proceso aleatorio con
autocorrelacion de primer orden (16), tal como se
propuso en la metodologia de un estudio similar
(10). Las areas significativas con un alfa de 0,05
se sefialaron como &reas sombreadas.

Todos los andlisis se hicieron con el paquete
biwavelet 3.2.0 de la R Foundation for Statistical
Computing.

Resultados

La figura 1 presenta la serie de tiempo en semanas
epidemiolégicas entre el 2007 y el 2012 para
todo el pais, y la descomposicion del espectro de
poder de su ondicula. Este espectro de poder se
vio notoriamente afectado por la gran epidemia
del 2010, de manera que ocultd otros potenciales
efectos estacionarios con una significacion relati-
vamente menor. Cuando la intensidad en un
periodo (t**- t*) determinado (como el afio 2010)
es tan alta, la funcion ¥ (t, T) para todo el vector
de la ondicula dentro de (t**- t*) afecta un amplio
rango de periodos y dificulta la determinacion de
la estacionalidad. La figura 2 muestra el mismo
analisis con exclusién del afio 2010, es decir, como
si la epidemia no se hubiera presentado, lo cual es
valido dado que el andlisis en el primer ejercicio
pretendia determinar, ante todo, la estacionalidad
interanual. Se observd, entonces, que en el
2007, y menos claramente en el 2008, hubo ciclos
estadisticamente significativos cada cuatro a ocho
semanas. En el 2009 se hallé un amplio rango del
efecto de periodo, aunque esto podria explicarse
porque la epidemia comenzé realmente en dicho
afio, como se observa en la serie de tiempo.

En la figura 3 se presentan las series de tiempo
y sus respectivos espectros de poder para los
cinco municipios mas endémicos del pais. En
todos, exceptuando Culcuta, hubo un efecto muy
acentuado de la epidemia de 2010. En Culcuta se
observé un patrén estacional que, aunque no fue
continuo, si fue relativamente constante a lo largo
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Figura 1. Serie de tiempo de los casos de dengue a nivel
nacional y su respectivo andlisis de ondiculas, 2007-2012

El tiempo calendario y el periodo se expresan en semanas
epidemiolégicas. En el caso del tiempo calendario, son
semanas consecutivas, y 1 corresponde a la primera semana
epidemiolégica de 2007. Los colores méas célidos denotan una
gran intensidad; las areas bordeadas de negro indican efectos
estadisticamente significativos con un alfa de 0,05; la raya
blanca punteada es el cono de influencia, y los efectos dentro
del cono son aquellos que no se ven afectados por el efecto
limite de la circunvolucion de la serie.

del tiempo, con ciclos cortos estadisticamente sig-
nificativos de cuatro a ocho semanas en algunos
afios, pero muy localizados en el tiempo, por lo que
no hubo claridad de que constituyera un verdadero
efecto estacional. El hecho de que no hubiera
sido continuo refleja que, de existir este patron de
ciclos, estuvo muy localizado en el tiempo y no
fue constante dentro de cada afio. En el resto de
municipios no se identificaron efectos de periodo
corto o largo, a excepcion del afio 2010, que
permitieran sugerir una estacionalidad interanual.
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Figura 2. Serie de tiempo de los casos de dengue a nivel
nacional y su respectivo andlisis de ondiculas (excluida la
epidemia de 2010), 2007-2012

El tiempo calendario y el periodo se expresan en semanas
epidemioldgicas. En el caso del tiempo calendario, son
semanas consecutivas, y 1 corresponde a la primera semana
epidemiolégica de 2007. Los colores mas célidos denotan una
gran intensidad; las areas bordeadas de negro indican efectos
estadisticamente significativos con un alfa de 0,05; la raya
blanca punteada es el cono de influencia, y los efectos dentro
del cono son aquellos que no se ven afectados por el efecto
limite de la circunvolucioén de la serie.

En la figura 4 se presentan las series y sus
espectros de poder para los cinco municipios mas
endémicos del pais, de nuevo con exclusion del
2010. Se observaron patrones variables en cada
municipio. Por ejemplo, en todos los municipios
analizados, excepto en Cali, se hallaron ciclos
no continuos pero permanentes de cuatro a ocho
semanas, que fueron estadisticamente significa-
tivos y se localizaron en el 2007 y el 2008, los
cuales no fueron visibles (salvo en Medellin) en el
2011 nien el 2012. En el caso de Medellin, llamo la
atencién que estos ciclos se mantuvieran, aunque
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Figura 3. Series de tiempo de los casos de dengue y sus respectivos analisis de ondiculas en los cinco municipios mas endémicos

del pais, 2007-2012

El tiempo calendario y el periodo se expresan en semanas epidemiologicas. En el caso del tiempo calendario, son semanas
consecutivas, y 1 corresponde a la primera semana epidemiologica de 2007. Los colores mas célidos denotan una gran intensidad; las
areas bordeadas de negro indican efectos estadisticamente significativos con un alfa de 0,05; la raya blanca punteada es el cono de
influencia, y los efectos dentro del cono son aquellos que no se ven afectados por el efecto limite de la circunvolucion de la serie.

de forma muy discontinua, a lo largo de todos los
afios del estudio, aunque debe considerarse que
estos Ultimos también reflejaron el comienzo de la
epidemia en el 2009 y que hubo un efecto de salto

en el tiempo. A pesar de estos hallazgos, no hubo
un patrén claro y continlio que permitiera sugerir
un patrén estacional interanual claro y constante
en todos los afios.
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Figura 4. Series de tiempo de los casos de dengue y sus respectivos andlisis de ondiculas en los cinco municipios méas endémicos
del pais (excluida la epidemia de 2010), 2007-2012

El tiempo calendario y el periodo se expresan en semanas epidemiolégicas. En el caso del tiempo calendario, son semanas
consecutivas, y 1 corresponde a la primera semana epidemioldgica de 2007. Los colores mas calidos denotan una gran intensidad; las
areas bordeadas de negro indican efectos estadisticamente significativos con un alfa de 0,05; la raya blanca punteada es el cono de
influencia, y los efectos dentro del cono son aquellos que no se ven afectados por el efecto limite de la circunvolucion de la serie.

Por dltimo, para ampliar la perspectiva se pre- desde 1978 hasta 2013 (figura 5). Se observaron
senta la serie temporal anual y su correspondiente  ciclos de dos a cinco afos, los cuales han sido
espectro de poder de ondicula a nivel nacional intensos desde 1995. Hay que tener en cuenta
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que, al ser anuales, estos datos son limitados
debido a los pocos puntos de observacion y la
consecuente baja resolucién. Ello explicaria que
los efectos solo fueran significativos a partir del
2004, aunque desde afios atras se evidenciaba
cierto halo de intensidad asociado a estos ciclos.
Asimismo, aunque este efecto de ciclo se mantuvo
mas alla de este afio, se vio afectado por los
efectos limitrofes, en especial, porque la epidemia
de 2010 se produjo cerca del fin de la observacion,
que fue el 2013.

Discusion

Este articulo presenta la primera implementacion
exploratoria del andlisis de ondiculas en el
estudio de la incidencia del dengue en Colombia.

Esta técnica ya habia sido utilizada previamente
en diversos contextos epidemioldgicos, incluidos
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Figura 5. Serie de tiempo de los casos anuales de dengue a
nivel nacional y su respectivo andlisis de ondiculas, 1978-2013
El tiempo calendario y el periodo se expresan en afios.
Los colores mas calidos denotan una gran intensidad; las
areas bordeadas de negro indican efectos estadisticamente
significativos con un alfa de 0,05. La raya blanca punteada es
el cono de influencia, y los efectos dentro del cono son aquellos
que no se ven afectados por el efecto limite de la circunvolucion
de la serie.
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algunos relativamente similares al colombiano,
para determinar diferencias en los patrones esta-
cionarios de la enfermedad (10,13,20,22). En Perd,
por ejemplo, el andlisis de ondiculas permitid
recientemente encontrar diferencias en los ciclos
de transmision en las tres grandes regiones de
ese pais: costa, sierra y selva (20). En estudios
similares realizados en otros paises, esta técnica
(18,21-25) se ha empleado no solo para el estudio
de la estacionalidad del dengue, sino también,
para el del comportamiento histérico de otras
enfermedades infecciosas como el colera (12), el
sarampion (12,17) y la influenza (21).

El andlisis presentado aqui es exploratorio
y permite solamente ilustrar la utilidad de la
técnica para detectar diferencias regionales en la
transmision, en especial, cuando estas cambian
en el tiempo. Se trata de un método no paramétrico
gue utiliza toda la informacion de la serie derivada
del vector X (t), lo cual es especialmente dutil
cuando las propiedades estadisticas de la serie
varian en el tiempo y se quiere comprender glo-
balmente la transmision. Ciertamente, la técnica
tiene una orientacion acentuadamente grafica,
gue no permite resumir el fendbmeno en un nimero
parsimonioso de parametros, como en los modelos
estadisticos convencionales, porque el espectro
de poder de ondicula al final se presenta como
una area bidimensional y las pruebas estadisticas
se aplican sobre estas mismas areas, de modo
gue no hay inferencia sobre uno o varios para-
metros, como en las series de tiempo, sino que se
usan “series de tiempo sustitutas” como hipotesis
nulas (16).

Una limitacion del analisis grafico es que, cuando
estas areas (t, T) son estadisticamente signifi-
cativas, aparecen como coordenadas variables
e irregulares que por lo mismo son dificiles de
delimitar con precision. Sin embargo, la compren-
sién de este comportamiento nacional y particular
requeriria de datos sobre el cambio en los factores
determinantes de la transmision, lo cual excede el
alcance de este estudio.

En esta aplicacion en concreto, se encontr6 que en
una epidemia como la del 2010 (que equivale a 52
periodos, es decir, a una quinta parte de la serie y
con un patrén unimodal de Unico pico), la técnica
no permite determinar cabalmente los patrones de
estacionalidad interanual, en especial porque se
tratd de una epidemia de gran intensidad, ya que
por fuera del periodo epidémico se podrian ocultar
los efectos estacionarios de periodos mas cortos,
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debido a las acentuadas diferencias relativas en
el espectro de poder (16). El andlisis de ondiculas
seria mucho mas util para descomponer una serie
de tiempo en la que los brotes no se extendieran
por tantos periodos. En el caso de requerirse el
estudio de series de tiempo con uno o varios brotes
de larga duracion (larga en relacién con el periodo),
se necesitarian series de tiempo mas largas para
asi poder identificar los patrones de los ciclos.
Fue por esta razén que se amplio el horizonte
al examinar la ciclos entre afios de 1978 a 2013
(figura 5).

Se han encontrado ciclos estacionales del dengue
entre afios en diversos estudios relativamente
coincidentes con los hallazgos de este trabajo. Los
patrones de ciclos entre afios hallados ya habian
sido sugeridos en un estudio previo en Colombia,
en el cual se analiz6 la incidencia del dengue entre
2004 y 2013, y se evidenciaron ciclos de tres a
cuatro afios (8). Los hallazgos en otras partes del
mundo sugieren la presencia de ciclos de dos afios
en Ecuador (13), de dos a tres afios en Tailandia
y Vietnam (18,24), y de tres a seis afios en Puerto
Rico (10); no obstante, la periodicidad del dengue
continlla siendo objeto de estudio y discusion.
Entre los potenciales factores determinantes de
estos ciclos se encuentran los cambios climaticos,
la circulacion viral, la inmunidad de las poblaciones
y las condiciones propias de cada region (13), lo
cual hace que la comprension y la prediccion de los
patrones de los ciclos del dengue sean complejas.

Este andlisis también permiti6 sugerir posibles
diferencias en los patrones estacionarios inter-
anuales entre municipios, incluso en este caso en
gue los cinco estudiados son muy endémicos, lo
cual constituye otro beneficio potencial de la técnica
como sustento en la adopcion de decisiones (10). La
capacidad del analisis de ondiculas para comparar
la transmisidn entre regiones ya habia sido puesta a
prueba en otros contextos epidemiolégicas (10,20).
Con relacién a las diferencias en los patrones de
los ciclos interanuales del dengue, un estudio en
Brasil determind ciclos de la infestacion del vector
con una periodicidad de una a cuatro semanas,
especialmente al final de la primavera e inicio del
verano (23); pero, hasta donde sabemos, no existen
estudios que hayan reportado la periodicidad
interanual de la incidencia del dengue con datos
por semanas, lo cual podria generar un mayor
interés por la periodicidad entre afios. Aunque
este analisis de ondiculas permitié sugerir cierta
heterogeneidad regional en la transmision, no se
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identificd un patron claro y continuo que mostrara
una pauta estacional interanual de forma clara y
constante en todos los seis afios de estudio.

Este esfuerzo de andlisis a nivel de municipio se
hizo porque una limitacion general de los trabajos
qgue han empleado esta técnica para analizar la
transmision del dengue, es que se hicieron en
niveles de agregacion muy altos, y tanto las com-
paraciones como el andlisis de una region reflejan
un comportamiento forzosamente agregado que
no reconoce la heterogeneidad interna de los
ciclos de transmision y sus factores determinantes,
por lo que probablemente el método sea Util solo
en niveles de agregacion mas bajos, con unos
patrones de transmision y de factores determinantes
relativamente homogéneos en lo geogréfico y en
cada momento del tiempo. En caso de unidades
muy altas, los ciclos no podrian determinarse si
no son homogéneos y, ademas, sincronicos en
el tiempo, o si los factores determinantes de la
transmision son diferentes.

En este andlisis se encontraron diferencias en los
ciclos estacionales por municipio, especialmente
en Cucuta y Medellin, en todos los afios de estudio.
Lo anterior resulta relevante si se considera que
estos dos municipios pertenecen a las regiones
del centro-oriente y centro-occidente del pais, que,
si bien no tienen el mayor nimero de poblacion
expuesta al dengue, si contribuyen con la mayor
carga de enfermedad del pais, aproximadamente,
60 % de los casos (14). Con base en la bibliografia
consultada, las diferencias encontradas en los
ciclos estacionales de Medellin y Clcuta, ademas
de responder a los factores climaticos y a las
condiciones sociales, podrian explicarse por el
hecho de ser ciudades densamente pobladas con
importante actividad comercial, gran movilidad
de la poblacion, circulacién simultanea de los
cuatros serotipos del virus del dengue (14), v,
probablemente, con problemas de control del
vector debidos a la resistencia de Aedes aegypti
a los insecticidas, tal como se ha reportado en
estudios en Clcuta y en otros municipios del pais
(26,27).

La condicion de Culcuta como municipio de
frontera terrestre entre Colombia y Venezuela
constituye una importante situacion de interés
para la vigilancia epidemioldgica. Segun lo repor-
tado por el Observatorio Nacional de Salud para
el afio 2012, el dengue fue el evento de interés en
salud publica de mayor incidencia en los municipios
de frontera, siendo Cudcuta uno de los municipios
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fronterizos con mayor nimero de reportes (28). La
circulacién del virus del dengue entre diferentes
paises, y su posible repercusion en la periodicidad
de la infeccion, requieren de acciones para el
fortalecimiento de la vigilancia epidemioldgica en
dichas areas.

Se necesitan estudios analiticos que utilicen ana-
lisis de coherencia a nivel del pais, las regiones
y los municipios para entender los factores
determinantes de las diferencias geograficas y
temporales. Entre dichos factores sobresalen
los cambios climaticos, los ciclos del vector, los
serotipos circulantes y las dinamicas poblacionales
(10,13,20). De todos ellos, el clima ha sido uno
de los factores mas estudiados, especificamente
los cambios de la temperatura, la precipitaciéon y
la humedad, los cuales influyen en los procesos
de alimentacién, supervivencia y proliferacion
del vector, asi como en la replicaciéon del virus
(11,29,30). Los resultados de los estudios hechos
en Ecuador sugieren que existe coherencia entre
la incidencia del dengue y la temperatura en ciclos
bianuales y anuales (13), mientras que en Vietnam
se han encontrado asociaciones del dengue con
la humedad, la temperatura y la precipitacion en
modo anual (24). Asimismo, se ha encontrado
coherencia entre la abundancia de A. aegypti y
las estaciones climaticas, especialmente al final
de la primavera e inicio del verano en Brasil (23).
Sin embargo, la relacién entre el clima, el ciclo del
vector y la transmision es compleja y esta muy lejos
de ser entendida. Debe considerarse, ademas,
gue hay muchos mas factores que afectan la
transmision y que su interaccion dinamica produce
diversos patrones de transmision que no siempre
corresponden a lo esperado.

Del mismo modo, la evidencia en torno al efecto
de la variabilidad climatica interanual y entre perio-
dos de mas afios, y su relacién con los cambios
climaticos en la transmisién y la propagacion del
dengue, tampoco es del todo concluyente (10).
Asi, por ejemplo, con relacién a la asociacion entre
la incidencia del dengue y el fenébmeno de El Nifio,
la evidencia parece sugerir que las epidemias
periédicas podrian asociarse con este fenémeno
(10,11); no obstante, la informacién existente no
permite aun llegar a conclusiones definitivas. En
paises como Puerto Rico y Tailandia se encontrd
gue la incidencia del dengue se asociaba con el
fenébmeno de EI Nifio, pero en México no se encon-
tr6 dicha asociacién (10). Debe comprenderse
gue la relacién entre clima global, clima local,
ciclo del vector y transmision de la enfermedad no
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ha podido demostrarse en la practica. Sin duda,
estas relaciones existen, pero son complejas
y no lineales, y probablemente existan muchos
elementos modificadores del efecto, lo cual lleva
a concluir que la transmision seria el resultado
de la interaccién dinAmica entre todos estos fac-
tores y otros que aun no se conocen, incluida la
vulnerabilidad inmunitaria de la poblacion frente a
la transmision.

Parte de las divergencias en torno al efecto de
los fenébmenos climaticos en la transmisién podria
deberse a que, en estos estudios, el andlisis se ha
hecho a nivel de pais y enfocado en los ciclos de
transmision, de manera que las condiciones locales
(climaticas, entomoldgicas y epidemioldgicas) que
se verian afectadas por el clima son diferentes.
Estos andlisis reflejan, entonces, un efecto pro-
medio y no particularizado localmente. En este
sentido, estas relaciones deben analizarse en
Colombia, aunque con un enfoque de regiones mas
localizado, dada la gran heterogeneidad climatica
del pais, lo cual explicaria que en los diversos
estudios no se haya encontrado un efecto claro de
los fendbmenos climaticos regionales.

Otro factor de importancia en salud publica que
no se ha documentado en el pais es el efecto
de las medidas de control. Con respecto a otras
enfermedades, el analisis de ondiculas ha revelado
gue el control puede producir cambios drasticos
en la intensidad y en el patrén de los ciclos, como
se ha observado en el sarampion o el célera (12),
con periodos cada vez mas largos entre ciclos. Asi,
el presente analisis podria servir para evaluar los
efectos de las medidas de control sobre los ciclos
del dengue e, incluso, para comparar diversas
intervenciones de largo plazo.

Este primer estudio es un buen punto de partida
para el desarrollo de nuevas investigaciones cien-
tificas que permitan analizar a profundidad las
diferencias en los patrones estacionales del dengue,
sus determinantes y su variacion en el tiempo.
Esta aplicacion exploratoria permitié demostrar
gue, dado el comportamiento variable del dengue
en Colombia, el analisis de ondiculas puede ser
de utilidad para entender mejor su transmision y
sus factores determinantes, incorporando datos de
variables climéticas, entomoldgicas, poblacionales
y de control en nuevos estudios. Por otro lado, esta
técnica podria implementarse de modo rutinario
en los sistemas de vigilancia para respaldar la
evaluacion y la adopcion de decisiones de control,
y para la vigilancia de los cambios a mediano y
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largo plazo de la transmision a nivel nacional y en
cada municipio endémico. La disponibilidad de
aplicaciones gratuitas como la empleada en este
estudio hace posible su uso, y sus potenciales
aportes al proceso de adopcion de decisiones en
salud publica son prometedores.

Dada su naturaleza ecoldgica, la principal limitacion
de este estudio se refiere a la utilizacion de datos
secundarios. El analisis de ondiculas depende de
la calidad de la informacion, del registro adecuado
del total de casos de dengue y del correcto registro
de la fecha y lugar de su aparicion. Si bien el
Sivigila es el referente de informacion sobre el
dengue y sobre otros 81 eventos de interés en
salud publica en Colombia, en términos de la
cobertura de la notificaciéon y la calidad de la
informacion, los reportes consultados presentan
algunas deficiencias (31-33). En estudios previos
sobre la situacion del sistema de vigilancia de los
casos de dengue en Colombia, se concluyé que
la cobertura de la notificacion no es del 100 %, y
se sefalan deficiencias en la notificacion, asi como
desconocimiento de los lineamientos nacionales
de vigilancia en salud y resistencia de algunos
prestadores de servicios a integrarse al sistema
por considerar las actividades como una carga
adicional (32), aspecto que también se plantea en
un estudio sobre la cobertura del Sivigila, en el cual
se encontré que en el 2012 era de 58,5 % (33).

Ademas, en estudios realizados en diferentes
ciudades endémicas del pais se han reportado
niveles bajos de concordancia y sensibilidad
entre la notificacion de dengue al Sivigila y las
definiciones clinicas sugeridas por la Organizacion
Mundial de la Salud (30). Esta limitacién no
invalida, sin embargo, la utilidad de los resultados
de este estudio, mas cuando la estacionalidad se
analizé a nivel nacional y en los municipios méas
endémicos, y, por el contrario, reitera la necesidad
del fortalecimiento del Sivigila, lo que combinado
con estrategias de analisis como la que aqui se
presenta, representaria un respaldo importante
a las decisiones en salud publica, pues la conju-
gacion de los sistemas de vigilancia y las técnicas
de analisis automatizadas tiene posibilidades
enormes que deben tenerse en cuenta.
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Priorizacion de enfermedades virales zoonoticas en la interfaz de
cerdos silvestres, cerdos domésticos y seres humanos
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Introduccion. Para entender la ecologia de las enfermedades es necesario comprender los agentes
patégenos en la interfaz de vida silvestre y ganado. Los cerdos silvestres (Sus scrofa) constituyen
un problema sanitario cuando se trata de prevenir y controlar las enfermedades zoondticas, pues
en ocasiones sus poblaciones son portadores de agentes infecciosos transmisibles a los cerdos
domésticos y a otras especies animales, incluidos los seres humanos.

Objetivo. Priorizar las enfermedades zoonoéticas en la interfaz de cerdos silvestres, animales
domésticos y seres humanos.

Materiales y métodos. Se utilizé el método de priorizacién semicuantitativa basado en 27 criterios
sustentados en publicaciones recientes, los cuales se clasificaron en las siguientes cinco categorias
con base en la etiologia viral: epidemiologia (ocho), prevencion y control (tres), economia y comercio
(cuatro), salud publica (nueve) y sociedad (tres). A cada criterio se le adjudic6é un coeficiente entre 0
y 7 de acuerdo con su impacto medido con base en la informacion cientifica (suma total de 189). La
informacioén sobre los criterios para las nueve enfermedades virales analizadas se recolecté mediante
la revision de 81 fuentes publicadas entre 1977 y 2015.

Resultados. Las tres enfermedades con mayor puntaje y potencial zoonético fueron la influenza
porcina (133), la hepatitis E (123) y la infeccion por hantavirus (103), y la mayor puntuacion se observo
en los criterios de epidemiologia y salud publica.

Conclusion. Los métodos semicuantitativos de priorizacion son una fuente de informacion parala toma
de decisiones, pero su utilizacion es poco frecuente en los paises en desarrollo por la falta de datos
de vigilancia en salud publica. El control de las enfermedades que afectan tanto a los seres humanos
como a los animales silvestres, requiere el desarrollo de estrategias que reduzcan la transmision de
patégenos de estos a los animales domésticos y a los seres humanos.

Palabras clave: ecologia, Sus scrofa, virus, zoonosis.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2950

Prioritization of zoonotic viral diseases in feral pigs, domestic pigs and humans interface

Introduction: Understanding the ecology of diseases requires the comprehension of pathogens in wild
life-livestock interface. Feral pigs (Sus scrofa) are a health problem when countries work to prevent
and control zoonotic diseases, as their populations raise environmental and health concerns due to
infectious agents transmissible to domestic pigs and other animal species, including humans.
Obijective: To prioritize zoonotic diseases in the feral pigs, domestic animals and humans interface.
Materials and methods: The semi-quantitative prioritization method based on evidence included 27
criteria founded in recent publications. According to viral etiology we classified them in five categories:
epidemiology (eight), prevention/control (three), economy/trade (four), public health (nine) and society
(three). Each criterion had a coefficient of 0 to 7 according to their impact based on evidence (maximum
sum of 189). Evidence on the criteria for the nine viral diseases analyzed came from the review of 81
sources published between 1977 and 2015.

Results: The top three diseases with the highest score and zoonotic potential were swine influenza
(133), hepatitis E (123), and hantavirus infection (103), whose highest scores were observed on
epidemiology and public health criteria.

Contribucién de los autores:
Todos los autores participaron en las diferentes fases del desarrollo del estudio y en la redaccion del articulo.
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Conclusion: The semi-quantitative methods of prioritization impartially contribute to decision-making
based on evidence; however, they are seldom used in developing countries due to the lack of data from
public health surveillance. Control of shared diseases requires the development of strategies to reduce
transmission of pathogens between wildlife and domestic animals and humans.

Key words: Ecology, Sus scrofa, viruses, zoonoses.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2950

El control de las enfermedades infecciosas se difi-
culta por los escasos estudios sobre los procesos
ecoldgicos que favorecen la transmision entre los
reservorios de fauna silvestre y las poblaciones
de ganado, y la falta de comprension por parte
de los epidemidlogos y los responsables de las
politicas de las complejas interacciones entre
especies en los potenciales huéspedes de agentes
patégenos y de la identificacion de los factores
de riesgo de enfermedades asociados a ellos.
Para entender la ecologia de las enfermedades,
es necesario comprender los agentes patégenos
involucrados en la interfaz de la vida silvestre y
el ganado. La importancia de evaluar cémo las
especies animales utilizan el entorno y el impacto
de sus interacciones, es un factor determinante
para establecer el riesgo local en la transmisién y la
persistencia de las enfermedades infecciosas (1).

Debido a los brotes de enfermedades en especies
amenazadas Y la consecuente presencia de veteri-
narios, asi como a los avances de la biologia
y la interaccién entre huéspedes y parasitos,
actualmente se presta mayor atencion a las
enfermedades de la fauna que constituyen una
amenaza para los humanos, lo cual favorece los
estudios encaminados a conocer mejor la interfaz
del cerdo doméstico, el cerdo salvaje y los seres
humanos (2).

Por otra parte, la mayoria de los agentes patégenos
gue afectan el ganado son capaces de infectar
a otras especies de huéspedes, incluidas las de
los animales de vida silvestre, por lo cual en
las zonas donde la fauna silvestre y el ganado
coexisten, dichos agentes patdégenos pueden surgir
y establecerse (3).

De igual manera, las enfermedades emergentes y
reemergentes que afectan a los animales silvestres
pueden transmitirse a las poblaciones humanas
por contacto directo o por la accion de los vectores
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(4). Segun Gortazar, et al. (3), desde la perspectiva
de la salud veterinaria, las enfermedades de
notificacion obligatoria que implican mdltiples
huéspedes, y las que han sido erradicadas o
estan casi bajo control, tienen el prondstico mas
desfavorable; el contacto de animales silvestres
con el ganado produce graves consecuencias para
la salud y la economia.

Los procesos de priorizacion son una herramienta
desarrollada especificamente para satisfacer las
necesidades de las personas que trabajan en zonas
donde los datos cuantitativos sobre las zoonosis
son escasos y los vinculos entre los encargados
de la salud humana y los responsables de la
salud no operan de forma 6ptima. Los métodos
semicuantitativos, cuyo uso depende de las pre-
ferencias individuales, ofrecen opciones para la
clasificaciéon mediante una escala numeérica, en tanto
gue los métodos cuantitativos se basan en escalas
numéricas disefladas para reflejar los valores
objetivos (por ejemplo, prevalencia o incidencia).
Estos métodos, utilizados por diversos grupos de
interés en paises desarrollados, proporcionan una
lista dinamica de zoonosis prioritarias que pueden
ser objeto de investigacién y de la asignacion
de fondos en busca del fortalecimiento de la
colaboracién entre las diversas partes interesadas
en la prevencion del riesgo (5).

La mayoria de las enfermedades infecciosas emer-
gentes o reemergentes en los paises desarrollados
y en desarrollo, se origina en los animales, con
mas de 250 zoonosis documentadas en la literatura
cientifica (6). Ademés de la aparicién de agentes
patégenos zoondticos, se estima que 20 % de
la morbimortalidad de todas las enfermedades
humanas en los paises menos desarrollados es
atribuible a las zoonosis endémicas (7). En los
paises en desarrollo, 13 zoonosis se consideran
como las de mayor impacto en los ganaderos
pobres, con el agravante de que las enfermedades
zoonoticas son un problema de salud publica, y se
estima que son responsables de 2,7 millones de
muertes y 2,4 millones de casos de enfermedad
en seres humanos cada afo; la mayoria de estas
enfermedades también tienen efectos negativos
sobre la produccion ganadera (5).

57



Benavides-Arias D, Soler-Tovar D

El objetivo del presente estudio fue priorizar las
enfermedades zoondticas virales en la interfaz de
cerdos silvestres (Sus scrofa), cerdos domésticos
y seres humanos en Colombia, mediante una
revision sistematica de los sistemas de indexacion
y resumen (SIRES) en Colombia y de los datos
del Sistema Mundial de Informacidon Zoosanitaria
(World Animal Health Information Database,
WAHID, y World Animal Health Information System,
WAMHIS), utilizando el método semicuantitativo de
priorizaciéon basado en la evidencia.

Materiales y métodos

Mediante la consulta en el Sistema Mundial de
Informacion Zoosanitaria (WAHID y WAHIS)
(http://www.oie.int/es/sanidad-animal-en-el-
mundo/el-sistema-mundial-de-informacion-
sanitaria/datos-despues-2004-wahid/; http://www.
oie.int/es/sanidad-animal-en-el-mundo/wabhis-
wild-interface/), y en los sistemas de indexacion
y resumenes (SIRES) Science Direct, Scopus,
Google Scholar y PubMed (los cuales contenian
informacion para la construccién de la matriz de
categorias y criterios de priorizacion), de articulos
indexados entre 1977 y 2015, y usando las
palabras clave “priorizacién”, “cerdos silvestres”
y “enfermedades virales” en inglés y en espafiol,
se indagé sobre las enfermedades zoonéticas y se
elabor6 una lista de nueve en las cuales los cerdos
silvestres estan involucrados como huéspedes
0 reservorios. La priorizacion semicuantitativa
basada en la evidencia de las enfermedades
virales se hizo segun Humblet, et al. (8), Logan,
et al. (5), y Cito, et al. (9), y se confront6 la
informacion obtenida sobre las enfermedades
zoonoticas de importancia a nivel internacional
para detectar las mas comunes.

Con base en la consulta documental, las enferme-
dades virales incluidas en la priorizacion fueron: la
circovirosis porcina, la hepatitis E, la enfermedad
de Aujeszky (pseudorrabia), la peste porcina
clasica, la parvovirosis, el sindrome reproductivo
y respiratorio porcino (Porcine Reproductive
and Respiratory Syndrome, PRRS), la peste
porcina africana, la infeccién por hantavirus y la
influenza porcina.

La distribucién de los criterios multiples entre las
cinco categorias establecidas, fue la siguiente:
epidemiologia (EP), ocho criterios; prevencién y
control (PC), tres criterios; economia y comercio
(EC), cuatro criterios; salud publica (PH), nueve cri-
terios, y sociedad (SO), tres criterios (7) (cuadro 1).
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Coeficientes de los criterios

Se asignd un coeficiente de 0 a 7, adaptado de
Humblet, et al. (8), a cada criterio de acuerdo con
su funcion, el efecto o la tasa. Los coeficientes se
correlacionaron con la gravedad, es decir, cuanto
mayor era el coeficiente, mayor o mas grave era
el efecto. Por ejemplo, a una tasa de letalidad de
menos de 1 %, correspondia un coeficiente de 1,
y a una de mas de 90 %, uno de 7. A los agentes
no zoondaticos se les asigné un coeficiente de O,
el cual representaba la ausencia de riesgo, en
tanto que 1y 2 correspondian a un riesgo minimo,
los valores intermedios de 3, 4 y 5 representaban
riesgo pero sin que implicara peligro grave, y los
coeficientes de 6 y 7 representaban la mayor
probabilidad de riesgo (cuadro 1).

Resultados

Mediante la priorizacién semicuantitativa basada
en la evidencia, se dio la puntuacién por categoria
de multiples criterios para las enfermedades virales
en el cerdo silvestre. En los cuadros 2, 3y 4 se
muestran los puntajes de las enfermedades virales
prioritarias, clasificados como superiores, medios
y bajos.

Segun la priorizacion, las tres enfermedades zoo-
néticas con mayor puntuacion (cuadros 2 y 5) en
general y de acuerdo con la categoria (cuadro 6),
fueron la influenza porcina (133), la hepatitis E
(123) y la infeccion por hantavirus (103).

Las tres enfermedades priorizadas (influenza,
hepatitis E e infeccion por hantavirus) presentaron
los coeficientes de criterio mas altos, con puntajes
de 6 y 7, principalmente en las categorias de
epidemiologia y salud publica, lo cual se relacion6
con una mayor exposicion a los factores de riesgo
que favorecen la presentacion de la enfermedad.
La priorizacion basada en la evidencia permitié
asignar el coeficiente mas alto de acuerdo con los
criterios referidos a las caracteristicas del huésped,
a su sensibilidad a un agente patdgeno presente
en el ambiente, y a su interaccion con las demas
especies en el entorno.

En el caso de enfermedades como la peste
porcina clasica, la circovirosis y la parvovirosis
porcina (cuadro 3), mientras que en la categoria
de epidemiologia se registraron coeficientes entre
6y 7, en la de salud publica los valores fueron de
1. Esto podria estar relacionado con los programas
de prevencion y control de enfermedades que
adelantan las autoridades sanitarias en el pais
mediante estrategias como las zonas libres con
vacunacion, los programas de vacunacion, y otras.



Biomédica 2016;36(Supl.2):56-68

Priorizacion de enfermedades virales zoonéticas

Cuadro 1. Descripcion de las categorias y los criterios para la priorizacion semicuantitativa

Categoria

Criterio

Descripcion

Epidemiologia

Prevencion
y control

Economia
y comercio

Salud
publica

Sociedad

1. Tasa de morbilidad

2. Tasa de mortalidad

w

. Especificidad del patégeno

>

Modo de transmision

(&)

. Persistencia en el ambiente

o

. Enfermedad clinica en cerdos

~

. Enfermedad clinica en animales silvestres

o

Evidencia de circulacién en Colombia

[N

. Control de reservorio y vector

N

Vacunacion
Tratamiento
. Disminucién de la productividad

P w

2. Limitaciones comerciales (importacion-
exportacion)

3. Impacto en sectores adyacentes (turismo)

4. Impacto zoonético (costo de la enfermedad)

[

. Zoonosis

N

. Clasificacién de la zoonosis
. Enfermedad conocida en humanos

w

N

. Tasa de morbilidad

a1

. Tasa de mortalidad

o

. Modo de transmision

~

. Existencia de plan de control

©

. Vacunacién

©

. Tratamiento
1. Disminucién del consumo

2. Percepcion del problema por parte del
consumidor

3. Impacto en animales silvestres y en la
biodiversidad

Ausencia de morbilidad: 0; tasa de morbilidad <1 %: coeficiente de 1; tasa de
morbilidad <50 %: coeficiente de 4, y tasa de morbilidad >90 %: coeficiente de 7
Ausencia de mortalidad: 0; tasa de mortalidad <1 %: coeficiente de 1; tasa de
mortalidad <50 %: coeficiente de 4, y tasa de mortalidad >90 %: coeficiente de 7
No se encuentra informacion reportada: 0.

Si solo se presenta en el cerdo: 4.

Si tiene mdltiples huéspedes e involucra animales domésticos: 5.

Si se presenta GUnicamente en el cerdo o en otras especies: 7.

Salto entre especies, mayor valor: 7

Si involucra animales silvestres: 7.

Indirecta: 5

Horizontal: 7

Vertical: implica periodo de gestacion: 6; directa: no necesita huésped
intermediario, vector o reservorio: 7

Sobreviven en el ambiente durante un periodo prolongado.

Se inactiva rapidamente en el ambiente: 1.

Horas: 3-4

Estan en el ambiente pero sobreviven dias: 7.

Sin signos: 0

Portadores: 1

Enfermedad subclinica: 4

Signos clinicos: 7

Sin signos: 0

Portadores: 1

Enfermedad subclinica; 4

Signos clinicos: 7

No hay datos: 1.

Datos epidemiolégicos en Colombia: 7

Asociado a modo de transmision; para aquellas que tengan un

modo de transmisién directo, el valor es 0.

Se hace control efectivo: 1.

No se hace control fisico o quimico del vector o agente: 7.

Ningun control de reservorio o vector: 7

El agente tiene vacuna: 1; el agente no tiene vacuna: 7.

El agente tiene tratamiento: 1; el agente no tiene tratamiento: 7.

Los animales domésticos no disminuyen su productividad: 0.

Los animales domésticos disminuyen su productividad: 7.

Prohibicién de exportacion e importacion: 7

Impacto no es tan drastico: 4.

No hay limitacién en el comercio exterior: 1.

No hay impacto en la industria del turismo: 1.

Disminucion de turistas nacionales e internacionales: 7

No hay reportes: 0.

No hay evidencia de enfermedades en humanos: 1.

Elevados costos de enfermedades zoonéticas: 7

No es una enfermedad zoonética: 1.

Es una enfermedad zoonética: 7.

Ciclozoonosis: 4; zooantroponosis: 7; antropozoonosis: 7; metazoonosis: 7
Enfermedad desconocida en humanos: 0

Enfermedad conocida en humanos: 7

No hay morbilidad: 0; tasa de morbilidad <1 %: coeficiente de 1; tasa de
morbilidad <50 %: coeficiente de 4, y tasa de morbilidad >90 %: coeficiente de 7
No hay mortalidad: O; tasa de mortalidad <1 %: coeficiente de 1; tasa de
mortalidad <50 %: coeficiente de 4, y tasa de mortalidad >90 %: coeficiente de 7
Indirecta: 5

Horizontal: 7

Vertical: implica periodo de gestacion: 6

Directa: no necesita huésped intermediario, vector o reservorio: 7.

Existe plan de control: 1.

No existe plan de control: 7.

Plan de vacunacién: 1

No tiene plan de vacunacion: 7.

Se hace tratamiento médico: 1.

No se hace tratamiento médico: 7.

Disminucion del consumo de carne de cerdo: 7

No hay impacto negativo en la industria porcina: 1.

No tiene conocimiento de las enfermedades que afectan al cerdo: 7.
Conoce las enfermedades y microorganismos que afectan al cerdo: 1.
Impacto negativo en los animales silvestres: 7

No hay impacto en animales silvestres y biodiversidad: 0.
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Cuadro 2. Puntuacion alta de enfermedades virales con potencial zoonético

Categoria Criterio Influenza Referencia Hepatitis E Referencia Infeccion por Referencia
hantavirus
1. Tasa de morbilidad 7 (10) 7 (19) 0
Epidemiologia 2. Tasa de mortalidad 6 (10) 1 (20) 0
3. Especificidad del patégeno 7 (11) 7 (21) 5 (30)
4. Modo de transmision 7 (12) 7 (21) 7 (31)
5. Persistencia en el medio ambiente 7 (13) 2 (20) 7 (32)
6. Enfermedad clinica en cerdos 7 (11) 7 (22) 2 (31)
7. Enfermedad clinica en animales 7 (11) 4 (23) 5 (33)
silvestres
8. Evidencia de circulacién en Colombia 7 (14) 6 (24) 5 4)
Prevencion 1. Control de reservorio y vector 4 (20) 6 (30)
y control 2. Vacunacion 1 (15) 3 (25) 7 (31)
3. Tratamiento 0 4 (25) 7 (31)
Economia 1. Disminucién de la productividad 4 (15) 1 (19) 3 (31)
y comercio 2. Limitaciones de importacion- 6 (16) 1 (19) 2 (33)
exportacion
3. Impacto en sectores adyacentes 7 (11) 4 (19) 4 (31)
(turismo)
6. Impacto zoonético (costo de la 7 (11) 5 (26) 3 (33)
enfermedad)
Salud publica 1. Zoonosis 7 (11) 7 (26) 7 (34)
2. Clasificacion de la zoonosis 7 (26)
3. Enfermedad conocida en humanos 7 (12) 7 27) 6 (33)
4. Tasa de morbilidad 2 (13) 5 (28) 6 (33)
5. Tasa de mortalidad 6 a7 2 (21) 5 (31)
6. Modo de transmisién 7 (12) 5 (28) 7 (31)
7. Hay plan de control 2 (16) 4 (29) 5 (31)
8. Vacunacion 1 17) 1 (29) 1 (31)
9. Tratamiento 2 (18) 7 (29) 2 (31)
Sociedad 1. Disminucioén del consumo 7 (16) 4 (29) 0
2. Percepcion del problema por parte del 7 a7) 6 (29) 0
consumidor
3. Impacto en animales silvestres y en la 5 (11) 5 (19) 1 (31)
biodiversidad
Total 133 123 103

Por dltimo, enfermedades como la peste porcina
africana, el sindrome respiratorio y reproductivo
porcino, y la enfermedad de Aujeszky (cuadro 4),
tuvieron coeficientes altos en categorias como la de
epidemiologia, pero en la categoria de salud publica
se registraron valores de 0, lo cual evidencia que
en Colombia estas tres enfermedades representan
un riesgo minimo para los cerdos domésticos, los
cerdos silvestres y los seres humanos, ya que la
presencia del agente esta controlada o es una
enfermedad considerada exotica (como es el caso
de la peste porcina africana).

Discusion

La implementacion de métodos de priorizacion
para determinar el impacto de las enfermedades
virales en la interfaz de cerdos silvestres, animales
domésticos y seres humanos, es de vital impor-
tancia, ya que esta relacion tiene consecuencias
directas e indirectas sobre la transmisién de las

enfermedades (9). En diversos estudios se ha
demostrado la presencia de anticuerpos contra
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enfermedades virales zoonéticas en poblaciones
de cerdos silvestres, entre ellos, contra el virus de
la hepatitis E y el virus de la influenza porcina
que, como se sabe, pueden transmitirse a las
personas que estan en estrecho contacto con
estos animales (85).

El propdsito de implementar el método de priori-
zacion de enfermedades es optimizar los recursos
financieros y humanos para la vigilancia, la
prevencion, el control y la eliminacion de las
enfermedades infecciosas, en especial, para la
deteccion temprana de cualquier enfermedad
emergente, con base en el andlisis y la puntuacion
de mdultiples criterios, sobre todo de aquellos
que determinan la importancia de los agentes
patégenos (86).

En este analisis se incluyeron 27 criterios y en la
lista de de enfermedades se incluyeron algunas
cuya circulacién en el pais no estd documentada,
por ejemplo, la enfermedad de Aujeszky (80)
y la peste porcina africana (62), asi como tres
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Cuadro 3. Puntuacion alta e intermedia de enfermedades virales con presencia en el pais

Categoria Criterio Peste porcina Referencia Circovirosis Referencia Parvovirosis Referencia
clasica
Epidemiologia 1. Tasa de morbilidad 3 (35) 7 (43) 5 (54)
2. Tasa de mortalidad 7 (36) 4 (43) 3 (54)
3. Especificidad del patégeno 7 (37) 5 (43) 4 (55)
4. Modo de transmision 7 (38) 7 (44) 7 (56)
5. Persistencia en el medio 7 (39) 7 (44) 6 (55)
ambiente
6. Enfermedad clinica en cerdos 7 (40) 7 (45) 4 (57)
7. Enfermedad clinica en animales 6 (40) 5 (46) 5 (58)
silvestres
8. Evidencia de circulacién en Colombia 5 (37) 7 (47) 6 (59)
Prevencion 1. Control de reservorio y vector 1 (41) 0 (45) 1 (56)
y control 2. Vacunacion 0 1 (48) 1 (60)
3. Tratamiento 7 (41) 3 (48) 5 (60)
Economia 1. Disminucién de la productividad 5 (40) 7 (49) 6 (57)
y comercio 2. Limitaciones de importacion- 6 (42) 5 (50) 7 (55)
exportacion
3. Impacto en sectores adyacentes 4 (35) 2 (50) 5 (58)
(turismo)
6. Impacto zoonético (costo de la 0 0 1 (57)
enfermedad)
Salud 1. Zoonosis 0 1 (51) 1 (57)
publica 2. Clasificacion de la zoonosis 0 1 (51) 1 (57)
3. Enfermedad conocida en humanos 1 (42) 1 (52) 1 (57)
4. Tasa de morbilidad 1 (35) 1 (52) 1 (57)
5. Tasa de mortalidad 1 (35) 1 (52) 1 (57)
6. Modo de transmisién 1 (38) 1 (52) 1 (57)
7. Hay plan de control 1 (38) 1 (52) 1 (57)
8. Vacunacion 1 (38) 1 (52) 1 (57)
9. Tratamiento 1 (38) 1 (52) 1 (57)
Sociedad 1. Disminucién del consumo 4 (38) 4 (53) 4 (58)
2. Percepcion del problema por parte del 5 (38) 4 (53) 3 (55)
consumidor
3. Impacto en animales silvestres y en la 4 (38) 7 (46) 4 (57)
biodiversidad
Total 92 91 86

enfermedades con potencial zoonotico: la influenza
porcina, la hepatitis E y la infeccién por hantavirus,
las cuales obtuvieron el mayor puntaje en la prio-
rizacién por lo que se proponen como prioridades
para las actividades de gestion de riesgos (87).

El enfoque semicuantitativo basado en la evidencia
utilizado en este estudio partié de una revision de
la literatura cientifica que permitio la ponderacion
independiente de los criterios para cada categoria,
con el fin de establecer el valor del riesgo para
cada enfermedad viral; el método puede aplicarse
a otros ejercicios de clasificacion de las zoonosis
parasitarias o bacterianas (88).

Debido a la escasez de los datos disponibles,
es necesario aplicar un enfoque que recurra a
la opinion de expertos para obtener resultados
consensuados que obtengan el respaldo de las
partes interesadas en la priorizacion (89-91). Por
ello, el presente estudio se debe continuar con la
confrontacion de los resultados obtenidos y con la
basqueda del consenso de los expertos.

Los animales domésticos que comparten enferme-
dades con los animales silvestres pueden tener un
impacto negativo en la salud humana, en la eco-
nomiay en la conservacion de la fauna silvestre, asi
como en el mantenimiento de una infeccion. Por otra
parte, las enfermedades compartidas representan
una carga significativa para la salud publica, las
economias mundiales y la conservacion de la
biodiversidad (92), en tanto que las enfermedades
virales representan una amenaza para la eficiencia
de los sistemas productivos, ya que los virus que
infectan a los cerdos domésticos también son
capaces de infectar a los cerdos silvestres (93).

Es importante tener en cuenta los aspectos que se
refieren a la naturaleza de la infeccién individual
en los animales, la dinamica de la infeccién en la
poblacion y su distribucidon geografica, asi como
la interaccion de los reservorios de vida silvestre
con los animales domésticos. La presentacion de
la enfermedad en cada especie involucrada debe
ser examinada, asi como las interacciones entre el
medio natural y las especies domésticas (94).
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Cuadro 4. Puntuacion baja de enfermedades virales

Biomédica 2016;36(Supl.2):56-68

Categoria Criterio Peste porcina Referencia PRRS Referencia Enfermedad Referencia
africana de Aujeszky
Epidemiologia 1. Tasa de morbilidad 7 (61) 7 (70) 3 (74)
2. Tasa de mortalidad 7 (61) 7 (70) 3 (74)
3. Especificidad del patégeno 5 (62) 7 (70) 4 (74)
4. Modo de transmisién 7 (63) 7 (56) 7 (75)
5. Persistencia en el medio ambiente 3 (56) 6 (71) 6 (76)
6. Enfermedad clinica en cerdos 4 (63) 7 (56) 2 77)
7. Enfermedad clinica en animales silvestres 7 (64) 6 (56) 6 (78)
8. Evidencia circulacion en Colombia 1 (62) 4 (72) 1 (79)
Prevencion/ 1. Control de reservorio/ vector 6 (65) 1 (70) 1 (80)
control 2. Vacunacion 1 (66) 0 1 (75)
3. Tratamiento 6 (66) 3 (73) 7 (81)
Economiay 1. Disminucién de la productividad 5 (67) 4 (73) 6 (82)
comercio 2. Limitaciones de importacién-exportacion 1 (56) 5 (73) 7 (83)
3. Impacto en sectores adyacentes (turismo) 4 (67) 3 (56) 4 (82)
6. Impacto zoonético (costo de la enfermedad) 1 (68) 0 0
Salud publica 1. Zoonosis 0 0 0 (84)
2. Clasificacion de la zoonosis 0 0 0 (84)
3. Enfermedad conocida en humanos 0 0 0 (84)
4. Tasa de morbilidad 0 0 0 (79)
5. Tasa de mortalidad 0 0 0 (79)
6. Modo de transmision 0 0 0 (79)
7. Presencia de plan de control 0 0 0 (79)
8. Vacunacion 0 0 0 (79)
9. Tratamiento 0 0 0 (79)
Sociedad 1. Disminucién del consumo 3 (69) 2 (56) 4 (80)
2. Percepcion del problema por parte del consumidor 4 (67) 2 (73) 2 (82)
3. Impacto en animales silvestres y la biodiversidad 6 (67) 5 (56) 5 (82)
Total 77 76 69

PRRS: Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome

Cuadro 5. Valores de los criterios de evaluacion de las
enfermedades virales

Enfermedad Suma de
criterios

Valor alto

1. Influenza porcina 133

2. Hepaititis E 123

3. Infeccioén por hantavirus 103
Valor intermedio

4. Peste porcina clasica 92

5. Circovirosis 91

6. Parvovirosis 86
Valor bajo

7. Peste porcina africana 77

8. Sindrome reproductivo y respiratorio porcino 76

9. Enfermedad de Aujeszky 69

En este sentido, Corner (94) indica que una pobla-
cibn de animales infectados se puede clasificar
como huésped de mantenimiento o diseminadora
del virus, dependiendo de la dindmica de la
infeccion. En los reservorios la infeccion puede
persistir por transmisién intraespecifica y, también,
puede ser fuente de infeccidén para otras especies.
El estado de mantenimiento y propagacion del
huésped determina si es necesario el control de
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cada especie de huéspedes para la prevencion y
el control de la enfermedad, y para la prediccion de
la presencia continua de la infeccién en la especie
una vez que se elimine la fuente de infeccién. Sin
embargo, la demografia y el comportamiento de
las poblaciones desempefian un papel importante
en la transmisién de patdégenos intraespecificos e
interespecificos, y determinan las tasas de contacto
y la exposicion al ambiente (95).

A este respecto, la densidad de la poblacion
de cerdos silvestres en el ambito mundial esta
en ascenso, lo que significa un mayor nimero
de reservorios disponibles para diseminar la
enfermedad, asi como altas tasas de contacto
entre huéspedes (96). En cuanto al papel del
cerdo silvestre como reservorio de enfermedades
virales y de los cerdos domésticos en las enferme-
dades priorizadas (influenza porcina, hepatitis E
y hantavirus), las caracteristicas ecologicas y la
distribucién de agentes virales son de importancia
para las intervenciones en salud publica; ademas,
los métodos para priorizar las situaciones de salud
humana y animal son un instrumento util para
comprender mejor los efectos de las enfermedades
virales en la dindmica de la poblacion de cerdos
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Cuadro 6. Principales enfermedades priorizadas segun la categoria con mayor puntacién de criterios

Categoria Criterio Influenza porcina Hepatitis E Infeccion por hantavirus

Epidemiologia 1. Tasa de morbilidad 7 7 0
2. Tasa de mortalidad 6 1 0
3. Especificidad del patégeno 7 7 5
4. Modo de transmisién 7 7 7
5. Persistencia en el medio ambiente 7 2 7
6. Enfermedad clinica en cerdos 7 7 2
7. Enfermedad clinica en animales silvestres 7 4 5
8. Evidencia circulacién en Colombia 7 6 5

Salud publica 1. Zoonosis 7 7 7
2. Clasificacion de la zoonosis 0 7 0
3. Enfermedad conocida en humanos 7 7 6
4. Tasa de morbilidad 2 5 6
5. Tasa de mortalidad 6 2 5
6. Modo de transmisién 7 5 7
7. Existencia de plan de control 2 4 5
8. Vacunacion 1 1 1
9. Tratamiento 2 7 2

silvestres y la circulacion de agentes patdégenos
en las poblaciones de cerdos domésticos y de
humanos (93).

Si bien es cierto que la influenza porcina se
considera una zoonosis, y que los cerdos pueden
actuar como un reservorio intermedio para el virus
de la influenza aviar, potencialmente infeccioso
para los humanos, es necesario comprender la
interaccion de los cerdos silvestres, los cerdos
domésticos y los seres humanos en el caso de
este tipo de virus, el cual, ademas, se relaciona
con las particularidades del sistema inmunitario
porcino (97).

En el contexto nacional, el Instituto Nacional de
Salud, entidad encargada de operar y fortalecer el
sistema de vigilancia y andlisis del riesgo en salud
publica, vigila enfermedades de impacto en la salud
publica que el hombre comparte con los animales
como son los accidentes ofidicos y causados por
animales ponzofiosos, la rabia y las agresiones de
animales potencialmente transmisores de rabia, la
brucelosis, las enfermedades pridnicas, las ence-
falitis equinas, la leptospirosis, la peste, la rabia
y el tifus, pero las tres enfermedades zoondticas
priorizadas no estan sujetas a esta vigilancia (98).

En cuanto al virus animal de la hepatitis E, iden-
tificado en los cerdos domésticos, en los cerdos
silvestres y en los ciervos, su potencial zoon6tico
ha generado una gran preocupacion en los paises
industrializados y en desarrollo. Es claro que
la mayoria de las infecciones por el virus de la
hepatitis E, no solo se adquieren por viajar a zonas
donde es endémica. La infeccién por este virus se

considerd inicialmente endémica, principalmente en
los paises en desarrollo; sin embargo, hoy se sabe
que es la presentacion de hepatitis viral méas grave
en todo el mundo por su naturaleza zoonética, a lo
gue se afiaden los casos recientemente reportados
de infeccion cronica, por lo cual se requiere el
control de este virus (99).

Los hantavirus, reportados recientemente en el
continente americano, son otro ejemplo de agentes
zoonoticos que causan morbilidad y mortalidad en
humanos y requieren respuestas rapidas y opor-
tunas basadas en el trabajo interdisciplinario de
médicos, veterinarios y bidlogos (100).

El conocimiento de las enfermedades que circulan
en poblaciones de vida silvestre puede ser impor-
tante, no solo para la conservacién de la fauna y
la produccién de cerdos domésticos, sino también
para la salud publica, ya que las enfermedades
zoondticas plantean una importante amenaza para
la salud humana vy, por lo tanto, deben tenerse en
cuenta por ser causantes de enfermedades graves y
de la disminucion o pérdida de la produccion en los
animales productores de alimentos, o de mortalidad
en los animales silvestres, lo que puede conducir
a la disminucion de especies y al desequilibrio
ecologico (101).

En Colombia, el sistema de vigilancia de las zoono-
sis adolece de un subregistro de casos humanos
de zoonosis, asi como de la falta de politicas
de salud publica veterinaria, y de sistemas de
vigilancia epidemioldgica débiles y fragmentados.
La falta de redes de laboratorios (102) es un
agravante para la identificacion y el tratamiento de
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las enfermedades virales en la interfaz de cerdos
silvestres, cerdos domésticos y seres humanos.
La transmision de microorganismos patdgenos
puede darse como resultado del movimiento de
animales silvestres y animales domésticos entre
habitats, lo cual ocurre en sitios en los que con-
vergen estas especies con el hombre, en areas
protegidas o en areas comunes que constituyen un
punto de confluencia de patdgenos oportunistas
involucrados en la presentacién de enfermeda-
des, y cuya composicién, diversidad y densidad
afectan el desarrollo natural de las especies en
cuanto a la interaccion con su entorno. De ahi
la importancia de entender esta interfaz y el
mecanismo de transmision de patdgenos en las
areas comunes para los animales domésticos,
los animales silvestres y los seres humanos, con
el fin de analizar el riesgo local y global que
implican (103).

La relacion entre la salud y la enfermedad en los
humanos, los animales y los ecosistemas, y sus
implicaciones en la transmision de las enfermeda-
des zoondticas, requieren de un enfoque coordinado
y colaborativo, multidisciplinario e intersectorial
en el que los sectores involucrados compartan
responsabilidades, y aporten su conocimiento para
identificar y disminuir las enfermedades humanas
y animales, apoyados en el intercambio de infor-
macion sobre estas, su epidemiologia y los riesgos
que entrafian (104).

En el presente estudio se proporciona un
instrumento Util para identificar y priorizar las
enfermedades virales en la interfaz de cerdos
silvestres, cerdos domésticos y seres humanos, asi
como de zoonosis importantes, y para priorizarlas.
Los métodos semicuantitativos son Utiles frente a
las multiples dimensiones y ajustes de prioridades
gue deben cuantificarse y valorarse. El estudio,
no obstante, tiene limitaciones debido a los pocos
datos disponibles y a la naturaleza inespecifica del
diagnéstico clinico. De todas maneras, la evaluacion
de los datos reportados suministra informacion
de calidad para una mejor comprensiéon de los
riesgos en salud publica, lo cual es de utilidad
para asignar recursos en paises en desarrollo. Si
bien es cierto que los recursos econémicos son
limitados, podrian generar beneficios en investiga-
ciones e intervenciones de enfermedades que a
menudo se encuentran desatendidas. El método
propuesto tiene limitaciones por el gran nimero de
enfermedades comunes en los cerdos silvestres
gue no se analizan, pues no se hace vigilancia de
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estos animales y la deteccion de signos clinicos o
la confirmacién de una enfermedad es un proceso
dispendioso (105,106).

Si bien el Instituto Colombiano Agropecuario
disefia y ejecuta programas oficiales para controlar
y erradicar enfermedades endémicas de prioridad
nacional que involucran a estas especies, la
principal enfermedad porcina vigilada es la peste
porcina clasica (107).

Los métodos semicuantitativos para priorizar
enfermedades aportan datos imparciales para
la toma de decisiones, pero se utilizan poco en
los paises en desarrollo por la carencia de datos
de la vigilancia en salud publica. El control de
enfermedades compartidas con la vida silvestre
requiere el desarrollo de estrategias que reduzcan
la transmision de agentes patdégenos entre la vida
silvestre, los animales domésticos y los seres
humanos. La vigilancia sanitaria de la fauna
silvestre es tan relevante como la de los animales
domésticos, y debe llevarse a cabo mediante la
colaboracion de los sectores encargados del control
y la prevencion de enfermedades zoondticas.

En el contexto actual de variabilidad y cambio
climatico, desforestacion, aumento de las especies
amenazadas, sobrepoblacion, expansion de las
fronteras agricolas, pecuarias y urbanisticas,
y problemas que afectan a todo el mundo, es
necesario adoptar una vision diferente, enfocada
en las nuevas tendencias impuestas en las prac-
ticas de produccion animal por la globalizacion
de la industria alimentaria. Teniendo en cuenta
las situaciones sociales en las que son cada
vez mas acentuados los cambios demograficos,
como aumento de la poblacién, desplazamiento,
movilizacién y urbanizacion, asi como los cambios
en los patrones de las poblaciones de animales
silvestres, se deben implementar mejores sistemas
de vigilancia epidemiolégica, y nuevos enfoques
para el control y la prevencion en el marco de la
relacion entre la salud animal y la humana.
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Infeccion simultanea por el virus de la hepatitis E y de otras
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Introduccion. El virus de la hepatitis E se ha convertido en un problema de salud publica, especialmente
en los paises en desarrollo. Se conocen cuatro genotipos en mamiferos, de los cuales el G3 se ha
encontrado en hepatitis autdéctonas en paises y regiones con gran poblacion de cerdos, y el G1 se ha
asociado a muertes maternas.

Obijetivo. Determinar la infeccion simultanea con el virus de la hepatitis E y sus genotipos circulantes en
Colombia en 1.097 sueros utilizando los marcadores serolégicos de los virus de las hepatitis A, By C.
Materiales y métodos. Se seleccionaron 1.097 sueros provenientes de diferentes municipios de
Colombia, conservados en el Laboratorio de Virologia del Instituto Nacional de Salud. Se determinaron
los anticuerpos IgG e IgM anti-hepatitis E. A los positivos se les amplificd el genoma viral mediante
reaccion en cadena de la polimerasa convencional. Los productos se secuenciaron y analizaron
filogenéticamente y se los comparé con las secuencias del ORF2 registradas en el GenBank.
Resultados. Se identificaron 278 sueros positivos para IgG anti-hepatitis E, 62 para IgM y 64
para ambos marcadores. La infeccion simultdnea con los virus de la hepatitis E y la hepatitis A
determinada por IgG anti-hepatitis E fue de 33,6 % y por IgM anti-hepatitis E fue de 16,1 %; la
infeccién simultanea por los virus de la hepatitis E y B fue de 23,4 % y 8,1 %, y por los virus de la
hepatitis E y C fue de 35,4 %y 5,83 %, respectivamente. De las 52 muestras positivas en la reaccién
en cadena de la polimerasa convencional, nueve secuencias se agruparon como genotipo 3a de
origen porcino, cepa norteamericana.

Conclusiones. La mayor seropositividad se registré para las hepatitis Ay E. La frecuencia de la
infeccion simultanea con el virus de la hepatitis E y otros virus hepatétropos indica que este patdégeno
puede ser mas frecuente de lo esperado. La circulacion del genotipo 3a implica que esta enfermedad
puede presentarse en forma de brote y de zoonosis en Colombia.

Palabras clave: virus de la hepatitis E, hepatitis A, genotipo, coinfecciéon.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2957

Coinfection of hepatitis E virus and other hepatitis virus in Colombia and its genotypic
characterization

Introduction: Hepatitis E virus has emerged as a public health problem, particularly in developing
countries. The four genotypes identified in mammals include the G3 found in indigenous hepatitis in
countries and regions with high porcine population, and the G1, associated with maternal deaths.
Objective: To determine coinfection by hepatitis E virus and the circulating genotypes in Colombia in
1,097 samples using serological markers for hepatitis A, B and C.

Materials and methods: Serum samples of 1,097 patients from different regions of Colombia stored at
the Laboratorio de Virologia of the Instituto Nacional de Salud were selected to detect IgG and IgM anti-
hepatitis E virus antibodies. The viral genomes of positive samples were amplified by RT-PCR, and the
products were sequenced and phylogenetically analyzed by comparing ORF2 sequences deposited in
the GenBank.
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Results: 1gG anti-hepatitis E virus antibodies were found in 278 samples, IgM in 62, and both markers
in 64. Hepatitis E virus and hepatitis A virus coinfection determined by 1gG anti-hepatitis E virus was
33.6% and 16.1% by IgM; hepatitis E virus and hepatitis B virus coinfection was 23.4% and 8.1%,
and hepatitis E virus and hepatitis C virus coinfection was 35.4% and 5.83%, respectively. Among the
52 positive samples by PCR nine were sequenced and grouped within genotype 3A of the American

porcine strain.

Conclusions: The highest seropositivity was observed for hepatitis A and E. The incidence of hepatitis
E virus coinfection with other hepatotropic viruses indicated that this pathogen is more frequent than
expected. The circulation of genotype 3A implies that this disease may occur in outbreaks and as

zoonosis in Colombia.

Key words: Hepatitis E virus, hepatitis A, genotype, coinfection.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2957

El virus de la hepatitis E (HEV) es el agente causal
de la hepatitis E, enfermedad que se transmite
por via entérica en muchas regiones del mundo
y es responsable de mas de 50 % de los casos
de hepatitis aguda en los paises endémicos (1). El
virus se contagia principalmente por la via fecal-
oral y se asocia con infecciones esporadicas en los
paises en desarrollo, en tanto que en los paises
industrializados la transmision es principalmente
zoon@tica, por su presencia en cerdos; los brotes
epidémicos ocurren en areas con infraestructuras
sanitarias deficientes y se asocian con el consumo
de agua contaminada (2). La infecciéon durante el
embarazo merece especial cuidado, ya que provoca
cuadros de hepatitis fulminante con hasta 20 % de
letalidad (3).

El VHE pertenece a la familia Hepeviridae, subfa-
milia Hepevirus, y es el Gnico miembro del género
Orthohepevirus; la especie tipo es Orthohepevirus
A, comunmente conocido como virus de la hepatitis
E (4). El virus posee un genoma de ARN de cadena
simple y de sentido positivo, su tamafio es de 7,2
kb y cuenta con tres marcos abiertos de lectura
(5,6). Se han reportado cuatro genotipos del HEV
en mamiferos: los genotipos 1 y 2, exclusivos de
los seres humanos, de los cuales el genotipo 1
es la principal causa de hepatitis E esporadica y
epidémica en las regiones en desarrollo de Asia
y Africa. En Suramérica se han reportado casos
aislados en Venezuela, Uruguay y Argentina (7).
El genotipo 2 se ha identificado en pacientes en
México, Chad y Nigeria (6,8,9). El genotipo 3 se
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ha encontrado en casos de hepatitis autéctona
en muchas regiones desarrolladas y tiene una
alta prevalencia en poblaciones de cerdos en todo
el mundo (10). El genotipo 4 se ha identificado en
poblaciones humanas y de cerdos en regiones
industrializadas de Japon, China, Taiwan e India
(11), asi como en Europa central (12-14). Aunque
se han establecido varios subtipos dentro de estos
cuatro genotipos, en algunos andlisis recientes
se sugiere que no es posible establecer limites
concretos para distinguirlos de forma sistematica
(15,16), sin embargo, tales categorias pueden llegar
a ser Utiles en los estudios epidemiolégicos (17).

La infeccion con multiples virus hepatétropos y en
varias combinaciones se presenta en 7 a 24 %
de los casos de hepatitis viral aguda esporadica
(18). Un estudio en India reporté que la infeccién
simultanea por el HEV y el virus de la hepatitis B
(HBV) detectada mediante ELISA lleg6 a ser de
18 %, y, mediante reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR) convencional, de 6,25 %, lo cual
indica que puede ocurrir en varias enfermedades
hepéaticas (19). La tasa de infeccion por el HEV y
el virus de la hepatitis A (HAV) puede llegar a ser
de 11,5 %, lo cual hace necesaria la deteccion del
HEV para la planeacion de estrategias de vacuna-
cion y para mejorar los programas sanitarios (20).

En Colombia hay poca informacion sobre la
presencia del HEV (21,22) (Renddn J, Navas M,
Hoyos M, Cortés F, Correa G, Sepulveda M, et al.
Evidencia seroldgica y molecular de la circulacion
del virus de la hepatitis E en Medellin. Infectio.
2010;14(Supl.1):34. Memorias, VII Encuentro
Nacional de Investigacion en Enfermedades
Infecciosas). Por esta razoén, el objetivo de este
estudio fue detectar seroldgica y molecularmente
la infeccién simultanea por el HEV y otros virus
hepatotropos (HAV, HBV, HCV), en sueros con
diagnéstico positivo para HAV mediante la detec-
cion de IgM (+), para HBV mediante la deteccién
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del antigeno de superficie de la hepatitis B
(HBsAg +), y para el HCV mediante ensayo de
inmunotransferencia recombinante (recombinant
immunoblot assay, RIBA +), y caracterizar el geno-
tipo del HEV que circula en Colombia.

Materiales y métodos
Tipo de estudio

Se hizo un estudio descriptivo y retrospectivo en
sueros de pacientes con diagnéstico positivo para
hepatitis virales.

Seleccién de las muestras

Se seleccionaron muestras a conveniencia con
marcadores serologicos que demostraban una
infeccién activa para hepatitis virales: IgM anti-HAV
(hepatitis A), HBSAG (hepatitis B) y RIBA para HCV
(hepatitis C). Estos sueros provenientes de los
32 departamentos de Colombia, se recolectaron
durante el periodo 2004-2014 y se conservaron a
-25 °C en el Laboratorio de Virologia del Instituto
Nacional de Salud. Se excluyeron los sueros lipé-
micos o con hemodlisis, asi como las muestras con
una cantidad insuficiente de suero.

Pruebas seroldgicas

Con base en los criterios de inclusion, se analizaron
1.097 muestras de suero para la deteccién de
anticuerpos IgG e IgM anti-HEV mediante ELISA
de tercera generacion, usando kits comerciales
(Dia.Pro, Diagnostic Bioprobes Srl, Milan, Italia) y
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Extraccion del ARN viral

El ARN viral de los sueros positivos para alguno
de los marcadores seroldgicos anti-HEV se extrajo
usando el QIAamp Viral RNA Mini Kit® (Qiagen,
Brazil) de acuerdo con las instrucciones del fabri-
cante. EI ARN aislado se almacen¢ a -30 °C hasta
Su uso posterior.

Transcripciéon inversa seguida de reacciéon en
cadena de la polimerasa anidada

El ARN del HEV se detectd mediante reaccion
en cadena de la polimerasa anidada (nRT-PCR),
usando dos sets de iniciadores que amplificaban
fragmentos de las regiones de los genes ORF1y
ORF2 (23), y un set que amplificaba una regién
del ORF1 (24).

Los iniciadores para el ORF1 (23), que flanquean
las posiciones 56-79 y 473-451 del genoma,
corresponden a la region que codifica para la
metiltransferasa (MeT) y amplifican un fragmento
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de 418 pb. Los iniciadores externos (ConsORF1-
sl: 5-CTGGCATYACTACTGCYATTGAGC-3' vy
ConsORF1-al: 5-CCATCRARRCAGTAAGTGCG
GTC-3) y los internos (ConsORF1-s2: 5-CTGC
CYTKGCGAATGCTGTGG-3' y ConsORF1-a2:
5'-GGCAGWRTACCARCGCTGAACATC-3")
amplifican un fragmento de 287 pb.

Los iniciadores para el ORF1 (24) amplificaron la
region 4254-4560 del genoma viral, correspon-
diente a la region de la polimerasa (RdRp) de
una longitud de 307 pb: ESP 4213-4235 5'-
CATGGTAAAGTGGGTCAGGGTAT-3'. ISP 4232-
4253 5-GTATTTCGGCCTGGAGTAAGAC-3'. IAP
4561-4583 5'-TCACCGGAGTGYTTCTTCCAGAA
-3'. EAP 4576-4595 5-AGGGTGCCGGGCTCG
CCGGA-3'.

Los iniciadores para el ORF2 corresponden a la
posicion 6298-6321 y 6494-6470 del prototipo
Burma (codigo de acceso M73218 en el Gen
Bank). Los iniciadores externos (ConsORF2-
sl: 5-GACAGAATTRATTTCGTCGGCTGG-3' vy
ConsORF2- al: 5-CTTGTTCRTGYTGGTTRTCAT
AATC-3") amplificaron un producto de 197 pb
en la primera PCR, y los internos (ConsORF2-
s2: 5-GTYGTCTCRGCCAATGGCGAGC-3' vy
ConsORF2-a2: 5-GTTCRTGYTGGTTRTCATAA
TCCTG-3’) amplificaron un producto de 145 pb en
la segunda PCR.

En la primera ronda de PCR se utilizd Qiagen
OneStep RT-PCR Kit® (Qiagen, Brazil), con un
volumen final de reaccion de 25 pl: 5 pl de solucién
tampon 5X RT-PCR, 1 pl de dNTP en concentracion
de 10 mM, 1 pl de cada iniciador en concentracién
de 10 pM, 1 pl de la mezcla de enzimas y 3 pl de
ARN. En la segunda PCR se obtuvo un volumen
final de 25 pl con los siguientes reactivos: 2,5 ul de
soluciéon tampon 10X PCR (Invitrogen); 0,5 pl de
dNTP en concentracion del0 mM (Invitrogen); una
unidad de Platinum Taq polymerase (Invitrogen);
1 pl de cada iniciador en concentracion de 10 pM;
0,75 pl de MgCI, en concentracion de 50 mM
(Invitrogen) y 2 pl del producto amplificado de la
primera PCR.

Las condiciones para la primera PCR fueron las
siguientes: un ciclo de transcripcion inversa a 50 °C
durante 30 minutos seguido por un paso de inac-
tivacion/activacion a 95 °C durante 15 minutos;
35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante
30 segundos, de anillamiento a 50 °C durante
30 segundos, de extension a 72 °C durante 30
segundos, y una extension final a 72 °C durante
6 minutos. La segunda PCR tuvo las siguientes
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condiciones: una desnaturalizacién inicial a 94 °C
durante 2 minutos, 35 ciclos de desnaturalizacion
a 94 °C durante 30 segundos, de anillamiento a
50 °C durante 30 segundas, de extension a 72 °C
durante 30 segundos, y una extension final a 72 °C
durante 6 minutos.

Los productos se marcaron con SYBR Safe®
(Invitrogen), se separaron mediante electroforesis
en gel de agarosa al 2 % y se visualizaron
en un fotodocumentador (Bio-Rad, Gel Doc™
XR+ System).

Secuenciacion y analisis filogenético

Los productos positivos de PCR para el ARN del
VHE se purificaron mediante el QIAquick PCR
Purification Kit® (Qiagen, Brazil), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante, y se secuen-
ciaron usando el BigDye Terminator®, v 3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, CA, USA),
segun las instrucciones del fabricante en un
secuenciador ABI 3130 (Applied Biosystem).

Cada electroferograma se analiz6 y se edité
usando el programa BioEdit (v. 7.2.5) para
obtener la secuencia consenso a partir de las
secuencias hacia adelante y hacia atras. De la
base de datos del GenBank (http://www.ncbi.nIm.
nih.gov/) se seleccionaron 63 secuencias de 141
pb correspondientes a la region ORF2 de VHE de
distintos genotipos y diferentes partes del mundo
(cuadro 1), y se alinearon con las secuencias
obtenidas utilizando el programa Clustal Omega
disponible en la péagina web del European
Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) (http://www.
ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). En ninguno de los
paises de Suramérica se encontraron secuencias
del HEV G3 de la regién ORF2 amplificada con los
iniciadores utilizados en este estudio.

El analisis filogenético se hizo mediante el método
estadistico neighbor-joining en el programa MEGA6
(v. 6.06), utilizando un modelo de distancias-p. Se
hizo un andlisis filogenético bayesiano adicional
usando el programa MrBayes (v. 3.2.5) y mues-
treando a lo largo de todo el espacio general de
tiempo reversible (General Time Reversible, GTR)
en un total de diez millones de generaciones.

Resultados

De los 1.097 sueros procesados, 278 fueron posi-
tivos para IgG anti-HEV, 62 para IgM anti-HEV y
64 para ambos marcadores. Considerando que
342 sueros fueron positivos para IgG anti-HEV y
126 para IgM anti-HEV, la seropositividad general
para IgG anti-HEV fue de 31,2 % y 11,5 % para los
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Cuadro 1. Secuencias de la region ORF2 del VHE utilizadas
para la construccion de los arboles filogenéticos

Numero de Pais Fecha de
acceso presentacion
AB073912 Japon 2001
AB074915 Japon 2001
AB074917 Japén 2001
AB074918 Japon 2001
AB074920 Japén 2001
AB080575 Japon 2002
AB089824 Japon 2002
AB091394 Japon 2002
AB091395 Japon 2002
AB097811 Japén 2002
AB097812 Japon 2002
AB099347 Japon 2003
AB108537 China 2003
AB161717 Japén 2004
AB189070 Japon 2004
AB189071 Japén 2004
AB189072 Japon 2004
AB193176 Japon 2004
AB193178 Japén 2004
AB197673 China 2004
AB197674 China 2004
AB220971 Japon 2005
AB220972 Japén 2005
AB220974 Japon 2005
AB220976 Japon 2005
AB222182 Japon 2005
AB222183 Japon 2005
AB222184 Japon 2005
AB236320 Japon 2005
AB246676 Japén 2006
AB248520 Japon 2006
AB248521 Japon 2006
AB248522 Japon 2006
AB253420 Japén 2006
AF051830 Nepal 1998
AF060668 Estados Unidos 1998
AF060669 Estados Unidos 1998
AF076239 India 2001
AF082843 Estados Unidos 1998
AF185822 Paquistan 1999
AF444003 Estados Unidos 2001
AF455784 Kirguistan 2004
AF459438 India 2001
AJ272108 China 2000
AP003430 Japon 2001
AY115488 Canada 2002
AY204877 Chad 2003
AY230202 Marruecos 2003
AY575857 Estados Unidos 2004
AY594199 China 2004
AY723745 India 2004
D10330 Japon 1992
D11092 Japén 1992
D11093 Japon 1992
DQ279091 China 2007
DQ450072 China 2006
L08816 China 1993
L25547 China 2005
M73218 Estados Unidos 1991
M74506 México 1992
M80581 Paquistan 1992
X98292 India 1996
X99441 India 1996
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anticuerpos IgM anti-HEV. La infeccion por HEV y
HAV determinada por 1gG anti-HEV, fue de 33,6 %
y de 16,1 % por IgM anti-HEV; para el HBV fue de
23,4 %y 8,1 %y para el HCV, de 35,4 % y 5,8 %,
respectivamente (cuadro 2).

El analisis de la variable de edad mostré que
48 % de la infeccion simultdnea por HAV y HEV,
determinada por la presencia de IgM anti-HAV e
IgM anti-HEV, se produjo antes de los 16 afios de
edad, 9 % entre los 16 y los 30 afios de edad, y
41 % de los casos no registraba informacion sobre
la edad. La infeccién simultanea por HBV y HEV,
determinada por la presencia del HBsAg y de IgM
anti-HEV, mostré que 28 % de los casos se produjo
en el grupo de 2 a 15 afios de edad, 32 % de 16
a 30 afios, 8 % de 46 a 70 afios y en 32 % de
los casos no habia informacién con respecto a la
edad. Los departamentos con mayor presencia
de anticuerpos anti-IgG e IgM anti-HEV fueron
Putumayo, Guaviare, Boyacd y Cundinamarca
(figuras 1y 2).

Infeccion por el virus de la hepatitis E en Colombia

De las 119 muestras positivas para 1gG anti-
HEV, las tres para IgM anti-HEV y las 59 para
ambos marcadores, analizadas mediante PCR
convencional para la deteccién del ARN viral, 52
fueron positivas y, de estas, nueve se secuenciaron
y se encontrd que correspondian al genotipo 3a
de cepas norteamericanas de origen porcino
(figuras 3 y 4). Estos nueve virus caracterizados
se detectaron en sueros de pacientes proce-
dentes de los departamentos de Boyaca, Cauca,
Cundinamarca, Putumayo y Vichada, recolectados
en los afios 2006, 2007 y 2009.

Discusidn

En estudios previos ya se habia detectado la
circulacién del HEV en el departamento de
Antioquia (Rend6n J, Navas M, Hoyos M, Cortés
F, Correa G, Sepulveda M, et al. Evidencia serol6-
gica y molecular de la circulacion del virus de la

hepatitis E en Medellin. Infectio. 2010;14(Supl.1):34.
Memorias, VII Encuentro Nacional de Investigacion

Cuadro 2. Resultados de las pruebas ELISA para la determinacién de anticuerpos 1gG e IgM anti-HEV en sueros positivos para la

presencia de marcadores serologicos de HAV, HBV y HCV

Marcador seroldgico positivo para VHE

I9G anti-HEV (%)

IgM anti-HEV (%)

IgG e IgM anti-HEV (%)

VHA (n=533) 137 (25,7) VHA (n=533) 44 (8,2) VHA (n=533) 42 (7,9)
VHB (n=307) 62 (20,2) VHB (n=307) 15 (4,9) VHB (n=307) 10 (3,2)
VHC (n=257) 79 (30,7) VHC (n=257) 3(1,2) VHC (n=257) 12 (4,7)
Total (n=1097) 278 (25,3) Total (n=1097) 62 (5,6) Total (n=1097) 64 (5,8)
16%
15,1%
14%
12%
10%
8% 7,1% 7,1%
6% 5,6% 5,6%
4,8% 4,8% 4,8%
4,0% 4,0% 4,0% 4,0%
4%
3,2% 3,2%
2,4% 2,4% 2,4% 2,4% 2,4% 2,4% 2,4%
2% 1,6% 1,6%
0,8% 0,8% 0,8% 0,8%
0% S @ 2 O RS RS e 2> \ o o RS () S Y © X< o 3 X e o R
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Figura 1. Porcentaje de seroprevalencia de IgM anti-VHE por departamento y segin el nUmero de muestras procesadas

mediante ELISA
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Figura 2. Porcentaje de seroprevalencia de 1gG anti-VHE por departamento y segln el nimero de muestras procesadas

mediante ELISA

en Enfermedades Infecciosas) y en otros departa-
mentos de Colombia (22); sin embargo, no existian
estudios sobre la infeccion concomitante del HEV y
otros virus hepatotropos en el pais. En este estudio
se logré detectar la infeccion simultanea por el HEV
y los virus hepatotropos HAV, HBV y HCV mediante
la deteccion de IgM anti-HEV, asi como la infeccién
concomitante con dichos virus determinada por
la presencia de IgG anti-HEV. Los resultados
muestran que uno de los mayores porcentajes de
infeccion concomitante se registré entre el HEV y
el HAV, lo cual se explica por la similitud de las
caracteristicas epidemiologicas de ambos virus.
Los resultados obtenidos respaldan la hipotesis
de un posible origen comun de la transmisién por
aguas o alimentos contaminados (25).

Result6 sorpresivo el alto porcentaje de infeccion
concomitante por el HEV y los virus HBV (23,5 %)
y HCV (35,4 %) (cuadro 1), teniendo en cuenta que
las principales vias de transmisién de estos virus
son diferentes: entérica para el HEV, contacto con
sangre o fluidos corporales para el HBV y parenteral
para el HCV. Sin embargo, algunos estudios en
India han reportado que la infeccion simultanea
con multiples virus hepatétropos se presentaba en
varias combinaciones en 7 a 24 % de los pacientes
con una hepatitis viral aguda (26); en Egipto este
porcentaje fue de 52 % (27) y en Italia fue de 27 %
(28). A partir de estos resultados pueden plantearse
varias hipotesis: la infeccion por el HEV puede
ocurrir en un paciente en recuperaciéon de una
infeccion previa por el HBV; también puede activar
una infeccién crénica por el HBV previa; de igual
manera, una infeccién previa con el HEV puede
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favorecer una nueva infeccién con el HCV, o puede
darse una transmisién simultdnea de ambos virus
por transfusion sanguinea. La transmision del HEV
por transfusiones sanguineas se ha documentado
en varios continentes (29-34), por lo que es posible
una transmisiéon parenteral simultanea de HBV y
HEV, y de HCV y HEV, lo cual sugiere la transmision
de estos virus por vias similares o coincidentes.

Hasta el momento no se han recabado datos
sobre la seroprevalencia del HEV en la poblacion
general en Colombia, y solo se ha estimado en
poblaciones con caracteristicas muy definidas, de
tal manera que se cuenta con una serie de reportes
con datos de seropositividad que varian entre 7,5
y 11,25 % para IgG anti-HEV y entre 1,74y 46 %
para IgM anti-HEV (21,22) (Renddn J, Navas M,
Hoyos M, Cortés F, Correa G, Sepulveda M, et al.
Evidencia serolégica y molecular de la circulacion
del virus de la hepatitis E en Medellin. Infectio.
2010;14(Supl.1):34. Memorias, VII Encuentro
Nacional de Investigacion en Enfermedades
Infecciosas). Los resultados de este estudio evi-
denciaron una seropositividad de 31,2 % para
IgG anti-HEV y de 11,5 % para IgM anti-HEV, lo
cual indica que la exposicion al HEV es alta en la
poblacién de estudio y que la infeccién subclinica
por el HEV en Colombia puede llegar a ser mas
comin de lo que se suponia con base en los
estudios previos. Con el porcentaje detectado
de hepatitis E aguda se puede afirmar que esta
enfermedad no se reconoce en nuestro pais,
probablemente porque no se la contempla en
el diagnéstico de pacientes con hepatitis no-A,
no-B y no-C.
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Figura 3. Andlisis filogenético de las secuencias del VHE
obtenidas en el estudio. Se muestran los nimeros de acceso
en el GenBank, las cepas de origen porcino (triangulos) y las de
origen humano (cuadrados). Las cepas colombianas se indican
con el nimero de muestras del laboratorio, el departamento
de origen y el afio de recoleccion. Se empleé el método de
neighbor-joining basado en la regién ORF2; los nodos muestran
el andlisis de bootstrap de 1.000 réplicas.

Infeccion por el virus de la hepatitis E en Colombia

Segun el rango de edad, 48 % de la infeccién
simultdnea con HAV y HEV se produjo en el
grupo de personas de menos de 16 afios de edad
Y, 9 %, en el grupo de 16 a 30 afios de edad; la
gran mayoria de estas infecciones se detectd en
regiones con mala calidad del agua y practicas
de higiene deficientes, lo cual las convierte en un
riesgo potencial de infeccién a una edad temprana.
Se registro que 28 % de los casos de infeccion
simultanea con HBV y HEV se produjo en el grupo
de 2 a 15 afios de edad, 32 %, en el de 16 a 30
afios, y 8 %, en el de 46 a 70 afios. La hepatitis
B afecta a la poblacion general, sin embargo, es
mas frecuente en los jévenes, adultos y grupos
poblacionales con factores de riesgo para la
enfermedad; segin los estudios mas recientes,
en Colombia se han encontrado prevalencias de
HBsAg de 5,66 % (35), lo que concuerda con los
grupos de edad que presentan mayor porcentaje
de infeccién simultdnea con HBV y HEV en este
estudio, y evidencia que, dado que dicha endemia
es de moderada a alta, es muy probable que una
persona que presente el HBV se pueda infectar
también con el HEV (27,36).

La caracterizacion genotipica del HEV es de gran
importancia, ya que la gravedad de la hepatitis
E esta relacionada directamente con el genotipo
del virus (15): las hepatitis fulminantes en mujeres
embarazadas y las manifestaciones no hepaticas
de la enfermedad, como la pancreatitis, estan aso-
ciadas con el genotipo 1; la hepatitis crénica en
pacientes con inmunodeficiencia se ha observado
principalmente en infecciones con el genotipo 3 del
HEV (37). Ademés, todos los casos de transfusion
relacionados con la hepatitis E han sido causados
por cepas del HEV de los genotipos 3y 4, lo cual
sugiere un potencial de transmisién parenteral de
estos genotipos zoonéticos (38).

Por otra parte, en estudios en Colombia se ha
demostrado la presencia del genotipo 3 del virus
en el agua de consumo humano (Baéz P, Jaramillo
CM, Arismendi L, Rendon JC, Cortés-Mancera
F, Toro M, et al. Evidencia molecular de virus de
la hepatitis E en fuentes de agua en Antioquia.
Biomédica. 2015;35(Supl.1):40-1. Memorias, VI
Simposio Colombiano de Virologia), lo que restaria
argumentos para pensar en una posible infeccion
simultdnea por el HEV y los virus HBV y HCV
por via parenteral. Sin embargo, es necesario
adelantar nuevas investigaciones en el pais sobre
otras vias de transmision del HEV diferentes de la
entérica, ya que los datos obtenidos en este estudio
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indicarian que otra posible via de transmisién
es la parenteral, como lo han reportado estudios
previos (39,40).

Los departamentos con mayor presencia de anti-
cuerpos IgG e IgM anti-HEV fueron Putumayo,
Guaviare, Boyaca y Cundinamarca (figuras 1y
2). Estas regiones se han caracterizado histérica-
mente por su deficiente suministro de agua potable
(41,42), lo cual explicaria la gran seroprevalencia
no solo para anticuerpos anti-HEV, sino también,
las altas tasas de hepatitis A (43). Tradicionalmente,
estos también son departamentos con una gran
poblacién porcina (http://www.dane.gov.co/index.
php/agropecuario-alias/estadisticas-de-sacrificio-
de-ganado-esag), lo cual estaria favoreciendo el
ciclo zoonético de la enfermedad.
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En conclusion, se logré determinar la infeccion
concomitante del VHE y otros virus hepatotropos
(HAV, HBV y HCV), con porcentajes de infeccion
dual de HBV y HEV, y HCV y HEV sorpresivamente
altos si se tiene en cuenta que las principales vias
de transmision de estos virus son muy diferentes
(entérica y parenteral). Esto abre la posibilidad de
considerar la via parenteral como una via de trans-
mision secundaria del HEV en el pais. Los casos
de infeccion simultanea con HAV y HEV pueden
llegar a ser mas comunes debido a que ambos
virus comparten la via de transmision entérica, y
por las deficiencias en el tratamiento del agua para
consumo humano en algunos departamentos del
pais, donde se ha detectado la presencia de ambos
virus en el agua para consumo humano.
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Figura 4. Arbol filogenético construido mediante inferencia bayesiana basado en la region ORF2. Se muestran los nimeros de
acceso en el GenBank de las diferentes cepas del VHE. Los numeros en los nodos indican la probabilidad posterior de cada clado.
Las cepas colombianas se indican con el numero de muestras del laboratorio, el departamento de origen y el afio de recoleccion.

76



Biomédica 2016;36(Supl.2):69-78

La deteccién del genotipo 3 del HEV en varios
departamentos del pais, sumada a los hallazgos
de otros estudios realizados en Colombia, confirma
que este es el genotipo que esta circulando, lo que
concuerda con el predominante en Suramérica. La
identificacion del subtipo 3a abre la puerta para
futuras investigaciones sobre las posibles implica-
ciones epidemiologicas asociadas a dicho subtipo
en el pais. Una vez establecida la circulacion del
HEV en Colombia, se hace necesario profundizar
en el estudio del virus para establecer su incidencia
en la poblacidn, las vias de transmision y los efectos
de la infeccion dual con otros virus causantes de
hepatitis, con el fin de crear estrategias de control y
prevencion de la infeccion.
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Introduction: Ten viral genotypes (A-J) distributed in all continents have been described for hepatitis
B virus (HBV). One of the methodologies for determining the viral genotype is the restriction fragment
length polymorphism (RFLP) technique, a simple and relatively inexpensive method, albeit with
some limitations.

Objective: The initial objective of the project was to identify the HBV genotypes by RFLP in serum
samples obtained from patients and blood donors. However, due to the discrepancies of RFLP patterns
it was also necessary to perform phylogenetic genotyping and in silico analysis of HBV sequences.
Materials and methods: We obtained 56 serum samples. DNA extraction was followed by PCR
amplification of a fragment of HBV ORF S. We analyzed PCR products by RFLP with Alwl, Bsrl, Cfrl,
Hpall and Styl, and we sequenced some. We compared the patterns obtained with those in previous
reports. We also performed RFLP analysis in silico since we found differences between the patterns
expected and those obtained

Results: We identified genotypes A and F, subgenotype F3, in the samples. This result is in agreement
with those of previous studies carried out in Colombia; indeed, subgenotype F3 is the most frequent in
the Andean region of the country, while genotype A is the most frequent HBV genotype in the western
region (department of Choco). Based on the in silico analysis of 229 HBV sequences from GenBank
and 11 sequences of this study, we identified the RLFP pattern for genotype F, subgenotype F3, and we
described some modifications of genotype A RFLP patterns.

Conclusions: We identified the single nucleotide polymorphism pattern for genotype F, subgenotype
F3, by in silico analysis and sequencing. Further robust in silico analyses are necessary to validate the
RFLP patterns of HBV genotype and subgenotypes.

Key words: Hepatitis B virus; polymorphism, restriction fragment length; genotype.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2976

Analisis de genotipos del virus de la hepatitis B mediante el analisis de polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion

Introduccion. Se han descrito diez genotipos (A-J) del virus de la hepatitis B (HBV) que estan
distribuidos en todos los continentes. Una de las técnicas utilizadas para determinar el genotipo
viral es el analisis del polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion, un método simple y
econdmico, pero con algunas limitaciones.

Objetivo. El objetivo inicial del estudio fue identificar el genotipo del HBV mediante RFLP en muestras
de suero obtenidas de pacientes y donantes de sangre. Sin embargo, por las discrepancias observadas
en los patrones de RFLP fue necesario realizar analisis filogenéticos y un andlisis in silico de secuencias
del HBV.

Materiales y métodos. Se obtuvieron 56 muestras de suero. Tras la extraccion de ADN, se amplifico
un fragmento del ORF S del HBV mediante reaccion en cadena de la polimerasa, cuyos productos
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se analizaron por RFLP con las enzimas Alwl, Bsrl, Cfrl, Hpall y Styl, y algunos se secuenciaron. Los
patrones obtenidos se compararon con los reportados previamente. Se efectué un analisis in silico de
RFLP en consideracion de las diferencias entre los patrones esperados y los observados.
Resultados. Se identificaron los genotipos A y F, subgenotipo F3, en las muestras. Este resultado
coincide con lo descrito en estudios previos en los que se ha demostrado que el genotipo F, subgenotipo
F3, es prevalente en la poblacion de la region andina del pais, en tanto que el genotipo A predomina
en el occidente (departamento del Chocd). Con base en el analisis in silico de 229 secuencias virales
obtenidas del GenBank y las 11 secuencias de este estudio, se caracterizd un nuevo patrén de RFLP
especifico para el genotipo F, subgenotipo F3, y se describieron algunas modificaciones en el patron
de RFLP del genotipo A, subgenotipo Al.

Conclusiones. Se caracterizé el patron de genotipificacion del genotipo F, subgenotipo F3, del HBV
mediante RFLP, analisis in silico y secuenciacion. Se requieren nuevos analisis in silico con un nimero
mayor de secuencias para validar los patrones de RFLP de los genotipos y subgenotipos del VHB.

Palabras clave: virus de la hepatitis B, polimorfismo de longitud del fragmento de restriccion, genotipo.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2976
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Hepatitis B virus (HBV) infection is a worldwide
public health problem (1). Hepatitis B virus
belongs to the Hepadnaviridae family, genus
Orthohepadnavirus and has a partially double-
stranded circular DNA genome of 3.2 kb, with four
overlapped open reading frames (ORF): S, precore/
core, polymerase and X (2-4).

Hepatitis B virus has been classified as having 10
genotypes (A-J), and subgenotypes have been
reported for four of these, i.e., A-D, F and | (5-10).
The geographical distribution of HBV genotypes is
as follows: A (subgenotypes A1-A6) in Asia, Africa,
Europe and America; B (subgenotypes B1-B9) in
Asia, Oceania and Canada; C (subgenotypes C1-
C16), prevalent in Asia and Oceania. Genotype D
(subgenotypes D1-D9) has a global distribution,
and so does genotype A; however, it circulates
mostly in Europe, the Middle East, North Asia,
Australia and the USA. Genotype E is found in
West and Central Africa, although a few cases have
also been reported in Europe (11) and Colombia
(12). Genotype G is found in France, Germany,
Japan, USA and Africa. The two newly identified and
putative genotypes | (11-12) and J were described in
samples obtained from patients from Laos (13) and
Japan (14), respectively. Genotypes F and H are
exclusive to America: Genotype F (subgenotypes
F1-F4) is found throughout the Americas, from
Alaska to Argentina, while genotype H is found in
Central America and southern US (7-9,15-18).
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Colombia is a country of low-intermediate preva-
lence for hepatitis B infection (19). According to
the Instituto Nacional de Salud, 2,258 cases of
hepatitis B were reported in 2014 (incidence:
4.73/100,000); however, the departments of
Amazonas, Norte de Santander, Guainia, Guaviare
and Choc6 showed higher incidence rates of HBV
infection (20).

The gold standard technique for HBV genotyping
is phylogenetic analysis (21); however, this
technique is expensive and time-consuming,
it requires technology resources and trained
personnel that are not widely available in public
health laboratories. Alternative techniques that
have been used for HBV genotyping include
microarrays (DNA-chips) (22), restriction fragment
length polymorphism (RFLP) (23), multiplex PCR
(24) and hybridization with genotype-specific probes
(INNO-LIiPA) (25,26).

Various RFLP protocols for HBV genotyping
have been described, most of them based
on the amplification and restriction of ORF S
sequences (23,27-29). The RFLP method is used
in genotyping studies because it is a simple and
relatively inexpensive method to determine the
HBV genotype, particularly for large-scale analyses
(30-32).

In the present study, we used RFLP to characterize
HBV strains obtained from Colombian patients
and blood donors. As we found inconsistencies
with previously published RFLP patterns for A
and F genotypes, we carried out an in silico RLFP
analysis to clarify these results. We report here the
new restriction pattern for genotype F, subgenotype
F3, and some modifications of genotype A, sub-
genotype Al, pattern.
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Materials and methods
Samples

We obtained 56 serum samples from patients,
blood donors and asymptomatic individuals with
risk factors. We included 45 samples from blood
donors positive for hepatitis B surface antigen
(HBsAg) and anti-HBV core antibodies (anti-HBCc).
The samples were sent in 2007 by four different
blood banks to the Laboratorio de Salud Publica
de Antioquia for confirmatory tests. Nine samples
from patients with clinical diagnosis of viral hepatitis
(HBsAg+ and anti-HBc+) were obtained during 2008
and 2009 from primary health units in Medellin.
We also included two serum samples obtained in
2009 from asymptomatic patients with risk factors
for HBV infection from the cities of Quibdé and
Apartad6 (western Colombia), positive for HBsAg
by rapid test (One Step HBsAg Rapid Test Kit,
Intec, China) and by ELISA (HBsAg microparticle
enzyme immunoassay, Abbot, USA).

Samples were stored at -70°C prior to DNA
extraction, which was done no later than six months
after serum collection.

All participating patients and blood donors signed
the informed consent and donation forms. The
ethics committees of Universidad de Antioquia-
SIU and the Fundacion Antioquefia de Infectologia
approved the studies.

HBYV DNA detection

We extracted total DNA from 175 pl of each serum
sample using TRIzol Reagent (Invitrogen, USA).
We amplified a fragment of the HBV ORF S (585
nt) by hemi-nested or nested polymerase chain
reaction (PCR), using primers PresS2, S1R, Ysl
and YS2 (29).

For the nested PCR, we performed both amplifi-
cation rounds using two units of Tag polymerase
(Fermentas, USA), 2.5 mM of MgCl,, 5 uM of dNTP
(Promega, USA) and 0.5 mM of primers S1R and
PrsS2 for the first PCR, and of YS1 and YS2 for the
second one. The thermal cycling conditions were
as follows: An initial 3 min step at 95°C followed by
40 cycles of amplification at 94°C for 45 sec, 53°C
for 1 min, 72°C for 1 min, and a final step at 72°C
for 5 min.

Both amplification rounds of the semi-nested PCR
were carried out using two units of Taq polymerase
(Fermentas, USA), 2mM MgCl,, 10 uM dNTPs
(Promega, USA), and 0.5 mM primers YS1 and
SR1 for the first PCR and YS1 and YS2 for the

Hepatitis B virus genotypes by RFLP

second PCR. The thermal cycling conditions were:
an initial 3 min step at 95°C, followed by 40 cycles
of 94°C for 1 min, 53°C for 40 sec and 72°C for 1
min, and a last step at 72°C for 5 min. We visualized
PCR products in a 2% agarose gel stained with
ethidium bromide.

Hepatitis B virus genotyping

We purified PCR products using standard Exo
Sap-IT (USB, Staufen, Germany). We analyzed
the nucleotide sequences of PCR products in
both senses by automated dideoxy-sequencing
(Macrogen Inc. Seoul, Rep. of Korea).

The sequences obtained were aligned with 118
HBV sequences for ORF S available in GenBank
using the Clustal W Multiple Alignment application
contained in BioEdit 7.0.5.3 (33). Phylogenetic
analysis was conducted using MEGA, version
5.0 (34) applying the neighbor-joining method
with genetic distances evaluated with Kimura 2
parameters corrections, maximum parsimony and
maximum likelihood. We statistically evaluated the
reliability of the trees by bootstrap analysis with
1,000 replicates.

PCR products digestion was done in independent
reactions with each of these restriction enzymes:
Alwl, Bsrl, Hpall, Styl (Biolabs, USA) or Cfrl
(Fermentas, USA). Enzyme Alwl was used in
this analysis instead of Dpnl or Sau3Al enzymes
used in previous studies (33). The Alwl restriction
site is GGATC while the restriction site for Dpnl
and Sau3Al is GATC. However, for the definition
of the new restriction patterns described in the
present study we did not consider the differences
between previous reports and our findings using
this enzyme.

We visualized digested products in 3% agarose
gels stained with ethidium bromide.

The viral genotype was determined by comparing
the obtained restriction pattern with the patterns
previously reported by Zeng, et al. (29) and
Venegas, et al. (30).

In silico RFLP and pairwise sequence analysis

We conducted an in silico RLFP analysis after we
found that the patterns obtained did not match
those in previous reports. For this analysis, we
obtained sequences of genotypes A-H from the
GenBank database based on the geographical
origin. We selected two hundred and twenty-nine
sequences of HBV ORF S for this analysis. The
selection criterion was the availability of complete
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HBV genome sequences at GenBank. Furthermore,
we selected sequences from studies carried out
with samples from different locations or at the same
location but in a different period. Where complete
HBV genome sequences were not available, then
those of ORF S were included in the analysis.

The region between 203 nt and 767 nt (with
sequence NCO003977 as reference) was aligned
and analyzed to determine the expected pattern
obtained after digestion with Alwl, Bsrl, Cfrl, Hpall
and Styl restriction enzymes using the software
BioEdit 7.0.9.0 (Ibis biosciences, Canada).

Results
HBV molecular detection and genotyping

We amplified a fragment of the HBV ORF S by PCR
in 17/56 serum samples: 6/45 (13.3%) from blood
donors, 9/9 from patients with clinical diagnosis
of viral hepatitis, and 2/2 from asymptomatic
individuals with risk factors.

The low proportion of samples from blood donors
with HBV DNA amplification (13.3%) could be
due to the DNA extraction method (Trizol) and its
efficiency for low viral load samples.

We conducted RFLP analysis for these 17 samples.
These analyses showed three different restriction
patterns (figure 1, patterns 1-3); nine samples
showed pattern 1, one showed pattern 2, and
seven, showed pattern 3. None of them was similar
to the previously reported patterns (29,30).

Patterns 1 and 2 as reported by Zeng, et al. and
Venegas, et al. (29,30) were quite similar to that of
genotype A (figure 2, panel 1); however, restriction
with Alwl generated only one fragment instead of
three in the study samples (figure 1).

On the other hand, pattern 3 was comparable
with the expected result for genotype F (figure
2, panel 3), except for the restriction with Styl

1 Hpall Bsrl Styl Cfrl Alwl 2 Hpall Bsrl Styl Cfrl Alwl 3 Hpall Bsrl Styl Cfrl Alwl

500
500

100

100

Figure 1. RFLP patterns of HBV. The PCR product of HBV S
ORF digestion was done with Alwl, Bsrl, Cfrl, Hpall and Styl
restriction enzymes and visualized in an agarose gel stained
with ethidium bromide. All patterns are presented with a 100-bp
ladder marker.
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enzyme resulting in two fragments in the samples
rather than none, as seen in the pattern previously
described.

Sequencing and phylogenetic analysis

We obtained the ORF S sequence from 11 serum
samples previously analyzed by RFLP. No serum
samples from blood donors remained for the phy-
logenetic analysis. We aligned the 11 sequences
with 118 sequences of HBV selected from Gen
Bank. The phylogenetic relationships of sequences
were similar using different methodologies. Figure
3 shows a representative phylogenetic tree.

The phylogenetic analysis showed that 8/11 sam-
ples (72.7%) clustered with genotype A sequences,
while the remaining three sequences (27.3%)
clustered with genotype F (figure 3).

In silico analysis

In order to detect polymorphisms that could
modify the RFLP patterns, we analyzed 229 HBV
sequences available from GenBank in silico.
Table 1 summarizes the variations in the sites
recognized by the restriction enzymes used on
the RFLP protocol.

The in silico analysis demonstrated that sequences
corresponding to HBV genotype A (subgenotypes
A2, A3, A4), genotype B (subgenotype B1),
genotype D (subgenotypes D1, D2 and D4),
and genotypes C, G and H showed identical
patterns to those previously described by Zeng,
et al. (29). On the other hand, the sequences
corresponding to genotype A, subgenotype Al,
previously described as pattern A3 by Zeng, et
al., and to genotype B (subgenotypes B2 to B4),
genotype D (subgenotypes D1 to D3), genotype F
(subgenotypes F1 to F4), and genotype E exhibited
variations on the restriction patterns (table 1).

Two restriction sites in the sequences belonging
to subgenotype Al were found to be absent in
5/9 sequences for Alwl (nt 291) and in 6/9 for Bsrl
(nt 501). Moreover, we identified four additional
restriction sites for subgenotype Al: Alwl (nt 481) in
6/9 sequences, Bsrl (nt 757) in 4/9 sequences, Styl
(nt 757) in 2/9 sequences and Bsrl (nt 366) in 1/9
sequences. We found variations in subgenotypes
A2, A3 and A4, but only in 1-2 of the analyzed
sequences, so we did not consider them significant
(table 1, marked with asterisks).

Regarding subgenotype F3, 15 of the 25 sequences
exhibited an additional restriction site for Styl (nt
453), with two bands (334 and 251 bp) instead of
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Figure 2. Schematic representation of RFLP patterns for HBV genotypes A and F. Panels 1 and 3 represent the patterns for
genotypes A and F described previously, panel 2 shows the restriction pattern for subgenotype Al and panel 4 the new pattern for
subgenotype F3. All patterns are presented with a 100-bp molecular marker.

one (585 bp). This new restriction site could explain
the results of the RFLP assays (figure 1, pattern 3)
and would be useful in differentiating F3 from the
other F subgenotypes.

Discussion

This study describes the HBV genotypes of serum
samples obtained from Colombian patients and
blood donors. We also report modifications of
previously established RFLP patterns of HBV
genotypes based on results obtained with serum
samples and the in silico analysis of 229 HBV
ORF S sequences.

We report a specific RFLP pattern for the F3
subgenotype confirmed by sequencing and in
silico analysis. Additionally, we characterized the
pattern of genotype A sequences, subgenotype
Al, previously reported by Zeng, et al., as pattern
A3 (29) in a study conducted in 2004 where the
authors described four patterns for genotype A,
however, these are not strictly correlated with
the subgenotypes Al, A2, A3, A4, considering
the limited number of HBV sequences available
before 2004. Moreover, the patterns A3 and
A4 were identified using one sequence in each
case (29).

RFLP is a good technique for viral genotyping
because of its simplicity and low cost; however,
there are some disadvantages such as the fact that
it has to be done on a highly conserved sequence
of 6-8 nucleotides and that mutations at the
recognition site of the restriction enzymes could
alter genotype characterization. It is important to
take into account the genetic variability of HBV
when identifying the polymorphisms that modify

RFLP patterns present at each restriction enzyme
recognition site. Nevertheless, RFLP continues to
be used for HBV genotyping (32,35,36).

In our study, RFLP genotyping was based on
the method described by Zeng, et al. (29). Since
then, two new genotypes (13,37), and several new
subgenotypes for genotypes A-D and F (38-42)
have been described. The current classification by
RFLP can now be re-evaluated taking into account
this new data.

In our case, we analyzed each sample with the
five restriction enzymes previously described
in independent reactions. This differs from the
methodology used in other studies, where a flow-
chart for restriction is followed for RFLP genotyping
(29,30). The patterns we obtained were different to
those previously reported, which led us to propose
an in silico RFLP analysis of a large number of
sequences for genotypes A to H. We identified a
new specific RFLP pattern for the F3 subgeno-
type confirmed by sequencing and phylogenetic
analysis, as well as some modifications of the
subgenotype Al pattern.

We identified eight of the ten samples analyzed
by RFLP that showed restriction patterns 1 or 2
(figure 1) as genotype A by phylogenetic analysis
(figure 3). On the other hand, we sequenced
and identified three of seven samples showing
restriction pattern 3 as genotype F. The new Styl
restriction site at nt453 was present in these three
sequences, as shown in figure 1; given that this
site was found in a representative number of F3
sequences in the in silico analysis (15/25), but only
one of the six F4 sequences and none of the ten
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Figure 3. Unrooted parsimony phylogenetic trees of the HBV
ORF S region. Colombian sequences obtained in this study
(n=11) were compared with worldwide reference strains.
Bootstrap: 1,000.
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sequences analyzed for F1 and F2, these results
suggest that the samples under study belong to
subgenotype F3.

Given the results for the restriction pattern and
the phylogenetic analysis, the genotypes of six
samples analyzed by RFLP but not sequenced
were determined based solely on the restriction
pattern: Four of these samples showed pattern
3 and were classified as genotype F3, while
the remaining two showed pattern 1 and were
classified as genotype A (table 2, figure 2).

Genotype F, considered to be restricted to the
Americas (8), has been described mainly in
Colombian populations from the Andean region
and Amerindians in the southeast of the country;
indeed, subgenotype F3 is the most frequent
in the former and F1b in the latter (Amazonas
department). Meanwhile, genotype A has been
very frequently found in western Colombia, where
most of the population is of African descent (43-
51). Additionally, an F3/Al recombinant strain
(44) and some strains of genotype E have been
reported in an Afro-Colombian community (12).

HBV genotype distribution has a complex pattern
in Colombia, which has not been described ade-
quately because of the limited amount of HBV
genotyping data available. In this sense, it is
especially important to conduct studies in northern
and eastern Colombia.

The phylogenetic analysis of the sequences
included in this study showed that 72.7% (8/11)
were genotype A, which represents a high propor-
tion compared to previous reports of HBV genotypes
in the country. It is important to note that we had
no information about the ethnic background of
the participants in this study. Genotype A has
also been reported in a high proportion in studies
conducted in the cities of Quibdd and Apartadd,
where the population is predominantly of African
descent (44,49). According to the general census
of 2005, around 11% of the population in the
department of Antioquia identify themselves as
black, mulato (mixed black and white ancestry),
Afro-Colombian or otherwise of African descent,
while in Chocd6 this proportion is 82.12% (52).
Genotype A might have been introduced by slaves
brought to the country during the Spanish colonial
period, as has been reported for other South
American countries (12,53,54).

A limitation of the present study was the low
proportion of positive serum samples from HBsAg
and anti-HBc positive blood donors (13.3%). The
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Table 1. In silico analysis of RFLP patterns of HBV ORF S sequences. Hpall, Alwl, Cfrl, Bsrl and Styl restriction sites in the S ORF
fragment in each genotype and subgenotype analyzed

Genotype/ Number of HBV sequences with the restriction site
Sub-genotype
Number of 290 291 300 326 366 453 481 495 501 505 674 704 727 757
sequences analyzed Hpall Alwl Cfrl Bsrl Bsrl Styl Alwl Alwl Bsrl Hpall Bsrl Hpall Bsrl Bsrl
A Alwl  Cfrl Alwl  Bsrl
Al 9 4 9 * « [6] 9 = [a]
A2 9 8 9 * 9 8 *
A3 9 7 9 * 8 9
A4 8 6 8 * * 8 6 *
B Cfrl  Bsrl Alwl
B1 13 13 13 13 *
B2 13 13 13 13 [12]
B3 4 4 4 4 *2
B4 6 6 6 6
C Cfrl Styl
C1 14 14 13
c2 12 12 9
C3 6 6 5 * *
Cc4 2 * 2 *
D Cfrl Alwl
D1 12 12 12 *
D2 10 10 10
D3 11 11 * 11
D4 8 8 * 8 * *
E Cfrl  Bsrl Alwl  Bsrl Hpall
E 10 10 [1] 10 9 8
F Hpall Cfrl Alwl
F1 10 8 10 10
F2 10 9 10 10
F3 25 22 25 [15] [22] 25 *
F4 6 6 6 * * 6
G Alwl  Alwl  Bsrl
G 9 *2 9 9 9 *
H Hpall Cfrl Alwl
H 12 12 12 12

The new informative restriction sites appear in bold rectangles and those found with only one or two sequences are marked with asterisks (*). Positions

of the restriction sites are displayed in the first row and are based on the sequence NC_003977.

Table 2. HBV genotyping by RFLP and phylogenetic analysis of serum samples obtained from patients and blood donors

Code Sample Genotype by RFLP Genotype by phylogenetic
analysis
Pattern Proposed genotype

colvhl Patients with clinical diagnosis 2 A A
colvh2 of viral hepatitis 1 A A
colvh3 1 A A
colvh4 1 A A
colvh5 3 F F
colvhé 1 A A
colvh7 1 A A
colvh8 1 A A
colvh9 1 A A
AP169 Asymptomatic individuals with 3 F F
AP533 HBV risk factors 3 = F
colbdl Blood donors 3 F ND
colbd2 3 F ND
colbd3 3 F ND
colbd4 1 A ND
colbd5 3 F ND
colbd6 1 A ND

ND: Not determined
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efficiency of DNA extraction and the detection limit
of the in-house semi-nested and nested PCRs
could have had a negative impact on HBV DNA
detection. HBV DNA amplification in samples from
HBsAg+ blood donors was probably influenced by
the low viral load, as described previously; these
cases could correspond to inactive carriers (IC)
of HBV infection, characterized by normal alanine
aminotransferase level, HBeAg negativity and viral
load <2,000 Ul/ml (55). Additionally, Gupta, et al.
demonstrated a significant correlation between
HBsAg levels and DNA HBV in samples of >2,000
Ul/ml but not in those of <2,000 Ul/ml using real-
time PCR (56). In another study, the authors
evaluated in-house semi-nested PCR for HBV DNA
detection performance in serum samples reactive
for HBsAg comparing it with the performance of a
commercial method (Cobas Amplicor HBV Monitor
Assay). The HBV DNA detection by in-house semi-
nested PCR showed a concordance of 67.8%
with the commercial technique. The authors thus
concluded that the former technique showed an
adequate concordance with some limitations, being
a good method in low-resource settings (57).

In conclusion, we identified a new restriction pattern
specific for subgenotype F3, and provided an in
silico analysis of informative restriction sites for
genotypes A-H that complements work which has
been published before. Genotypes F and A were
identified in the samples by RFLP and phylogenetic
analysis according to previous genotyping studies
in Colombia. A more robust in silico analysis (i.e.,
one including more sequences) of the restriction
patterns for HBV genotypes and subgenotypes
could validate our findings, making HBV genotyping
by RFLP more reliable.
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Caracterizacion del estado de salud de las personas en
su periodo de convalecencia de un episodio de dengue
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Introduccion. El dengue y sus manifestaciones agudas se han descrito ampliamente en la literatura,
sin embargo, los sintomas en la fase de convalecencia se han estudiado poco.

Objetivo. Describir las manifestaciones clinicas de una poblacién durante su periodo de convalecencia
de un episodio de dengue.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio observacional en sujetos que estuvieron hospitalizados con
dengue diagnosticado por serologia. Después del alta se les visitd para evaluar la persistencia de la
sintomatologia clinica, la fatiga (evaluada mediante el Fatigue Questionnaire de Chalder) y la calidad
de vida (evaluada mediante el cuestionario EuroQoL-5D). Se determind como fatiga significativa
aquella con un puntaje igual o superior a cuatro en la escala empleada. Se hizo seguimiento telefénico
y domiciliario de los participantes con fatiga hasta tres meses después del alta hospitalaria.
Resultados. La prevalencia de fatiga en los 32 sujetos seleccionados (edad media: 35 afios, sexo
femenino: 59 %) fue de 34,4 % (IC,,, 17,0-51,8). No se observaron diferencias sociodemograficas en
relacion con la fatiga, pero si con relacion a una mayor frecuencia de cansancio fisico (100,0 % Vs.
47,6 %; p=0,005) y mental (54,6 % Vs. 9,5 %; p=0,010). Aunque los pacientes con fatiga reportaron
una peor calidad de vida, esta no fue estadisticamente diferente a la del grupo sin fatiga al ajustar por
edad y sexo (OR=5,5; IC,,, 0,83-36,5). Ademas, el puntaje de fatiga decay6 en promedio medio punto
por cada diez dias de seguimiento (p=0,007).

Conclusiones. Estos resultados demuestran que la carga de enfermedad de la infeccién por el virus
del dengue no se ha descrito del todo, pues en la fase de convalecencia se siguen presentando
sintomas clinicos que dificultan la recuperacion normal del individuo.

Palabras clave: dengue, signos y sintomas, costo de la enfermedad, fatiga, calidad de vida.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.3019

Characterization of the health condition of people convalescing from a dengue episode

Introduction: Although dengue and its acute manifestations have been broadly described in the
literature, the symptoms during the convalescence phase have so far been little studied.

Obijective: To describe the clinical manifestations of a population during the convalescence phase from
a dengue episode.

Materials and methods: We conducted an observational study in individuals that were in the hospital
after being serologically diagnosed with dengue. After being discharged from the hospital, they were
visited in order to verify the persistence of clinical symptoms, fatigue (assessed using the Chalder’s
Fatigue Questionnaire) and quality of life (assessed with the EuroQoL-5D questionnaire). Significant
fatigue was defined with a score equal to or greater than four in the corresponding scale. Participants
with positive [+] fatigue signs were supervised by phone and/or by visiting them in their places of
residence until the symptoms disappeared, with a maximum follow-up term of three months.

Results: We included 32 individuals in the study (average age: 35 years old, 59% women) and a
fatigue prevalence of 34.4% was observed (Cl 95% 17.0-51.8). Sociodemographic differences were not
defined as determinants with regard to fatigue; by contrast, we found a greater frequency of physical
tiredness (100% vs 47.6%; p-0.005) and mental tiredness (54.6% vs 9.5%; p=0.010). Even though
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patients with fatigue had a poor quality of life, this sign was not statistically different from the group not
reporting fatigue when we adjusted by age and sex (OR=5.5; Cl 95% 0.83-36.5). In addition, fatigue
scores dropped half point in average every 10 days of follow-up.

Conclusions: Our results demonstrated that the burden of disease in dengue has not been entirely
described, as clinical signs are still present during the convalescence phase, and this represents an

obstacle for the normal recovery of individuals.

Key words: Dengue, signs and symptoms, cost of illness, fatigue, quality of life.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.3019

El dengue es una enfermedad viral transmitida
principalmente por el vector Aedes aegypti y se
considera un problema de salud publica, ya que
cerca de la mitad de la poblacién mundial esta en
riesgo de padecerla. Ademas, se encuentra en
continua expansién geogréfica, y a ello se suman
la circulacion simultanea de cuatro serotipos
y ciclos epidémicos cada vez mas frecuentes
e intensos, lo cual ha generado un impacto en
la carga de la enfermedad y en los costos que
representa (1,2). Sin embargo, la carga y los
costos posiblemente se han subestimado debido
a la disponibilidad, la calidad y el uso de la
informacién, pues no se cuenta con fuentes de
notificacion estandarizada en los paises donde
esté presente la enfermedad (1).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
estima que dos quintas partes de la poblacion
mundial estan en riesgo de ser infectadas por
el virus del dengue y méas de cien paises se
han visto afectados por epidemias de dengue y
dengue grave en los Ultimos afios. Cada afio se
reportan alrededor de 50 millones de casos, de
los cuales cerca de 500.000 son hospitalarios y
20.000 terminan en fallecimientos (3). En el conti-
nente americano se considera que la magnitud
del problema del dengue seguira creciendo, en
especial en América Latina, debido al alarmante
aumento del vector y a la falta de su control efectivo.
Asimismo, la urbanizacién rapida y desorganizada
de las ciudades, el cambio climético y el aumento
de los barrios de escasos recursos a causa de la
migracion de la poblacion rural a las ciudades,
contribuyen a este problema (2-4).
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En Colombia, el periodo de mayor impacto de
la enfermedad se presenté en el 2010, cuando
el pais experimentd la mas grande epidemia de
dengue en su historia; en ese afo, el Sistema
de Vigilancia Epidemioldgica (Sivigila) reporté
157.152 casos de dengue, de los cuales 94 %
correspondié a dengue (147.670 casos) y el 6 %
restante a dengue grave (9.482 casos). Ademas,
se confirmaron 217 muertes, es decir, una letalidad
de 2,28 % (5,6). Hasta la semana epidemioldgica
12 del 2015 se habian notificado al Sivigila 25.959
casos de dengue, de los cuales 25.530 (98,3 %)
correspondian a dengue y, 429 (1,7 %), a dengue
grave. En comparacion con el 2014, se presento
un aumento de 1,84 % en el nUmero de casos (7).
Por otra parte, en el departamento de Santander la
mortalidad por dengue ocupa el primer lugar entre
las enfermedades transmitidas por vectores (8).

Con base en los datos sobre la frecuencia de
aparicion del dengue, es evidente que representa
un problema de salud publica; sin embargo, su
magnitud también estd determinada por otros
factores como la gravedad, la carga de la enfer-
medad y la discapacidad que puede generar (9). La
carga se puede cuantificar utilizando un conjunto
de indicadores epidemioldgicos, entre ellos, los
afios de vida perdidos ajustados por discapacidad
(AVAD) (10), los cuales se han evaluado en diversos
estudios llevados a cabo durante la fase aguda del
dengue (10-13).

Alrededor de 60 % de los costos del dengue en
las Américas son indirectos. La mayor parte de
este porcentaje corresponde a la pérdida de
productividad debida a los casos de dengue no
complicado (14). En Colombia, la carga del dengue
es alta: en el 2011 se estimé que alrededor de
35.700 casos requirieron atencion médica, lo cual
tuvo un gran impacto econdmico en el sistema de
salud, ya que el costo total del dengue representé
cerca del 0,02 % del producto interno bruto del
pais (15).

Shepard, et al., sefialan que para el 2011 el nimero
de AVAD por afio en Brasil era de alrededor de
36 %, de 28 % en la region andina y de 21 %
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en América Central y México. En las Américas
el dengue ocupa el quinto lugar en la lista de las
enfermedades tropicales desatendidas en términos
de AVAD (14).

Por otra parte, el periodo de convalecencia de esta
enfermedad, asi como la persistencia de sintomas
después de la fase aguda, se ha estudiado poco,
por lo que profundizar en este aspecto podria
ser interesante para determinar si hay algin
incremento en la carga de la enfermedad debido
a la persistencia de complicaciones y si estas se
podrian catalogar como incapacitantes.

En estudios previos se ha reportado que los
problemas de salud persisten después de la fase
aguda; en su estudio, Gonzalez, et al., sefialan que
46,8 % de los sintomas del dengue se prolongaron
durante seis meses después de la resoluciéon
de la enfermedad (16). Lopez, et al., describieron
la presencia de sintomas hasta un afio después
del episodio de dengue en mujeres embarazadas
infectadas con el serotipo 3 (17). Por otro lado, en
el estudio de Seet, et al., se describié un sindrome
de fatiga después de la infeccién en 24,4 % de
los pacientes dos meses después de su alta
hospitalaria (18).

Cabe resaltar que el dengue se ha descrito
ampliamente en su periodo febril y critico, pero
son pocos los estudios sobre la persistencia de
manifestaciones como el decaimiento, la fatiga
y la pérdida de la agilidad metal para realizar
las actividades de la vida cotidiana, después de
un episodio agudo de la enfermedad; por esta
razon, el objetivo de este estudio fue describir
las manifestaciones clinicas de una poblacion
durante su periodo de convalecencia de un epi-
sodio de dengue.

Materiales y métodos
Disefio del estudio y poblacién

Se llevdé a cabo un estudio observacional en
las instituciones de Il nivel de complejidad del
area metropolitana de Bucaramanga (Hospital
Universitario de Santander, Clinica Chicamocha y
Clinica SaludCoop, sedes Conucos y Cafiaveral),
entre diciembre del 2013 y marzo del 2014.

Se incluyeron pacientes entre los 18 y los 60 afios
de edad, que habian estado hospitalizados con
diagnéstico de dengue confirmado por deteccién
de IgM mediante ELISA. Se excluyeron aquellos
sujetos que no tenian un ndmero telefénico,
asi como aquellos con discapacidad auditiva o
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mental o con alguna enfermedad autoinmunitaria,
alguna condicion reumatoldgica grave o algun tipo
de fibromialgia.

Recoleccion de la informacion

Para la recoleccion de los datos sobre las
caracteristicas sociodemograficas y la informacién
clinica (sintomas y gravedad de la infeccién), se
elabor6 un instrumento de base y se extrajo infor-
macién complementaria de las historias clinicas
suministradas por las instituciones de salud, con
previa autorizacion de los pacientes. Los resultados
de las pruebas de diagnéstico de dengue por
laboratorio se obtuvieron con la autorizacién de
la Secretaria de Salud Departamental a partir de
los registros de vigilancia epidemiolégica o de los
registros suministrados por los laboratorios clinicos
de las instituciones participantes.

Inicialmente, se entrevisté personalmente a los
pacientes entre los 15 dias y los tres meses
después del egreso hospitalario, y se indagd
sobre algunas caracteristicas sociodemograficas,
asi como sobre los sintomas, la gravedad de la
enfermedad, la aparicion de la fatiga por dengue
y la calidad de vida en el momento de la entre-
vista. A los pacientes con tres 0 mas puntos en el
cuestionario de fatiga se les hizo un seguimiento
telefébnico o domiciliario cada 15 dias hasta la
desaparicién de los sintomas, el cual no superé en
ningun caso los tres meses.

Evaluacion de la fatiga y la calidad de vida

La fatiga y el nivel de calidad de vida se midieron
mediante los cuestionarios Fatigue Questionnaire
(FQ) de Chalder, et al. (18,19), y el EuroQol-5D,
el cual mide la calidad de vida relacionada con la
salud en la atenciéon primaria y fue validado para
su uso en espafiol (20-23). Los cuestionarios se
utilizaron conjuntamente con el instrumento de
base sobre los sintomas durante la visita inicial
y, posteriormente, durante los seguimientos tele-
fonicos o domiciliarios cada 15 dias.

El FQ es un cuestionario validado con 11 items
gue miden los sintomas de fatiga fisica y mental
del individuo (19). La fatiga prolongada se define
COmo una sensacion incapacitante caracterizada
por un cansancio intenso que no mejora con el
descanso y que puede empeorar con el esfuerzo
fisico o mental, acompafada de una combinacion
de sintomas, entre los cuales se destacan los
relacionados con la concentracion, la memoria,
los trastornos del suefio y el dolor musculoesque-
lético (24-26).
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Siete de los items del cuestionario miden la fatiga
fisica y, cuatro, la fatiga mental, en una escala de
cuatro (O=ninguna; 1=leve; 2=moderada; 3=grave).

La literatura reporta como Gptimo un punto de corte
de 3 a 4 puntos en esta escala cuando se usa de
manera dicotomica (la opcién de respuesta de
“ninguna” equivale a 0 y, las de “leve, moderada
0 grave”, a 1) con un area bajo la curva ROC
(Receiver Operating Characteristic) de 0,85 (19).

Al no encontrar criterios especificos aplicados a
la definicion de la fatiga posterior a una infecciéon
(24-26), se escogi6 de manera arbitraria el punto
de corte de cuatro en el cuestionario FQ, y el
seguimiento de los pacientes se establecié cada
15 dias hasta la desaparicion de los sintomas, sin
superar en ningun caso los tres meses después
del egreso hospitalario.

El cuestionario EuroQol-5D se adaptd para ser
empleado por el encuestador, y solo se recurrio a
la parte de las preguntas, mas no a la escala visual
analoga contenida en el cuestionario completo.

Clasificacion del resultado de la enfermedad

Los participantes del estudio se clasificaron segun
las recomendaciones de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) (27). El dengue tiene un amplio
espectro de presentaciones clinicas, a menudo con
un resultado clinico impredecible debido a que la
mayoria de los pacientes se recupera después de
un curso clinico benigno de resolucién espontanea;
otros, sin embargo, evolucionan a las formas mas
graves de la enfermedad, siendo caracteristico
el aumento de la permeabilidad vascular con
hemorragia o sin ella.

Se empled la clasificacion del dengue y de su nivel
de gravedad propuesta por la OMS: 1) dengue sin
signos de alarma, es decir, el que se presenta en
una persona que vive en un area endémica de
dengue o ha viajado en los dltimos dias a una de
ellas con un cuadro clinico caracterizado por fiebre
y dos o mas de las siguientes manifestaciones:
nauseas, vomitos, diarrea, mialgias, artralgias,
petequias o leucopenia; 2) dengue con signos
de alarma, el cual se caracteriza por presentar
el cuadro clinico anterior mas la presencia de
las siguientes manifestaciones: dolor abdominal
intenso o continuo, vémitos persistentes, acumula-
cion de liquidos, sangrado de mucosas, letargia,
irritabilidad, hepatomegalia de mas de 2 cm, y
pardmetros de laboratorio indicativos de aumento
del hematocrito con una rapida disminucién del
recuento de plaquetas, y 3) dengue grave, el cual
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se caracteriza por un escape importante de fluidos
(choque o acumulacion de liquidos en pulmon y
disnea), hemorragia grave y dafio importante de
organos (en higado: aspartato aminotransferasa o
alanina transaminasa mayor o igual a 1.000; altera-
ciones del sistema nervioso central: encefalitis,
encefalopatia, sindromes convulsivos, etc.), y dafio
en el corazon y otros 6rganos (27).

Andlisis estadistico

Los datos se describen con medias (desviacion
estdndar, DE) para las variables continuas y
conteos (porcentajes) para las discretas. Para las
diferencias entre los grupos con fatiga y sin ella, se
usaron pruebas no paramétricas (Kruskal-Wallis y
la prueba exacta de Fisher). La asociacién entre
fatiga y calidad de vida se estimd mediante regre-
sion logistica, ajustando por edad y sexo. Ademas,
la tasa de cambio en el puntaje de fatiga durante
el seguimiento se estimé mediante coeficientes
de regresion lineal, corrigiendo por la correlacion
entre observaciones de los mismos pacientes
en el tiempo. Se definié el nivel de significacion
estadistica en 5 % (prueba de dos colas). Todos los
andlisis se desarrollaron en el programa estadistico
Stata/MP 12.1 (Stata Corp LP).

Consideraciones éticas

El presente estudio fue aprobado por el Comité de
Etica en Investigacion Cientifica de la Universidad
Industrial de Santander. Todos los participantes
dieron su consentimiento informado por escrito,
antes de la entrevista y el diligenciamiento de
los cuestionarios.

Resultados

Se captaron 38 pacientes entre diciembre del 2013
y marzo del 2014 en las instituciones participan-
tes (Hospital Universitario de Santander, Clinica
Chicamocha, Clinica SaludCoop, sedes Conucos
y Cafiaveral), de los cuales se excluyeron tres por
no tener confirmacion serologica del diagnostico
(IgM negativa o dudosa), otros dos debido a
enfermedades concomitantes consideradas en los
criterios de exclusion y detectadas en el momento
de la entrevista 0 en la revision de las historias
clinicas, y uno méas porque su manejo clinico inicial
fue ambulatorio.

Finalmente, se incluyeron 32 pacientes en el
estudio y se comenz6 su seguimiento mediante
llamadas telefénicas o visitas domiciliarias cada 15
dias hasta la desaparicion de los sintomas o hasta
completar tres meses de su egreso hospitalario.
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La tasa de respuesta de los participantes que
dieron su consentimiento para participar en el
estudio fue de 100 %. En cuanto al nivel de fatiga,
11 (34,4 %) de los pacientes (IC,, 17,0-51,8)
presentaron cuatro o mas sintomas en la escala
del cuestionario FQ, entre los cuales los problemas
para descansar (59,4 %), la debilidad (53,1 %),
la falta de energia (43,8 %) y la percepcion de
necesitar mas descanso (43,8 %), fueron los
mas frecuentemente reportados. En cuanto a
los parametros de fatiga mental evaluados, se
evidencié que los problemas de memoria y la
dificultad para concentrarse se presentaron en
12,5 % de los pacientes encuestados durante el
periodo de convalecencia (cuadro 1).

La edad media de la muestra fue de 35 afios
(DE=10,8; rango: 18 a 60 afios) y participaron 19
(59,4 %) mujeres (cuadro 2). Trece de los pacientes
(40,6 %) reportaron un nivel educativo superior al de
secundaria y se desempefiaban como empleados.
Con respecto a la afiliacion al sistema de seguri-
dad social en salud, 18 (56,3 %) pertenecian al
régimen contributivo. No se hallaron diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion
de las caracteristicas sociodemogréficas entre
pacientes con fatiga y sin ella.

Diez (31,3 %) de los pacientes evaluados habian
sido diagnosticados condengue grave, 17 (53,17 %),
con dengue con signos de alarmayy, cinco (15,6 %),
con dengue sin signos de alarma. No se obser-
varon diferencias en cuanto a la presencia de
fatiga en relacién con la presentacion clinica de la
enfermedad. Como era de esperarse, durante la
convalecencia (a partir de los 15 dias del inicio de
la enfermedad) se observé una mayor frecuencia
de los reportes de cansancio fisico (100,0 % Vs.
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47,6 %; p=0,005) y cansancio mental (54,6 % Vs.
9,5 %; p=0,010) entre pacientes con fatiga y sin
ella, respectivamente (cuadro 3).

Al establecer una dicotomia en la duracion del
seguimiento a los 19 dias (mediana) entre los
signos y sintomas evaluados, solo se observé
una reduccion estadisticamente significativa en el
reporte de mareo: 43 % Vs. 6,3 %, respectivamente
(figura 1).

Se encontré que los pacientes con fatiga pre-
sentaron un mayor compromiso de la calidad de
vida comparados con aquellos sin fatiga (54,6 %
Vs. 14,3 %; p=0,035), principalmente, una mayor
frecuencia del reporte de dificultades para la
realizacion de las actividades cotidianas (54,6 %
Vs. 4,8 %; p=0,003) (cuadro 4). Esta diferencia no
se mantuvo una vez se ajusté por la edad y el
sexo de los pacientes (OR=5,5; IC__, 0,83-36,5).

Por ultimo, se evalud la trayectoria del puntaje de
fatiga en funcion de la duracién del seguimiento
despuésdel egreso hospitalario (figura 2). Se estimé
un decremento promedio de aproximadamente
medio punto en la escala del FQ por cada 10 dias
de seguimiento (IC,,, 0,13-0,76 puntos; p=0,007).
Al observar las lineas grises en esta figura, se
evidencia la trayectoria del decremento de la fatiga
en el tiempo, en tanto que la linea negra muestra
la estimacion grupal de dicho decremento.

95%

Discusion

En el estudio se describieron algunas caracteris-
ticas de la convalecencia, como los sintomas
clinicos, la calidad de vida y la fatiga, en pacientes
hospitalizados con diagndstico de dengue con-
firmado mediante serologia. Estos resultados
muestran la persistencia de sintomas después

Cuadro 1. Proporcion de los items con alteraciones segun la escala de fatiga en la evaluacion de linea de base

Dominio ftem* Prevalencia (IC,,,)

Sintomas fisicos 1. Problemas para descansar 59,4 (41,4-77,4)
2. Problemas para comenzar alguna actividad 21,9 ( 6,7-37,0)
3. Debilidad 53,1 (34,9-71,4)
5. Necesidad de descansar mas de lo habitual 43,8 (25,6-61,9)
6. Falta de energia 43,8 (25,6-61,9)
9. Somnolencia o suefio exagerado 15,6 ( 2,3-28,9)

10. Debilidad muscular
Sintomas mentales
7. Dificultad para concentrarse

8. Problemas de memoria o para recordar las cosas

28,1 (11,7-44,6)

4. Problemas para articular las palabras 0,0

12,5 ( 0,1-24,6)
12,5 ( 0,1-24,6)

11. Problemas para pensar con claridad 0,0

Fatiga'

34,4 (17,0-51,8)

* Definida como una reaccion leve, moderada o grave al item
" Puntaje total en la escala de fatiga igual o superior a cuatro puntos
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de la fase aguda, entre los cuales predominé el
cansancio fisico (65,6 %), la cefalea (37,5 %),
el insomnio (31,3 %), el mareo, el cansancio
mental (25 %) y el dolor muscular (18,8 %).
Estos hallazgos coinciden con las observaciones
registradas en otros estudios (16,28-30). Al evaluar
la presencia de fatiga fisica y mental después
de la infeccion aguda por dengue, se evidencié
que esta se mantuvo en 34,4 % de los pacientes
durante su convalecencia, con sintomas como el

Cuadro 2. Caracteristicas sociodemogréficas y su relacion con
la presencia de fatiga

Caracteristica Fatiga*
Todos [ [+ p
(n=32) (n=21) (n=11)
Edad (afios) 35,0 (10,8) 33,3(10,8) 38,2(10,6) 0,171
Sexo femenino 19 (59,4) 11 (52,4) 8 (72,3) 0,450
Escolaridad
Primaria 10 (31,3) 7 (333) 3 (27,3
Bachillerato 13 (40,6) 8 (38,1) 5 (454 0594
Técnico 6 (188) 3 (143) 3 (27,3)
Profesional 3 (93 3 (143) 0 (00
Ocupacion
Hogar 9 (281) 6 (285) 3 (27,2
Estudiante 3 (94 3 (143 0 (00 0.401
Empleado 13 (40,6) 9 (42,9) 4 (36,4)
Independiente 7 (219 3 (143) 4 (36,9)
Régimen contributivo 18 (56,3) 11 (52,4) 7 (63,6) 0,712

* Puntaje total en la escala de fatiga igual o superior a cuatro puntos
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cansancio (59,4 %), la debilidad (53,1 %), la falta
de energia y la necesidad de descansar méas de lo
habitual (43,8 %). En cuanto a la fatiga mental, se
observaron alteraciones en la memoria y dificultad
para concentrarse (12,5 %). Datos similares se
registraron en un estudio que evalud los sintomas
clinicos durante la convalecencia de mujeres
que sufrieron dengue de serotipo 3 durante su
embarazo (17), y en un estudio que evaluo la per-
sistencia de alteraciones clinicas y hepaticas en
pacientes adultos dos meses después de la fase
aguda del dengue (30).

La fatiga se ha demostrado en multiples enferme-
dades cronicas (31,32), pero son muy poOCOS
los estudios que describen su incidencia en
enfermedades infecciosas febriles agudas, como
el dengue vy la fiebre del rio Ross (18), las cuales
cursan con manifestaciones clinicas muy similares.
Los estados de fatiga prolongada después de las
infecciones son comunes y pueden ser incapaci-
tantes para las personas que los padecen. En
cuanto a su duracion, se ha reportado que pueden
persistir durante 12 meses o mas, y que pueden
convertirse en estados de fatiga cronica (26,33).
Aunqgue la fase aguda de las infecciones puede
variar, la fatiga se presenta con caracteristicas
clinicas similares en estas enfermedades (33).
Su etiologia aun no se ha descrito con precision,

Cuadro 3. Caracteristicas clinicas durante la infeccién aguda por dengue y durante la convalecencia segun la presencia de fatiga

Caracteristica Fatiga*

Todos (n=32) [-] (n=21) [+] (n=11) P
Dengue
Sin signos de alarma 5 (15,6) 4(19,1) 1 (91
Con signos de alarma 17 (53,1) 13 (61,8) 4 (36,4) 0,158
Grave 10 (31,3) 4(19,1) 6 (54,5
Sintomas y signos
Cefalea 12 (37,5) 6 (28,6) 6 (54,6) 0,250
Dificultad para concentrarse 3 (9,4) 2 (9,5 1 (92 1,000
Pérdida de memoria 4 (12,5) 2 (9,5 2 (18,2) 0,593
Insomnio 10 (31,3) 6 (28,6) 4 (36,4) 0,703
Artralgia 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0
Mialgia 6 (18,8) 2 (9,5) 4 (36,4) 0,148
Cansancio mental 8 (25,0) 2 (9,5 6 (54,6) 0,010
Cansancio fisico 21 (65,6) 10 (47,6) 11 (100,0) 0,005
Mareo 8 (25,0) 3(14,3) 5 (45,5) 0,088
Disminucién del apetito 4 (12,5) 2 (9,5 2 (18,2) 0,593
Dolor abdominal 2 (6,3) 2 (9,5 0 (0,0 0,534
Trastorno digestivo 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0
Petequias 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0
Exantema 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0
Sangrado genital anormal 2 (6,3) 0 (0,0 2 (18,2) 0,111
Otro 2 (6,3) 2 (9,5 0 (0,0) 0,534

* Puntaje total en la escala de fatiga igual o superior a cuatro puntos
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Figura 1. Prevalencia de signos y sintomas de acuerdo con el tiempo* transcurrido entre la hospitalizacion y la evaluacion basal

* Con dicotomia en la mediana del tiempo (19 dias)
" p<0,05 en la prueba exacta de Fisher

Cuadro 4. Calidad de vida evaluada con el cuestionario Euro
QoL-5D y su relaciéon con la presencia de fatiga

item Fatiga*
Todos [ g p
(n=32) (n=21) (n=11)
EuroQoL-5D"
Movilidad 0 (0,00 0 (0,00 0 (0,0
Cuidado personal 0 (0,00 0 (0,00 0 (0,0

0,003

Actividades cotidianas 7 (21,9) 1 (4,8) 6(54,6)

Dolor o malestar 1 31 0 (000 1 (9,1) 1,000
Ansiedad o depresion 4(125) 2 (9,5 2(18,2) 0,593
EuroQoL-5D (>1/5)* 9(28,1) 3(14,3) 6(54,6) 0,035

* Puntaje total en la escala de fatiga igual o superior a cuatro puntos

T Presencia de items alterados en los que el paciente report algin grado
de problema

* Reporte de al menos un item con alteraciones de los cinco evaluados

15

12 4

Tasa de cambio = -0,45 puntos por cada 10 dias (p=0,007)

Puntaje de fatiga

40 60 80 100

Duracion (dias)

Figura 2. Trayectorias del puntaje de fatiga

pero una de las hipdtesis plantea su origen fisio-
patologico debido a la existencia de un patréon
Unico de infeccidon con un patégeno conocido o
nuevo, de una reaccién inmunitaria anormal a ese
determinado agente patdégeno, y una respuesta
psicolégica del individuo frente a la infeccion o a
otros estimulos que aparecen cuando la persona
esta ‘fragil’; sumado a ello, es posible encontrar
alteraciones metabdlicas o neuroendocrinas pro-
vocadas por algun detonador desconocido, y una
perturbacion inmunitaria neurolégica desencade-
nada por la infeccién aguda (34).

El hecho de que la fatiga después de la infeccion
sea mas frecuente en mujeres mayores, sugeriria
que los factores relacionados con el huésped son
importantes en la etiologia de la fatiga producida
por una enfermedad febril aguda. En otros estu-
dios se han reportado datos similares sobre estas
caracteristicas sociodemograficas y su relacién
con la persistencia de los sintomas después de
la fase aguda del dengue (18,35). En cuanto
a la gravedad del dengue, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, tal
como se reportd en otro estudio en pacientes con
dengue dos meses después de la infeccion por
el virus (18).

Se observo alteracion de la calidad de vida en
28 % de los pacientes evaluados en el periodo
de convalecencia después del episodio agudo
de dengue, especialmente en su capacidad para
retomar las actividades cotidianas de forma normal.
Asimismo, al evaluar este item en los pacientes
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con fatiga y sin ella, la reduccion de dicha capa-
cidad se observé en 54,6 % y en 14,3 % de los
participantes, respectivamente.

Cabe resaltar algunas de las limitaciones de
este estudio: en primer lugar, el momento de la
entrevista inicial (linea basal) no fue el mismo
para todos los pacientes, pues esta se hizo a
medida que iban ingresando al estudio, por lo
que no se pudo establecer o comparar si habia
alguna diferencia en la presencia de fatiga en
relacion con el nimero de dias transcurridos
desde el alta hospitalaria. La segunda limitacion
se refiere al instrumento utilizado para la medicion
de la fatiga, ya que este no se ha validado en el
idioma espafiol y para nuestro contexto cultural,
por lo que se recomienda que en futuros trabajos
se empleen instrumentos validados para evaluar
la fatiga general en los pacientes.

Por otra parte, en el estudio solo se incluyeron
participantes que estuvieron hospitalizados y con
diagnéstico de dengue confirmado, sin tener en
cuenta a aquellos con tratamiento inicial ambu-
latorio. Igualmente, seria interesante que en futuros
estudios se incluyera un grupo de comparacion
externo que permita describir mejor la prevalencia
basal de la fatiga después de un episodio agudo
de dengue. Tampoco se evalud si la presencia de
otra infeccion durante el periodo de convalecencia
influye en la persistencia de los sintomas. Sin
embargo, este estudio aporta una descripcion
valiosa del periodo de convalecencia del dengue.
Cabe resaltar que los resultados de los estudios
mencionados coinciden con los de este trabajo,
los cuales, aunque no son contundentes, sirven
de punto de partida para estudios futuros que
establezcan los marcadores clinicos o biolégicos
de la persistencia de sintomas después de la
infeccién por dengue.

Los resultados descritos en este trabajo demues-
tran que la carga de enfermedad del dengue no
se ha determinado del todo, pues en la fase de
convalecencia se siguen presentando sintomas
clinicos que dificultan la recuperacion normal
del individuo.
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Metodologia para la elaboracién de canales endémicos y tendencia
de la notificaciéon del dengue, Valle del Cauca, Colombia, 2009-2013
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Introduccion. El dengue es la enfermedad de mas rapida propagacién en el mundo y una permanente
amenaza para la salud publica mundial, con aproximadamente 2,5 millones de personas en alto riesgo
de infeccion. Ante la gravedad del cuadro de la enfermedad a nivel nacional y mundial, es necesario
generar nuevas metodologias de prediccion Utiles para la adopcion de decisiones en salud publica.
Objetivo. Caracterizar los casos notificados de dengue entre el 2009 y el 2013 en el departamento del
Valle del Cauca y presentar la metodologia para elaborar canales endémicos en el caso del dengue.
Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo retrospectivo, utilizando la base de datos
secundaria de las fichas de notificacion, y se caracterizaron los casos de dengue entre el 2009
y el 2013. Se elaboraron dos canales endémicos, uno mediante promedios moviles y el otro con
suavizacion exponencial.

Resultados. Se evidencié que la tendencia del dengue en el departamento del Valle del Cauca es
positiva, lo que indica que en los Ultimos cinco afios se ha incrementado el nimero de casos, aunque
se observa una variacion importante que podria explicarse por el ciclo de tres afios que se inicia a partir
del primer periodo epidemioldgico del afio.

Conclusion. La elaboracion del canal endémico del dengue en el Valle del Cauca evidencio la
importancia de aplicar estas metodologias de vigilancia en las situaciones de interés en salud publica.
Como se observo en los resultados, hubo afios en los que el nimero de casos fue muy bajo y otros en
los que la epidemia alcanzd cifras muy elevadas.

Palabras clave: Aedes, virus del dengue, dengue/epidemiologia, salud publica, enfermedades endémicas,
notificacion, Colombia.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2934

Methodology to develop endemic channels and notification trends for dengue in Valle del Cauca,
Colombia, 2009-2013

Introduction: Dengue is the fastest spreading disease in the world and a permanent threat to global
public health. It is a viral illness for which approximately 2.5 million people are at high risk of infection.
Given the severity of the disease at national and global levels, new predictive methodologies need to
be generated to facilitate decision-making in public health.

Objective: To characterize cases of dengue reported from 2009 to 2013 in Valle del Cauca department,
Colombia, and to establish a methodology to develop endemic channels that can be applied to this event.
Materials and methods: This was a retrospective descriptive study. Notification forms were used as
a secondary database to characterize dengue cases from 2009 to 2013. Two endemic channels were
developed, one using running means and the other through exponential smoothing.

Results: Dengue in the department of Valle del Cauca showed a positive tendency, indicating that the
number of cases had increased in the last five years. An important variation was observed that could be
explained by a three-year cycle beginning in the first epidemiological period of the year.
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Canales endémicos del dengue en el Valle del Cauca

Conclusion: The development of the dengue endemic channel for Valle del Cauca illustrates the
importance of applying these monitoring methodologies to events of public health interest. As can be
seen from the results, there were some years in which the number of cases was very low and others in

which the epidemic reached very high levels.

Key words: Aedes, dengue virus, dengue/epidemiology, public health, endemic diseases, notice, Colombia.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2934

El dengue es una enfermedad viral transmitida
principalmente por el vector Aedes aegypti (1), que
puede evolucionar en forma asintomatica o producir
sintomas parecidos a los de un proceso febril. Es
la principal arbovirosis en términos de morbilidad y
mortalidad (2) y se han registrado cuatro serotipos
del virus (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4) (3,4).
Es la enfermedad de mas rapida propagacion en
el mundo y es una permanente amenaza para la
salud publica mundial, con aproximadamente 2,5
millones de personas en alto riesgo de infeccion
(5). El dengue se presenta en climas tropicales
y subtropicales de todo el mundo, tanto en zonas
semiurbanas como urbanas, y su vector ocupa
el mismo habitat del hombre, ya que es diurno,
fundamentalmente antropofilico (6) y su lugar
preferido de cria es el agua limpia, casi siempre
la almacenada para uso doméstico (7).

Desde hace varios afios se reconoce que para
lograr el control del dengue, no son suficientes los
esfuerzos de las autoridades de salud, sino que
es necesario que las comunidades afectadas se
apropien de las medidas de control y prevencion
(8). Por esta razon, la estrategia de movilizacién
y comunicacion social para producir cambios de
conducta (Planning Communication for Behavioural
Impact, COMBI) es una de las mas promovidas
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y
la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS)
(9). Sin embargo, la implementacién de estrategias
como esta constituye un desafio que enfrentan
actualmente los programas de control de dengue
en el pais, el cual se ve amenazado por los limi-
tados recursos humanos y econémicos con que
cuentan y la falta de integraciéon multisectorial, la
cual es la base de la estrategia (10,11).

En los ultimos 50 afios, la incidencia del dengue ha
aumentado 30 veces y se estima que anualmente
se presentan 40 millones de infecciones, con unas

Correspondencia:

Mauricio Hernandez, Carrera 79B N° 9-18, apartamento C303,
Cali, Colombia

Teléfono: (300) 273 3699

mauriciohc@gmail.com

Recibido: 08/07/15; aceptado: 03/12/15

500.000 hospitalizaciones por dengue hemorragico
o choque por dengue, y que 90 % de los casos
se presenta en menores de 15 afios (5,12). Segun
el reporte del Ministerio de Salud titulado “La
situacion actual del dengue”, en el que se analiza
el periodo de 2008 a 2013, en la semana 12 del
2013 se detectaron situaciones de epidemia en 32
municipios del pais, 18 de los cuales eran capitales
de departamento (13,14). El Valle del Cauca es
el departamento con mas casos de dengue en el
pais (19,8 %) (2,15); en Cali, la prevalencia de la
enfermedad ha aumentado hasta ubicarlo como el
municipio con mayor nimero de casos en Colombia
(15,5 % del total nacional) (16,17), lo que se explica,
en parte, porque tiene las condiciones necesarias
para que el vector se reproduzca adecuadamente.

Las principales condiciones para el control del
vector incluyen la voluntad politica, el mejoramiento
de la infraestructura de salud y de los programas
de control del vector, la coordinacién intersectorial
y una activa participacibn comunitaria (18,19).
Es necesario que la comunidad reconozca su
responsabilidad para controlar el vector y que
se produzca un cambio de conducta. Se deben
fortalecer los planes para combatir los brotes,
y los sistemas de vigilancia de las secretarias
departamental y municipal de salud, las cuales
envian al Sistema de Vigilancia en Salud Publica
(Sivigila) las fichas de natificacién, pero no llevan a
cabo una busqueda activa de casos (20-22).

Ante la gravedad de la situacion de la enfermedad
a nivel nacional y mundial, es necesario promover
metodologias Utiles de seguimiento para la adop-
cion de decisiones en salud publica (7). Por
ello, en el presente trabajo se presenta la forma
de elaborar canales endémicos mediante dos
metodologias reconocidas: la de promedios moviles
y la de suavizacién exponencial, de tal manera
gue los profesionales encargados en el ambito
de la salud publica puedan implementarlas (23).
La herramienta permitird hacer la vigilancia
a partir de limites permitidos de los casos de
dengue notificados en el Valle del Cauca desde
el 2009 hasta el 2013, incluida la informacién
de Cali, municipio reconocido como el de mayor
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prevalencia de dengue en el pais (9,10), con
el objetivo de hacer una adecuada planeacién
e implementar estrategias para el control y la
disminucién de casos.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo y retrospectivo,
utilizando una base de datos secundaria de los
casos de dengue notificados a la Secretaria
Departamental de Salud del Valle del Cauca entre
el 2009 y el 2013. Se caracterizaron las principales
variables contenidas en la ficha de notificacion y se
elaboraron dos canales endémicos con diferentes
metodologias para describir el comportamiento
del dengue en el Valle del Cauca, con lo cual se
determind la linea de tendencia de la enfermedad
durante el periodo mencionado.

Plan de analisis

Se describieron las caracteristicas sociodemo-
graficas de la poblacion afectada por el dengue,
teniendo en cuenta las variables contenidas en
la ficha de notificacion de los casos. Para las
caracteristicas cuantitativas se calcul6 el promedio
y la desviacion estandar y para las cualitativas se
usaron tablas de frecuencias. El procesamiento
de datos y la elaboracion de figuras se hicieron
en Excel 2010 y el programa R, version 3.2.1. A
continuacion se describe paso a paso la elabora-
cién de los canales endémicos.

Elaboracion del canal endémico

En la elaboracion del canal endémico se utilizd
como dato de entrada el niumero de casos de
dengue notificados por semana epidemiolégica.
El canal endémico es la representacion gréfica
del nimero de casos que se presentan en un
area en periodos definidos (semana o periodo
epidemiolégico), comparado con los datos de afios
anteriores (usualmente, de cinco afios).

Existen diferentes métodos para suavizar la
tendencia observada y establecer limites de
control: el método de promedios moviles, el
de suavizacion exponencial, y métodos mas
sofisticados como los modelos autorregresivos y
la metodologia de Box-Jenkins.

En el presente estudio se elaboraron los canales
endémicos del dengue mediante las técnicas de
promedio mévil y de suavizacién exponencial, y
se definieron los limites de control que permitieran
evidenciar el riesgo de epidemia, los cuales
se representaron graficamente asi: la zona de
éxito, por debajo de la curva inferior; la zona de
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seguridad, entre la curva inferior y la media; la zona
de alerta, entre la curva media y la superior, y la
zona de epidemia, por encima de la curva superior.

Un valor ubicado en la zona de éxito indica que
el numero de casos de dengue notificados para
esa semana presenta una frecuencia menor
de la esperada. Uno ubicado en la zona de
seguridad indica que el nimero de casos de
dengue notificados para esa semana presenta un
comportamiento estable. Un valor ubicado en la
zona de alerta indica que el nimero de casos de
dengue notificados para esa semana presenta una
frecuencia que esta por encima de lo esperado y
es necesario estudiar la situacion para determinar
si corresponde a un comportamiento aleatorio
0 esta comenzando un periodo epidémico. Un
valor ubicado en la zona de epidemia indica que
el nimero de casos de dengue notificados para
esa semana presenta una situacion que requiere
acciones inmediatas de control.

El proceso continta con la elaboracién de un
cuadro en el que la semana epidemiol6gica se
pone en las filas y, los afios, en las columnas.
Esto se hace con base en la frecuencia de un
evento (dengue, en este caso) en los cinco afios
anteriores, por lo que debe disponerse de los casos
por semana epidemiolégica para cada afio.

A continuacién, se agrega una columna en la cual
se calcula el promedio aritmético de las cinco cifras
de cada fila (por semana epidemiolégica), para
asi obtener el promedio de casos por periodo.
El factor de correccion se obtiene dividiendo la
poblacién estimada para el afio en el que se aplica
el indice por la poblacion promedio de los cinco
afios anteriores. La columna siguiente es el valor
esperado de casos por periodo (Y), el cual se obtiene
multiplicando el promedio de casos de cada periodo
por el factor de correccion. Cuando se grafica este
valor esperado se obtiene una linea irregular, por
lo tanto, deben calcularse los promedios méviles
0 datos suavizados exponencialmente para cada
periodo. La columna siguiente es el promedio
movil (Y1) o el dato suavizado exponencialmente
(S1), segun sea el caso. El promedio mévil (Y1)
se obtiene con el promedio aritmético de los
periodos 1, 2, 3, 51 y 52 para el primer dato; de
los periodos 1, 2, 3, 4 y 52, para el segundo dato;
de los periodos 1, 2, 3, 4, y 5, para el tercer dato, y
asi sucesivamente; el ultimo dato se obtiene con el
promedio de los valores de los periodos 1, 2, 50, 51
y 52. Debe recordarse que el periodo corresponde
a una semana epidemioldgica (cuadro 1, figura 1).
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Cuadro 1. Calculo del canal endémico

Canales endémicos del dengue en el Valle del Cauca

Casos observados en el quinquenio

Casos esperados

Limites permisibles

Semana Ano Afo Afo Ao Afo Promedio
1 2 3 4 5

Factorde esperado suavizado
correccion

Promedio Promedio .. . .
Calculo del error Calculo de limites

Y Y,-S, (Y-Y) (Y-Y)? (Y,-2S) (Y,+2S)
1
2
51
52
Total Suma

5
6

. |Segundo dato

.

49 49
50 50
51

&)

6 -
49
50
51
52

Figura 1. Célculo de promedios mdviles para elaborar el canal endémico

El dato suavizado exponencialmente (S1) se
obtiene de la siguiente manera: primero, se
establece una constante de suavizacion, la cual
depende del grado de suavizacion que se desee;
entre menor sea, menos alteraciones se generan.
Lo contrario sucede si esta préximo a 1, ya que no
se encontraran grandes diferencias con respecto
a la curva de valores esperados (Y).

Una vez establecida dicha constante, se procede a
hallar los datos suavizados de la siguiente forma:

S,=Y (1), valor esperado del primer periodo
S,=0 [Y 1+(1- ) (S)
S0 [Y ()+(1-) (S)
S=(0) [Y O1+(1- ) (S,)

Los valores de los promedios moviles o datos
suavizados exponencialmente se colocan en un
plano cartesiano de dos ejes (X, Y) y dan origen al
canal endémico del dengue.

A la curva endémica obtenida se le fijan limites
permisibles con base en el error estandar de las
estimaciones y la siguiente férmula:

S=\/sum(Y—Y1)2 0 Sz\/sum(Y—Sl)z

n n

Los limites superior e inferior del canal endémico
se calculan en dos columnas adicionales de la
siguiente manera.

Limite inferior igual a (Y1-2s) o (S1-2s)

Limite superior igual a (Y1+2s) o (S1+2s)

Para seleccionar la constante de suavizacion expo-
nencial fue necesario hacer varias pruebas, de

modo que la constante seleccionada no perturbara
mucho la informacion original.

Mientras que el método de promedios moviles
se ve afectado por datos extremos, el método
de suavizacidon exponencial es adecuado en
aquellos casos en los que el comportamiento de
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los datos no tiene una tendencia ascendente o
descendente. Este método se basa en suavizar
los valores de una serie de manera exponencial
decreciente, aplicando una constante o (0 < a
< 1); la observacién mas reciente recibe el peso
o, la siguiente o (1 -a); luego o (1 -a)?, y asi
sucesivamente. Los resultados dependen del valor
de a, y se recomienda que este valor se encuentre
entre 0,01 y 0,30, ya que si es superior a 0,30 se
generan cambios sensibles en las fluctuaciones vy,
si es muy pequefio, se genera el efecto contrario y
las curvas generadas no responderan adecuada-
mente a los cambios en los datos. Se pueden
utilizar valores distintos a o dependiendo de la
variacion de los valores histdricos empleados. Por
ejemplo, si los datos son muy estables, se podria
utilizar un valor de o bajo. Estos valores dependeran
de la experiencia del analista y de su conocimiento
sobre el comportamiento de los datos.

En este caso, para elegir la constante de suavi-
zacién exponencial fue necesario hacer varias
pruebas, de modo que la constante seleccionada
no perturbara la informacion original, para lo cual
se utilizaron diferentes constantes de suavizacion
entre 0,01 y 0,30, y se escogi6 la constante a=0,28.

Consideraciones éticas

La investigacién se rigié por lo establecido en
la Resolucion 8430 de 1993, del Ministerio de
Salud de Colombia, segun la cual se trata de una
investigacion sin riesgo en la cual se usé una base
de datos secundaria. Se conté con el aval del
Comité de Etica de la Fundacion Universitaria San
Martin (Cali) y con autorizacion de la Secretaria
Departamental de Salud del Valle.

Resultados

Durante el periodo comprendido entre el 2009 y el
2013, hubo mayor incidencia de casos de infeccién
por el virus del dengue en los hombres que en
las mujeres; los afios de mayor incidencia fueron

Biomédica 2016;36(Supl.2):98-107

el 2010 y el 2013 y, en este Ultimo, se presento la
mayoria de los casos reportados en el periodo de
estudio; en el 2011 y el 2012, por el contrario, hubo
una disminucién drastica en el nimero de casos
(cuadro 2y figura 2).

Se observé un predominio de casos en los hombres,
con 53,23 %, mientras que en las mujeres fue de
46,77 %. La mayoria de los pacientes reportados
mediante ficha de notificacion no fueron hospita-
lizados. La condicion final revel6 que tres pacientes
murieron a causa de la enfermedad en el 2009, el
2010y el 2012.

La mayoria de los casos se presentd en la
cabecera municipal (91,23 %), seguida de los
centros poblados (6,06 %) y de las areas rurales
dispersas (2,71 %). La mayoria de los pacientes
(93,54 %) afectados por el virus del dengue no
se habia desplazado en los cinco dias anteriores
al inicio de los sintomas y en el momento de
aparicion de la infeccion la mayoria de ellos no
convivia con personas con sintomas indicativos de
la enfermedad (48,41 %) (cuadro 3).

En cuanto a la edad, se encontr6 que el mayor
namero de pacientes tenia entre 10 y 14 afios, cifra
gue descendié al aumentar la edad. Sin embargo,
se evidencio un incremento de casos en menores
de cinco afios en el 2011 (figura 3).

Entre los municipios de residencia sefialados en
las fichas de natificacion, Palmira (6,91 %), Cartago
(4,74 %), Buga (3,33 %), Tulua (2,90 %), Yumbo
(2,56 %)y Florida (1,70 %) presentaron una altatasa
de casos de infeccion por A. aegypti; sin embargo,
en el municipio de Cali (63,39 %) se registré la
mayoria de casos en el periodo de estudio. Los
municipios de Alcala (0,15 %), El Aguila (0,05 %),
El Cairo (0,03 %), El Dovio (0,01 %), La Cumbre
(0,02 %), Obando (0,13 %), Restrepo (0,07 %),
Ulloa (0,03 %) y Versalles (0,04 %) presentaron el
menor nimero de casos de dengue notificados en

Cuadro 2. Distribucion de la edad segun sexo y afio de aparicion de los casos de dengue, Valle del Cauca, 2009 a 2013

Afio de Sexo femenino Sexo masculino Total
aparicion n Promedio DE n Promedio DE n Promedio DE
2009 5.103 22,8 18,7 5.583 22,1 17,6 10.686 22,4 18,1
2010 9.760 24,8 20,2 10.461 23,8 18,7 20.221 24,3 19,5
2011 1.456 29 22,8 2.020 27,5 19,9 3.476 28,2 21,2
2012 1.737 26,8 21,7 2.376 24,8 18,7 4,113 25,7 20,1
2013 11.715 27,1 19,8 13.444 25,7 18,7 25.159 26,3 19,2
Total 29.771 25,7 20,1 33.884 24,5 18,7 63.655 25,1 19,4

DE: desviacion estandar
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el periodo de estudio y, aunque el menor niimero
de casos se presentd en el municipio de El Dovio
(0,01 %), no se descarta que haya sesgos en el
estudio debido a deficiencias en la oportunidad y
la exactitud de la notificacion, ademas del hecho
de que algunos habitantes afectados con el virus
podrian no haber tenido acceso a servicios de salud,
lo cual afectaria las estadisticas (cuadros 4 y 5).

Los canales endémicos elaborados por semana
epidemiolégica mostraron que el comportamiento
del dengue tuvo una tendencia ascendente en las
primeras semanas epidemiolégicas, hasta llegar a
un pico en la semana 8, cuando se registré una
media alrededor de los 300 casos, en tanto que al
llegar a la semana 29 se presentd una disminucion
(figura 4).
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Numero de casos de dengue
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Figura 2. Distribucion del nimero de casos de dengue segin
sexo y afio de aparicion, Valle del Cauca, 2009 a 2013

Canales endémicos del dengue en el Valle del Cauca
Discusidn
El comportamiento del dengue durante los afios
estudiados tuvo una tendencia positiva, con un
incremento en el numero de casos en 2013. Sin
embargo, en el 2010 y el 2011 el nimero de casos
fue muy bajo con respecto a los demas afios, lo
cual indica que la capacidad de transmisién estaria
relacionada con un ciclo de tres afios, patron que
habria que investigar en futuros estudios sobre el
dengue. Los factores de riesgo de la infeccién no
se establecieron por sexo, pues la probabilidad de
enfermar en hombres y mujeres es igual, aunque a
la luz de los resultados del presente estudio hubo
una mayor tendencia de infeccibn en hombres
gue en mujeres; se podria concluir, entonces, que
el sexo masculino es mas propenso al contagio,
seguramente porque los hombres tienen mayor
probabilidad de contacto con el vector debido a
gue son quienes usualmente trabajan y deben
desplazarse mas que las mujeres.

En el grupo entre los 10 y los 14 afios de edad se
presentd el mayor nimero de casos; sin embargo,
en el 2011 se registré un cambio evidente, pues los
casos predominaron en los menores de cinco afnos;
un estudio en Tailandia describe el virus del dengue
como el principal entre nifios de uno a 15 afios de
edad (24), lo cual concuerda con los resultados
del presente estudio y evidencia la aparicion de
un namero importante de casos de infeccién en
edades pediétricas y en la adolescencia.

Las epidemias de dengue tienen una tendencia
ascendente y afectan en mayor proporcion a
los menores de 15 afios, lo cual daria pie a la

Cuadro 3. Distribucién segun tipo de variable de la ficha de notificacion y afio de aparicion de los casos de dengue, Valle del

Cauca, 2009 a 2013

Variable Categoria 2009 2010 2011 2012 2013 Porcentaje
n=10.686 n=20.221 n=3.476 n=4.113 n=25.159 total
Sexo Femenino 5.103 9.760 1.456 1.737 11.715 46,77
Masculino 5.583 10.461 2.020 2.376 13.444 53,23
Paciente hospitalizado No 7.419 15.138 2.631 2.879 19.289 74,39
Si 3.267 5.083 845 1.234 5.870 25,61
Condicioén final Muerto 1 1 1 0,00
Vivo 10.685 20.220 3.476 4112 25.159 100,00
Area de aparicién del caso Cabecera municipal 9.745 17.609 3.110 3.708 23.899 91,23
Centro poblado 646 1.881 242 256 832 6,06
Zona rural dispersa 295 731 124 149 428 2,71
¢ Desplazamiento en los No 10.168 19.049 3.104 3.721 23.503 93,54
ultimos cinco dias? Si 412 836 334 357 1.539 5,46
Sin datos 106 336 38 35 117 0,99
¢Algun familiar o conviviente No se sabe 2 872 596 470 1.979 6,16
ha tenido sintomas de dengue No 2 3.249 2.677 3.373 21.512 48,41
en los dltimos 15 dias? Si 233 160 235 1.551 3,42
Sin datos 10.682 15.867 43 35 117 42,01
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hipétesis de que en estas edades los individuos
estan mas en contacto con el medio ambiente y
ello podria contribuir a una mayor posibilidad de
infeccion, ademas de las condiciones precarias en
gue vive la mayoria de la poblacion (25). Se ha
reportado una estrecha relacion entre el dengue
y los cambios climéticos globales (en el 2010, la
temperatura promedio en Cali fue de 24,6 °C vy,
en el 2013, de 25 °C); el incremento en los casos
de dengue se ha asociado con el fenomeno de El
Nifio, el cual se caracteriza por grandes sequias y
un aumento de la temperatura en todo el territorio
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Figura 3. Distribucion del nimero de casos de dengue segun

rangos de edad (quinquenios) y afio de aparicion, Valle del
Cauca, 2009 a 2013
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(26). En consecuencia, los habitantes recurren al
almacenamiento de agua, casi siempre de forma
inapropiada. De igual manera, en temperaturas
mas calidas el tamafio de las larvas de A. aegypti
se reduce y, por ende, el tamafio del adulto y, como
se sabe, los adultos mas pequefios tienen que
alimentarse con mas frecuencia para desarrollar
un lote de huevos, lo que aumenta la frecuencia de
picaduras y, con ello, la transmision del virus (27).

La mayoria de los pacientes afectados por el virus
del dengue no se desplazaron en los cinco dias
previos al inicio de los sintomas y, en el momento
de aparicion de la infeccion, la mayoria de ellos no
convivia con personas que presentaran sintomas
indicativos de la enfermedad. Esto nos lleva a
concluir que el departamento del Valle del Cauca
es una zona endémica para la infeccion por el virus
del dengue, lo cual la convierte en una enfermedad
de interés en salud publica de alto impacto, en
cuya aparicion influyen mdltiples factores, entre
ellos, las condiciones favorables para los criaderos
del mosquito, la falta de concientizacién sobre
la enfermedad entre los habitantes, la aparicion
de ciclos epidémicos cada vez mas cortos, la
circulacion simultdnea de los cuatro serotipos v,
ademas, la infestacion por A. aegypti del territorio
situado por debajo de los 1.800 metros sobre el
nivel del mar.

Cuadro 4. Distribucion segin departamento de residencia y afio de aparicion de los casos de dengue

Departamento 2009 2010 2011 2012 2013 Total Porcentaje
de residencia n=10.686 n=20.221 n=3.476 n=4.113 n=25.159 total
Valle 10.549 19.873 3.462 4.092 25.081 63.057 99,06
Otros 137 348 14 21 78 598 0,94

Cuadro 5. Distribucion segin municipio de residencia en el Valle del Cauca y afio de aparicién de los casos de dengue, 2009 a 2013

Municipio 2009 2010 2011 2012 2013 Porcentaje opacon 152X 1:000
n=10.686 n=20.221 n=3.476 n=4.113 n=25.159 total
2013 2013
Cal 5809 11058 1737 2571  18.707 6339  2'319.655 8
Palmira 1.966 1.166 270 195 763 6,91 300.712 3
Cartago 137 1.091 244 133 1.386 474 130.827 1
Buga 237 1.037 180 177 471 3,33 115,613 4
Tulua 302 513 173 201 641 2,90 206.588 3
Yumbo 233 563 83 144 590 2,56 111.707 5
Florida 220 205 58 44 455 170 57.697 8
Candelaria 141 341 38 36 325 1,40 79.279 4
La Unién 154 201 169 87 08 127 36.444 3
Pradera 270 193 24 48 164 111 53.792 3
Buenaventura 60 308 76 82 149 1,07 384.402 0
Otros municipios <1 % 930 3.017 410 374 1.332 9,62 723.450 2
Total 10549 19873 3462 4092 25081 100,00  4520.166 6
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Canales endémicos del dengue en el Valle del Cauca

Medias moviles

400

300

200+

Epidemia .

Seqguridad ® by .

I I [ T
20 30 40 50
Semana epidemiolégica

Suavizacion exponencial

400

300+ e dw E

200 ' S t
0 10 20

NUmero de casos de
dengue registrados

Epidemia .

Sequridad® " ., . W
| I T

30 40 50

Semana epidemioldgica

Figura 4. Canales endémicos del dengue por semana epidemioldgica en el Valle del Cauca de 2009 a 2013, elaborados mediante
los métodos de promedios mdviles y de suavizacién exponencial

En un articulo sobre dengue y dengue hemorragico
en las Américas (20), se hace énfasis en lo esta-
blecido por la OMS para el control y la prevencion
del dengue, especialmente en los planes dirigidos
a lograr la adecuada manipulacién y limpieza
de los contenedores domésticos de agua, y el
aumento de la capacidad de reconocimiento de
la enfermedad por parte del personal médico, de
los mismos pacientes y de la comunidad. Segun
los resultados preliminares disponibles, estos
planes han contribuido a fortalecer los programas
nacionales (28). Sin embargo, los resultados de la
curva epidemioldgica del Valle del Cauca durante
estos Ultimos afios contradicen la orientacion
de esta metodologia, lo cual exige indagar sobre
nuevos métodos de control sanitario y de preven-
cion de la propagacion del dengue teniendo en
cuenta las zonas tropicales de mayor incidencia
(26,29). Las intervenciones de prevencion de
la infeccion por el virus no deben ser solamente
epidemiolégicas, pues se necesita la ayuda de
todos los sectores involucrados (30). El control del
dengue es mas que la utilizacién de insecticidas
o campanfas de limpieza, incluye la modificacién
de factores sociales y culturales que favorecen
la transmision. Estos factores predominan en el
ambito familiar, pues estan en estrecha relacion
con las formas de vida de cada hogar. En este
sentido se ha constatado que el principal factor
determinante del crecimiento del vector A. aegypti
es la manera inadecuada de manejar las aguas
estancadas, asi que, si se logra establecer habitos

adecuados en cada hogar, se podria disminuir la
presencia de la enfermedad notoriamente en la
cabecera municipal, asi como la morbimortalidad
gue produce (22,31).

Puede haber un subregistro importante de dengue,
pues es posible que algunos casos no se hayan
notificado porque los pacientes no acudieron a las
instituciones prestadoras de servicios de salud, las
cuales son las encargadas de notificar al Sivigila,
0 porque la condicién no se configuré como caso.

Los canales endémicos se elaboraron con dos méto-
dos, el de promedios moviles y el de suavizacion
exponencial. El primero esté influenciado por datos
extremos y el segundo requiere el uso de diferentes
valores de alfa hasta encontrar el adecuado. No
se tuvieron en cuenta otros métodos, como el de
la media geométrica o el de los cuartiles.
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Seroprevalencia del virus linfotropico humano de tipos 1 y I
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Cali, Colombia, 2008-2014

Carmenza Macia!, Sandra Vargas?, Ana Maria Mora?, Ashly Melissa Sarmiento?,
Robinson Pacheco?®, Fernando Rosso?®

1 Banco de Sangre Fundacién y Servicio Transfusional (sic), Clinica Valle del Lili, Cali, Colombia
2 Facultad de Medicina, Universidad ICESI, Cali, Colombia
3 Centro de Investigaciones Clinicas, Fundacién Valle del Lili, Cali, Colombia

Introduccion. El virus linfotrépico humano (HTLV) de tipos | y Il es un retrovirus prevalente en la Costa
Pacifica colombiana que puede transmitirse por transfusiones de sangre. En el 2014 se reglament6
la tamizacién para bancos de sangre con el fin de reducir la transmisién por medio de la donacion. La
informacién sobre la seroprevalencia del virus en el suroccidente colombiano es limitada.

Objetivo. Determinar la seroprevalencia, el comportamiento a lo largo del tiempo de los resultados
reactivos antes y después de la introduccién del inmunoensayo Western blot y la concomitancia del
HTLV con otros marcadores de infeccion en donantes de un banco de sangre de Cali, Colombia.
Materiales y métodos. Se hizo un estudio trasversal de 77.117 donantes del Banco de Sangre de
la Fundacion Valle del Lili mediante el andlisis de los registros de donantes con prueba reactiva para
anticuerpos IgG anti HTLV I-1l entre enero de 2008 y diciembre de 2014.

Resultados. La seroprevalencia acumulada fue de 0,24 %. Los resultados reactivos fueron mas
frecuentes en mujeres (61 %) y la mediana de edad fue de 37 afios. La seroprevalencia en los afios
previos ala introduccién del Western blot fue de 0,13, 0,19, 0,31y 0,32 % (2008-2012), y posteriormente
fue de 0,18, 0,08 y 0,07 % (2012-2014). La reaccion positiva concomitante con otros marcadores de
infeccion fue de 11 %: sifilis (57 %), HIV (19 %), hepatitis B (14 %) y hepatitis C (9 %). La mayor
seroprevalencia (0,38 %) se registré en el 2012.

Conclusion. Se encontrd una alta prevalencia de pruebas reactivas para el HTLV I-1l en comparacion
con otros estudios. Los resultados de este estudio son un punto de partida para el desarrollo de
estudios poblacionales.

Palabras clave: anticuerpos anti-HTLV-I, anticuerpos anti-HTLV-Il, donantes de sangre, prevalencia,
serologia, Western blotting.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2942

Seroprevalence of human T-lymphotropic virus in blood bank donors at Fundacion Valle del Lili,
Cali, Colombia, 2008-2014

Introduction: Human lymphotropic virus (HTLV I/ll) is a retrovirus that is prevalent across the
Colombian Pacific coast, and is potentially transmissible by transfusion. Blood bank screening has
been regulated since 2004, in order to reduce transmission of HTLV I/Il through donation. Information
on the seroprevalence of the virus in southwestern Colombia is limited.

Obijective: To determine the seroprevalence and the behavior of reactivity to HTLV I/l before and after
the introduction of Western blot, and the comorbidity of HTLV and other infectious markers in donors
from a blood bank in Cali, Colombia.

Materials and methods: We conducted a cross-sectional study of 77,117 blood bank donors from the
Fundacion Valle del Lili by analyzing records of donors who had been tested with the reactive test for
anti-HTLV I-1l antibodies (IgG) between January, 2008, and December, 2014.

Results: The cumulative seroprevalence during the study period was 0.24% (186/77,119). Reactivity was
more common in women (61%), and the median age was 37 years (IQR: 24-48). The seroprevalence in
the years before the introduction of Western blot was 0.13%, 0.19%, 0.31%, 0.32% and 0.18% (2008-

Contribucion de los autores:

Robinson Pacheco y Fernando Rosso: desarrollo de la idea, disefio del estudio y revision critica del contenido

Carmenza Macia y Sandra Vargas: implementacion de las pruebas de tamizacion y confirmatorias, creacion de la base de datos,
andlisis de la informacion y revision critica del contenido

Ana Maria Mora y Ashly Melissa Sarmiento: desarrollo de la idea, revision de la literatura, disefio del estudio y andlisis de la informacién
Todos los autores participaron en la redaccion del manuscrito.

108



Biomédica 2016;36(Supl.2):108-15

Seroprevalencia de HTLV I-1l en Cali

2012), and thereafter it was 0.08% and 0.07% (2012-2014). Concomitant reactivity with other infectious
markers was 11%: syphilis (57%), followed by HIV (19%), hepatitis B (14%) and hepatitis C (9%). The
highest seroprevalence (0.38%) was reported in 2012.

Conclusion: We found a high prevalence of reactivity to HTLV I-1l compared to that reported in other
studies. The results of this study are a starting point for the development of population studies.

Key words: HTLV-I antibodies; HTLV-II antibodies; blood donors; prevalence; serology; blotting, Western.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2942

El virus linfotrépico de células T humanas (Human
T-cell Lymphotropic Virus, HTLV) pertenece a la
familia Retroviridae, subfamilia Oncovirinae y al
grupo de los virus linfotrépicos de primates (PTLV)
(1). Se conocen cuatro subtipos (HTLV I-1V) y solo
los subtipos HTLV | y Il se han relacionado con el
desarrollo de enfermedades en humanos (2-4). El
HTLV-1 es un retrovirus intracelular cuyo blanco
principal son los linfocitos T. La concentracién de
formas libres del virus en plasma es sumamente
baja, por lo cual la transmision se da a partir del
contacto con linfocitos infectados (5). El virus
se puede adquirir por diferentes vias: vertical
(madre-hijo), contacto sexual y via parenteral
por transfusidon sanguinea o uso de inyecciones
e instrumentos de aplicacion de medicamentos
parenterales (6). El riesgo de adquirir la infeccién
varia dependiendo de la via de contagio. La via
mas efectiva de trasmision es la endovenosa,
especialmente la transfusion de glébulos rojos,
seguida de la trasmision por la lactancia, con una
eficiencia de 20 %, y, por ultimo, la via intrauterina
y durante el parto, con 5 % (7).

Son diversas las enfermedades relacionadas con
la infeccion por HTLV I-1I, pero solo entre el 5 y el
10 % de las infecciones progresan a enfermedad
(7). Entre las descritas hasta el momento figuran
la leucemia o linfoma de células T, la paraparesia
espastica tropical o miopatia asociada al HTLV,
la uveitis, multiples alteraciones dermatologicas,
la miositis, la polimiositis, la polineuropatia, los
trastornos psiquiatricos, las infecciones oportu-
nistas, la infeccion por Strongyloides stercoralis y
las condiciones reumatoldgicas autoinmunitarias
(8-10). Se ha reportado la asociacion entre el
desarrollo de un tipo especifico de enfermedad
y la via de transmisién del virus. Fujino, et al.,
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concluyeron que el riesgo de desarrollar leucemia
o linfoma de células T por infeccién con el HTLV
es mayor cuando el virus se adquiere a través de
la leche materna (11); Osame, et al., demostraron
gue existia un mayor riesgo para el desarrollo de
paraparesia espastica tropical o0 miopatia asociada
al HTLV en pacientes que habian adquirido el
virus por transfusién sanguinea (12). La infeccion
simultdnea con el virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV) se presenta con frecuencia en
areas urbanas de Europa y Africa, donde se ha
encontrado con mayor frecuencia en pacientes
que tienen linfoma de células T con complicaciones
neuroldgicas, por lo cual se los considera en riesgo
de complicaciones de mayor gravedad (13).

El HTLV es un virus de distribucion mundial, y se
estima que 20 millones de personas estan infecta-
das con él. Los paises reportados como endémicos
son Japon, paises del centro y occidente de Africa,
de Latinoamérica y de las islas del Caribe. Algunos
estudios realizados en Suramérica reportan que
la prevalencia del virus puede oscilar entre 0,05y
7 % (14-16).

En Colombia se han hecho pocos estudios sobre
la prevalencia, la carga de las enfermedades y la
dindmica de la trasmision del virus. En dos estudios
poblacionesenTumaco, Narifio,en 1988,y en Puerto
Tejada, Cauca, en 1997, se reportaron prevalen-
cias de 7y 3 %, respectivamente (17,18). En otros
estudios llevados a cabo en bancos de sangre del
pais se ha reportado que la seroprevalencia del
virus en donantes puede oscilar entre 0,07 y 3,52 %
(19-21). Los datos adicionales reportados por la
Red Nacional de Bancos de Sangre para el 2013
dan cuenta de una seroprevalencia de 0,21 %,
similar a la reportada para el HIV, la cual fue de
0,23 % (22).

A partir de 2014 es obligatorio para los bancos de
sangre colombianos hacer pruebas de anticuerpos
para los subtipos HTLV | y Il en los donantes
(23); sin embargo, en el Banco de Sangre de la
Fundacion Valle del Lili estas pruebas se vienen
haciendo desde 1996, y a partir de 2012 se intro-
dujo el Western blot como prueba confirmatoria.
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En este estudio se evaluaron los resultados de
la tamizacion para el HTLV | y Il en muestras de
donantes de sangre en el periodo comprendido
entre enero de 2008 y diciembre de 2014, con
el objetivo de determinar la seroprevalencia de
la respuesta reactiva al HTLV, evaluar su com-
portamiento temporal con la prueba de tamizaciéon
utilizada y determinar la doble reaccion frente a
otros marcadores de infeccién en donantes del
banco de sangre de la Fundacion.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo de corte transversal
en el banco de sangre de la Fundacion. Se
analizaron todos los registros de donantes de
cualquier componente sanguineo con prueba reac-
tiva para anticuerpos IgG anti HTLV I-ll, durante el
periodo de 2008 a 2014.

Todos los donantes del banco de sangre de la
Fundaciéon son voluntarios. La captacion de
donantes se hace mediante diferentes estrategias
y en diversos lugares (universidades, empresas,
colegios y en la sede principal de la Fundacién
Valle del Lili). Todos los posibles donantes
contestan un cuestionario del banco de sangre
y se excluyen aquellos considerados de alto
riesgo o quienes se rehlsan a la donacion. Todas
las unidades de sangre obtenidas se someten
a tamizacion para HTLV I-ll, enfermedad de
Chagas, HIV I-11, sifilis, y virus de las hepatitis C y
B (core HBsAQ).

Las unidades de sangre del estudio se tamizaron
para la deteccion de HTLV | y Il con el método de
inmunoensayo de quimioluminiscencia de micro-
particulas (CMIA), el cual se analiz6 mediante
la plataforma automatizada Architect System
(Abbott®). A las muestras reactivas se les repitié
la prueba de tamizacién dos veces y a las que
fueron doblemente reactivas se les hizo la prueba
confirmatoria mediante Western blot (MP Diagnostic
HTLV BLOT 2.4). Ambas pruebas se hicieron
siguiendo las especificaciones de los fabricantes
y estuvieron a cargo de profesionales en bac-
teriologia debidamente entrenados y certificados
por Abbott Diagnostic Division.

Se contactd a todos los donantes con resultados
confirmados mediante Western blot para ofrecerles
asesoria y canalizarlos hacia la aseguradora
de salud a la cual pertenecian, y cada caso fue
reportado al Instituto Nacional de Salud. Las uni-
dades de sangre con dos pruebas de tamizacion
reactivas fueron incineradas, aquellas con una
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sola muestra reactiva y que posteriormente no lo
fueron continuaron en el proceso de preparacion
de las unidades para la donacion.

El Banco de Sangre de la Fundacioén Valle del Lili
cuenta con un programa de garantia de calidad
con controles de calidad internos y externos, estos
ultimos realizados por el Instituto Nacional de Salud,
el programa de Medical Laboratory Evaluation y el
del College of American Pathologists.

Aquellos registros en los cuales se reportaron
otras pruebas de tamizacion reactivas para mas
de una enfermedad infecciosa, se consideraron
como reactivos concomitantes para dos marca-
dores de infeccion.

Andlisis estadistico

Se hizo un analisis univariado. Para determinar
el comportamiento de las variables numéricas, se
uso la prueba de Shapiro Wilk; aquellas con p>0,05
se consideraron con distribucién normal y se pre-
sentaron con promedios y desviacion estandar, y
aquellas con distribucion diferente a la normal se
presentaron con mediana y rangos intercuartilicos
como medida de resumen.

Las variables categoricas se expresaron como
proporciones. La seroprevalencia acumulada de
HTLV se calculé como una proporcion, tomando
como numerador el nimero total de donantes con
prueba de tamizacién reactiva para HTLV y como
denominador, a todos los donantes con prueba
de tamizacion para HTLV durante el periodo del
estudio. Entre 2012 y 2014 la seroprevalencia se
ajustdé mediante la prueba confirmatoria de Western
blot. Se elabord una linea de tendencia con los
datos de las prevalencias calculadas por cada afio
para evaluar el comportamiento de la enfermedad
durante el tiempo del estudio.

Consideraciones éticas

Este estudio se acogio a las normas internacionales
de investigacion del Council for International
Organizations of Medical Sciences (CIOMS), a la
Declaracion de Helsinki y al Cadigo de Nuremberg,
asi como a la normativa colombiana consignada en
el articulo 11 de la Resolucion 8430 de 1993. La
investigacion fue aprobada por el Comité de Etica
en Investigacion Biomédica de la Fundacion Valle
del Lili, segun la carta de aprobacion No. 209-2015.

Resultados

Entre enero de 2008 y diciembre de 2014 se
evaluaron 77.117 registros de donantes a quienes
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se les aplicaron pruebas de tamizacién para
anticuerpos anti-HTLV I-ll, de los cuales 184
resultaron reactivos con el método de CMIA, cifra
equivalente a una seroprevalencia acumulada de
0,24 %. La mediana de edad fue de 37 afios (rango
intercuartilico: 24-48) y la reaccion positiva fue mas
frecuente en mujeres, con 61 % de los donantes
reactivos (cuadro 1).

Entre junio de 2012 y diciembre de 2014 se tami-
zaron 28.345 donantes, de los cuales 55 fueron
doblemente reactivos para la prueba de tamizacion
de CMIA, equivalente a una seroprevalencia de
0,23 %. De estas muestras, 27 fueron positivas en
la prueba confirmatoria de Western blot, para una
seroprevalencia ajustada de 0,10 % (figura 1).

Las seroprevalencias desagregada por afio fueron
de: 0,13 % (2008), 0,19 % (2009), 0,31 % (2010),
0,32 % (2011), 0,38 % (2012), 0,14 % (2013) y
0,13 % (2014). Las seroprevalencias ajustadas
segun los resultados en la prueba confirmatoria de
Western blot entre 2012 y 2014 fueron de: 0,18 %
(2012) 0,08 % (2013) y 0,07 % (2014) (figura 2).

La reaccién positiva concomitante de HTLV I-ll y
otros marcadores de infeccion se presento en 11 %
de los donantes. Los marcadores de sifilis fueron

Cuadro 1. Caracteristicas demograficas de la poblacion de
estudio

Variable n %
Sexo
Hombres 72 39
Mujeres 112 61
Edad (afios)
18-25 52 28
26-35 42 23
36-45 36 20
46-55 35 19
56-65 19 10
Escolaridad
Primaria 34 18
Secundaria 75 41
Técnica 31 17
Universitaria 37 20
Posgrado 1 1
No determinada 6 3
Seguridad social
Subsidiado 29 16
Contributivo 130 71
No determinada 25 14
Estado civil
Soltero 87 a7
Casado 50 27
Union libre 30 16
Divorciado 6 3
Viudo 4 2
No determinado 7 4
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Donantes del Banco de Sangre de la Fundacion Valle de Lili,
enero de 2008 a diciembre de 2014 (n=77.117)

Tamizacion CMIA anti HTLV I-1l, 2008-2014
(n=77.117)

CMIA no reactiva
(n=76,933)

CMIA reactiva, 2008-2014
(n=184)

N2 J
CMIA reactiva CMIA reactiva
01/01/2008 - 31/05/2012 01/06/2012 - 31/12/2014
(n=129) (n=55) 100 %

WB indeterminado
(n=2) 4%

WB positivo
(n=27) 49 %

WB negativo
(n=26) 47 %

Figura 1. Flujograma del proceso de tamizacion y confirmacion
de HTLV I-lI

CMIA: inmunoensayo quimioluminisciente de microparticulas
WB: Western blot

los mas frecuentes (57 %), seguidos del HIV
(19 %), la hepatitis B (14 %) y la hepatitis C (9 %)
(figura 3).

En cuanto a las caracteristicas de la donacién,
97 % de las muestras reactivas en la prueba de
tamizacion se habian obtenido por extraccion de
sangre total, 2 % por extraccion de plaquetasy 1 %
por transfusion de sangre autéloga. En relacion
con la clasificacion ABO de los grupos sanguineos,
se encontré que 64 % pertenecia al grupo O, 22 %
alA, 11 % al B, y 3 % al AB, en tanto que 91,3 %
era Rh positivo.

Discusidn

Entre el 5y el 10 % de las personas infectadas
con HTLV I-ll desarrollan alguna enfermedad
relacionada con este virus (6). La infeccion por
HTLV en individuos asintomaticos no tiene ningun
tratamiento establecido y solo algunas de las
enfermedades relacionadas con el virus lo tienen

(24). El hecho de ser el causante de enfermedades
graves, como la leucemia o el linfoma de células T
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Figura 2. Comportamiento temporal de los resultados reactivos para HTLV en el inmunoensayo quimioluminisciente de

microparticulas y positivos en el Western blot entre 2008 y 2014

El numerador representa el numero total de pruebas reactivas por afio. El denominador representa el numero total de pruebas
tomadas por afio. BS-FVL: Banco de Sangre de la Fundacion Valle del Lili; HTLV I-II: virus linfotrépico humano del tipo I-1l; 2012
(06): periodo de tiempo entre el 1 de junio de 2012 y el 31 de diciembre de 2012; CMIA: inmunoensayo quimioluminisciente de

microparticulas; WB: Western blot

CORE

HCV

HIV

Pruebas de infeccion
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Figura 3. Resultados reactivos para marcadores de infeccion
HIV: virus de inmunodeficiencia humana
HCV: virus de la hepatitis C

y la paraparesia espastica tropical, ubica al HTLV
en la categoria de los virus contra los cuales se
trata de elaborar vacunas eficaces (25). Aunque
algunos grupos de investigadores han trabajado
arduamente en la elaboracion de una vacuna, su
labor ha sido infructuosa hasta el momento. En
consecuencia, la Unica manera de prevenir las
enfermedades relacionadas con el HTLV es evitar
su contagio.

La transfusién de componentes de la sangre puede
representar un importante riesgo de transmision,
especialmente en areas endémicas en las cuales
no se aplica la tamizacion para HTLV I-1I (13). Los
receptores de transfusiones infectados pueden ser
portadores asintomaticos durante toda la vida, y
son una fuente importante de transmision del virus
(24). En Colombia, la Red Nacional de Bancos
de Sangre agrupa las unidades de servicios de
transfusién en 26 departamentos, de los cuales
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solo 10 realizaban pruebas de tamizacién para
HTLV I-Il por estar ubicados en zonas endémicas
para la transmision. No obstante, ya en 1988,
Cortés, et al., demostraron que la seroprevalencia
del virus en zonas no endémicas era superior
a la reportada en las zonas endémicas (21) y, a
partir de febrero de 2014, el Ministerio de Salud y
Proteccidn Social estipulé como obligatorias para
todos los bancos de sangre del pais las pruebas
de anticuerpos contra el HTLV I-ll (Resolucién
00437) (23).

El estudio revel6 que la prevalencia acumulada de
resultados reactivos en las pruebas de tamizacion
para el HTLV I-ll en el Banco de Sangre de
la Fundacion Valle del Lili fue de 0,24 %. En la
mayoria de los paises en donde se ha estudiado
la seroprevalencia del virus, la distribucion ha
sido heterogénea y se ha encontrado una alta
prevalencia en focos poblacionales pequefios y
muy baja prevalencia en areas cercanas (16). Es
importante recalcar que el principal foco pobla-
cional endémico registrado en el Banco de Sangre
de la Fundacién Valle del Lili es Puerto Tejada,
Cauca, y, por lo tanto, su prevalencia resulta alta
con respecto a lo esperado (18).

Al comparar los resultados de esta investigacion
con los estudios en bancos de sangre en los que
solo se usaban pruebas de tamizacion, se encontré
gue en Bogota, Bermudez, et al., reportaron una
seroprevalencia de 0,15 % (19), mucho menor a la
encontrada en el Banco de Sangre de la Fundacion
Valle del Lili. En Caracas, Venezuela, se reportd
una seroprevalencia similar a la encontrada en
este estudio (0,20 %) (13).
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En el Banco de Sangre de la Fundacién Valle del
Lili, el 0,10 % de las pruebas por Western blot
fueron positivas. Al compararlo con otros bancos
de sangre que realizan pruebas confirmatorias,
se observé que, en Bogota, Martinez, et al.,
encontraron 0,07 % de resultados positivos, cifra
menor a la reportada en este estudio (20). Com-
parada con la del estudio de Cortés, et al., la
seroprevalencia en este fue mucho menor (0,45 %)
(21), lo cual podria explicarse porque en el primero
se incluyeron ocho bancos de sangre de diferentes
ciudades colombianas (cuadro 2).

Algunos paises han reportado seroprevalencias
menores: Holanda, 0,002 % (26), Estados Unidos,
0,001 % (27) y Dinamarca, 0,003 %. A diferencia
de lo reportado por investigadores brasileros,
quienes encontraron que la seroprevalencia se
incrementaba con la edad (28-31), en esta inves-
tigacién se registr6 una mayor prevalencia entre
los menores de 30 afios, en tanto que se estabilizd
entre aquellos con mayor edad. En la literatura
cientifica se ha reportado que una persona puede
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presentar anticuerpos detectables muchos afos
después de la infeccion (32), lo cual sugiere que
la poblacion objeto de investigacion adquirié el
HTLV en etapas tempranas de la vida (cuadro
3). Ademas, Castro, et al., encontraron que el
mayor nimero de resultados reactivos frente a los
marcadores de otras infecciones concomitantes
con el HTLV se present6 con el virus de la hepatitis
B (28), mientras que en el presente estudio la
mayor concomitancia se presentd con el virus de
la sifilis y el HIV. Las pruebas de tamizacion de los
bancos de sangre son muy sensibles, por lo cual
se presenta un gran namero de falsos positivos.
En este estudio, de los 55 donantes reactivos en
la prueba de CMIAy de Western blot como prueba
confirmatoria, 26 fueron falsos positivos.

En cuanto al comportamiento temporal de los
resultados reactivos para HTLV I-Il, la seropreva-
lencia aumentd de forma sucesiva desde el 2008
hasta el 2012, tendencia similar a la registrada
en el estudio de Cruz, et al. (19). No se encontré
asociacion causal para este fendmeno, pues en

Cuadro 2. Estudios en bancos de sangre relacionados con la seroprevalencia de HTLV I-1I

Autores Estudio Técnica Fecha Banco de sangre Numero de Prevalencia
muestras (%)
analizadas
Zaninovic A proposito de 5 casos de Aglutinacién de 1997 Poblacién de Puerto Tejada, Cauca 200 3
paraparesia espastica tropical particulas (PA,
en Puerto Tejada (Cauca) Fujirebio Inc.)
y ELISA
Trujillo, Seroprevalence and cofactors 1988 1.077 2,8
etal. of HTLV-I infection in Tumaco,
Colombia.
Cortés, Estudio prospectivo ELISA (Abbott) 1998 Cruz Roja de Bogota 207 0,96
etal. seroepidemiolégico de infeccion y WB Hospital Regional de Leticia 85 3,52
por el virus linfotrépico humano Hospital Universitario de Popayan 165 0,6
Iy Il (HTLV-I/ll) en donantes de Hospital San Pedro de Pasto 160 1,25
saggre.de areas cocliqmplanas Hospital Departamental de Buenaventura 70 1,42
endemicas y no endemicas Hospital Civil de Ipiales 90 1,11
Hospital Universitario de Cartagena 81 1,23
Hospital San Andrés de Tumaco 80 2,5
Global 2.854 0,45
BermUdez, Seroprevalencia de tamizacién MicroELISA 2008 Banco de Sangre Fundacién 93.377 0,08
etal. frente a virus linfotrépico de (ARCHITEC Hematolégica Colombia
células T (HTLV) y factores 1-2000 de 2009 98.396 0,12
asociados a confeccién en Abbott) 2010 100.658 0,28
donantes voluntarios de sangre 2011 141.494 0,23
de Colombia Global 0,17
Martinez,  Seroprevalencia de anticuerpos  ELISAde Murex 1999- Banco de Sangre Clinica Reina Sofia 8.913 0,07
etal. para virus linfotrépicos humanos (ABBOTT) y 2004
(HTLV I/ll) en donantes de Western blot
sangre de una clinica de Bogota,
Colombia, 1999-2004
Ledn, Seropositividad al virus ELISA (Abbott) 2000- Banco Municipal de Sangre de Caracas 23.413 0,20
etal. linfotrépico de células T 2001

humanas tipos | y Il en donantes
del Banco Municipal de Sangre
de Caracas y factores de

riesgo asociados
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Cuadro 3. Distribucion por grupos de edad y seglin sexo de los donantes reactivos en la prueba de CMIA

Afos 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 Total
general

Sexo F M F M F M F M F M F M F M

Rango de

edad (afios) n (%) n (%) n (%) n (%) n(%) n (%) n (%)

18-29 1 (92 2(18) 2(10) 4(19) 9(26) 3 (9 8(20) 7(18) 16(32) 8(16) 3(21) 1 (7) 5(36) 1 (7) 70 (38)

30-39 2(18) 1 (92 1 (5 1 (55 5(15) 4(12) 4(10) 5(13) 6(12) 3 (6) 1 (7)) 1 (7) 0 (00 2(14) 36 (20

40-49 2(18) 0 (0 5(24) 3(14) 3 (99 3 (9 6(15 3 (8 5(10) 3 (6) 1 (7 1 (7) 3(21) 1 (7) 39 (21)

50-65 2(18) 1 (92) 3(14) 2(10) 5(15) 2 (6) 4(10) 3 (8) 6(12) 3 (6) 2(14) 4(29) 2(14) 0 (0) 39 (21)

Total por sexo 7 (64) 4(36) 11(52) 10(48) 22 (65) 12 (35) 22 (55) 18 (45) 33(66) 17 (34) 7(50) 7(50) 10(71) 4(29)

Total general 11 (100) 21 (100) 34 (100) 40 (100) 50 (100) 14 (100) 14 (100) 184 (100)

este intervalo de tiempo no hubo cambios en la
entrevista que se hace a los donantes ni en las
pruebas de tamizacion utilizadas.

El Banco de Sangre de la Fundacion Valle del Lili
capta 20 % de todos los potenciales donantes
del departamento del Valle, por lo tanto, los
resultados de este estudio pueden extrapolarse
a los donantes de los otros bancos de sangre
de la ciudad, en la cual se ha estimado que uno
de cada 500 donantes tendria una prueba de
tamizacion reactiva para HTLV I-ll. Dado que
la poblacion estudiada se selecciond mediante
una encuesta sobre los factores de riesgo para
las enfermedades infecciosas, estos datos no
representan la seroprevalencia de la poblacion
del suroccidente colombiano.

Los resultados de este estudio son un punto de
partida para el desarrollo de futuros estudios
poblacionales que amplien el conocimiento sobre
la dinamica de la trasmision y la carga de las
enfermedades asociadas a la infeccion por HTLV
I-Il. De igual manera, refuerza la necesidad de
implementar y fortalecer las estrategias dirigidas
a interrumpir la cadena de la trasmision en las
poblaciones en riesgo.
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ARTICULO ORIGINAL

Distribucion geografica del mono aullador rojo (Alouatta seniculus)
y la fiebre amarilla en Colombia
Juan Piedrahita-Cortés, Diego Soler-Tovar
Grupo de Epidemiologia y Salud Publica, Universidad de La Salle, Bogota, D.C., Colombia

Introduccioén. Colombia es un pais con gran diversidad de primates no humanos, entre los cuales se
destaca el mono aullador rojo (Alouatta seniculus) por su distribucién y el papel que desempefia en la
presentacion de la fiebre amarilla.

Obijetivo. Describir la coincidencia geogréafica del habitat del mono aullador rojo y la presencia de
fiebre amarilla.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio de caracter descriptivo. Los antecedentes de la fiebre
amarilla en Colombia se obtuvieron de los informes y boletines del Instituto Nacional de Salud y del
estudio de 2013 de Segura, et al. La presencia de A. seniculus se determiné con base en la plataforma
Global Biodiversity Information Facility y el Sistema de Informacion sobre Biodiversidad de Colombia;
los mapas se elaboraron con el programa Diva-Gis, y el modelo de nicho ecolégico bajo las condiciones
actuales, con el programa Maxent.

Resultados. Los departamentos con mayor presencia de A. seniculus fueron Antioquia, Meta
y Casanare; en 69,5 % de los departamentos con antecedentes de notificacion de fiebre amarilla
también habia A. seniculus. El modelo de nicho ecolégico evidencié que Antioquia, Bolivar, La Guajira,
Magdalena, Meta, Santander, Norte de Santander y Vichada tenian porciones de territorio con un
indice de probabilidad cercano a 0,9 (90 %).

Conclusiones. En 69,5 % de los departamentos con antecedentes de fiebre amarilla se registro
la presencia de A. seniculus, lo cual resulta relevante por el papel que los primates no humanos
desempefian como reservorio natural del virus y por su contribucién en la presentacién de la fiebre
amarilla, lo cual les confiere gran utilidad como centinelas.

Palabras clave: Alouatta, enfermedades de los primates, fiebre amarilla, epidemiologia, Flavivirus,
medicina tropical, zoonosis, América Latina.
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Geographical distribution of the red howler monkey (Alouatta seniculus) and yellow fever
in Colombia

Introduction: Colombia is a country with an important diversity of non-human primates, of which the
red howler monkey (Alouatta seniculus) stands out because of its distribution and the role it plays in the
occurrence of yellow fever.

Objective: To describe the geographic co-occurrence of Alouatta seniculus and the reported presence
of yellow fever.

Materials and methods: We conducted a descriptive study. The reported presence of yellow fever in
Colombia was obtained from the reports and bulletins issued by the Instituto Nacional de Salud, and the
study by Segura, et al. (2013). The occurrence of A. seniculus was determined based on the data from
the Global Biodiversity Information Facility and the Colombian Biodiversity Information System. A map
of the occurrence was developed using the DIVA-GIS program, and the ecological niche model under
current conditions was created with the Maxent program.

Results: The departments with the highest occurrence of A. seniculus were Antioquia, Meta and
Casanare; 69.5% of the departments with reported history of yellow fever had co-occurrence with A.
seniculus. The ecological niche model showed that Antioquia, Bolivar, La Guajira, Magdalena, Meta,
Santander, Norte de Santander and Vichada had geographical portions with a probability rate nearing
to 0.9 (90%).
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Conclusions: In 69.5% of the departments with a history of yellow fever there was co-occurrence
with A. seniculus, which is relevant because non-human primates play a well-known role as natural
reservoirs of the virus, and they might contribute to the occurrence of the yellow fever, which makes

them very useful as sentinels.

Key words: Alouatta, primate diseases, yellow fever, epidemiology, Flavivirus, tropical medicine,

zoonoses, Latin America.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2929

Colombia es un pais con una notable biodiversidad
cuyo gran nimero de especies de fauna y flora se
atribuye a su geografia ecuatorial y a su compleja
topografia. El pais es el cuarto mas diverso del
mundo en mamiferos registrados, con cerca de
471 especies nativas confirmadas. Es uno de
los paises méas diversos del mundo en especies
de primates junto con Brasil, Zaire, Camerun,
Indonesia, Madagascar y PerQ, pues cuenta con
31 especies y multiples subespecies (1).

En este estudio la atencion se centrd en la especie
Alouatta seniculus, por ser la de mayor distribucion
en el pais, asi como por su papel de huésped o
reservorio del virus de la fiebre amarilla (1-3)
(figura 1). La fiebre amarilla es una enfermedad
viral aguda, producida por un arbovirus del género
Flavivirus, familia Flaviviridae, que ademas es
zoondtica, endémica y con el riesgo de reemerger
en seres humanos, pese a que existe vacuna,
por lo cual se la considera de interés en salud
publica (2,4,5).

Entre las condiciones que influyen en su aparicion
se destacan la amplia distribucién geografica de
los vectores (Aedes aegypti, Aedes albopictus,
Haemogogus janthinomys y Sabethes sp.), la defo-
restacion, el crecimiento demografico, la cobertura
de la vacunacion, los perfiles ocupacionales y
la variabilidad climética, los cuales afectan la
distribucion del agente, del huésped y del vector
(figura 2). A estos factores se suman, en Colombia,
el desplazamiento forzado, la explotacion de zonas
selvaticas virgenes, la violencia y el narcotrafico,
factores que complican la situacion (4,6,7). La
fiebre amarilla se combate con la vacunacion y
con adecuadas medidas de vigilancia (8).
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Figura 1. Mono aullador rojo (castafio) (Alouatta seniculus)

En el marco de las politicas frente a la enfermedad,
en el pais se han expedido los decretos 1693 de
1979, 2257 de 1986, 786 de 1990, y 2323 y 3518
de 2006, ademés de la Resolucién 412 de 2000
y la adopcion de lo dispuesto en el Reglamento
Sanitario Internacional de 2005; en dichos decretos
se establecen las obligaciones y las competencias
frente a la enfermedad, pero en ninguno de estos
instrumentos legales se reglamentan las medidas
relacionadas con la presencia de los primates
no humanos. Se sabe, ademas, que el trafico de
fauna y la interaccion con los reservorios pueden
representar un riesgo para los humanos. Por otro
lado, la fiebre amarilla es una enfermedad de
aparicion ciclica que suele presentarse cada cinco
o siete afios y se sabe que hay circulacion activa
del virus selvatico, caracteristica que la hace mas
impredecible (9-11).

El objetivo del presente articulo fue describir la
presencia simultdnea de A. seniculus, establecida
segun la informacion disponible en la Global
Biodiversity Information Facility (GBIF) y en el
Sistema de Informacién sobre Biodiversidad de
Colombia (SiB Colombia), y de antecedentes repor-
tados de fiebre amarilla en Colombia.
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Figura 2. Ciclos de transmision de la fiebre amarilla. 1: Ciclo de transmision selvatico; 2: Ciclo de transmision urbano

llustracién de David Mauricio Suarez

Materiales y métodos

Se hizo un estudio de caracter descriptivo. Los
antecedentes de la presencia de fiebre amarilla
en Colombia se obtuvieron de los informes y
boletines del Instituto Nacional de Salud y de otras
publicaciones, primordialmente del informe de
fiebre amarilla en el cuarto periodo epidemiolégico
de 2015, y del articulo “Tendencias de la mortalidad
por fiebre amarilla, Colombia, 1998-2009”, publi-
cado por Segura, et al., en el 2013 (12).

La presencia de A. seniculus se determiné a partir
de los datos de georreferenciacion disponibles en
la Global Biodiversity Information Facility (GBIF -
http://www.gbif.org) y en el Sistema de Informacién
sobre Biodiversidad de Colombia (SiB Colombia
- http://www.sibcolombia.net/web/sib/home); con
esta informacion, se elabor6 el mapa de los sitios
donde se encuentra la especie en Colombia usando
el programa Diva-Gis (http://www.diva-gis.org),
el cual es de libre acceso, no comercial, de facil
manejo para el mapeo y andlisis de la informacion
espacial, y de mucha utilidad en el estudio de la
distribucién de organismos para explicar patrones
geograficos y ecologicos. Se elaboré el modelo de
nicho ecolégico bajo las condiciones actuales con
el programa de modelado de maxima entropia
Maxent (http://www.cs.princeton.edu/~schapire/
maxent/), utilizando 19 capas bioclimaticas en una
resolucién de 2,5 arc-minutos (www.worldclim.org).

Para la busqueda de la literatura cientifica,
se emplearon los siguientes términos de los
Descriptores en Ciencias de la Salud (DeCS):
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(“Yellow Fever” OR “Fiebre Amarilla”) AND
(“Primates” OR “Alouatta”) AND (“Colombia” OR
“America”). Las bases de datos y los sistemas de
indices y resumenes (SIRes) utilizados fueron:
Bireme, Doaj, Lilacs, Pubmed, Redalyc, Scielo,
Science Direct y Scopus.

Resultados

A continuacion se presentan los mapas de la
distribucion de A. seniculus en Colombia segln la
GBIF y el SiB Colombia (figura 3), en los cuales
se observa que los departamentos con mayor
namero de registros para la especie son Antioquia,
Meta y Casanare. Por otro lado, se presenta el
modelo de nicho ecoldgico bajo las condiciones
actuales (figura 4), en el cual se plantea un indice
de probabilidad de 0 a 1 para la presencia de la
especie en estudio; en el modelo se destacan
Antioquia, Bolivar, La Guajira, Magdalena, Meta,
Santander, Norte de Santander y Vichada como
los departamentos con zonas geograficas cuyo
indice de probabilidad para la presencia de A.
seniculus es cercano a 0,9 (90 %), y Atlantico,
Boyaca, Casanare, Cesar, Coérdoba, Sucre y
Risaralda, como aquellos con zonas geogréficas
con un indice de probabilidad cercano a 0,7 (70 %),
el cual se basa en los 19 factores bioclimaticos
determinantes de la presencia del mono aullador
rojo; como se ve, la mayor favorabilidad para la
presencia de la especie se da en la regién andina.

En el mapa de los casos confirmados de fiebre
amarilla a nivel municipal (figura 5) reportados
en el informe del Instituto Nacional de Salud para
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Figura 3. Localidades (puntos rojos) con presencia de Alouatta
seniculus. Se destacan Antioquia, Meta y Casanare (modelado
con el programa Diva-Gis)

Fuente: SiB Colombia y GIBF.org (27 de febrero de 2015, GBIF
Occurrence - http://doi.org/10.15468/dl.94tw36)

el cuarto periodo epidemiolégico de 2015, se
observa que las regiones Caribe y de la Orinoquia
fueron las mas afectadas. Segun Segura, et al.,
los departamentos con antecedentes de casos
probables o confirmados de fiebre amarilla de
2006 a 2009, asi como de mortalidad entre 1998
y 2009, fueron 23, incluido el distrito de Bogota, lo
cual se correlacion6 con la presencia geografica
de A. seniculus segun la GBIF y el SiB Colombia
(cuadro 1) (12).

En 69,5 % de los departamentos con antece-
dentes de fiebre amarilla existe el mono aullador
rojo, segun los registros de la GBIF y el SiB
Colombia, y en 30,5 % no habia registro de su
presencia. Por otro lado, en siete departamentos
habia A. seniculus, pero no existian antecedentes
de fiebre amarilla.

Se evidencio que en 50 % de los 32 departamentos
de Colombia habia simultaneamente anteceden-
tes de fiebre amarilla y monos aulladores rojos.

Mono aullador rojo y fiebre amarilla en Colombia
Discusidn
Este es un andlisis basico que no permitiod
establecer de manera concluyente la existencia
de primates no humanos en las areas con
antecedentes de casos de fiebre amarilla, pero,
con base en la evidencia cientifica disponible
en torno al papel que estos desempefian como
reservorios del virus y los antecedentes de epi-
zootias en investigaciones de casos de fiebre
amarilla, es probable que dichas variables tengan
una correlacion significativa. La participacion del
mono aullador rojo en el ciclo de transmision del
agente de la fiebre amarilla selvatica no debe
generar rechazo de los primates no humanos en
el territorio nacional, por el contrario, ello debe
fomentar su estudio y la adopcién de medidas de
proteccién para aprovecharlos como centinelas de
la enfermedad en Colombia (2,4,5).

La plataforma GBIF ha sido desarrollada por
una organizacion intergubernamental que integra
53 paises y 43 organizaciones internacionales.
Funciona como una red de nodos nacionales de
acceso libre a los datos de biodiversidad de todo
el mundo para apoyar la investigacion cientifica,
fomentar la conservacion biologica y favorecer
el desarrollo sostenible; el SiB Colombia es
una red informatica de acceso libre que facilita
herramientas para la integracion, publicacion y
consulta de la informacién sobre biodiversidad. Sin
embargo, el registro de A. seniculus esta sesgado
por el nimero de registros para la especie en
Colombia. Es necesario anotar que el hecho de
gue no haya registros de su presencia puede estar
relacionado con la cantidad de investigaciones
y, en consecuencia, el nimero de localidades
registradas en una y otra plataforma.

Este sistema es Util porque no existe un conoci-
miento completo sobre la tendencia, la distribucién
o los antecedentes de la fiebre amarilla en los
reservorios y puede proveer una oportunidad
para incentivar las investigaciones en salud en
asociacion con redes y organizaciones de biodiver-
sidad en el mundo. Para el caso de Colombia, no
existe un estudio consolidado sobre antecedentes
de la fiebre amarilla en los reservorios, pero si
existen anotaciones sobre epizootias en algunos
documentos independientes (cuadro 2). Otros
autores, como Defler, han llevado a cabo estudios
sobre la distribucion de diversos primates en
Colombia, los cuales son muy Uutiles desde el
punto de vista biolégico porque detallan el tipo de
ambientes y de climas de algunas de las regiones
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Figura 4. Modelo de nicho ecolégico bajo las condiciones actuales para Alouatta seniculus en Colombia. Se destacan Antioquia,
Bolivar, La Guajira, Magdalena, Meta, Santander, Norte de Santander y Vichada (elaborado con el programa Maxent, 2015)

Figura 5. Municipios con casos confirmados de fiebre amarilla
entre 2000 y 2009. Adaptado del informe de la enfermedad en
el cuarto periodo epidemiologico, Instituto Nacional de Salud,
2015 (modelado con el programa DIVA-GIS)
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donde se encuentran las especies; no obstante,
el analisis geografico y de limites politicos en el
pais puede resultar mas dispendioso (1). De
cualquier modo, se sugiere tener en cuenta el
trabajo de este y otros autores nacionales para
futuras investigaciones.

Es fundamental establecer la coincidencia entre
la presencia de primates no humanos y los
antecedentes de fiebre amarilla, asi como el
modelo de nicho ecolégico bajo las condiciones
actuales, debido al papel que desempefian
dichos primates como reservorios naturales o
huéspedes de la enfermedad. Sin embargo,
es dificil elaborar una lista exhaustiva de los
primates no humanos que pueden ser potenciales
reservorios del virus de la fiebre amarilla, aunque
se pueden puntualizar experiencias y aportes de
entidades como la Organizacion Panamericana
de Salud (OPS), los organismos del sector
ambiental de paises latinoamericanos, asi como
la informacion independiente, para determinar
las especies de mayor distribucién e importancia
epidemioldgica durante el ciclo de aparicién de
la fiebre amarilla selvatica. Entre tales especies
se destacan las del género Alouatta spp., que
resulta involucrado en la mayoria de los casos
de muerte reportados en primates no humanos
en zonas con circulacion comprobada del virus
de la fiebre amarilla. Los dos aspectos clave para
resaltar en este género son su amplia distribucién
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Cuadro 1. Casos y muertes por fiebre amarilla (Segura, et al., 2013) (12) y presencia de Alouatta seniculus (GBIF, 2015)

Departamento o distrito

Casos de fiebre amarilla

Muertes por fiebre

Presencia de Alouatta seniculus

2006 a 2009 amarilla (segun registros de GBIF y SiB
1998 a 2009 Colombia, 2015)
Probables Confirmados
Meta 32 3 6 8
Vichada 9 1 2 3
Bogota 6 0 1 0
Atlantico 6 0 0 1
Caqueta 5 1 5 1
Casanare 4 0 3 5
Amazonas 3 0 0 0
Putumayo 2 0 1 0
Caldas 2 0 1 2
Sucre 2 0 0 3
Norte de Santander 2 0 24 4
Huila 1 0 0 0
Guainia 1 0 1 0
Bolivar 1 1 0 1
Tolima 1 0 0 0
Boyaca 1 0 1 1
Santander 1 0 1 5
Guaviare 1 0 2 1
Risaralda 1 0 0 1
Antioquia 1 0 0 17
Magdalena 1 0 0 3
Cesar 0 0 2 2
Vaupés 0 0 1 0
Cérdoba 0 0 0 2
Chocé 0 0 0 1
Valle 0 0 0 1
Quindio 0 0 0 1
Narifio 0 0 0 1
Cauca 0 0 0 1
Arauca 0 0 0 1
La Guajira 0 0 0 0
Cundinamarca 0 0 0 0
San Andrés y Providencia 0 0 0 0
Cuadro 2. Reportes de casos confirmados de fiebre amarilla en primates no humanos en Colombia
Especie Numero de casos Método de Ano del Lugar Fuente
confirmados/estudiados  diagnéstico hallazgo
Alouatta 4/31 Seroneutralizacion Bosques de Vidales, et al.
seniculus Otros cuatro esqueletos 1979 Mariangola y Rio Biomédica
observados en excursién Seco, Cesar 1981;4:171-86
Alouatta 1/1 Sin datos Corregimiento Velandia, Revista
seniculus 2003 de Minca, MVZ Cérdoba.
rufiventris Santa Marta 2004;9:459
Alouatta spp.  4/5 Inmunohistoquimica 2003y 2004 Cesar y Magdalena Méndez, et
y reaccion en cadena al. Biomédica
de la polimerasa 2007;27:461-7
Alouatta spp.  2/2 Aislamiento viral Parque Ecoldgico OPS/OMS
Otros diez muertos de 2003 y 2004 los Besotes, EER Noticias
tres manadas distintas Valledupar, Cesar Semanales
Vol. 2, No. 1, 8
enero de 2004
Parque Ecoldgico INS. Boletin
Alouatta Sin datos Inmunohistoquimica 2004 los Besotes, Epidemiolégico
seniculus Valledupar, Cesar No. 3, 18 a 24 de

enero de 2004
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en selvas de Centroamérica y Suramérica, y su
gran sensibilidad a pequefias concentraciones de
inoculacion del virus (3,4,13,14).

Otro aspecto importante en la definicion de la
importancia epidemioldgica de los reservorios de
la enfermedad, es reconocer que su presencia
en las zonas selvaticas de Colombia esta con-
dicionada por algunos factores ambientales que
pueden modificar su distribucion. Para referirse
a la zoogeografia de las distintas especies y
subespecies de primates no humanos en Colombia,
es preciso describir el efecto de las diferencias
altitudinales que se presentan en el pais. Se sabe
que el numero de especies disminuye a medida
gque aumenta la altura sobre el nivel del mar, lo cual
se debe al cambio de temperatura, cuyo gradiente
térmico con relacion a la altitud es de 0,55 °C
menos por cada 100 metros adicionales de altura.

Esas diferencias térmicas ejercen una gran presion
en la supervivencia de los primates no humanosy se
pueden explicar por dos aspectos fundamentales:

1) el efecto altitudinal implica consecuencias pri-
marias sobre la diversidad de vegetales boscosos,
que afecta, a su vez, la disponibilidad de alimento
para los primates que alli habitan: a mayor altitud,
menor disponibilidad de alimento;

2) el efecto primario de la altura y la temperatura
sobre la tolerancia individual de la especie en
cuestion implica que los pequefios primates
no humanos que habitan Colombia tienen una
tolerancia térmica restringida, es decir, pertenecen
a especies estenotermas propias de rangos estre-
chos de temperatura que oscilan entre los 23 y los
28 °C, muy sensibles a los cambios térmicos, por
lo cual a mayor altitud y menor temperatura, menor
también la tolerancia de los primates. Ademas,
los aulladores requieren de zonas boscosas de
estructura diversa para su desplazamiento y su
alimentacion (1,15).

Dado que la vigilancia de la fiebre amarilla en
Colombia no se hace en los reservorios, los mapas
y la comprension de la enfermedad se construyen
a partir de los casos humanos. Se entiende que
los sectores de salud y del ambiente son los
responsables de generar ese conocimiento en
el pais, pero hoy no hay un sistema de vigilancia
destinado a la deteccién y descripcion del perfil
epidemiolégico de la enfermedad que recurra a
Sus reservorios naturales como centinelas, lo que
permitiria fortalecer las acciones en salud humana
y animal, asi como priorizar zonas geogréficas para
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su investigacion y prevencion (5,13,16), ademas
de consolidar los antecedentes de la enfermedad
en el reservorio natural.

Considerando que algunos primates no humanos
como A. seniculus son mas propensos a la enfer-
medad, e histdricamente se han relacionado
mas frecuentemente con la aparicion de la fiebre
amarilla, que su distribucién depende de aspectos
ambientales y que desempefian un papel valioso
como indicadores biolégicos o centinelas de la
circulacion viral en zonas selvéticas, el determinar la
distribucion geografica de la enfermedad y de estos
primates constituye un primer paso para establecer
lineamentos de vigilancia epidemioldgica, tal como
lo sefialan las experiencias de Argentina o Brasil,
en donde se han elaborado protocolos para la
vigilancia epidemioldgica de epizootias de fiebre
amarilla (16,17).

La fiebre amarilla es una enfermedad zoonotica
de transmision vectorial. Los principales vectores
que se encargan de su transmisiébn son A.
aegypti y A. albopictus a nivel doméstico, y H.
janthynomis y Sabethes sp. a nivel selvatico. En
Latinoamérica y en Colombia se lleva a cabo,
asimismo, la vigilancia entomoldgica como apoyo
a las decisiones en salud; en los protocolos de
vigilancia de fiebre amarilla de paises como Brasil,
también se contempla la vigilancia en los vectores,
para lo cual es importante generar el conocimiento
sobre la presencia simultanea de la enfermedad,
el reservorio y los vectores, con el fin de tener una
visibn mas completa respaldada por el trabajo
interdisciplinario de las areas de medicina humana,
médica veterinaria y otras ciencias biologicas
para entender la ecologia de las enfermedades
transmitidas por vectores (18-20).

Algunos autores han planteado que el propdsito
de los sistemas de vigilancia en salud animal
para el desarrollo de politicas en salud publica
debe orientarse a formular hipotesis causales y
determinar los factores de riesgo y los protectores
asociados a la aparicion de la enfermedad, pero
también, a estudiar las caracteristicas ambientales
y los factores determinantes propios de la poblacion
de interés para llegar a conclusiones contextualiza-
das (20). Sin embargo, no hay estudios detallados
sobre la presencia de los primates no humanos
como un factor de riesgo para la fiebre amarilla en
Colombia, lo cual va més alla de la descripcion de
epizootias en el curso de brotes de la enfermedad
en humanos. Por otro lado, son mas comunes los
estudios que se basan en los analisis de riesgo y
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en la priorizacién de las poblaciones humanas que
deben someterse a la vacunacién que en el uso
de los primates no humanos como centinelas de la
circulacion viral en el ambito selvatico (5,15,17).

En otro estudio para determinar los factores de
riesgo eco-entomoldgicos de la emergencia de
arbovirus en zonas humedas, se encontraron
relaciones significativas en las frecuencias de
cohabitacién de vectores y reservorios. De cual-
quier modo, el estudio se centré en el virus del Nilo
occidental y la presencia de aves con posibilidad
de adquirirlo, aunque se ejemplificé la forma en que
la coincidencia de huéspedes sensibles y vectores
competentes puede representar un factor de riesgo
para la emergencia o reemergencia de arbovirus
en condiciones ambientales adecuadas (21).

En el 2007 se emitieron las guias de promocién de
la salud y prevencion de enfermedades en salud
publica por parte del entonces Ministerio de la
Proteccién Social de Colombia (22), en las cuales
se determiné que los factores de riesgo propios de
la enfermedad en humanos incluyen los siguientes:
el ingreso a regiones enzodticas sin vacunacion;
el tipo de ocupacién, por ejemplo, en labores de
tala de arboles (lo cual produce la reduccion del
namero de mosquitos); el final de la época de
lluvias cuando la densidad de los vectores es alta
y la gente prepara las tierras para la siembra o la
ganaderia, y ser hombre entre los 15 y los 40 afios
de edad (los hombres se ven afectados cuatro
veces mas que las mujeres y suelen ocuparse
mas en el trabajo rural). Otros factores de riesgo
de urbanizacion de la fiebre amarilla se relacionan
con la expansion geografica y el alto grado de
infestacion de las zonas urbanas por A. aegypti.
El desplazamiento de la poblaciéon por causa del
conflicto armado que afecta el pais también se
establecio, entonces, como un factor de riesgo,
pues favorece el asentamiento de poblaciones no
vacunadas en areas selvéticas.

En el presente estudio se concluyd que, segun
los registros de la GBIF, en 69,5 % de los 23
departamentos con antecedentes de fiebre amarilla
habia A. seniculus, es decir, que en 50 % de los
departamentos de Colombia habia antecedentes
de fiebre amarilla y registros de esta especie.

Los datos obtenidos de la GBIF son importantes
porgue no existe un conocimiento cabal sobre
la distribucién de los primates no humanos en
Colombia, especialmente A. seniculus, ni de
su relacién con los antecedentes reportados de
fiebre amarilla en el pais. Aunque la informacion

Mono aullador rojo y fiebre amarilla en Colombia

gue se presenta no es definitiva, pues dependia
del nimero de investigaciones y registros de la
especie en Colombia en la plataforma consultada,
el empleo de estas bases de datos es valioso para
el estudio de temas de interés en salud publica.

Se sabe el papel que los primates no humanos
desempefian en la aparicion de la fiebre amarilla,
por lo que su empleo como centinelas de la
circulacion viral puede aportar enormemente a
las estrategias de vigilancia de la enfermedad.
Su relevancia como indicadores bioldgicos debe
representar un incentivo para su estudio y pro-
teccion, y para ampliar el conocimiento sobre
la presencia simultdnea de la enfermedad y el
reservorio en el contexto de la formulacion de
nuevas investigaciones en salud y ambiente.

Debe incentivarse el trabajo interdisciplinario en
medicina, medicina veterinaria y otras ciencias
biologicas desde la perspectiva de la epidemio-
logia y la salud publica, para entender mejor la
ecologia de las enfermedades transmitidas por
vectores, asi como para articular los sistemas de
vigilancia en salud humana y animal, en especial
de especies silvestres, a cargo de las autoridades
de salud y ambiente.
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ARTICULO ORIGINAL

Comportamiento de la mortalidad por dengue
en Colombia entre 1985 y 2012

Pablo Chaparro-Narvaez, Willian Le6n-Quevedo, Carlos Andrés Castafieda-Orjuela

Observatorio Nacional de Salud, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia

Introduccion. El dengue en Colombia es un importante problema de salud publica debido a las enormes
pérdidas econdmicas y sociales que ha provocado, especialmente durante los picos epidémicos.
Objetivo. Describir el comportamiento de la mortalidad por dengue en Colombia entre 1985y 2012.
Materiales y métodos. Se hizo un estudio descriptivo. La informacion se obtuvo de las bases de datos
de mortalidad y de las proyecciones de poblacion de 1985 a 2012 del Departamento Administrativo
Nacional de Estadistica (DANE). Se estimaron tasas de mortalidad, razén de tasas y letalidad.
Resultados. Se registraron 1.990 muertes por dengue durante el periodo sefialado. Las tasas de
mortalidad por dengue aumentaron entre 1985 y 1998. Las tasas mas altas se presentaron en hombres
menores de 5 afios y de 65 0 mas afios de edad. Entre 1995 y 2012 los municipios de categorias 1 a 4
también presentaron las tasas mas altas. La letalidad durante el periodo varié entre 0,01 y 0,39 %.
Conclusidn. El dengue es una enfermedad evitable que deberia desaparecer de las estadisticas de
mortalidad como causa de defuncién. La muerte es evitable en la medida en que se implementen y
evallen las actividades propuestas en la Estrategia de Gestion Integrada (EGI)-Dengue. Se recomienda
impulsar el desarrollo de una cultura informética que contribuya a la toma de decisiones y a priorizar la
utilizacion de los recursos asignados.

Palabras clave: dengue/mortalidad, registros de mortalidad, epidemiologia, Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.3009

Dengue mortality in Colombia, 1985-2012

Introduction: Dengue in Colombia is an important public health problem due to the huge economic and
social costs it has caused, especially during the disease outbreaks.

Objective: To describe the behavior of dengue mortality in Colombia between 1985 and 2012.
Materials and methods: We conducted a descriptive study. Information was obtained from mortality and
population projection databases provided by the Departamento Administrativo Nacional de Estadistica
(DANE) for the 1985-2012 period. Mortality rates, rate ratios, and case fatality rates were estimated.
Results: A total of 1,990 dengue deaths were registered during this period in Colombia. Dengue
mortality rates presented an increasing trend with statistical significance between 1985 and 1998. Higher
mortality rates were reported in men both younger than 5 years and older than 65 years. Between 1995
and 2012, category 1 to 4 municipalities reported the highest mortality rates. Case fatality rates varied
during the period between 0.01% and 0.39%.

Conclusion: Dengue is an avoidable disease that should disappear from mortality statistics as a cause
of death. The event is avoidable if the proposed activities from the Estrategia de Gestion Integrada
(EGI)-Dengue are implemented and evaluated. We recommend encouraging the development of an
informational culture to contribute to decision making and prioritizing resource allocation.

Key words: dengue/mortality, mortality registries, epidemiology, Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.3009
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se han identificado el crecimiento de la poblacién,
la urbanizacién no planificada, el incremento de los
viajes aéreos, las migraciones y el deterioro de los
programas de control (2,3).

El dengue es una enfermedad infecciosa, endémica
en muchos paises tropicales y subtropicales, cau-
sada por un virus ARN del género Flavivirus (familia
Flaviviridae), del cual se conocen cuatro serotipos,
cada uno de ellos con capacidad de producir la
enfermedad. El virus es transmitido a los humanos
por la picadura del mosquito hembra infectado del
género Aedes. Desde el punto de vista clinico, esta
infeccion puede cursar asintomatica (4,5) o con
una gran variedad de sintomas, con evolucion y
resultados impredecibles (6).

En el 2010, se estimaba que el dengue causo
alrededor de 96 millones de infecciones aparentes
a nivel mundial, de las cuales 66,8 millones
ocurrieron en Asia, 15,7 millones en Africa, 13,3
millones en las Américas y 0,18 millones en
Oceania. Asimismo, se calculé que era el causante
de 293,9 millones de infecciones no aparentes
(7). En ese mismo afio, fue el responsable de la
pérdida de 825.000 (344.000 a 1'412.000) afios de
vida ajustados por discapacidad (AVAD), es decir,
12 (5 a 20) AVAD por cada 100.000 habitantes (8).
Se ha establecido que 3.970 millones de personas
en 128 paises estan en riesgo de infectarse con el
virus del dengue (9).

El dengue ha sido una de las principales causas
de hospitalizacion y muerte en los paises asiaticos
y de América Latina (10), y se ha establecido que
anualmente es el responsable de cerca de 22.000
muertes en el mundo (4,7,11), muchas de ellas
asociadas con el dengue hemorragico, o dengue
con signos de alarma (12), y con el dengue grave
(6). Se ha calculado que la tasa de mortalidad por
dengue hemorrégico en la mayoria de los paises
es de alrededor de 5 %, y que los nifios y adultos
jévenes son los mas afectados (13), asi como
los ancianos y los pacientes con enfermedades
concomitantes (14,15) como la diabetes y la
hipertension (16). Entre los factores que se
asocian con la muerte por dengue estan los que
facilitan la transmisién del virus, la gravedad
de la enfermedad, las barreras de acceso a los
servicios de salud, la residencia en municipios
con una poblacion menor de 100.000 habitantes
y una edad de méas de 65 afios (17), asi como
la endemia, la precipitacién anual, la densidad
poblacional y la circulacién del serotipo 2, entre
otros (18).
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La mortalidad debida al dengue se considera evi-
table y su reduccion depende principalmente de la
deteccion precoz de los casos, el acceso oportuno
a los servicios de salud y la calidad de la atencién
gue se le proporcione a los afectados (19).

El dengue en Colombia es un importante pro-
blema de salud publica debido a las enormes
pérdidas econdmicas (20,21) y humanas que
provoca, especialmente cuando se presentan
epidemias. En el pais, 74 % de las cabeceras
municipales estan situadas por debajo de los
1.800 metros sobre el nivel del mar (msnm), y
presentan condiciones climaticas, geograficas y
epidemiolégicas aptas para la transmisién de la
enfermedad; de igual manera, se estima que cerca
del 55 % de la poblacion colombiana se encuentra
en riesgo de enfermar o morir por esta causa.

En el pais se han hecho diversas investigaciones
sobre aspectos relacionados con esta enfermedad.
Sin embargo, a pesar de su reaparicién, no se
conoce el comportamiento de la mortalidad por
dengue debido a que son escasos los estudios
epidemioldgicos sobre el tema. En este contexto,
el objetivo de este estudio fue describir el com-
portamiento de las defunciones debidas a dengue,
entre 1985y 2012.

Materiales y métodos

Se hizo un estudio descriptivo para determinar
el comportamiento de la mortalidad por dengue
en Colombia entre 1985 y 2012. Los datos se
obtuvieron de los registros de los certificados indi-
viduales de defuncién consolidados en las bases
de datos sobre mortalidad del Departamento
Administrativo Nacional de Estadistica (DANE).

Se analizaron las muertes codificadas como dengue
de acuerdo con las normas de la Clasificacion
Internacional de Enfermedades (novena revision
para el periodo 1985-1996 y décima para el
periodo 1997-2012) (22,23). La codificacién de las
defunciones para el periodo de estudio cambi6 al
codigo 0610 en la novena revision, y a los codigos
A90 y A91 en la décima revision; en general, el
diagndstico de dengue se conservé.

La informacién sobre la poblacién entre 1985 y
2012 se obtuvo de las estimaciones y proyecciones
producidas por el DANE (24).

Las variables consideradas fueron: afo de registro
de la defuncion, poblacion total por afio, nUmero
de muertes, sexo, edad, categoria del municipio
de residencia habitual, municipio de residencia
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habitual y codigo de causa basica de defuncion.
La categoria del municipio empleada fue la sefia-
lada en la Ley 617 de 2000, la cual clasifica los
municipios de acuerdo con el nUmero de habitantes
y los ingresos corrientes de libre destinacion
(cuadro 1) (25).

Se estimaron las tasas crudas de mortalidad por
sexo y grupos de edad (0 a 4,5 a 14, 15 a 44, 45
a 64, y 65 y mas afios). Las tasas se presentaron
como muertes por 100.000 personas al afio.

Para comparar la evolucion de la mortalidad en el
tiempo, se calcularon las tasas anuales ajustadas
por edad desde 1985 hasta 2012 utilizando el
método directo y tomando como poblacién de
referencia la poblacién nacional por grupos de
edad y por quinquenios del censo de 2005. Se
calculé la letalidad anual de los casos de dengue
a partir de la informacién de los registros de
morbilidad consolidados por el programa de con-
trol de vectores del Ministerio de Salud y de la
Proteccion Social para los afios 1985 a 1997 y de
la informacion del Sistema de Vigilancia de Salud
Pdblica (Sivigila) del Instituto Nacional de Salud
para los afios 1998 a 2012. Se calcularon razones
de tasas con su respectivo intervalo de confianza
de 95 % para los periodos 1985-1994, 1995-2004
y 2005-2012, con el fin de comparar por grupos
de edad y por categoria municipal.

La informacion sobre la circulacion de los serotipos
del virus de dengue se obtuvo de los consolidados
del Laboratorio de Virologia del Instituto Nacional
de Salud.

Para el procesamiento de la informacién obtenida,
se emplearon hojas de calculo de Microsoft Excel®.
La informacion se analizé con el programa Stata®,
version 12.

Esta investigacion tuvo en cuenta los requisitos
éticos establecidos en la Resolucién 8430 de 1993
del Ministerio de Salud de Colombia, que en su
articulo 11 establece que los estudios de este tipo
son investigaciones “sin riesgo”.

Resultados

Entre 1985 y 2012, se registraron 1.990 muertes
por dengue en Colombia; 55,6 % (1.106) de los
fallecimientos se present6 en hombres. El promedio
de edad fue de 29,7 afios para hombres y de 30,4
aflos para mujeres. La relacién entre hombres y
mujeres fue de 1,25:1. La tasa cruda de mortalidad
para el periodo de estudio fue de 0,18 muertes
por 100.000 habitantes (0,20 para hombres y 0,16

Mortalidad por dengue en Colombia, 1985-2012

Cuadro 1. Clasificacion de los municipios colombianos

Categoria Tamafio de Ingresos corrientes

municipal la poblacion de libre destinacion
municipal (SMLMV)

6 <10.000 Hasta 15.000

5 10.001 - 20.000 > 15.000 - 25.000

4 20.001 - 30.000 > 25.000 - 30.000

3 30.001 - 50.000 > 30.000 - 50.000

2 50.001 - 100.000 > 50.000 - 100.000

1 100.001 - 500.000 >100.000 - 400.000
Especial >500.000 >400.000

SMLMV: salarios minimos legales mensuales vigentes
Fuente: Ley 615 de 2000

para mujeres). Durante este periodo, las tasas de
mortalidad presentaron grandes variaciones que
permitieron establecer dos patrones, uno entre
1985 y 1996, en el que las tasas oscilaron entre
0,0 y 0,05 muertes por 100.000 habitantes, y otro
entre 1997 y 2012, en el que las tasas variaron
entre 0,15 y 0,60 casos por 100.000 habitantes
(figura 1). En este dltimo periodo, las tasas de
mortalidad mas altas correspondieron a los afios
1998, 2000-2001, 2006 y 2010. Por sexo, las tasas
de mortalidad fueron mas altas en hombres (cuadro
2). Se estim6 que las tasas de mortalidad de los
hombres correspondieron a 1,31 (IC,,, 1,20-1,43)
veces las tasas de la mortalidad en las mujeres.
Para los grupos de edad de 75 a 79 afios, y 80 y
mas afios, las tasas de mortalidad de los hombres
fueron de 1,55 (IC,,, 1,21-1,99) y 2,87 (IC,,,, 2,34-
3,51) veces las tasas de mortalidad de las mujeres,
respectivamente.

La letalidad por dengue para el periodo de estudio
fue de 0,20 %; en el 2000 se present6 la mas alta
con 0,39 %. Entre 1985 y 2012, circularon en el
pais los cuatro serotipos del virus del dengue
(cuadro 2).

Las tasas de mortalidad especificas por grupo de
edad evidenciaron un panorama complejo debido
a las amplias variaciones durante el periodo (figura
2). Las tasas mas altas se registraron en el grupo
de 65y mas afios de edad durante todo el periodo.
A partir de 1998, las tasas de los menores de 5
afos también fueron altas (cuadro 3).

La razon de tasas por grupos de edad de todo
el periodo indicé que los grupos de 65 y mas
afios y de 0 a 4 afios presentaron un riesgo que
super6 en 9,82 y 6,86 veces el del grupo de 45
a 64 afios, respectivamente. Al comparar las
tasas de mortalidad por grupos de edad de los
periodos 1985-1994 y 2005-2012, se presentd un
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Figura 1. Tasas de mortalidad por dengue, Colombia, 1985-2012

Fuente: Estadisticas vitales, DANE

Cuadro 2. Tasas crudas de mortalidad por dengue seguin sexo,
Colombia, 1985-2012

Tasa de mortalidad Serotipo circulante

Ano

Letalidad

Hombre  Mujer reportado®
1985 0,02 0,02 DENV 1, 2
1986 0,03 0,03 DENV 1, 2
1987 0,02 0,02 DENV 1, 2
1988 0,02 0,06
1989 0,01 0,00
1990 0,08 0,01 0,09 DENV 1, 2,4
1991 0,00 0,03 0,03
1992 0,03 0,01 0,04 DENV 2
1993 0,01 0,02 0,02 DENV 1, 2,4
1994 0,01 0,00 0,01
1995 0,02 0,01 0,01 DENV 1, 2,4
1996 0,03 0,02 0,02
1997 0,29 0,26 0,44 DENV 1, 2,4
1998 0,65 0,55 0,37 DENV 1, 2
1999 0,19 0,11 0,28
2000 0,30 0,19 0,39
2001 0,45 0,31 0,25 DENV 1, 2,4
2002 0,44 0,32 0,19 DENV 1, 3,4
2003 0,34 0,26 0,21 DENV 1, 2,3
2004 0,19 0,14 0,29 DENV 1, 2,4
2005 0,25 0,23 0,24 DENV 1, 2,3
2006 0,32 0,22 0,30 DENV 1, 2, 3,4
2007 0,26 0,20 0,23 DENV 1, 2,3,4
2008 0,14 0,20 0,20 DENV 1, 2,3,4
2009 0,25 0,16 0,17 DENV 1, 2,3,4
2010 0,54 0,45 0,14 DENV 1, 2,3,4
2011 0,22 0,18 0,30 DENV 1, 2,3,4
2012 0,25 0,17 0,18 DENV 1, 2,3,4

Fuentes: Estadisticas vitales, DANE; Programa de control de vectores,
Ministerio de Salud y Proteccion Social; Sivigila, Instituto Nacional de
Salud; *Laboratorio de Virologia, Instituto Nacional de Salud

importante aumento en todos los grupos, el cual
fue mayor en el de 5 a 14 afios; al confrontar las
tasas de mortalidad de los periodos 1995-2004 y
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2005-2012, también se encontré un incremento en
todos los grupos, aunque no tan acentuado como
el encontrado para los periodos anteriores (cuadro
3). Las tasas de mortalidad por dengue mas altas
se hallaron en los municipios ubicados en la ribera
del rio Magdalena y, de forma aislada, en sectores
de la Orinoquia, la Amazonia y la Costa Atlantica
(figura 3).

La razoén de tasas por categoria de municipio para
el periodo 1985-1994 mostré que los municipios de
categoria 3, 4 y 6 presentaron un riesgo de 8,10,
8,37 y 7,39 veces, respectivamente, en relacion
con los municipios de categoria especial. Para
los periodos 1995-2004 y 2005-2012, la razén
de tasas de los municipios de categorias 1 a 4
fue mayor que la de los municipios de categoria
especial. Al comparar las tasas de mortalidad
por categoria municipal entre los periodos 1985-
1994 y 2005-2012, se registré un gran incremento
en todas ellas, y el cambio més acentuado se
dio en los municipios de categoria especial y en
los de categorias 1y 2. Al comparar las tasas de
mortalidad de 1995 a 2004 y de 2005 a 2012, se
encontrod una disminucion en todas las categorias
de municipios, especialmente en los de categoria
1, 2y 6 (cuadro 4).

Discusion

De acuerdo con los resultados de este estudio,
las tasas de mortalidad por dengue en Colombia
presentaron grandes variaciones y tendencia al
incremento entre 1997 y 2012. En los hombres de
los grupos de edad de menores de 5 afos y de

65 y mas afios, las tasas de mortalidad fueron las
mas altas. Entre 1995 y 2012 los municipios de
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Figura 2. Tasas de mortalidad por dengue segun grupo de edad, Colombia, 1985-2012

Fuente: Estadisticas vitales, DANE

Cuadro 3. Tasas de mortalidad por dengue segun grupo de edad, Colombia, 1985-2012

Periodo Grupo Muertes Poblacion  Tasa de Razon de Intervalo de confianza de 95 % Variacion
de edad mortalidad tasas
Inferior Superior
1985-1994 Vs.
2005-2012
1985-1994 Oa4 15 4'410.398 0,34 7,68 3,6 16,4 1439,5
5al4 4 4'222.096 0,09 2,14 0,64 7,10 2273,9
15a44 15 7'721.940 0,19 4,39 1,93 9,96 11443
45 a 64 7 15'804.837 0,04 1 1470,1
65y + 30 1'650.305 1,82 41,04 25,17 66,92 156,6
1995-2004 Vs.
2005-2012
1995-2004 Oa4 246 4'533.372 5,43 6,97 5,84 8,31 108,8
5al4 161 5'648.191 2,85 3,66 2,97 4,51 114,4
15a44 278 8'759.959 3,17 4,07 3,39 4,90 93,5
45 a 64 146 18'744.379 0,78 1 111,9
65y + 176 2'288.754 7,69 9,87 8,26 11,79 110,8
2005-2012 Oa4 225 4'297.121 5,24 7,53 6,31 8,99
5al4 176 7'825.628 2,25 3,23 2,63 3,98
15a44 213 8'812.462 2,42 3,46 2,85 4,24
45 a 64 145 20'851.315 0,70 1
65y + 137 2'936.907 4,66 6,71 5,48 8,21
1985-2012 Oa4 501 4'421.952 11,33 6,86 6,07 7,76
5al4 352 5'760.996 6,11 3,70 3,21 4,27
15a44 516 8'404.239 6,14 3,72 3,26 4,25
45 a 64 302 18'296.524 1,65 1
65y + 364 2'245.923 16,21 9,82 8,68 11,11

Fuente: Estadisticas vitales, proyecciones y estimaciones de poblacién, 1985-2020, DANE

categoria 1 a 4 también presentaron las tasas mas
altas. La letalidad durante el periodo varié entre
0,01y 0,39 %.

Las variaciones de las tasas de mortalidad regis-
tradas probablemente sean el resultado de la
confluencia de varios factores, entre los que se
cuentan el comportamiento de esta enfermedad en
el contexto latinoamericano, las distintas medidas

adoptadas por los programas regional y nacional
para la prevencion y el control de la enfermedad,
y la dinamica de la transmision del virus.

Durante el siglo pasado, en la década de los afios
ochenta, la falta de sostenimiento y el abandono
de los programas de control y erradicacion de A.
aegypti condujeron a la reinfestacion de la mayoria
de los paises de la region de las Américas (26). En
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Figura 3. Mortalidad por dengue por municipios, Colombia, 1985-2012
Fuente: Estadisticas vitales, proyecciones y estimaciones de poblacién, 1985-2020, DANE

Cuadro 4. Tasas de mortalidad por dengue segun clasificacion municipal, Colombia, 1985-2012

Periodo Categoria Poblacion Muertes Poblacion Tasade Razon de Intervalo de confianza de 95%  Variacion
municipal municipal mortalidad tasas
Inferior Superior
1985-1994 Vs.
2005-2012
1985-1994 6 <10.000 7 2'035.146 0,34 7,39 2,78 19,63 460,5
5 10.001 - 20.000 7 4'144.146 0,17 3,63 1,24 10,60 934,3
4 20.001 - 30.000 12 3'079.870 0,39 8,37 3,51 19,99 486,3
3 30.001 - 50.000 13 3'448.816 0,38 8,10 3,41 19,24 598,1
2 50.001 - 100.000 7 3'178.709 0,22 4,73 1,67 13,39 1439,9
1 100.001 - 500.000 19 7'176.260 0,26 5,69 2,38 13,60 1409,1
Especial >500.000 5 10'746.628 0,05 1 3353,9
1995-2004 Vs.
2005-2012
1995-2004 6 <10.000 46 2'385.860 1,93 1,20 0,87 1,65 -32,6
5 10.001 - 20.000 77 4'407.306 1,75 1,08 0,84 1,41 -3,5
4 20.001 - 30.000 75 3'283.345 2,28 1,42 1,09 1,85 -6,6
3 30.001- 50.000 100 3'799.978 2,63 1,64 1,29 2,07 0,5
2 50.001 - 100.000 130 3'833.692 3,39 2,11 1,71 2,61 -26,0
1 100.001 - 500.000 360 9'009.804 4,00 2,47 2,11 2,93 -31,4
Especial >500.000 213  13'254.670 1,61 1 -18,8
2005-2012 6 <10.000 34 2'616.696 1,30 0,99 0,69 1,43
5 10.001 - 20.000 78 4'626.864 1,69 1,29 0,99 1,68
4 20.001 - 30.000 76 3'562.125 2,13 1,64 1,26 2,13
3 30.001- 50.000 109 4'120.929 2,65 2,03 1,61 2,55
2 50.001 - 100.000 110 4'381.248 2,51 1,93 1,53 2,42
1 100.001 - 500.000 287 10'463.497 2,74 2,10 1,76 2,51
Especial >500.000 195 14'952.074 1,30 1

Fuente: Estadisticas vitales, proyecciones y estimaciones de poblacion, 1985-2020, DANE; Ley 615 de 2000
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la década de los noventa, a pesar de la exhortacion
al fortalecimiento de los programas nacionales y
locales de prevencion y lucha contra el dengue, se
presentaron epidemias que afectaron a la mayoria
de los paises de la region, las cuales coincidieron
con la circulacion de todos los serotipos de dengue.
En los albores del actual siglo, se adopt6 en los
paises de la region de las Américas la Estrategia de
Gestion Integrada para la Prevencion y el Control
del Dengue (EGI-Dengue) como medida para la
prevencion y el control de la enfermedad (27).

La dindmica de transmision del virus, que obedece
a la interaccion entre el ambiente, el agente, la
poblacion de huéspedes y el vector, aunada a los
distintos contextos sociales, culturales, econémicos
y politicos de las areas donde la enfermedad se
presenta, fue la responsable de las epidemias de
los afios 1987, 1990, 1993, 1995, 1998, 2002 y
2010, de las cuales la pandemia de 1998 produjo
el mas alto nimero de muertes que se haya
registrado en el pais.

En los tres periodos analizados, los municipios
con diferente nivel de desarrollo presentaron, en
general, tasas de mortalidad mas altas que los
municipios de categoria especial; sin embargo,
la razon de las tasas de mortalidad fue estadis-
ticamente significativa para los municipios de
categorias 1 a 4 en los periodos 1995-2004 y
2005-2012. Es posible que en los municipios de
categorias 1 a 3 las actividades de prevencion y
control de vectores, a cargo del nivel municipal,
no fueran suficientes, pero en los de categoria
4, en los cuales esta responsabilidad es de
competencia del nivel departamental, tampoco
resulté efectiva (28).

Independientemente de la categoria del municipio,
la gran mayoria experimentd un crecimiento de
la poblacion, y se vio afectada por la migracion
del campo a la ciudad y por la urbanizacién no
planificada, a lo cual hay que afadir la insuficiente
infraestructura urbana basica, las viviendas con
condiciones deficientes, y la falta de un adecuado
suministro de servicios como agua, alcantarillado
y recoleccién de basuras (29,30). Por otra parte,
la proliferacion masiva de productos no recicla-
bles, como plasticos no retornables, envases y
neumaticos, condujo a un deterioro del medio
ambiente que favorecio el aumento de los criaderos
de mosquitos (31).

Si a estos factores se suman el incremento de
la migracién de individuos a areas endémicas
para el dengue, el deterioro de las medidas de

Mortalidad por dengue en Colombia, 1985-2012

prevencion y control del vector, y los limitados
recursos economicos y humanos destinados a
las actividades de salud publica, se comprende
la razon por la cual el dengue se establecid
como una enfermedad persistente en la poblacion
colombiana (3).

Se evidenciaron mayores tasas de mortalidad
por dengue en los municipios con menor densi-
dad poblacional y menores ingresos econémicos
(municipios de categoria 6) que en los municipios
con mayor densidad poblacional y mayores
ingresos econdmicos (municipios de categoria
especial). La Ley 715 del 2001 establecié como
competencias de los departamentos del pais la
implementacion de las acciones de control de
vectores en los municipios de categorias 4, 5y
6 de su jurisdiccion, y como competencias de los
distritos y municipios de categoria especial, y de
categorias 1, 2y 3, la formulacién y la ejecucién de
las acciones de promocién, prevencion, vigilancia
y control de vectores (28). Con estas disposiciones
es posible que se hayan debilitado las actividades
de control habitual en los municipios de cate-
goria 6 debido a que los departamentos redujeron
sus actividades en este campo. Es probable que
estos (ltimos municipios no contaran con los
recursos humanos, fisicos y financieros para
asumir las responsabilidades, lo cual también
se ha evidenciado en los procesos de reforma
y descentralizacion implementados en América
Latina (32).

Se considera que la calidad de la atencién médica,
el acceso oportuno a los servicios de salud, la
promocion y la prevenciéon son elementos basi-
cos para reducir la mortalidad por dengue (19).
En Colombia, la reforma y la descentralizacion
separaron estas actividades, de manera que las de
promocion y prevencion quedaron a cargo de las
secretarias locales de salud, y las de diagnéstico
y tratamiento, en manos de las aseguradoras y las
instituciones prestadoras de servicios de salud.

Otros factores que también han podido contribuir
al aumento de la mortalidad son la ocupacion, la
pobreza, el analfabetismo, los conocimientos y
las practicas de la comunidad en relacion con la
enfermedad, la desnutricion, la falta de acceso
al diagnéstico y la disponibilidad y la oportunidad
de tratamiento, y la capacidad y calidad de los
mismos servicios de salud (33). Entre las practicas
inadecuadas relacionadas con las medidas pre-
ventivas y de control de la enfermedad, figura el
almacenamiento de agua, una practica comun
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que, independientemente de la condicion socio-
econOmica de la poblacion, se da como respuesta
a las interrupciones del suministro y a su precio
elevado en algunos lugares (34).

Las tasas de mortalidad por grupo de edad fueron
mas altas entre los menores de 5 afios y mayores
de 64 afios. Patrones similares se han reportado
en México (35) y Tailandia, aunque en periodos
diferentes (36,37). En los grupos de mas edad,
el riesgo de morir aumenta y probablemente
esta asociado con el incremento del nimero de
enfermedades concomitantes y con una mayor
propensién a contraer infecciones en general
(38,39); también se ha aducido la transicién
demografica (40).

Los hallazgos de este estudio tienen implicaciones
para las estrategias de prevencién y control del
dengue. El modelo de gestién EGI-Dengue tiene
como obijetivo fortalecer los programas nacionales
para reducir la morbilidad, la mortalidad, y la carga
social y econémica que produce el dengue. Sin
embargo, se han sefialado problemas y debilida-
des relacionados con la gerencia del programa,
con la vigilancia epidemioldgica y entomoldgica
y el control del vector, con la atencion de los
pacientes y el servicio de laboratorio, y con la
comunicacion social, aspectos que deben ser
revisados y corregidos.

Otros factores que pueden explicar la muerte
debida a dengue son los que tienen que ver con las
practicas clinicas en la atencién de los pacientes,
principalmente los relacionados con la atencién
en la primera consulta, en la que el diagnéstico
puede pasar desapercibido, asi como con el uso
de pruebas inapropiadas y la interpretacion de sus
resultados (6).

Los resultados que se presentan deben inter-
pretarse con precaucion debido a que provienen
de una fuente de informacién secundaria, lo
cual implica limitaciones en la calidad de los
datos (cobertura y contenido), asi como en su
completitud y validacion. En relacion con la
cobertura, el subregistro puede ser consecuencia
de las dificultades para determinar la causa exacta
de la muerte. La causa basica de defuncion
podria quedar enmascarada por una inadecuada
elaboraciéon de las causas en el certificado de
defuncién, debido a que se pueden registrar los
eventos derivados de las complicaciones que
produce el dengue o las enfermedades que se
consideran en su diagnostico diferencial (41).
Igualmente, es posible que al establecer la causa
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del fallecimiento no se tenga en cuenta la definicion
de muerte por dengue establecida en el protocolo
de vigilancia en salud publica desde la década
pasada (42). A pesar de que en los ultimos afos
la vigilancia de esta enfermedad ha incorporado
el andlisis de los casos de muerte, aln falta
comparar y validar la informaciéon recopilada en
los certificados de defuncién correspondientes a
defunciones por dengue.

Por otra parte, puede haber dificultades para el
calculo preciso de las tasas de mortalidad rela-
cionadas con problemas que afectan el numerador
0 el denominador. El numerador puede verse
influido por el subregistro en las defunciones, en
tanto que el denominador puede verse afectado
por la poblacién considerada para la estimacion, ya
sea la poblacion total o la poblacion en riesgo. En
este estudio se utilizé la primera, con lo cual pudo
haberse diluido la magnitud de la enfermedad.
La poblacién en riesgo es dificil de establecer
si se tiene en cuenta la altitud de los municipios
considerados endémicos, asi como el vector.

A pesar de las limitaciones, en este estudio se
analizé el comportamiento de la tendencia de
la mortalidad por dengue y puede ser la base
para llevar a cabo investigaciones que utilicen
otras metodologias y que permitan ampliar el
conocimiento sobre la mortalidad por dengue en
la poblacion colombiana en riesgo.

En conclusion, el dengue es una enfermedad
evitable que deberia desaparecer de las esta-
disticas de mortalidad como causa de defuncion.
La muerte puede evitarse en la medida en
que se implementen y evallen las actividades
propuestas en la EGI-Dengue, como la vigilancia
epidemioldgica; la implementacion de practicas
eficaces para el diagnostico del dengue en las
redes de laboratorios; la vigilancia y el control de
los vectores; el manejo clinico de los pacientes, y
la comunicacion y la movilizacion social (27).

Asimismo, se recomienda impulsar el desarrollo de
una cultura informatica entre los responsables de la
vigilancia en salud publica, la cual deberéa incorporar
las estadisticas vitales y la informacion del pro-
grama de prevencion y control de las enfermedades
transmitidas por vectores, con el fin de conocer en
tiempo real los casos de mortalidad con base en
el certificado de defuncién y de que se mejore la
calidad de los datos que se consignan. Aunque
aun hay retrasos y limitaciones en la consolida-
cion nacional de la informacién proveniente de los
certificados de defuncién, estos son la principal



Biomédica 2016;36(Supl.2):125-34

fuente de informacién sobre la mortalidad y con-
tribuyen a la adopcion de decisiones y a priorizar
la utilizacion de los recursos asignados.
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