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Resumen

Introduccion: Chikungunya causa una enfermedad caracterizada por la aparicion
abrupta de fiebre, artralgia severa incapacitante y rash. Los factores genéticos podrian
jugar un rol importante en la progresion de la enfermedad. Estudios recientes sugieren
que los antigenos que definen grupos sanguineos podrian afectar la susceptibilidad a la
infeccion con Chikungunya,

Objetivo: Determinar la asociacion entre la enfermedad producida por el virus del
Chikungunya y factores genéticos (ABO, Lewis, Secretor, CCR5A32) vy clinicos —
epidemioldgicos del huésped durante el brote de la enfermedad en la poblacion de
Ledn, en el periodo de Octubre 2014 a abril 2016

Disefo: Estudio analitico de casos (145) y controles (145), pareados 1:1 por sexo y
edad. Determinacion del perfil genético mediante ELISA (ABO, Rh, Lewis y Secretor) y
PCR en tiempo real para polimorfismos genético (CCR5A32)

Resultados: Los factores que mayormente contribuyen con la enfermedad fueron:
enfermedades cronicas (OR = 11.3), familiar con Chikungunya (OR = 2.6) y la
fumigacion de espacios intradomiciliar con una frecuencia de = 4 veces por mes (OR =
2.4) como un factor protector y el reumatismo cronico inflamatorio post-Chikungunya
persistié hasta 6 meses en el 28% de los casos y puede persistir en algunos casos
hasta 21 meses.No se observaron diferencias significativas entre casos y controles en
relacion a los factores genéticos como; Tipo sanguineo, fenotipo Lewis y presencia del
antigeno H. La delecion en CCR5A32 tampoco afectd la susceptibilidad a la
enfermedad, sin embargo demuestra la circulacién de la mutacion CCR5A32 en el 5%
del total de casos y controles examinados.

Conclusiones: Este estudio revela que los factores genéticos evaluados (ABO, Lewis,
Secretor, CCR5A32) no son determinantes en la enfermedad producida por el
Chikungunya.
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Abreviaturas

SE (+)
SE -)
ELISA
PCR
RT-PCR
g- PCR
ORF
DALY
PRNT
OoMSs
PAHO

Inmunoglobulina G

Inmunoglobulina A

Acido ribonucleico

Antigenos de grupos histo-sanguineos
Lewis A

Lewis B

Lewis Negativo

Secretor

No secretor

Ensayo inmunoenzimatico ligado a enzimas
Reaccion en cadena de la polimerasa

PCR con transcriptasa reversa

PCR en tiempo real.

Marco de lectura abierto

Anos de vida perdidos ajustados a la discapacidad
Neutralizacion por reduccion de placas
Organizacion Mundial de la Salud

Organizacion panamericana de la Salud

Vi



1. Introduccion

El virus del Chikungunya es transmitido por mosquitos y causa una enfermedad
caracterizada por la aparicion abrupta de fiebre, artralgia severa incapacitante y rash® 2.
El virus fue descubierto en Tanzania, Africa en 1953, pero estuvo quiescente por
muchos afos, hasta que incrementd significativamente su frecuencia en el 2004 y se
esparcio hacia las islas del Océano Indico, la India, el Sureste Asiatico, Sur de Europa

y finalmente en 2014 alcanzé América 3 4.

Estudios genéticos del virus revelan tres genotipos diferentes, de los cuales, el
genotipo Asiatico fue introducido en las islas del Caribe después de causar un brote

epidémico en Filipinas 5 ©.

En 2015la Organizacién Panamericana de la salud (PAHO), report6693,489casos
sospechosos, 37,480 casos confirmados por laboratorio y 74 muertes en 51 paises del
Caribe, Sur y Norte de América. Ese mismo ano, el Ministerio de Salud de Nicaragua

(MINSA)registro 70,086 casos sospechosos, 5,318 casos confirmados y 1 muerte’..

En 2016 los casos sospechosos disminuyeron en un 50% reportandose 351,334 sin
embargo hubo 152,769 casos confirmados por laboratorio y 270 muertes. Hasta el 21
de julio de 2017 se habian reportado 60,659 casos sospechosos, 29,032 casos
confirmados por laboratorio y 18 muertes; Pese a esta tendencia, la enfermedad por
Chikungunya sigue constituyendo una amenaza para América. Ademas, se estima que
cada persona con Chikungunya estara deshabilitada por varios dias debido al

reumatismo cronico inflamatorio post-Chikungunya®®

La introduccion del virus del Chikungunya caus6 un brote alarmante puesto que la
poblacion era inmunoldégicamente virgen y las condiciones ambientales del pais
contribuyeron a la propagacion del virus. El virus induce una robusta respuesta
inmunoldgica desarrollando anticuerpos neutralizantes e inmunidad de rebafo a pesar
de esta respuesta el virus puede provocar artritis cronica en algunos individuos y en
algunos unicamente fiebre o ningln sintoma aparente.'’ La variabilidad de la

enfermedad ha sido discutida en muchos estudios y se ha planteado la edad, las
1



comorbilidades del individuo y el entorno como principales factores.!". Es por eso que
se hace necesario el estudio de otros factores que podrian predisponer a la poblacién a

desarrollar o no la enfermedad.

Estudios en la India sugieren que los antigenos que definen grupos sanguineos podrian
afectar la susceptibilidad a la infeccion con Chikungunya, sin embargo, los resultados

no son concluyentes 1214,

En Nicaragua la proporcion de LeB, LeA y Le- es de 71%, 25% y 4% respectivamente,
y segun estudios estan estrechamente relacionados con la infeccion por algunos virus

como Norovirus y Rotavirus 5 16,

El Gen CCRS es un receptor quimiotactico que permite el establecimiento de vias para
atraer células fagociticas e inflamatorias al lugar de la infeccion.'” La mutacion de este
consiste en la deleccion de 32 pares de bases, y es conocido como CCR5A32, no
funcional'®. Se conoce por estudios anteriores que existe asociacion entre CCR5A32 y
otros arborvirus como el virus del Nilo Occidental, el virus de la encefalitis por

garrapatas y Dengue sea socia mayormente con la severidad de la enfermedad. 9-21

Mediante un estudio de casos y controles se pretende contribuir a la comprension de la
enfermedad del Chikungunya en Nicaragua, en particular el rol que podrian jugarlos
antigenos histo-sanguineos (ABO, Lewis, Secretor) y la frecuencia alélica de la
mutacion CCR5A32 con el desarrollo de la enfermedad por el virus del Chikungunya

durante el brote de la enfermedad en Ila poblacion de Ledn.



2. Antecedentes

En los ultimos afios se ha observado un incremento significativo en la infeccién por
Chikungunya luego de haber permanecido quiescente por 51 afios en Asia y Africa,

expandiéndose desde las islas del Océano Indico hasta América’s 4.

La introduccién en América, una poblacion susceptible, ha provocado un incremento
exagerado de casos, debido probablemente a la falta de una memoria inmunoldégica
contra este virus, la circulacién de vectores, clima apropiado para el vector y migracion

de personas.

Chikungunya ha sido estudiado en modelos animales para comprender su patogénesis
y tratamiento clinico como el estudio elaborado por Broeckel y col., en el 2015,quienes
utilizaron primates no humanos (NHP) y demostraron que la infeccién con Chikungunya
provoca una alta produccion de interferdn tipo |, desarrollo de LB y LT ( CD+ Y CD8+)
Chikungunya-especificos. También revelaron infeccion multi-organica persistente en los
NHP, recolectando virus infeccioso del bazo, higado y musculo hasta los 44 dias post

infeccidn, lo que sugiere la cronicidad de la enfermedad en los humanos??.

Estudios en Nicaragua han planteado que la seroprevalencia es significativamente
mayor en individuos mayores de 15 anos y ademas han identificado que factores como
la edad, disponibilidad de agua, tamario de la vivienda y estatus socioeconémico estan
asociados con la presencia de individuos con anticuerpos neutralizantes anti -

Chikungunya. "

Varios estudios han tratado de establecer relaciones causales entre factores del
hospedero y susceptibilidad a la infeccién, por ejemplo, Kumar y col., en el 2010, en la
India, reportaron que los individuos con grupo sanguineo A, AB y Rh positivos tienen
mayor probabilidad de infectarse con Chikungunya'. Similarmente, Lokireddy y col., en
el 2009, también en la India, sugirieron que los tipo O y Rh positivos eran mas
susceptibles a la enfermedad del Chikungunya que los otros grupos sanguineos y que

los individuos Rh negativo eran mas resistentes 4.



La mutacién CCR5A32tiene origen en Europa posiblemente en Escandinavia y se cree
que migro a otras poblaciones por invasiones delos Vikingos durante los siglos VIl al X,
la mayor distribucidn alélica de esta variante se encuentran actualmente en dichas

poblaciones, donde la frecuencia alélica es de alrededor del 10% 23

En estudios realizados en paises Latinoamericanos como Colombia han descrito que la
mutacion CCR5A32 es poco frecuente y la frecuencia alélica se puede encontrar entre
2.2%y 6.2% 2426, Similarmente en México la frecuencia alélica reportada fue de 4.4%,
en Ecuador encontraron 0.5% y en Venezuela no se ha encontraron dicha mutacion.
27 En Brazil una poblacién mas heterogénea, en cuanto a sus descendientes, han
reportado una variabilidad en las frecuencias alélicas de 0 -10.1%.28.Es importante
mencionar que los estudios previamente descritos representan grupos poblacionales
limitados. En Nicaragua, se encontré6 que la frecuencia alélica de dicha mutacion

representa aproximadamente el 3% en una muestra poblacional de Chinandega.?®

Existen muchos estudios en los cuales se ha asociado esta mutacion con la
susceptibilidad a las infecciones con algunos virus, por ejemplo las personas que
acarrean dicha mutacion en CCRS son resistentes a la inmunodeficiencia adquirida por
el virus de la inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1) 0. En contraste, las personas con
dicha mutacion desarrollan formas severa durante la infeccion con algunos arbovirus
como el virus de la encefalitis por garrapatas (TBE) '9, virus del Nilo Occidental
(WNV)2 y el virus del Dengue ( DENV-2)?'. En la literatura revisada, hasta el momento
de impresion, no se encontraron referencias donde se describa la mutacion en CCR5 y

su asociacion con Chikungunya.



3. Justificacion

La infeccion por Chikungunya es un problema quiescente, que se ha convertido en una

creciente preocupaciéon de salud publica.

El perfil clinico y epidemioldgico de la enfermedad producida por Chikungunya ha sido
objeto de investigacidn por diversos grupos desde su descubrimiento. Ademas, se
conoce con cierta precision el proceso de replicacion y patogénesis viral, asi como,

algunos aspectos de la inmunidad.

Para complementar la historia natural de la enfermedades necesario investigar el rol de
los factores del hospedero, en particular aquellos que pudieran expresar

susceptibilidad. 34 12. 14,

Este estudio contribuira a la comprension del rol que juegan los factores genéticos
(ABO, Lewis, Secretor, CCR5A32) vy clinicos — epidemioldgicos del hospedero en la

susceptibilidad a la enfermedad producida por Chikungunya.



4. Pregunta de Investigacién

¢ Existe alguna relacion entrefactores genéticos (ABO, Lewis, Secretor, CCR5A32) vy
clinicos — epidemiolégicos del hospedero con el desarrollo de la enfermedad por el

virus del Chikungunya?



5. Hipotesis

Los factores genéticos (ABO, Lewis, Secretor, CCR5A32) y/o clinicos -
epidemioldgicos en las personas que desarrollan la enfermedad de Chikungunya son

significativamente diferentes que en personas asintomaticas.



6. Objetivos

6.1 Objetivo General

Determinar la asociacion entre la enfermedad producida por el Chikungunya y factores
genéticos (ABO, Lewis, Secretor, CCR5A32) y clinicos — epidemiolégicos del
hospederodurante el brote de la enfermedad en la poblacién de Ledn, en el periodo de
Octubre 2014 a abril 2016.

6.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar clinicamente y epidemiolégicamente una muestra poblacional de

personas que desarrollaron la enfermedad por Chikungunya.

e Determinar la distribucion de antigenos de grupos histo- sanguineos;(ABO, Lewis y

Secretor), y la frecuencia alélica de la mutacion CCR5A32.

e Establecer el nivel de asociacion entre la enfermedad por Chikungunya y los
factores genéticos (ABO, Lewis, Secretor, CCR5A32) y/o clinicos — epidemioldgicos

del hospedero.



7. Marco Teoérico

7.1 Historia y Epidemiologia

El virus del Chikungunya fue descubierto en 1953 en una epidemia en el este de Africa
especificamente en Tanzania. Chikungunya es a una palabra Makonde que significa
“aquel que se encorva” refiriéndose a la postura que adquieren el individuo infectado
producto del dolor severo de las articulaciones 3 4. Desde la primera identificacion de
infeccion del virus Chikungunya en humanos, los brotes de Chikungunya han ocurrido a
lo largo de los paises africanos y asiaticos en los cuales miles se han enfermado. Los
intervalos de re-emergencia son impredecibles y en estos dos ultimos continentes han

aparecido en intervalos de 7 -20 afios 3'

Después de un desfase de 20 anos, 24 diferentes brotes probables de Chikungunya
fueron reportados entre 2001 y 2003 solo en Asia, con mas de 8,068 casos en 29
ciudades de 9 provincias 32. En junio de 2004 se reporté un brote en Kenia, siguiéndole
otro en las Islas del Océano Indico en los primeros meses del 2005. En Comoros, mas
5,000 casos fueron reportados de junio a marzo 200533, Unos meses después, el virus
ya estaba en tierras de Mayotte con 4,308 casos, Seychelles con mas de 1,000 casos,
Mauritius con mas de 200 casos, y la isla de La Reunion, la cual reporté 12,400 casos
de Chikungunya entre diciembre del 2005 y los primeros dos meses del 2006 con un
increible incremento de casos de hasta 186,000 y 96 muertes por Chikungunya y que
luego se aumenté a 236,000 casos (mas de un tercio de la poblacion) y 181 muertes.

También afectd la India con un estimado de 1.5— 6.5 millones de casos 34.

En 2007 fue reportado por primera vez un brote en Europa en el noreste de ltalia, en el
cual hubo alrededor de 97 casos, confirmando que es plausible la transmision de brotes
a través del mosquito Aedes albopictus en Europa. En diciembre del 2013, Francia
reportd dos casos autdctonos confirmados por laboratorio en la parte Francesa de las
Islas Caribefias de San Martin desde entonces se ha esparcido en 51 paises y
territorios de la region de las Américas de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)°.



La primera deteccion de Chikungunya en América continental se produjo en febrero
2014en Guyana Francesa®. Ese mismo afio, en junio se reportd el primer caso en
Centroamérica especificamente en el Salvador, en julio se reportaron los primeros
casos autoctonos en Venezuela, Estados Unidos, Panama y Costa Rica, en septiembre
en Colombia, Brasil y Guatemala, en octubre Paraguay y Nicaragua. Sin embargo,
segun el ministerio de salud de Nicaragua el primer caso fue reportado en Somotillo, en
julio 2014 en inmigrantes de Republica Dominicana. La PAHO, reporta hasta el afo
2015, 693,489 casos sospechosos y 37,480 casos confirmados por laboratorio y 74
muertes, con 51 paises del Caribe, Sur y Norte América. En Nicaragua, en el 2015,se
habian registrado 70,086 casos sospechosos, 5,318 casos confirmados y 1 muerte por

Chikungunya’.

)
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Fig.1 Distribucion Mundial del virus del Chikungunya. Las regiones en color verde oscuro indican los

paises y territorios en los que se ha reportado casos de Chikungunya, hasta octubre 2015 36,
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La epidemia del Chikungunya en América esta establecida y comparte el caracter
explosivo de las epidemias causadas por este virus en otras regiones, donde las tasas

de ataque pueden alcanzar hasta el 40%3".

La carga de la enfermedad del virus del Chikungunya en Latinoamérica es una
inquietud emergente, recientes estimaciones indican que aproximadamente 1,783
personas desarrollaran reumatismo crénico inflamatorio post-Chikungunya en
Nicaragua, lo cual podria tener un impacto en la salud publica nacional, ademas se
estima que el impacto de Chikungunya en Latinoamérica es el doble del observado por
dengue en el 2004, lo cual sugiere que Chikungunya podria convertirse en la primera
arbovirosis de la region. Estudios recientes han reportado que la carga minima de la
enfermedad en Nicaragua es 627 afios de vida perdidos ajustados a la discapacidad
(DALYs) y la carga maxima estimada fue de 698 DALYs relacionado al desarrollo de

inflamacion post- Chikungunya reumatica crénica 8

7.2 Estructura y Clasificacion del virus

El Chikungunya pertenece al género Alfavirus de la familia Togaviridae, es un virus
pequefio, (60-70nm de diametro), esta constituido por una sola hebra de ARN de
sentido positivo, protegido por una capside icosahédrica de 70 nm de diametro,
cubierta por una envoltura que contiene proteinas en forma de espiculas con un

genoma de 12,000 nucledtidos3?.

El virus del Chikungunya tiene dos marcos de lectura (ORF) uno de 7,424 nucleétidos y
otro de 3,732 nucledtidos. El primer ORF en el extremo 5  codifica para dos
poliproteinas, que son las precursoras de las proteinas no estructurales (NSP1-4). El
segundo ORF en el extremo 3’codifica las proteinas estructurales decapside,
glicoproteinas de envoltura 1 y 2 y dos pequefios polipéptidos de funcién desconocida
(C, E1, E2, E3, 6K respectivamente).

La regién no traducible de unién entre los dos ORF, se ha reportado que contiene un
promotor para la transcripcién del ARNm sub-genémico, al igual que en otros alfavirus

como Sindbis virus®. Ver Fig. 2
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Fig.2 Organizacion del Genoma de Chikungunya y sus productos gendémicos. Las secuencias
proximales 5" y 3’ de Chikungunya cargan unas regiones no traducibles (NTR). La region de unién (J) es
también no codificante. La hebra sub-genémica positiva ARNm referida como 26S ARN es transcrita de
una hebra negativa intermedia y sirve como ARNm para la sintesis de proteinas estructurales virales.
Las diferentes proteina no estructurales (nsP1-nsP4) y proteinas estructurales (c, capside; E1, E2, E3,
envoltura; 6k) son generados después del clivaje proteoliticos de los precursores poliproteinicos.
{Thiberville, 2013 #171}

7.3 Replicacion Viral

El proceso de replicacién del Chikungunya no se conoce con exactitud, pero recientes
estudios muestran avances relevantes®®. Estos estudios sugieren que la glicoproteina
E2 es el ligando que reconoce el receptor celular y permite la entrada del virus a la
célula, mientras que la glicoproteinaE1 contiene el péptido de fusion vesicular que
permite la liberacion de la capside 4% 4. También se ha propuesto como receptor celular
a la lectina DC-SIGN, la cual es receptor del arbovirus Sindbis que también pertenece a

los alfavirus2.
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La replicacion ocurre en el citoplasma, tanto en las células de los vertebrados como en
los insectos, en asociacion directa con el aparato de Golgi. El virus entra a la célula por
endocitosis medida por receptores, la cual es dependiente de clatrina, colesterol y

acidificacion del endosoma*0. 43. 44,

En los mosquitos se sugiere como receptor a moléculas similares al receptor de
Laminin. Seguido de la endocitosis, el ambiente acido del endosoma provoca cambios
conformacionales en la envoltura que expone al péptido E1, que media la fusion de
membranas entre el virus y la célula del huésped permitiendo la liberacion de la
capside viral en el citoplasma, la cual pierde estabilidad por su interaccion con la
fraccion pesada de los ribosomas. Dos precursores de las proteinas no estructurales
(nsPs), son traducidos del ARNm viral, y el clivaje de estos precursores genera nsP1 —
nsP4. La proteina nsP1 esta dirigida a la sintesis de ARN viral de sentido negativo y
tiene propiedades de capping, la nsP2 tiene dos dominios de actividad helicasa y
proteinasa, y también esta implicada en el apagado de la transcripcidn de la célula
huésped, la nsP3 es parte de la unidad de replicasa y la nsP4 es la ARN polimerasa
viral. Estas proteinas conforman el complejo de replicacion viral, que sintetizan una
hebra completa negativa de ARN intermediario, sirviendo como hebra molde para la
sintesis de ARN gendmico (49S), y subgendmico (26S). EI Subgendmico dirige la
expresion de los precursores poliproteinicos C-pE2-6K-E1 que son procesados por una
serina proteasa autoproteolitica. La capside (C), se libera, y las glicoproteinas de pE2 y
E1son generadas por un procesamiento posterior asociado al aparato de Golgi y
exportadas a la membrana plasmatica donde se escinden de pE2 a E2, esta ultima esta
implicada en la unién al receptor celular, y E3, que media el plegamiento apropiado de

pE2 y su posterior asociacion con E14°.
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Los epitopes en la glicoproteina E2 son reconocidos por anticuerpos neutralizantes y
por esta razon E2 es el candidato para la vacuna “6. El ensamblaje viral se promueve
por la unién de la nucleocapside viral y el reclutamiento de las glicoproteinas de la
envoltura asociadas a la membrana. La nueva particula, saldra de la célula por
gemacion, facilitada por la accion proteolitica de furina celular sobre el complejo
E2:E3%. Ver Fig 3
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7.3.1 Analisis Filogenético

Los analisis filogenéticos indican la circulacién de tres genotipos: Oeste Africa, (WA)
Este, Centro y Sur Africa (ECSA) y Asiatico (A), pero analisis serolégicos sugieren un

solo serotipo “°.

El genotipo ECSA ha sido asociado con brotes epidémicos en las Islas del Océano
Indico. Los analisis genéticos del ECSA, causante del brote epidémico en la isla
Reunién mostraron que una mutacion en el gen E1, sustitucion de alanina por valina
(A226V), facilité la adaptacién del virus a un nuevo vector (A. Albopictus). Dicha
mutacion no afecto la interaccion del virus con A. aegypti y su habilidad de infectar al
huésped humano y que junto con otras mutaciones M269V y D284E, han demostrado

ser caracteristicas de las cepas del océano indico %°.

En contraste, los analisis gendmicos del Chikungunya introducido en las islas del
Caribe indican alta homologia con el genotipo Asiatico, en particular con Chikungunya
circulando en Indonesia 2007, China 2012 y Filipinas 2013 6. Ver Fig.4
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Fig.4 Analisis filogenético de Chikungunya. El virus del Chikungunya de Nicaragua pertenece al

clado del Caribe del Genotipo Asiatico. En la figura podemos observar los 3 Genotipos 5’
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7.4 Transmision

El Chikungunya es una arbovirosis transmitida por mosquitos principalmente Aedes
aegypti y Aedes albopictus. Los humanos sirven como reservorios durante los periodos
epidémicos mientras que en los periodos inter epidémicos muchos reservorios

animales han sido incriminados entre ellos los monos, roedores y aves.%?
Existen dos ciclos de trasmision:

Selvatico: En Africa Chikungunya se habia mantenido tipicamente en un ciclo selvatico
involucrando primates no humanos y roedores como reservorios asi como mosquitos
que viven en el bosque, e.g. Aedes africanus, Aedes cordellieri, Aedes furcifer-taylori y
Aedes luteocephalus, como vectores mientras que el famoso Aedes aegypti no esta

involucrado en este ciclo 49 52,53,

Las caracteristicas del ciclo de transmisidn silvestre son una periodicidad de circulacién
con intervalos de silencio que duran aproximadamente tres afios®. Esto debido al ciclo
en los monos, ellos son el reservorio comun para el virus y después de un ciclo todos
los monos quedan inmunizados hasta que otro grupo de monos susceptibles surge, es

decir otra generacién de monos.

Urbano: Se cree que inicialmente el esparcimiento se dio debido a la infeccion de la
poblacion cercana de humanos que habitaban o trabajaban en las zonas aledanas a los
bosques selvaticos °2. Seguido de un transporte a los centros urbanos, poblado de
vectores endémicos como Aedes aegypti y Aedes albopictus. Adicionalmente se
esparce mas por los viajeros aéreos infectados, que tipicamente viajan en el periodo de

incubacion asintomatico entre 1-4 dia °°.

En el brote actual, Aedes ha sido el mosquito involucrado 6. Este es diurno, con una
preferencia por picar al atardecer. Este mide de 8 -10mm de largo. Es casi imposible
identificar al Aedes aegypti del Aedes albopictus con solo la observacion sin embrago
se sabe que Ae. albopictus es mas activo y de preferencia extra domiciliar en cambio

Ae. aegypti se alimenta y descansa dentro del domicilio % Ver Fig. 5
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Mientras que el Ae. aegypti es considerado el vector clasico, desde la epidemia en La
Reunion la especie Ae. albopictus es considerado biolégicamente mas adaptado: vive
de 4 a 8 semanas, vuela distancia relativamente mas largas ( aproximadamente un
radio de 400-600m), sus huevos son mas resistentes a la desecacion y sobrevive a la
estacion seca. Investigaciones genéricas del Chikungunya revelan que la mutacion de
E1, una proteina de fusion de clase Il, resultdé en el cambio de un residuo de alanina
por uno de valina en la posicidén 226,que facilita la entrada viral, a pH bajo y regula la
dependencia del colesterol durante el proceso de fusién del virus con la célula del
hospédero. Consecuentemente la mutacion incrementa la infectividad viral del Aedes
albopictus haciendo a este ultimo un excelente vector para la transmision del

Chikungunya a los humanos®8.

La transmision a través de exposicidn sanguinea infectada ya ha sido documentada,

sugiriendo que Chikungunya puede ocurrir a través de transfusiones sanguineas®®.

Ciclo de transmisicn Ciclo de transmisidn
selyatica urbana
f
---.--E-'-'Q_h b
e -‘-\
Aedes furcifer, \ Aedes aeg}rpn
Aedes africanus ﬂ.E-GfEE albopictus

SILL

HumanDS
. . a’v//DtI’DS
Primates Frimates ttebrados ?
no humanos \ o hurmanos
Aedes furcifer, Aedes africanus Aedes aeg}rpt.u’, Aedes albopictus

Fig.5 Ciclos de trasmision selvaticos y urbanos de Chikungunya. En esta imagen se demuestra los

distintos vectores y vertebrados del huésped.
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7.5CaracteristicasClinicas

Los alfavirus se dividen clinicamente en dos subgrupos: Virus encefalogénicos, que
afectan las neuronas, como es el caso del virus de la encefalitis equina Venezolana y
artritogénicos que basicamente esta asociado con poliartritis y rash® 0 aunque se han
observado algunos casos de complicaciones serias causando meningoencefalitis,

meningitis e incluso Sindrome de Guillen — Barré 67,

El periodo de incubacion de la enfermedad del Chikungunya es de aproximadamente 3-
7 dias (rango: de 1- 12 dias) tras la picadura de un mosquito. Sin embargo, no todos
los individuos desarrollan los sintomas, aproximadamente del 3% - 25% de las
personas con anticuerpos para Chikungunya tienen infecciones asintomaticas’. Luego
es seguidopor la aparicion abrupta de fiebre, artralgia severa incapacitante y rash?. El
rash aparece generalmente en el tronco del cuerpo, palmas de la mano o en las
extremidades, generalmente de forma maculopapular. Los dolores generalmente son
bilaterales, simétricos y son mas comunes en mufiecas, codos, dedos, rodillas y
tobillos. Las artralgias de las extremidades inferiores pueden ser gravemente
incapacitantes resultando en disminucién de la velocidad de la marcha y paso
vacilante. Aunque el virus es eliminado por la repuesta inmunoldgica, el dolor en las
articulaciones es recurrente, puede durar meses o afios e incluso desarrollar artritis 62.
Otros sintomas adicionales que pueden ocurrir durante la fase aguda de la enfermedad
son: dolor de cabeza, fatiga, nausea, vomito y menos comun conjuntivitis. Es posible
observar anormalidades en pruebas sanguineas como leucopenia, trombocitopenia,
hipocalcemia y un incremento en las pruebas de funcionamiento hepatico sin embargo,
no son especificas y no ocurren suficientemente frecuente como para ser parte del

diagnéstico 63,

La enfermedad severa por Chikungunya puede ocurrir en cualquier grupo de edad. Los
nifos < 6 meses de edad pueden presentar lesiones vesiculares extensivas en la piel
(epidermdlisis bullosa), las cuales pueden cubrir hasta el 35% de la superficie
corporal®*. Las manifestaciones hemorragicas como epistaxis, sangrado de encias y
purpura pueden observarse en 10% de los pacientes pediatricos 9. En adultos la

enfermedad severa se asocia con enfermedades concomitantes como: diabetes,
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hepatopatia alcohdlica, epilepsia, cardiopatia, hipertension e insuficiencia renal. La
severidad también puede manifestarse como encefalopatia y encefalitis, ademas, con

desordenes vasculares y respiratorios, asi como falla renal, hepatitis y miocarditis®®.

7.6Patogénesis

El proceso patogénico empieza con la picadura del mosquito hembra infectado con
Chikungunya introduciendo de esta manera los viriones a nivel intradérmico y éstos
entran en los capilares subcutaneos, replicandose en las células susceptibles como
fibroblastos, células endoteliales y macrofagos. Estudios de biopsias de tejido muscular
de pacientes infectados con Chikungunya han mostrado antigenos virales en el interior
de mioblastos, exclusivamente 7. Ademas, se observo crecimiento viral y efectos

citopaticos en cultivos de células satélites.

Estudios en ratones de laboratorio han confirmado que los fibroblastos (piel y
articulaciones) y mioblastos (células progenitoras del musculo esquelético) soportan la
replicacion, ademas, las células epiteliales y endoteliales de algunos 6rganos como
higado, bazo y cerebro®®. Los cultivos celulares derivados de fibroblastos, células

epiteliales, hepatocitos y melanoma corroboran el tropismo del Chikungunya por tejidos
69

Ademas, se ha observado que el virus también puede replicarse en células
endoteliales, pero las células del sistema inmune (linfocitos, monocitos, DC y NK) son
no-permisivas. Después de la replicacién inicial, el virus alcanza los nédulos linfaticos y
posteriormente produce la viremia (10° - 102 virus/ml) que facilita la infeccién de tejidos
u organos secundarios como higado y fibroblastos de las articulaciones*. Se ha
encontrado ARN de Chikungunya y proteinas virales en el tejido sinovial durante la

artralgia severa y persistente®”: 7°,

Se sabe que los alfavirus afectan la maquinaria de la célula, inhibiendo los niveles
optimos de transcripcion celular y translacidn; y secuestrando la maquinaria celular del
huésped para la replicacion del genoma y sintesis de proteinas. En las células del

huésped, el Chikungunya se replica a una rapida velocidad e induce efectos
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citopaticos. Chikungunya induce apoptosis en las células Hela y en los fibroblastos
primarios. La habilidad de inducir apoptosis depende de la replicacion viral. 28 Ver Fig. 6
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Fig.6 Diseminacién del virus del Chikungunya en los vertebrados. La transmisién ocurre después
del piquete de un mosquito, se replica en la epidermis, fibroblastos, se disemina a higado, musculo,

articulaciones y tejidos linfatico. Las células diana estan indicadas por cada tejido. “8.
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7.7Respuesta Inmunolégica ante la infeccién

7.7.1Respuesta Innata

La presencia del ARN viral dentro de los fibroblastos probablemente induce la sintesis
de Interferdn tipo | (a 'y B) y citocinas proinflamatorias 7!, dependientes de la interaccion
con receptores tipo Toll (RIG-I y MDA-5). Los receptores tipo Toll comprenden 11
proteinas transmembrana, 6 de las cuales (TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 Y TLR9),
son reconocidas por actuar en la inmunidad antiviral. Como Chikungunya tiene un ARN
que se replica con ADNds como intermediario, los potenciales sensores incluyen TLR3,
TLR7, TLR8 y RLRs (receptores tipo RIG, que se encuentran en el citoplasma y que
incluyen a ARN helicasas como MDAS5, también conocido como IFIH1). Esta
produccion IFN | por los fibroblastos infectados es regulada por CARDIF (CARD es un
adaptador que induce IFN B; también conocido como MAVS) que actua regulando
MDAS5 y RIG-I 72,

La proteccion puede también estar mediada por la diferenciacion mieloide de la
proteina de respuesta primaria 88 (MyD88), que es una proteina adaptadora para
varios TLRs y para la interleucina-1B. Existen dos posibles vias para el control de la
infeccion de Chikungunya via MYD88, la hematopoyética, que en Chik es pobremente
estimulada y la segunda que se relaciona con su papel como adaptador para los
receptores IL-1B y IL-18 "3.Ademas, se ha sugerido que el estado antiviral y anti-

inflamatorio induce apoptosis.

El aclaramiento viral de la sangre durante la infeccion con Chikungunya evidencia una
potente y suficiente repuesta antiviral, probablemente de origen innato “6. En pacientes
infectados con Chikungunya se ha observado incremento de INFy e IL12, ambas
promotoras de la activacion celular en la repuesta inmune innata. En contraste,
citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias son pobremente expresadas o

expresadas en pocos pacientes durante la fase aguda, respectivamente °.

En base a los datos de otros alfavirus (SINV y SFV), se cree que es posible que
Chikungunya haya desarrollado mecanismos para modular tanto la induccion de IFN de
tipo | y las moléculas efectoras estimuladas por IFN de tipo | de las vias de
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sefalizacion, por lo tanto un candidato para esta modulacion inmune es la proteina no
estructural 2 (de nsP2), que actua como un inhibidor de la sintesis de proteinas del

huésped. 7
7.7.2 Respuesta Adaptativa

La comprension de la respuesta inmune humoral (mediada por anticuerpos), y celular
es importante para el desarrollo de vacunas, asi como también para el entendimiento
de los dolores cronicos experimentados por alrededor del 30 — 40% de los individuos

afectados por el Chikungunya. 48,

Anticuerpos naturales anti-Chikungunya de isotipos IgM e IgG han sido detectados en
pacientes en diferentes etapas de la infeccion, generalmente la IgM es detectable 2 0 3
dias después de la aparicion de los sintomas y persiste por varias semanas e incluso
hasta un ano después de la resolucion de la enfermedad. La IgG anti-Chikungunya
aparece poco después de la infeccion (10-13 dias después) y persiste en titulos altos

por afios’®.

A través de una rapida y fuerte seroconversion, la infecciéon por Chikungunya
aparentemente provoca una inmunidad protectora de larga duracién. Estos anticuerpos
anti - Chikungunya son capaces de proveer proteccion temprana y controlar su
diseminacion a través de anticuerpos neutralizantes y la activacion del sistema del

complemento’®.

Estudios en plasma humano obtenidos en diferentes momentos después de la infeccion
muestran que la region N-terminal de la glicoproteina E2 provoca una respuesta de
anticuerpos anti-Chikungunya de larga duracion, también el reconocimiento de
anticuerpos de E2 cambia a lo largo del curso de la infeccidn segun estudios
experimentales realizados en macacos infectados. Esto sugiere que la induccion
diferencial de anticuerpos neutralizantes contra epitopes de células B expuestos o
escondidos podria contribuir a la aclaracion medida por anticuerpos durante todo el

curso de la enfermedad’”.
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Muy prontamente después la infeccion las frecuencias y valores absolutos de las
células T son encontrados significantemente mas bajos en los pacientes infectados con
Chikungunya que en los donantes sanos. Y que luego de un periodo de dos meses el
conteo de células T regresa a sus niveles normales’. Una significante fraccion de
células T periféricas restante son activadas y expresan en su superficie el receptor de
la muerte CD95, y se cree que la sobre estimulacion de las células T y el CD95
dependiente de la apoptosis de las células CD4+podria ser la explicacién de la

linfopenia temprana’®,

Algunos estudios sugieren que durante la fase cronica de la enfermedad las respuesta
de las células T son mayormente lideradas por los CD8+, infiltrados de CD4+ y CD8+
han sido encontrados en articulaciones inflamadas de modelos de raton®, sin embargo,
otros estudios en animales sugieren que CD4+es el que tiene mayor rol en la

mediacion de la severidad de la inflamacion en las articulaciones®.

7.8 Susceptibilidad Genética

Los factores genéticos son importantes en la predisposicion a varias enfermedades.
Las enfermedades complejas son generalmente influenciadas por mas de un gen o por
factores ambientales y como consecuencia, no exhiben un modo simple de herencia.
Algunos individuos muestran variaciones en la susceptibilidad y/o resistencia a ciertas
enfermedades. Por lo tanto la susceptibilidad del hospedero, factores genéticos vy
posibles factores ambientales pueden resultar de gran valor en cuanto al desarrollo de

enfermedades como la fiebre por Chikungunya. 4
7.8.1 Sistema ABO

El sistema de grupo sanguineo ABO, descubierto hace mas de 100 afios por Karl
Landsteiner, es uno de los sistemas mas importantes en medicina transfusional. Esta
compuesto por los antigenos A, los antigenos B, y los correspondientes anticuerpos
contra estos antigeno; éste y el grupo sanguineo Rhesus son los mas importantes. La
expresion genética de los antigenos ABO es controlada por 3 genes. El gen H, ubicado
en el cromosoma 19, codifica para la produccion de una enzima transferasa
(transferasa H), que une una molécula de L-fucosa a la galactosa terminal (Gal) de un
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precursor comun (sustancia precursora) unido a los lipidos o proteinas de membrana
del eritrocito, dando lugar al antigeno H, el cual es el paso anterior en la formacion de

los antigenos de los grupos sanguineos®?. Ver Fig. 7.

Clinicamente en la practica de las transfusiones sanguineas estos antigenos han sido
ampliamente investigados en: estudios de poblacion, genéticos, antropologicos y de
susceptibilidad a enfermedades incluyendo dengue y hepatitis C. Ademas el grupo
sanguineo ABO ha mostrado un rol importante en la resistencia y / o susceptibilidad a
infecciones; estudios bien disefiados destinados a definir la relacién entre fenotipos de
grupos sanguineos ABO, frecuencia de alelos y susceptibilidad a la infeccién por
Chikungunya son limitados, como los recientes estudios realizados en India, que
sugieren que los antigenos que definen los grupos sanguineos podrian afectar la
susceptibilidad a la infeccibn con Chikungunya, sin embargo, los datos no son

concluyentes %14,
7.8.2 Expresion de Factores Antigénicos
A. FUT 2

El antigeno soluble ABH puede ser sintetizado y secretado por las células de los
tejidos. Por lo tanto las sustancias de grupos sanguineos especificas pueden ser
encontradas en todas las secreciones del cuerpo y su presencia es dependiente de los
genes heredados ABO, asi como también por los genes secretores que regulan su
formacion. Aproximadamente 78% de la poblacién aleatoria en Estados Unidos ha
heredado el gen Se, por lo tanto poseen el genotipo SeSe o Sese. Este genotipo se
llama secretor (FUT2). Los antigenos secretados A, B, y/o H son glicoproteinas
expuestas en la superficie de los glébulos rojos. Los individuos pueden ser no
secretores (sese) o secretores (SeSe/Sese). El gen secretor codifica para la produccion

de a-2-L-fucosyltransferasa, que es expresada en tejidos de secreciones exocrinas®.
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B. FUT 3

El sistema de grupo sanguineo Lewis es unico, estos antigenos no son sintetizados por
los globulos rojos y tampoco incorporados en las membranas de éstos, sino que son
antigenos manufacturados por tejidos celulares y secretados en los fluidos corporales.
Estos antigenos son absorbidos por las membranas de los eritrocitosa través de un
mecanismo desconocido desde el plasma pero no forman parte de la estructura de la

membrana 83.

En la saliva las substancias con especificidad Lewis son glicoproteinas solubles,
mientras que en el plasma son glicoesfingolipidos. Los principales antigenos de este
sistema son Lewis A (Le?) y Lewis B (LeP).

El gen Lewis no codifica para la produccion de antigeno Lewis, sino que produce una
glicosiltransferasa especifica y L-fucosiltransferasa. Esta enzima agrega L-fucosa a la

substancia precursora basica. Ver Fig.7

La expresion del antigeno H es regulada por la enzima H especialmente las
membranas eritrocitarias y en células endoteliales vasculares, mientras que la enzima
del gen secretor regula la expresion del antigeno H, principalmente a nivel del tracto

gastrointestinal, células epiteliales y en los fluidos corporales como la saliva 84.
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Fig.7 Via de sintesis de antigenos de grupo sanguineo ABO y Lewis. El precursor es
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Le?

modificado por fucosiltransferasa-2 (FUT2), para producir el glicano tipo H1, que puede ser
modificado adicionalmente por FUT3 (para producir Lewis-B [Le"]) y por las enzimas A y B
(enz), para producir los antigenos A y B de grupos histo-sanguineos. Si FUT2 no es funcional,
la persona es no secretor, aunque el precursor tipo H1 todavia puede ser modificado para
producir Lewis-A (Le?), en presencia de un FUT3 funcional. Las personas con una enzima
FUT2 funcional se llaman secretor positivo porque los antigenos histo-sanguineos ABH se

encuentran en las secreciones y en las superficies mucosas. &
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Estos antigenos que definen fenotipos sanguineos ya han demostrado asociacion con
la susceptibilidad a la infeccion con otros virus % 6. En estudios previos sobre factores
genéticos (Grupo sanguineo ABO y Lewis) , de la poblacion del pacifico Nicaraguense,
se ha revelado que el tipo sanguineo mas comun es O (66%) seguido por A (20%) y B
(10%) y en menos proporcion AB (4%)'S '°El antigeno de Lewis esta presente en el
75% de la poblacién investigada y se distribuye en Le® (71%), y Le? (4%), el 25% son
Lewis-negativos (Le"). El alto porcentaje de Le, es interesante pues dicho fenotipo es
poco comun en muchas de las poblaciones estudiadas, con excepcion de las Africanas.
El 94% de la poblacion es secretor, es decir, sintetiza el antigeno H1 y solamente el 6%
es no-secretor, este dato contrasta con el 25% de no-secretor encontrado en

Caucasicos Europeos y Norteamericanos?®.

Lo antigenos que definen grupos sanguineos; incluyendo el ABO, Rh, Secretor y Lewis,
son sistemas complejos y altamente dependientes de la etnicidad. La observacion que
la infeccion con Chikungunya estuvo por aproximadamente 20 afios limitado a regiones
de Africa, Océano Indico y Asia, sugiere una posible asociacion entre virus y etnicidad.
Ademas, los virus de Chikungunya que circulan en cada una de esas regiones son

genéticamente diferentes.
7.8.3 CCR5

Durante los procesos inflamatorios se ven involucrados lipidos (prostaglandinas,
leucotrienos y tromboxano), aminoacidos modificados (histamina y serotonina) y
pequefias proteinas (factores de crecimiento, interleucinas y quimiocinas). Las
quimiocinas son proteinas de bajo peso molecular (8.000 Da) que se asocian a las
respuestas inflamatorias. Los neutrdfilos, baséfilos, monocitos y linfocitos T que
expresan distintos receptores y pueden ser activados por quimiocinas especificas.
Estas tienen actividad quimiotactica que permite el establecimiento de vias para atraer
células fagociticas e inflamatorias al lugar de la infeccion, son estas interacciones
entre receptores y células especificas las que permiten y determinan la naturaleza de la

respuesta inmunitaria. &
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Familia Expresién celular Receptor
CXCL Neutrofilo CXCR1, CXCR2
Macrofaos : CXCR4
Linfocito T en reposo CXCR4
Linfocito T activado CXCR3
Linfocito B CXCR3, CXCR4
C. dendritica CXCR4
Célula NK CXCR3
CCL Linfocito T activado CCR1,CCR2, CCR4, CCRS5,
CCR7
Linfocito B CCR4, CCR5, CCR6, CCR7
Macrofagos CCR1, CCR2, CCR5, CCR8
C. dendritica CCR1, CCR2, CCR3, CCR4,
CCR5, CCR6
Célula NK CCR2, CCR5
Eosindfilo CCR1, CCR3
Basdfilo CCR2, CCR3
CX3CL Linfocito T activado, linfocitos B, CX3CR1

monocitos y células NK

Cuadro 1. Clasificacion de quimiocinas de acuerdo a familia y receptores respectivos.
Las quimioquinas muestran gran redundancia en la utilizacién de sus receptores; de esta
manera, varias quimiocinas pueden acoplarse a un mismo receptor y una quimiocina puede
ligarse a varios receptores. Por otro lado, los leucocitos, principalmente activados, expresan
multiples receptores debido a la modulacién por factores tanto exégenos como enddgenos,
permitiendo asi que en una misma célula la activacion de sus receptores por quimiocinas

diferentes produzca sefiales intracelulares distintas.®

Los receptores son importantes para el anclaje a la célula, la activacién del receptor y
por consiguiente la sefalizacion intracelular de citocinas inflamatorias. El receptor de
quimiocinas CC5 (CCRS5) pertenece a la familia de receptores de transmembrana de
siete dominios acoplados a proteinas G (GPCR), que regula la circulacion y las
funciones efectoras de los linfocitos T de memoria/ efectora, macréfagos y células

dendriticas inmaduras y es especifico para citocinas quimiotacticas CCL3, 4 y 5.
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Como muchos GPCR, CCRS es regulado por agonistas — dependientes de procesos

que involucran receptores quinasa acoplados a proteinas G (GRK) - dependiente de

fosforilacion, desensibilizacion e internalizacion mediada por B- arrestina. 7
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Fig.8 Receptores de quimiocinas. La interaccién de las quimiocinas con sus receptores se

caracteriza porque la mayor parte de los receptores interaccionan con multiples ligandos vy la

mayor parte de los ligandos interaccionan con mas de un receptor.8®

La deleccion de 32 pares de bases (CCR5A32) en el gen CCR5 elimina la

funcionalidad de dicho receptor. Esta mutacion se encuentra principalmente en

individuos de Europa y del Sudeste Asiatico, donde la frecuencia alélica es de ~0.1un

promedio del 10% a diferencia del Sur de Europa donde la frecuencia es de 0.08

(8%)?3. Existen variaciones dependiendo del area geografica.’®
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Los individuos homocigotos a la mutacion CCR5A32parecen ser mas susceptibles
para algunas infecciones. Estudios sobre la funcion de dicha mutacién en ratones de
laboratorio muestran que los individuos que carecen de un gen CCRS5 funcional tienen
una respuesta inmune limitada a varias infecciones por diferentes patogénos.8
Especificamente, se ha demostrado que esta mutacion juega un papel muy importante
en la resistencia e infeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Los
portadores heterocigotos de CCR5A32 tienen una susceptibilidad reducida a la
infeccion con VIH y una progresion lenta al sindrome de inmunodeficiencia humana
(SIDA). En tanto, los homocigotos son resistentes a la infeccion con VIH, debido a la
carencia de dicho co-receptor funcional (CCR5) necesario para la entrada del virus en

las células T CD4+.9

También se ha observado asociacién en algunos arbovirus, como el virus de la
encefalitis por garrapata (TBE) y la mutacion del CCR5A32 como factor de riesgo en el
desarrollo de TBE severa, encontrandose que la prevalencia de homocigotos en los
pacientes que desarrollan TBE severa es mayor que en los controles.’ En el caso del
virus del West Nile (WNV) estudios, en modelos de ratdon, han reportado que el receptor
CCRS5 es un factor antiviral determinante de sobrevivencia en ratdénes infectados con

WNV, ya que CCR5 actua regulando el trafico de leucocitos al cerebro infectado. 2°

Estudios de Dengue, en modelos de raton, sugieren que existe un menor riesgo o
consecuencias severas en los ratones con CCR5A32 infectadas con DENV — 2.2"Por
otro lado en estudios realizados, en pacientes con Dengue del Departamento de
Chinandega, Nicaragua, sugieren que es posible que el gen CCR5A32 esté relacionado
con el desarrollo de Dengue con signos de alarma, pero debido a que la poblacion
estudiada fue muy pequefia y la rara prevalencia del alelo CCR5A32,fue muy dificil
mostrar evidencia significativa entre el gen CCR5 y la severidad de la infeccién por

dengue?®.
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7.9 Métodos Diagnodsticos

El diagndstico de la infeccion por Chikungunya es basado en sintomas clinicos y
pruebas de laboratorio. Este ultimo depende altamente de la calidad, volumen y tiempo
de la muestra obtenida durante el curso de la enfermedad y es el diagnostico definitivo
ante la sospecha clinica de Chikungunya. Los sintomas suelen durar aproximadamente
5 dias durante los cuales la viremia esta presente y puede ser confirmada por cultivo y
aislamiento del virus, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y las pruebas de
deteccion de antigeno. Los anticuerpos especificos antiChikungunya se vuelven
detectables alrededor del dia 5 de fiebre y persisten por 3 a 6 meses®'. En cambio los
antigenos IgG aparecen hasta el dia 10-14. Los 3 tipos principales de pruebas son;
Aislamiento viral, reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-

PCR) y serologia®
7.10.1 Aislamiento viral y cultivo celular

El aislamiento del Chikungunya puede llevarse a cabo facilmente por inoculacién
intracerebral de los ratones y la inoculacidn de mosquitos. El virus puede ser
recuperado de suero, plasma, sangre total y de tejidos recolectados de autopsias. La
inoculacion en mosquitos es el método de aislamiento mas sensible pero es impractico
para el diagnostico de rutina debido a los requerimientos especializados y los costos de
mantenimiento. El cultivo celular es ampliamente usado, con preferencia en células de
mosquito C6/36 (clonadas de A.albopictus), o AP61 (clonadas de A. pseudoscutellaris).
Otras opciones de lineas celulares menos sensitivas incluyen células de BHK-21,
células HelLa y Vero, que producen efectos citopaticos con una sensibilidad comparable
a métodos in vivo. Dichos efectos citopaticos deben ser confirmados por sueros anti-

Chikungunya especificos®.
7.10.2 Métodos Moleculares

Las técnicas de deteccidon de acido nucleico viral pueden ser realizadas en fase aguda
y ofrecen una mejor sensibilidad en menor tiempo. La deteccion especifica de
Chikungunya se puede realizar usando una combinacion de amplificacion de PCR en
tiempo real (- PCR) y PCR anidada del fragmento del gen E-2. Sin embargo el
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meétodo mas utilizado recientemente es RT-PCR en tiempo real. Todos estos métodos
tienen 3 pasos basicos: extraccion de ARN viral, amplificacion, deteccién vy
caracterizacion de los productos amplificados. Se pueden utilizar una gran cantidad de
especimenes como sangre, suero, plasma, saliva y tejidos frescos o preparados con
formalina®. Varios protocolos se han planteado en blusqueda de diferentes genes de

Chikungunya como:Gen de envoltura E1 % y Gen de proteina no estructural nsP1 9.
7.10.3 Métodos Serologicos

Para el diagnostico serologico, se utiliza suero obtenido de sangre total. Existen varios
meétodos, se puede hacer mediante la demostracion de anticuerpos IgM o mediante la
demostracién de anticuerpos IgM/ 1gG especificos para Chikungunya, utilizando
técnicas de ELISA de captura (MAC-ELISA), cuya sensibilidad y especificidad es del
93% y 95 % respectivamente. Hasta el ano 2010, no habian ELISAs IgM comerciales
disponibles validados por la OMS, hoy en dia existe una variedad de Kits comerciales
para IgM e IgG disponibles. También se puede realizar el diagndstico por neutralizacion
por reduccién de placas (PRNT), en la cual se demuestra su positividad si el aumento
de los titulos de PRNT es de 4 veces mas entre la muestra aguda y la convalesciente.
Los ensayos de MAC —ELISA son confirmados también por PRNT debido a reacciones

cruzadas con otros alfavirus®3.

33



8. Material y Método

Tipo de Estudio: Estudio de casos y controles.
Periodo del estudio: Octubre 2014 — Abril 2016.

Poblacion de Estudio: Fueron personas de todas las edades y de ambos sexos, que
tuvieron Chikungunya, estudiados de manera retrospectiva de la ciudad de Lebdn y
personas que asistieron al laboratorio de Microbiologia de la UNAN — Ledn que
cumplian con la definicion de casos. Asi mismo personas sanas de todas las edades y

de ambos sexos.
Muestra de estudio: Un total de 290 Muestras.

Muestreo: Se realiz6 un muestreo no probabilistico por conveniencia, el calculo de la
muestra se realizé utilizando la calculadora epidemioldgica de OpenEpi % con un nivel
de confianza del 95% y 80% de poder. En este estudio se incluyeron casos
confirmados de Chikungunya que ocurrieron entre Octubre del 2014 y Abril del 2016.

Cada caso fue pareado en una proporcion 1:1 por sexo y edad.

Definicion de caso: Todos aquellas personas de diferentes edades y sexo de la
ciudad de Ledn, que padecieron de fiebre con artralgia de aparicion abrupta y rash
(poliartralgia, fiebre y rash),tenian un PCR positivo para Chikungunya o presentaron

IgG anti-Chikungunya en fase convalesciente.

Definicion de control: Toda persona que no habia padecido sintomas clinicos
caracteristicos de Chikungunya (poliartralgia, fiebre y rash), en los 6 meses previos a la

toma de muestra y tenian la misma edad (+/- 2 afnos) y sexo.
Criterios de inclusién para casos

Se incluyeron todas aquellas personas que cumplian con la definicién de caso y habian
asistido a alguna unidad de salud del Departamento de Ledn entre octubre 2014 vy

diciembre 2015 o se presenté al laboratorio de Microbiologia de la UNAN-Leén entre
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enero - abril 2016y que clinicamente (poliartralgia, fiebre y rash) fueron diagnosticadas

con Chikungunya.
Criterios de exclusion para casos

Se excluyeron todas las personas que aunque cumplian con la definicion de caso,
rechazaron participar en el estudio, no se encontraron en sus viviendas al momento de
la visita 0 cambiaron de domicilio. También se excluyeron casos que al momento de la

visita tenian otras enfermedades infecciosas.

Criterios de inclusion para controles:

Se incluyeron todas las personas que cumplian con la definicién de control.
Criterios de exclusion para controles:

Se excluyeron todas las personas que aunque cumplian con la definicion de controles,

rechazaron participar en el estudio.
Recoleccion de la informacién y toma de muestras

Recoleccion de la informacion: Cada caso sospechoso se le solicitd, ya sea en su
casa o en el laboratorio de Microbiologia su participacién en el estudio y firma de un
consentimiento informado. Una enfermera colaboradora del estudio le explico los
objetivos de la investigacion y le entregd el consentimiento para su lectura. Se realizé
una entrevista para solicitar informacion clinica y epidemiolégica de interés. En caso de
ser un menor (<16 afos), se le hizo la entrevista al padre o tutor del menor.
Posteriormente, se preguntd si habian personas de la misma edad (+/- 2 afios) y de
igual sexo que el caso en el domicilio, que deseara participar en el estudio y que no
hubiera tenido sintomas caracteristicos de Chikungunya, para incluirlo como controles.
En caso contrario, se busco el control en el vecindario. En el caso de los que fueron
tomados en el laboratorio de Microbiologia se buscé en la poblacion asistente al
mismo. Cada control también fue entrevistado para obtener informaciéon acerca de su

estado de salud e informacion epidemioldgica. Ver apéndice N° 1y 2
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Obtencion y conservacion de la muestra: Luego de que la persona acepto participar
y llend la ficha se procedio a la obtencion de una muestra de sangre y una de saliva. Si
era un adulto: Se tomé 3ml de muestra sanguinea del antebrazo en un tubo Vacutainer
con EDTA y alrededor de 2ml de saliva en un frasco de boca ancha. Si era un bebé se
tomo 1-2ml de muestra sanguinea en un tubo Vacutainer con EDTA, para la muestra
de saliva, en el caso de los bebés o de nifios que no pudieran escupir, las muestras
fueron recolectadas haciendo uso de un hisopo se tomoé la muestra de saliva rotandolo

y se coloco en un vial con PBS (500uL).

Las muestras fueron debidamente rotuladas y trasladadas al Laboratorio de
Microbiologia de la UNAN-Ledn en termos con refrigerantes para mantener una
temperatura entre 4-8 °C hasta el momento del analisis; una vez en el laboratorio, las
muestras sanguineas fueron centrifugadas a 3,000 rpm por 5 minuto para obtener el
plasma; ambas muestras (plasma y saliva), se transfirieron a crioviales para ser

guardadas a -20 °C hasta ser analizadas.
Analisis de Laboratorio
Determinacién del tipo sanguineo:

Se procedié a determinar el tipo sanguineo mediante el método de hemaglutinacién en
lamina, utilizando el kit comercial de Cypress Diagnostics. Se colocaron 3 gotas de
sangre en la lamina y se mezclaron con anticuerpos anti-A, anti-B y anti-D,
respectivamente. La aglutinacién franca con algun anticuerpo dado indicaba la

presencia del antigeno.
Determinacién de anticuerpos IgG anti — Chikungunya:

Se utilizé un Kit comercial de ELISA de la casa Euroimmune AG 23560 (Luebeck -
Germany). Se realiz6 de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
colocd 100 pL de suero diluido 1:101 en cada pozo y se incubé por 60 minutos a 37°C.
Posteriormente se lavdé 3 veces con solucién de lavado (10X), diluida con agua
destilada en una proporcion de 1/10, seguidamente se agregé100 pyL de conjugado
(peroxidasa de rabano marcada con anti-human 1gG), se incubd por 30 minutos a
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temperatura ambiente. Después se lavd 3 veces con la solucidon antes preparada, se
colocé el sustrato de TMB y a continuacion se incub6 por 15 minutos. La reaccién
enzimatica se detuvd con 100 pL de acido sulfurico, 0.5 M. Finalmente se obtuvéd

lecturas de absorbancias a 450 nm con un filtro diferencial de 630nm.

Se calculé el ratio (muestra/ calibrador 2) y se interpret6 de la siguiente manera:
Ratio < 0.8: Negativo

Ratio < 1.1 Indeterminado

Ratio = 1.1 Positivo

Determinacién de fenotipo Lewis y Secretor en saliva:

Se hizo de acuerdo a los procedimientos descrito por Nordgren y col.'®

Fenotipo Lewis: Se sensibilizaron las placas de ELISA (NUNC 96F Maxisorp; Thermo
Fisher Scientific, Roskilde, Denmark) con saliva, diluida 1:500 en buffer carbonato (0.1
M buffer carbonato—bicarbonato, pH 9.6), la placa fue incubada a 4°C en camara
humeda durante la noche. Al dia siguiente se lavo4 veces la placa con PBS — Tween20
al 0.05%, se agreg6é 100uL de anticuerpo anti-lewis A (a-Lewis A seraclone Cypress
Diagnosis), diluido 1:5000 con PBS y se incub6 por 90 minutos a 37°c. Transcurrido el
tiempo se lavo 4 veces con PBS — Tween20 al 0.05%, luego se agregé 100uL de
conjugado anti-lewis (Goat anti-horse MTC BIORR) diluido 1:1000 con PBS y se incubd
durante 90 minutos a 37°C. Seguidamente se lavd nuevamente 4 veces e
inmediatamente después se agregd 100ul del sustrato de TMB y se incubd por 20
minutos a temperatura ambiente en camara oscura. Una vez terminado el tiempo, se
detuvo la reaccion enzimatica con acido sulfurico 2N. Finalmente se obtuvieron las
lecturas de absorbancias a una longitud de onda de 450nm con un filtro diferencial de
630nm. Fueron consideradas Lewis A, si la densidad 6ptica= 0.100. En cada placa se
usaron saliva Lewis A, Lewis B y Lewis-Negativo como controles y ademas PBS para
controlar el fondo. El procedimiento aqui descrito fue utilizado para determinar Lewis B,
con la excepcion que se utilizé el monoclonal anti-Lewis B (a-Lewis B seraclone
Cypress Diagnosis).
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Fenotipo Secretor: Las placas de ELISA se sensibilizaron con 100ul de saliva diluida
1:500 en PBS y se incub6 a 4°C durante la noche, en camara humeda. Al dia siguiente
se lavo dos veces con PBS-Tween20 al 0.05% y se bloqueé con PBS-BSA al 3%
durante 60 minutos a 37°C, en camara humeda. Transcurrido el tiempo se lavo2 veces
con PBS-Tween20 al 0.5%, se agregd 100pul de lectinperoxidasa SIGMA-28146-IMG
diluido 1:400 con PBS y se incubd durante 90 minutos a 37°C. Posteriormente se
hicieron 4 lavados y se agregd 100pl del sustrato de TMB y se incub6 por 10 minutos a
temperatura ambiente en camara oscura. Una vez terminado el tiempo se detuvo la
reaccion enzimatica con acido sulfurico 2N. Finalmente se obtuvo las lecturas de
absorbancias a una longitud de onda de 450nm con un filtro diferencial de 630nm. Se
usé PBS para controlar el fondo y se agregaron los controles positivos y negativos

respectivos. Las muestras fueron consideradas positivas si la densidad 6ptica = 0.100.
PCR para diagnéstico de Chikungunya

El PCR de diagndstico o Screening para Chikungunya fue llevado a cabo en el Centro
Nacional de Diagnostico y Referencia de Nicaragua, y en colaboracion con las bases
de datos de las unidades de salud de Ledn, se hizo la identificacion de los participantes

que tenian un PCR positivo.
Extraccién de ADN de muestras de sangre para Genotipificacion.

La extraccion de ADN se realizé utilizando el kit comercial QIAGEN GENTRA
PUREGENE Blood Kit (QIAGEN Sciences, Germantown, Maryland, USA) siguiendo las
especificaciones del fabricante (Gentra Puregene Handbook 06/2011). Un total de 600
pLde ADN fue obtenido y guardado a 20° C hasta su posterior analisis. Ver Apéndice
N°3

Genotipificaciéon de CCR5A32 por PCR

El ADN purificado de cada muestra fue analizado por el método de la reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR) para la busqueda de la deleccién de 32 pb en el gen
CCR5. Las muestras fueron diluidas desde 1:10 hasta 1:1000 dependiendo de la
concentracion de ADN. En sintesis se tom6é 1 pL de la muestra diluida, 12.5 pL
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FastStar Universal SYBR Green Master (ROX) (ROCHE), 0.5 pyL (10 picomol/ pL) de
cada uno de los primers, (primers 5'-CACCTGCAGCTCTCATTTTCC-3' (forward) y 5'-
GTTTTTAGGATTCCCGAGTAGCA-3' (reverse)) y 10.5 uL de agua libre de nucleasas
para un volumen final de 25 pL para cada reaccion. Se uso el equipo 7500 Real-time
PCR System (Applied Biosystem) y el programa del termociclado fue el siguiente:
desnaturalizacion inicial a 95 °C 10 minutos, luego 40 ciclos de; 95 °C por 30 segundos,
49 °C por 30 segundos, y 72 °C por 1 minuto. El PCR en este caso aunque se utilizo el
sistema en tiempo real unicamente fue con el propdsito de amplificacion. Ver Apéndice
N°4

Electroforesis

Los productos amplificados fueron separados por 45 minutos de electroforesis usando
una camara y fuente de energia modelo 200/20, ambas de Bio-Rad Laboratories, Inc.,
California, USA en un gel de agarosa (Fisher Bioreagents LOT102016) al 3% vy
visualizados por el tinte de bromuro de Etidio al exponerlo contra la luz ultravioleta
(Fisher Scientific).El peso de los amplicones fue de 132 pb para el gen funcional
(CCR5) y 100 pb para el gen no funcional o homozigoto (CCR5A32).

Analisis Estadisticos

Los datos obtenidos fueron introducidos en una base de datos disefiada en el programa

SPSS, Inc. Chicago IL. (Statistical Package for the Social Sciences) version 15.0.1.

Las frecuencias y porcentajes de cada una de las variables estudiadas fueron
calculadas de forma separada en casos y controles. El grado de asociacion entre la
distribucion de los marcadores genéticos (factor de riesgo), y la evidencia por
Chikungunya se establecié mediante el calculo de OR, la significancia estadistica fue
determinada con la prueba exacta Fisher y un valor de p < 0.05 fue considerado

significativo.

Cuando la variable no fue dicotomica se hizo el OR utilizando como referencia aquel

dato cuyos valores de N eran mayores.
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Los graficos se realizaron en Excel y los resultados se editaron en Word, ambos de

Microsoft, y se utilizaron tablas y graficos para presentar los resultados obtenidos.
Consideraciones Eticas

Este estudio fue revisado por el comité de ética para las investigaciones biomédicas de
la UNAN-Leon, Nicaragua (Acta. N°37,2015).

A todos los participantes se les explico los objetivos del estudio y se les solicité la firma
de un consentimiento informado. En caso de los participantes menores de edad se

obtuvo un consentimiento informado del padre o tutor.

Todas las personas que fueron infectados con el Chikungunya y asistieron a una
unidad de salud en el periodo de estudio, tuvieron igual oportunidad de participar en

estudio.
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9. Resultados

Perfil Epidemiolégico de los pacientes con Chikungunya (casos). Este estudio
incluyé personas que desarrollaron la enfermedad del Chikungunya entre Octubre del
2014 y Abril 2016. La mayoria de los casos estudiados fueron del area urbana (77% vs
23% del area rural) y del sexo femenino (62% vs 38% en hombres). También se
observo que el grupo de edad mas frecuente fue el de 16-30 afos (51%), seguido por
el de 31-45 afios (20%), 46-60 (14%), = 60(8%) y en menor proporcién se observaron

los de 0-15 anos con 7%.(Ver gréafico 1A).

Caracteristicas Clinicas. El 60% los casos tuvieron fiebre de 1-3 dias, el 25% hasta 6
dias y 15% hasta 7 dias o mas. También se observé dolor de cabeza en 84% dolor
general 79%, rash en 79%, debilidad en 76%, prurito en 75%, dolor retro orbital en
56%, nausea en 39%, dolor abdominal en 34%, vémito en 21% y sangrado espontaneo
en 2%. (Ver tabla 1). El 38.6% de los pacientes presento fiebre, prurito, dolor de

cabeza, debilidad y rash.

Dolor. Durante la fase aguda el 100% de los pacientes presento artralgias y las
articulaciones mas afectadas fueron: tobillos (83%), munecas (78%), rodillas (77%),
manos (74%), codos (50%), hombros (49%) y cuello (37%).En cambio en la fase post-
Chikungunya la artralgia disminuyd pero prevalecio en tobillos (28%), rodillas (22%),
manos (21%), mufiecas(15%), hombros (6%) y cuello (3%). Es interesante mencionar
que ningun paciente reportd artralgia en cadera (Ver tabla 2). El 55.8% presento

artralgia en manos y pies simultaneamente.

Inflamacién. Durante la fase aguda el 59% de los pacientes presento inflamacién en al
menos una articulacion y los sitios mas afectados fueron: pies (59%), y manos (59%),
también se observd inflamacién, aunque en menor proporcién, en rodillas (12%),
tobillos (10%), mufiecas (6%) y cara (1%) En la fase post-Chikungunya la inflamacion

prevalecié en pies (11%), tobillos (5%), rodillas (3%) y manos (1%) (Ver tabla 3).

Reumatismo Cronico. El reumatismo croénico inflamatorio post-Chikungunya persistio

durante 1 mes después de la fase aguda en un 63% de los casos estudiados, 2 meses
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en 55%, 3 meses en 48%, 4 meses en 32% y 6 meses en 28%. Ademas se observd
que el reumatismo crénico post — Chikungunya puede persistir en algunos casos hasta

21 meses. (Ver Gréfico 2).

Factores de Riesgo clinicos y epidemiolédgicos. En este estudio se encontré que los
pacientes con al menos una enfermedad crénica (hipertension, diabetes, asma y/o
artritis) tienen mayor riesgo de desarrollar la enfermedad de Chikungunya (OR = 11.3,
P < 0.001). De hecho, la infeccidn sintomatica o asintomatica (presencia de IgG anti-
Chikungunya) con el virus del Chikungunya fue significativamente mas comun en
pacientes cronicos (OR = 6.21, P < 0.005). Otro factor asociado a la enfermedad es la
presencia de contactos intra-domiciliares con Chikungunya (OR = 2.6, P = P < 0.005).
La fumigacién intra - domiciliar con una frecuencia = 4 veces al mes disminuye el
riesgo de Chikungunya (OR = 2.4, P < 0.005). También se encontré tendencia a la
enfermedad en lugares donde el tren de aseo pasa con menos frecuencia 1 vez por
semana (OR= 1.5, P = 0.005) y la existencia de predios baldios en los alrededores
(OR=1.2, P=P =0.005). (Vertabla4 ,5y 6)

Distribuciéon y Asociaciéon de los grupos histo - sanguineos en la poblacién. Las
frecuencias de ABO, fueron similares tanto en casos (0=66%, A= 21%, B= 12%
AB=1%) como en controles (O=68%, A= 21%, B= 9% AB=2%) y entre el fenotipo
secretor y no secretor (87% Vs13%); (86% Vs14%). Las proporciones del fenotipo
Lewis B fueron ligeramente mayores en controles (75%) que en casos (68%) (OR = 0.6,
P = 0.005).

En cuanto al fenotipo Rh-negativo observamos que la proporcion en los controles
duplican la de los casos (6% vs 3%) sin embargo las diferencias no fueron significativas
(OR 2.4, P = 0.005). En contraste, la proporcion de Rh-positivo fue similar en casos

como en controles. (97% vs 94%).

Circulacion de la mutacion CCR5A32 en la poblacion de Leén. Este estudio
demuestra la circulacion de la mutacion CCR5A32 en el 3% del total de casos y
controles examinados, no se observo el genotipo recesivo, es decir, el alelo mutante

solamente se observd en individuos heterocigoto. La proporcion de controles con el
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alelo mutante duplica la de casos (6% vs 3%), similarmente la frecuencia alélica de la
mutacion en los controles casi duplica la de los casos, (9/281 vs 5/285), es decir, esta
en desequilibrio, segun Hardy-Weimberg. (OR = 0.54, P = 0.005) (Ver tabla 6 y Ver
tabla 7)
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Frecuencia de casos

Grafico 1.A Histograma de frecuencia de edades de los casos (1.A) controles (1B)

enrolados
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los casos enrolados de Chikungunya

No. Casos (nh = 145)

%

Fiebre
Dias de fiebre

1-3 dias

4-6 dias

7 amas
Dolor de cabeza
Dolor general
Rash
Debilidad
Prurito
Dolor Retro orbital
Nausea
Dolor Abdominal
Vomito
Sangrado Espontaneo

Total

145

87
36
22
122
115
115
110
109
81
56
50
30

145

100

60
25
15
84
79
79
76
75
56
39
34
21
2
100
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Tabla 2. Frecuencia de dolor de los casos enrolados en fase aguda y fase Post -

Chikungunya

Fase
Fase Aguda .
Post — Chikungunya

No (%) (n = 145) No (%) (n = 145)

Dolor articular 145 (100) 92 (63)
Tobillos 120(83) 42 (28)
Muinecas 113(78) 22 (15)
Rodillas 112(77) 32 (22)
Manos 108(74) 31 (21)
Codos 72(50) 8(6)
Hombros 71 (49) 8 (6)
Cuello 53(37) 5(3)

Tabla 3. Frecuencia de inflamacion de los casos enrolados en fase aguda y fase

Post —Chikungunya.

Fase
Fase Aguda
Post - Chikungunya

No (%) (n = 145) No (%) (n = 145)

Inflamacion

Pies
Manos
Rodillas
Tobillos
Munecas

Cara

85(59) 37 (26)
85(59) 16(11)
85(59) 2(1)
17(12) 5(3)
14(10) 7 (5)
8(6) 0 (0)

2(1) 0 (0)
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Grafico 2. Reumatismo Crénico Post- Chikungunya de los casos enrolados.
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Tabla 4. Caracteristicas epidemioldgicas de los casos y controles enrolados.

Casos Controles
No. (%) No. (%) OR (IC 95%) P
Edad
0 -15 anos 9 (6) 10 (7) 1.2(0.4-0.6) 0.3856
16 - 30 anos 75 (52) 72 (50) 1(0.6 - 1.6) 1.0000
31 - 45 anos 29 (20) 30 (20) 1.1(0.6 -2.2) 0.4053
46 - 60 anos 23 (16) 19 (13) 09(04-1.7) 0.3372
2 60 anos 9 (6) 14 (10) 1.6 (0.7-4.1) 0.1524
Enfermedades Crénicas*
Si 28 (19) 3(2) 11.3 (3.4 - 38) 0.0000
No 117 (81) 142 (98)
Contactos Intra- domiciliares
con Chikungunya
Si 117 (81) 89 (62) 2.6 (1.6 -4.5) 0.0003
No 28 (19) 56 (38)
Indice de masa Corporal
Normal 64 (44) 69 (48) 1(0.6-1.6) 1.0000
Bajo Peso 12 (8) 15 (10) 1.2(0.5- 2.7) 0.7273
Sobre Peso 26 (18) 20 (14) 1(0.3-1.6) 0.3348
Obesidad 43 (30) 41 (28) 0.8(0.5-1.5) 0.6595
Tren de Aseo
0-1 68 (47) 54 (37) 1.5(0.9-24) 0.0959
2-3 77 (53) 91 (63)
Predios Baldios
Si 72 (50) 65 (45) 1.2(0.8-1.9) 0.4103
No 73 (50) 80 (55)
Fumigacion Intra - domiciliar
al mes
0-1 44 (30) 51 (35) 1.5(0.9-24) 0.1502
2-3 89 (62) 71 (49) 1(0.6 - 1.6) 1.0000
4 a mas 12 (8) 23 (16) 24 (1.1-5.2) 0.0221
Total 145 (100) 145 (100)

*Enfermedades crdnicas encontradas: Hipertensidn, diabetes, asma o artritis.
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Tabla 5. IgG anti - Chikungunya Vs Enfermedad Crénicas

Enfermedad Crénicas* IgG (+) 19G (-) OR (IC 95%) P
Si 26 137
No 4 123 5.8 (2-17.1) 0.0006
Total 30 260

*Enfermedades crdnicas encontradas: Hipertensidn, diabetes, asma o artritis.

Tabla 6. Distribucion y asociacion de los grupos histo—sanguineos y la mutacion
CCR5A32 en los casos y controles.

Casos (%) Controles (%) OR (IC 95%) P
ABO
o) 95 (66) 98 (68) 1 (0.6- 1.5) 0.9152
A 31 (21) 31 (21) 0.9(0.5-1.7) 1.0000
B 18 (12) 13 (9) 0.7(0.3-1.5) 0.3607
AB 1(1) 3(2) 2.9 (0.3 -28.5) 0.3374
Fenotipo Rh
Positivo 140 (97) 136(94) 2.0(0.6-5.7) 0.2732
Negativo 5(3) 9(6)
Fenotipo Lewis
Lewis B 98 (68) 108 (75) 1(0.7-1.5) 1.0000
Lewis -2 29 (20) 21 (14) 06(04-1.2) 0.1859
Lewis A 18 (12) 16 (11) 0.8(04-1.7) 0.5617
Estado Secretor
Se+b 126 (87) 124 (86) 1.1 (0.6 -2.2) 0.7334
Se-° 19 (13) 21 (14)
CCR5A32
WT/WTH 140 (97) 136 (94) 0.54 (0.2-1.7) 0.2732
WT/ A32¢ 5(3) 9 (6)
A32/ A32f - - - -
Total 145(100) 145 (100)

2 ewis Negativo Secretor No Secretor, P Tipo salvaje o Natural Homocigoto CCR5, ¢ Heterocigoto de la mutacion CCR5A32 , f
Homocigoto de la mutacion CCR5A32.
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Tabla 7. Frecuencias Alélicas del Genotipo CCR5A32

Alelo Heterocigoto Alelo Frecuencia
Dominante Recesivo alélica
CCR5A32
Casos 285 281 0 1% (~0.01)
Controles 5 9 0 2% (~0.02)
Total N =290 (100%) 290 290 0 -
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10.Discusion

En el estudio del desarrollo natural de la enfermedad por el virus del Chikungunya es
imprescindible el analisis de multiples factores que contribuyen con el desarrollo de la
enfermedad como medioambientales, clinicos — epidemiolégicos y genéticos. Con el
propésito de aportar a la investigacion de estos factores se realizd este estudio de

casos y controles en el primer brote de Nicaragua, en la poblacion de Ledn.

Los factores ecologicos proveen de informacion complementaria del riesgo potencial
que podria tener la poblacion a ciertas enfermedades, este estudio reveld una
tendencia a la enfermedad de Chikungunya en lugares donde el tren de aseo pasa con
menos frecuencia y sumado a esto la existencia de predios baldios alrededor de las
viviendas. Como se ha descrito en otras arbovirosis la falta de frecuencia en la
recoleccion de los desperdicios del hogar y la presencia de predios puede provocar la
formacion de criaderos de vectores y facilitar la propagacion de los virus con mayor

rapidez, aumentando el riesgo de infeccion y desarrollo de la enfermedad®’.

La fumigacion de espacios intra - domiciliares para el control de vectores realizada por
el MINSA resulté ser un factor protector, demostrando asi, que esta estrategia permite
la destruccion rapida y masiva de la poblacion de vectores adultos, y ayuda a disminuir
la trasmision, aunque sea por periodos cortos de tiempo. En investigaciones de otras
arbovirosis como el dengue, con quien comparte vector, la fumigacién también ha
resultado ser un factor importante en la lucha contra estos mosquitos que trasmiten
virus, aunque también es controversial porque depende del tipo de veneno, el tiempo
estacional y el tiempo epidemiolégico en el que se fumiga, los ultimos mencionados no

fueron evaluados en este estudio.?8-100,

Interesantemente se observé que el grupo de edad mas frecuente fue el de 16-30 afos
aunque la literatura expresa que los mas afectados por el virus son los grupos de
edades en los extremos de la vida (nifos menores 5 anos y adultos mayores de 65
anos) ya sea porque el sistema inmunoldgico no esta completamente desarrollado o
porque se encuentra deprimido, en ambos casos las respuestas no son adecuadas sin

embargo asi también lo reportan otros investigadores en Nicaragua '9' Existe la
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posibilidad de que este grupo de edades sea el mas frecuente porque la poblacién

Nicaragliense es relativamente joven con un 60% de su poblacion entre 0-30 afios. 102

Las enfermedades crénicas son un factor inmunolégico predisponente para muchas
enfermedades, ya que el sistema inmunologico de este grupo esta generalmente
deprimido, este estudio revela que tener una enfermedad cronica aumenta las
probabilidades al individuo de desarrollar sintomas caracteristicos de esta enfermedad.
Interesantemente Schilte y col, encontré que los infectados con Chikungunya y con
diabetes mellitus tienen mas probabilidades de desarrollar artralgia severa. A diferencia
de lo reportado por Economopoulou y col®, donde refieren que las enfermedades

cronicas son factores de riesgo independientes a la severidad de la enfermedad.

La presencia de un familiar con Chikungunya resulto ser un factor de riesgo. Sé sabe
que las probabilidades de infectarse con cualquier arbovirosis si alguien del hogar o
cercano a la vivienda esta infectado se duplican, ya que se completa el escenario
perfecto (vector, reservorio, condiciones probables ambientales y un hospedero virgen)

resultando en una transmision casi segura.

Uno de los hallazgos mas importantes del estudio fue la duraciéon de los sintomas del
reumatismo- cronico post Chikungunya, algunos de los enrolados llegaron a sufrir hasta
21 meses dolor e inflamacién en los miembros como manos y pies. La respuesta
inmunologica del huésped parece jugar un papel determinante en el desarrollo de la
cronicidad de la enfermedad, Hoarau y col.”® demostraron un robusta respuesta
inmunoldgica con activacion de células dendriticas, NK,CD4 y CD8 acompafiada de
una respuesta de citosina Th1y Th2 bastante débil, con altos niveles de IFN-a e IL-12
circulante que persistio durante meses. También encontraron ARN y proteinas virales
rodeadas de NK y células T infiltrantes, en los macréfagos sinoviales perivasculares, en
un paciente cronico. Todas estas observaciones celulares y moleculares podrian
contribuir al desarrollo del reumatismo crénico Post Chikungunya. Esta afectaciéon
determinante en la enfermedad de Chikungunya ya que compromete la capacidad del
desarrollo de actividades diarias y podria generar incapacidad cronica. Segun Cardona
y cols. se estima que de 1603 a 1783 personas en Nicaragua desarrollen reumatismo-

cronico post - Chikungunya después de este primer brote, teniendo de esta forma
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repercusiones econdmicas para las familias y el pais en general.®. Ademas de la
discapacidad es importante mencionar que esta puede prolongarse por mas 3 afos, asi
como lo refiere Pineda y col. en el que estiman que del 10% — 60% de los casos

pueden llegar a sufrir reumatismo crénico post Chikungunya de 3- 5 afios.'%3

La respuesta inmunolégica se midié a través del desarrollo de inmunoglobulina G anti —
Chikungunya, tanto para casos como para controles, donde curiosamente se observé
que algunos controles que no presentaron sintomas caracteristicos de Chikungunya ni
durante, ni después del brote si desarrollaron anticuerpos IgG anti — Chikungunya. Lo
que sugiere que estuvieron expuestos al virus y desarrollaron una respuesta
inmunoldgica silenciosa, que podria atribuirse a diversos factores que son merecedores
de investigacién. Un dato relevante en este estudio es que al comparar las frecuencias
de 1gG positiva tanto en casos como en controles con las enfermedades crénicas, se
encontré que las personas con enfermedades crénicas tienen 6.21 veces mas
probabilidades de desarrollar sintomatologia, sugiriendo que existe una factor del
huésped que pudiese determinar la ausencia o presencia del desarrollo de sintomas,

severidad y/o desarrollo de reumatismo crénico post-Chikungunya.

En relacion a los factores genéticos ABO, Rh, Secretor, Lewis yCCR5A32n0 se
observaron diferencias estadisticamente significativas, aunque en Rh las frecuencia
delos controles Rh negativo casi doblan las de casos sugiriendo que los Rh negativos
podrian poseer un factor protector al desarrollé de la enfermedad, este mismo hallazgo

fue observado por Kumar y col. en su estudio. 12

Existen varios estudios donde se ha descrito la circulacion del gen CCR5A32%4 28, 90,
cuyo origen es escandinavo, es importante decir que a partir de esta investigacion se
pudo evidenciar la circulacion de la mutacién en el gen CCR5A32 en la poblacion de
Ledn lo que sustenta los hallazgos realizados por Wedel y col. 2°.Sin embargo todavia
estas muestras poblaciones son limitadas para extrapolar estos hallazgos a todo el

pais, debido a sus variantes étnicas sobre todo en la Costa Atlantica.
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11. Conclusiones

La mayoria de los casos estudiados presentaron: Dolor de cabeza (84%)
Debilidad (76%), Prurito (75%) y 1-3 dias de fiebre (60%). Durante la fase aguda
las articulaciones mas afectadas por artralgia fueron tobillo (83%), rodilla (77%),
y manos (74%), pero en la fase Post Chikungunya prevalecié el dolor en tobillo
(28%) y muiecas (15%). En la fase aguda presentaron inflamacion mayormente
en pies (59%) y manos (59%), pero solamente 11% y 1% presentaron
inflamacion en dichos miembros durante la fase post-Chikungunya,

respectivamente.

Los factores que mayormente contribuyen con la enfermedad fueron:
enfermedades cronicas (OR = 11.3), familiar con Chikungunya (OR = 2.6) y la
fumigacion de espacios intra - domiciliar con una frecuencia de = 4 veces por

mes (OR = 2.4) como un factor protector.

El reumatismo cronico inflamatorio post-Chikungunya persistié hasta 6 meses en

el 28% de los casos y puede persistir en algunos casos hasta 21 meses.

No se observaron diferencias significativas entre casos y controles en relacion a
los factores genéticos como; Tipo sanguineo, Fenotipo de Lewis y Presencia del

antigeno H.

La deleciéon en CCR5A32 no afectd la susceptibilidad a la enfermedad, sin
embargo demuestra la circulacion de la mutacion CCR5A32 en el 5% del total de

casos Yy controles examinados.
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12. Recomendaciones

Hacer un seguimiento de todos los casos enrolados y que presentaron
reumatismo- crénico post- Chikungunya para evidenciar por cuanto tiempo mas

continuaron con la sintomatologia

Realizar un estudio en el que se tomen en cuenta otros factores genéticos que
pudiesen explicar mejor la respuesta inmunoldégica diferenciada de los individuos

frente al virus Chikungunya.
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14. Apéndices
Apéndice N°1.Consentimiento

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA (UNAN - LEON)
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
Departamento de Microbiologia
Estudio: Susceptibilidad genética asociada al virus del Chikungunya
Cddigo Laboratorio: ID: CHIK-J] -0
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Contexto:

El virus del Chikungunya es una infeccion emergente, con una alta prevalencia y
probabilidad de incrementar en los proximos afos. Segun la Organizacion
Panamericana de la Salud en Nicaragua se han reportado alrededor de 6,000 casos
confirmados de Chikungunya y con un caso fatal. Recientes estudios en paises
asiaticos han encontrado que algunos factores genéticos podrian estar relacionados
con la susceptibilidad a las infecciones con Chikungunya.

Objetivo del estudio:

Este estudio ayudara a los Doctores a comprender mejor la enfermedad del
Chikungunya para establecer mejores medidas de prevencion y tratamiento. Todavia
se necesita mejorar los métodos de diagndstico y comprender como se produce la
enfermedad. En este estudio participaran 100 personas que han padecido Chikungunya
y 100 personas que no hayan padecido la enfermedad, pero que viven en el mismo
hogar o vecindario.

¢ Qué se necesita de usted durante el estudio?

Durante la entrevista, usted respondera preguntas relacionadas a su salud, factores
epidemiologicos y demograficos. La entrevista tomara aproximadamente 10 minutos.
Usted puede rehusarse a contestar cualquiera de las preguntas. Los investigadores
obtendran informaciéon complementaria mediante el analisis de muestras. Si usted
estuvo infectado o en contacto con personas previamente enfermas con Chikungunya,
una enfermera colaboradora de este estudio tomara una muestra de sangre (3cc) de su
brazo y una muestra de saliva (3cc).

Beneficios:

Aunque no existen beneficios directos por participar en este estudio, ayudara a los
doctores a incrementar su entendimiento sobre la enfermedad producida por el virus
del Chikungunya. Este estudio ayudara a entender como reaccionan las personas al
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Chikungunya en dependencia de sus factores genéticos y epidemiologicos. Como
beneficio adicional los analisis de laboratorio le seran proporcionados por la enfermera.

Riesgos:

Es posible que sienta una pequefia molestia, enrojecimiento o dolor en el sitio de su
brazo donde la sangre es extraida.

Resumen:

La participacion en este estudio es voluntaria y si usted no desea ser parte de este
estudio, cualquier atencion médica que esté recibiendo o pudiesen recibir en el futuro
no sera afectada de ninguna manera.

Confidencialidad:

La informacion que permite reconocerlo, incluyendo informacion personal y médica
obtenida en este estudio, sera mantenida bajo estricta confidencialidad, asegurada bajo
llave en la oficina del Dr. Filemoén Bucardo, en el Departamento de Microbiologia de la
UNAN-Leon. A los participantes se les asignara un numero de identificacion unico. El
nombre o informacion que permita identificarlo NO sera utilizada en las publicaciones o
presentaciones. La informacion de salud personal que no sea requerida para cumplir
con los propédsitos descritos sera destruida, borrada o anénima.

Todas las muestras seran guardadas refrigeradores del laboratorio de Microbiologia de
la UNAN-Ledn. La identificacion de la muestra sera a través del numero unico de
identificacion. Los individuos que realicen el analisis de las muestras no tendran acceso
a ninguna informacioén del paciente. Su privacidad sera respetada. Ninguna informacion
que revele su identidad sera liberada o publicada.

Consentimiento:

1. Yo entiendo que estoy siendo invitado a formar parte de este estudio porque
estuve enfermo de Chikungunya o vivo en la misma casa o vecindario de una
persona que estuvo enferma.

2. Yo entiendo que las enfermeras y estudiantes de este estudio me realizaran
preguntas sobre mi salud y/o enfermedad.

3. Yo entiendo que la participacion en el estudio es voluntaria y si yo no deseo
ser parte del estudio, cualquier atencién médica que esté recibiendo o pueda
recibir en el futuro no sera afectada de ninguna manera.

4. Puedo rehusarme a participar, en el estudio en cualquier momento, sin que la
atencion médica sea afectada.

5. Yo entiendo que una enfermera me tomara una muestra de sangre del brazo
y una muestra de saliva.
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6. Yo entiendo que los investigadores pueden, con mi consentimiento, obtener
informacion importante de los registros médicos, lo que puede incluir:
resultados de pruebas de laboratorio e historia clinica.

7. Yo entiendo que recibiré una copia firmada de este consentimiento para mi
persona.

8. Yo entiendo que si tengo otras preguntas, puedo preguntarle al Dr. Filemon
Bucardo llamandolo al 2311-0022 ext 2155.

Si tengo cualquier pregunta respecto a mis derechos como participante en la
investigacion, me puedo contactar con la Oficina del comité de ética para las
investigaciones biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNAN-Leén.

Registros Médicos:

Al seleccionar “Si” Yo autorizo la liberacién de los registros médicos a los
investigadores involucrados en el estudio “Susceptibilidad genética asociada a
Chikungunya” para los propésitos de investigacion descritos anteriormente.

Si: NO:

Uso de la muestra para futuras investigaciones:

Yo estoy de acuerdo en permitir la toma y almacenamiento de muestras de mi sangre y
saliva para investigaciones y estudios genéticos e inmunoldgicos futuros, sobre el virus
del Chikungunya y otras enfermedades infecciosas, aprobados por el Comité de Etica
para las investigaciones Biomeédicas de la UNAN-Ledn. Yo entiendo que marcando la
opcion “SI” a continuacién doy permiso para utilizar las muestras almacenadas para
investigaciones futuras. Yo entiendo que si selecciono “NO”, estoy solicitando que las
muestras almacenadas sean destruidas al final de este estudio.

Si: NO:

Consentimiento:

Su firma en este documento indica que usted entendié la informacion respecto a su
participacion en el estudio “Susceptibilidad Genética a Chikungunya”. De ninguna
forma esto lo hace renunciar a sus derechos legales tampoco libera al investigador, o
instituciones involucradas de sus responsabilidades legales y profesionales. Usted esta
en la libertad de retirarse en cualquier momento del estudio sin poner afectar su
atencion médica.

Nombre del Participante Fecha
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Consentimiento administrado, explicado y a

testiguado en persona por:

Nombre y titulo

Firma Fecha

Nombre del Investigador Firma Fecha
Completar solamente si el participante no sabe leer ni escribir.
Nombre del participante Huella digital del Participante Fecha

Nombre del Testigo Firma

del testigo Fecha

Consentimiento administrado, explicado y atestiguado en persona por:

Nombre vy titulo Firma Fecha
Nombre Investigador Firma Fecha
ID: RS-O00O000O-00-00 Iniciales del Participante: 1L

Susceptibilidad Genética a Chikungunya.
Investigadores del estudio:
Dr. Filemon Bucardo-Rivera,

Professor Titular

Facultad de Ciencias Medicas
Departamento de Microbiologia.
UNAN-Leoén

Fabian Liljedahl

Estudiante de 3°" ano de Medicina
Facultad de Medicina

Universidad de Linkoping, Suecia
Liliedahl.fabian@gmail.com

Tel/Fax: 2311-0022
E: fili bucardo@hotmail.com

Dr. Johan Nordgren.

Post-doctoral Fellows

Virologia Molecular

Facultad de Ciencias Medicas
Universidad de Linkoping, Suecia

Lic. Marlen Patricia Morales.

Estudiante de maestria
Microbiologia

Facultad de Ciencias Médicas
Departamento de Microbiologia
UNAN- Ledn.
marlenpatrikmorales@gmail.com

johan.nordgren@liu.se

en
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Apéndice 2. Cuestionario

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA (UNAN - LEON)
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
Departamento de Microbiologia

Estudio: Susceptibilidad genética asociada con Chikungunya

Cédigo Laboratorio: ID: CHIK=-[J 1=

Ficha de recolecciéon de informacion

Cédigo de Campo: / / C/MI/N

Saliva Sangre Fecha:

DATOS GENERALES:

Nombre y Apellido:

Fecha de Nacimiento: / / Sexo: Masculino: /__/

Femenino:/ /

Edad: Peso: kg Altura: __ cm Perimetroabdominal: _ cm
Procedencia: Urbana: / / Rural: / /

Direccion:

Localidad:

DATOS CLINICOS Y EPIDEMIOLOGICOS:

SALUD: ;Tuvo alguna enfermedad infecciosa antes de tener
Chikungunya?

Si/___/ No/___/; en caso de SI, indique cuales:
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¢ Tiene alguna enfermedad crénica?

Si/___/No/___/; En caso de SI, indique cuales:

¢ Se ha hecho examenes de colesterol?

Si/__/ No/___/; en caso de Sl, marque: Alto: Normal:

¢ Qué partes del cuerpo le dolian durante la enfermedad? Marque en el
dibujo:

iy

¢ Qué partes del cuerpo estaban inflamadas durante la enfermedad?

» Diabetes Tratamiento:

> Hipertension Tratamiento:

» Cancer Tratamiento: Quimioterapia:_____
» Artritis reumatoide Tratamiento:

» Otros

» Indique cuales: Tratamiento:
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¢En qué mes tuve Chikungunya?

Julio 2014
Augusto 2014
Septiembre 2014
Octubre 2014
Noviembre 2014
Diciembre 2014
Enero 2015
Febrero 2015
Marzo 2015

¢ Cuales sintomas tuvo durante la enfermedad? Marque en la lista abajo:

Fiebre  ~ Numerodedias
Dolores articulares

Inflamacion de pies o manos__
Rash__

Dolor de cabeza
Picazon__

Nausea

Vomito

Dolor detras de los ojos

Dolor abdominal

Sangrado espontaneo

Rash en las palmas de los manos
Dolor generalizado

Debilidad / decaimiento
Otros, explique:

CONDICIONES DE VIVIENDA:

Tipo de piso:

Cemento: Tierra: Ceramica/Ladrillo:

Tipo de pared:

Laton/plastico: Ladrillo/bloque:

Electricidad: Si: No:

Internet en casa: Si: No:

Disposicion de excretas:Letrina: Si: No: Inodoro: Si:
Fecalismo: Si: No:

No:
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Numero de personas que viven en la casa:
Numero total: Nifios: Adultos: Ancianos:
Tipo de agua que consumen:

Pozo Potable: Rio:

¢Almacena agua?

Si No ; En caso de SI, indique:
Coémo y donde

Cada cuanto tiempo la reemplaza

¢ Existen basureros clandestinos en el vecindario? Si No

¢ Cada cuanto pasa el camioén de la basura?
Una vez a la semana
Tres veces a la semana

Nunca

¢Existen predios baldios alrededor del hogar?

Si No

Educacion:
Primaria: Secundaria: Universidad:

Ocupacioén/trabajo:

Ambiente cerrado / horas Ambiente abierto / horas

¢ Antes del episodio, habia viajado fuera del pais?

Si No en caso de Sl, indique donde:

¢\Visité a alguien con Chikungunya antes de la infeccion?

Si No

¢Alguien mas ha tenido Chikungunya en su casa?

Si No ; en caso de Sl, indique parentesco:
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¢ Tiene animales en casa?

Si/ / No/ /; en caso de S Murciélagos: _

indique cuales: Ratones:

Perros: Gallinas:__

Gatos: Perro zompopo:_

Loro: Otros, indique cueles:

¢En el ultimo mes, cada cuanto pasa fumigando el MINSA su casa?

Una Dos Nunca

¢Usa alguna de las siguientes?
Mosquitero _ Repelente  Candelas repelentes _ Otros, indique

cuales:

¢ Persiste algun dolor luego de la enfermedad?

Si No En caso de SI, marque en el dibujo:

iy
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¢ Qué partes del cuerpo aun se le inflaman?

¢ Por cuantos meses persistié el dolor? Marque en la lista abajo:

Julio2014__
Augusto 2014
Septiembre 2014
Octubre 2014
Noviembre 2014
Diciembre 2014
Enero 2015
Febrero 2015
Marzo 2015

Abril 2015

Mayo 2015
Junio 2015

Julio 2015
Agosto 2015
Septiembre 2015
Octubre 2015
Noviembre 2015
Diciembre 2015

RESULTADOS DEL LABORATORIO:

Lewis: A/ / B/
Tipo ABO: A/ / Bl

/[ AB /

[ AB/ / Of /

Rh: positivo/

Secretor: positivo/

/ negativo/ /

/ negativo/ /

Valor de absorbancia

IgM suero:

IgG suero:
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Apéndice N°3. Protocolo de Extraccion de ADN de muestras de sangre
(QUIAGEN cat N° 158908)

1. Descongelar las muestras a 4 °C por la noche y al momento de trabajar
ponerlas en hielo en un termo.

2. Agregue 900uL del buffer “RBC Cell Lysis Solution” a un vial de 2 ml

3. Agregue 600pL de sangre al vial de 2ml y homogenice con la pipeta

B

Incube por 1 minuto a temperatura ambiente, agitando los tubos por
inversion.

Centrifugue a 1000 rpm por 20 segundos
Descarte el sobrenadante utilizando una pipeta

Aplique vortex hasta homogenizar el pelet

© N o O»

Agregue 900uL del buffer “RBC Cell Lysis Solution” y homogenice con la
pipeta

9. Incube por 1 minuto a temperatura ambiente, agitando los tubos por
inversion.

10. Centrifugue a 1000 rpm por 20 segundos
11.Descarte el sobrenadante utilizando una pipeta
12. Aplique Vortex hasta homogenizar el pelet de células blancas

13.Agregar 600uL de “Cell Lysis Solution” a las células resuspendidas y agite
con la pipeta o con vortex

14.Etiquetar los viales que contienen DNA gendmico y conservar a
temperatura ambiente.
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Apéndice N°4. Genotipificacion de CCR5A32 por q- PCRFastStart Universal
SYBR Green Master (ROX)

1.
2.

© N o O bk~

Descongelar los reactivos y colocar el ADN gendmico en hielo.

Preparar el Master Mix
Componente [Final]
(nM)

FastStart Universal SYBR 1X
Green Master (ROX) 2X

Forward Primer (10 pM) 400 nM
Reverse Primer (10 uM) 400 nM
Agua libre de nucleasas

ADN

Total

Vol (uL)x
Rxn

12.5

0.5
0.5
10.5
1.0
25yl

Mezclar y centrifugar a 4000 rpm por 3 min.

Agregar 24 uL del Master Mix en cada pozo de la placa a utilizar.

Agregue 1 pL de ADN o Agua como NTC en cada pozo

Sellar los pocillos.

Colocar la placa en el equipo para PCR en Tiempo Real (ABI 7500)

Correr el siguiente programa:

e Precalentamiento a 95°C por 10 minutos

e 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 49°C por 30 segundos y 72 por 1

minuto.
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