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RESUMEN 
 

En el departamento de Sucre, al norte de Colombia, circulan los cuatro serotipos de 
virus Dengue (DENV1-4), con una tendencia que corresponde con la observada en 
el resto del país. Adicionalmente, en el año 2014 y 2015 inició la circulación en este 
departamento de los virus Chikungunya (CHIKV) y Zika (ZIKV), respectivamente. 
Estos tres virus representan un grave problema de salud pública en esta entidad 
territorial, por lo que la información obtenida a través del estudio de estos virus a nivel 
molecular podría exponer información básica relevante no solo para la comunidad 
científica, sino para las entidades de salud, los cuales podrían comprender de una 
forma más precisa la dinámica de transmisión de estos virus en el departamento. Por 
lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue caracterizar filogenéticamente los 
DENV, CHIKV y ZIKV circulantes en el departamento de Sucre durante el lapso 2013 
a 2015. Para alcanzar este objetivo, fueron reclutados participantes con síntomas 
compatibles con cualquiera de estos virus, a quienes además se les recolectó 
información demográfica y clínica de interés para el estudio. A partir de una muestra 
de sangre se obtuvo suero sanguíneo con el que se realizó extracción de ARN y 
aislamiento viral. Luego, se realizó una RT-PCR con la que se buscó detectar el 
genoma de DENV, CHIKV y ZIKV. Para el caso de DENV y ZIKV fue posible realizar 
una qRT-PCR. Las amplificaciones positivas fueron preparadas para secuenciación 
mediante el método de Sanger. Las secuencias obtenidas fueron analizadas para 
establecer el genotipo viral, así como para realizar estimaciones de tiempos de 
divergencia que permitieran establecer las relaciones filogenéticas de los virus 
estudiados. Además del análisis molecular de los virus, se realizó un análisis 
estadístico para evaluar potenciales asociaciones entre la positividad y las 
características demográficas y clínicas de la población de estudio. Se recolectaron 
368 muestras, de las cuales 115 fueron positivas para DENV; los cuatro serotipos 
fueron detectados: DENV1 (29.79% - 14/47), DENV2 (12.77% - 6/47), DENV3 
(42.55% - 20/47) y DENV4 (14.89% - 7/47). Se incluyeron para el análisis de 
detección de CHIKV, 154 del total de 368 muestras del estudio, de las cuales 41 
resultaron positivas (26.62%). El 70.13% de las muestras positivas, al igual que con 
la detección de DENV, fueron de participantes que tenían menos de 11 años y entre 
26 a 59 años de edad. Sólo 27 muestras fueron analizadas para detección de DENV, 
CHIKV y ZIKV, todas estas recolectadas en el municipio de Sincelejo. De estas 
muestras, el 37.04% (10/27) resultaron positivas para ZIKV. El ensayo qRT-PCR 
permitió detectar niveles de viremia entre 0.99 y 9.13 Log10 equivalentes de 
genoma/mL de suero sanguíneo en el caso de DENV, y entre 4.489 y 5.839 Log10 
equivalentes de genoma/mL para ZIKV. Con los análisis filogenéticos se pudo 
establecer que DENV1 pertenecía al genotipo V, mientras que DENV3 pertenecían 
al genotipo III. Por su parte CHIKV perteneció al genotipo Asiático, lo cual 
corresponde con los reportes que indican que el virus que ingresó a América en 2013 
pertenecía a este genotipo. Del mismo modo se encontró que el virus ZIKV circulante 
en Sincelejo, pertenecía al genotipo Asiático, el mismo que se reportó en Brasil y 
otros países de América. El estudio estadístico mostró que en los menores de 10 
años se presentó un número significativamente mayor de muestras positivas para 
CHIKV, en comparación a lo detectado en adultos.  
 
Palabras Clave: virus Dengue, virus Chikungunya, virus Zika, filogenia (Fuente: 
MeSH). 
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ABSTRACT 
 
 
In the department of Sucre, in northern Colombia, the four Dengue virus serotypes 
(DENV1-4) circulate, with a trend that corresponds to that observed in the rest of 
the country. Additionally, in 2014 and 2015, Chikungunya (CHIKV) and Zika (ZIKV) 
viruses started circulating in this department, respectively. These three viruses 
represent a serious public health problem in this territorial entity, so the information 
obtained through the study of these viruses at the molecular level could expose 
basic information relevant not only to the scientific community, but to health 
entities, which could help to understand in a more precise way the dynamics of 
transmission of these viruses in the department. Therefore, the objective of this 
study was to phylogenetically characterize the circulating DENV, CHIKV and ZIKV 
in the department of Sucre during the period 2013 to 2015. To reach this goal, 
participants with symptoms compatible with any of these viruses were recruited, 
from whom we also collected demographic and clinical information of interest for 
the study. Blood serum was obtained from a blood sample with which RNA 
extraction and viral isolation were performed. Then, an RT-PCR was performed for 
the detection of DENV, CHIKV and ZIKV genome. For the case of DENV and ZIKV 
it was possible to perform a qRT-PCR. The positive amplifications were prepared 
for sequencing by the Sanger method. The obtained sequences were analyzed to 
establish the viral genotype, as well as to make estimations of divergence times 
that allowed to establish the phylogenetic relationships of the studied viruses. In 
addition to the molecular analysis of the viruses, a statistical analysis was carried 
out to evaluate potential associations between the positivity and the demographic 
and clinical characteristics of the study population. A total of 368 samples were 
collected, of which 115 were positive for DENV; the four serotypes were detected: 
DENV1 (29.79% - 14/47), DENV2 (12.77% - 6/47), DENV3 (42.55% - 20/47) and 
DENV4 (14.89% - 7/47). For the CHIKV detection analysis, 154 of the total of 368 
study samples were included, of which 41 were positive (26.62%). The 70.13% of 
the positive samples, as with the detection of DENV, were from participants who 
were less than 11 years old and between 26 and 59 years old. Only 27 samples 
were analyzed for detection of DENV, CHIKV and ZIKV, all of them collected in the 
municipality of Sincelejo. Of these samples, 37.04% (10/27) were positive for ZIKV. 
The qRT-PCR assay allowed to detect viremia levels between 0.99 and 9.13 Log10 
genome equivalents/mL of blood serum in the case of DENV, and between 4.489 
and 5.839 Log10 genome equivalents/mL for ZIKV. With the phylogenetic analyzes, 
it was established that DENV1 belonged to genotype V, while DENV3 belonged to 
genotype III. In addition, CHIKV belonged to the Asian genotype, which 
corresponds to the reports indicating that the virus that entered America in 2013 
belonged to this genotype. Similarly, it was found that the ZIKV virus circulating in 
Sincelejo belonged to the Asian genotype, the same one that was reported in Brazil 
and other countries of America. The statistical study showed that in children under 
10 years of age there was a significantly higher number of positive samples for 
CHIKV, compared to what was detected in adults. 
 
Key words: Dengue virus, Chikungunya virus, Zika virus, phylogeny (Source: 
MeSH) 
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1. INTRODUCCIÓN 

 
 
Muchas enfermedades arbovirales no han podido ser controladas de manera 

eficiente y los virus que las causan son patógenos emergentes o reemergentes 

que producen enfermedades importantes en todo el mundo (Conway, Colpitts, & 

Fikrig, 2014). Tradicionalmente, se ha dado poca prioridad a la investigación de 

arbovirus, sin embargo, en los últimos 50 años la aparición sin precedentes de 

enfermedades arbovirales epidémicas ha cambiado las percepciones sobre su 

contribución en la mortalidad y la discapacidad de la humanidad (Wilder-Smith et 

al., 2017). Entre estas, las infecciones por los virus Dengue (DENV), Zika (ZIKV) 

y Chikungunya (CHIKV) representan un problema de salud pública de interés 

global (M. G. Guzman, Gubler, Izquierdo, Martinez, & Halstead, 2016; Wilder-

Smith et al., 2017).  

 

La fiebre por DENV es una infección que puede comprometer la vida de la persona 

que la padece. Esta enfermedad afecta a alrededor de 2.500 millones de personas 

en más de 100 países y se ha demostrado que la incidencia de la infección por 

este virus en todo el mundo se ha multiplicado 30 veces entre los años 1960 y 

2010, debido al aumento de la tasa de crecimiento poblacional, el calentamiento 

global, la urbanización no planificada, el control ineficiente de los mosquitos 

vectores, la frecuencia de los viajes aéreos y la falta de servicios de salud (Hasan, 

Jamdar, Alalowi, & Al Ageel Al Beaiji, 2016). Estos factores también han favorecido 

la emergencia de los virus CHIKV y ZIKV. La enfermedad causada CHIKV está 

surgiendo como una amenaza global debido a su naturaleza altamente debilitante 

y la magnitud de su propagación, la cual no había tenido precedentes (Wahid, Ali, 

Rafique, & Idrees, 2017). Del mismo modo, ZIKV ha emergido como un virus de 

gran impacto debido a la asociación de la infección con el desarrollo de 
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microcefalia en neonatos y síndrome de Guillain-Barré en adultos (Baud, Musso, 

Vouga, Alves, & Vulliemoz, 2017; Plourde & Bloch, 2016). 

 

En América el virus Dengue se introdujo desde la época colonial (Bouri et al., 

2012); por el contario los arbovirus CHIKV y ZIKV tiene una historia reciente de 

circulación en el continente. CHIKV mantenía ciclos de transmisión en África y 

Asia, y sólo hasta el año 2013 fue reportado en América (WHO, 2017a). En cuanto 

a ZIKV, el primer registro en América indica que este virus ingresó al continente 

por Brasil, donde se reportó por primera vez transmisión local en el año 2015 

(Campos, Bandeira, & Sardi, 2015).  

.  

En Colombia circulan DENV, ZIKV y CHIKV. Un estudio retrospectivo que analizó 

los casos de dengue reportados entre los años 2004 y 2013, indica que la infección 

por DENV presenta un comportamiento cíclico, que posiblemente se repite cada 

tres o cuatro años. La epidemia más grande reportada en el país en los últimos 

años se presentó en el 2010 con 151.774 casos  (Castrillon, Castano, & Urcuqui, 

2015). CHIKV fue registrado por primera vez en Colombia en el año 2014, y fue el 

segundo país de América con el mayor número de casos, con más de 500 mil 

registros entre los años 2014 y 2015 (Rodas et al., 2016). ZIKV también fue 

reportado en Colombia (Camacho, Paternina-Gomez, Blanco, Osorio, & Aliota, 

2016), con un registro de 106.659 casos entre 2015 y 2016 (INS, 2017). 

 

El departamento de Sucre, ubicado en el Caribe colombiano, no ha sido ajeno a 

la problemática que representan estos virus en el país. La infección por DENV 

sigue la dinámica de transmisión general reportada para el país, y la capital del 

departamento, Sincelejo, ha sido catalogada como hiperendémica (Atencia, 

Perez, Caldera, Jaramillo, & Bejarano, 2018); CHIKV causó más de 20.000 casos 
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en el departamento durante la epidemia de 2014-2015 (Rodas et al., 2016) y ZIKV 

también fue registrado (Camacho et al., 2016) con gran impacto durante la 

epidemia registrada entre los años 2015  y 2016. Considerando lo anterior, y que 

además se han descrito asociaciones entre serotipos o genotipos y la gravedad 

de la enfermedad, así como con el potencial epidémico, este documento describe 

los resultados de un estudio molecular y epidemiológico de los virus DENV, CHIKV 

y ZIKV circulantes en el departamento de Sucre durante el periodo comprendido 

entre los años 2013 y 2015.  
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2. MARCO REFERENCIAL  

2.1. MARCO TEÓRICO 

2.1.1. Arbovirus  

Se denomina arbovirus al grupo de virus que se propagan a hospederos 

vertebrados mediante vectores artrópodos hematófagos (Weger-Lucarelli, 

Auerswald, Vignuzzi, Dussart, & Karlsson, 2018), principalmente mosquitos y 

garrapatas (Conway et al., 2014) (Wilder-Smith et al., 2017).   A partir de 1992, 

535 especies de virus pertenecientes a 14 familias han sido registradas en el 

Catálogo Internacional de Arbovirus; de estas se  tiene conocimiento que más de 

100 especies causan enfermedades zoonóticas, y que se agrupan principalmente 

en cuatro familias: Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae y Reoviridae (Weger-

Lucarelli et al., 2018). Además, de estas familias los arbovirus agrupan a virus del 

género Thogotovirus perteneciente a la familia Orthomyxoviridae, y el virus de la 

Peste Porcina Africana de la familia Asfarviridae, el único virus de ADN  clasificado 

como arbovirus (Weaver, 2006).  

 

Los arbovirus circulan de forma natural en áreas selváticas, con una gran variedad 

de hospederos vertebrados incluidos primates, aves, roedores, murciélagos y 

reptiles; como principales vectores participan mosquitos y garrapatas y en menor 

frecuencia los ácaros, y moscas pueden participar como vectores (Weaver & 

Barrett, 2004). Los humanos son hospederos accidentales que se infectan en 

áreas selváticas y que al regresar a las áreas urbanas propician la propagación 

de los virus en el resto de la población.    
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Todos los arbovirus que experimentan el resurgimiento más notable del presente 

siglo son transmitidos en áreas urbanas y periurbanas por mosquitos Aedes spp. 

Entre estos virus se encuentran DENV, ZIKV y CHIKV, los dos primeros 

pertenecen a la familia Flaviviridae, mientras que CHIK se encuentra clasificado 

dentro de la familia Togaviridae (Wilder-Smith et al., 2017). 

 

2.1.2. Familia Flaviviridae: virus Dengue y virus Zika 

   

La familia Flaviviridae se divide en tres géneros: Flavivirus, Pestivirus y 

Hepacivirus; el más diverso de estos géneros es el Flavivirus, que contiene cerca 

de 80 especies virales que de acuerdo a su mecanismo de transmisión pueden 

ser agrupadas en Flavivirus transmitidos por garrapatas, Flavivirus transmitidos 

por mosquitos, y por último, Flavivirus sin vector conocido o no transmitido por 

vectores (Holmes & Twiddy, 2003). Más del 50% de los Flavivirus están asociados 

con enfermedades humanas, entre las que se encuentran DENV, Fiebre Amarilla, 

ZIKV, Encefalitis Japonesa y el complejo de Encefalitis Transmitidas por 

Garrapatas (Fields, Knipe, Howley, & Griffin, 2001; Pierson & Kielian, 2013; 

Richman, Whitley, & Hayden, 2009; B. Wang et al., 2017). 

 

ZIKV es un arbovirus miembro del serocomplejo Spondweni dentro del género 

Flavivirus  (Pinto Junior, Luz, Parreira, & Ferrinho, 2015) y fue aislado por primera 

vez de un mono Rhesus centinela en 1947 (Dick, Kitchen, & Haddow, 1952) en el 

bosque Zika próximo a la ciudad de Kampala, en Uganda (Ioos et al., 2014), y 

luego en 1968 a partir de muestras humanas en Nigeria (Hayes, 2009). ZIKV es 

un arbovirus reemergente, que hasta el año 2007 no había sido considerado de 

gran interés en salud publica debido a que desde su descubrimiento no había 
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ocasionado grandes brotes y durante estos causó una enfermedad febril leve 

semejante clínicamente a la fiebre por  DENV y otras enfermedades arbovirales 

(Camacho et al., 2016), que incluye fiebres bajas (37.8°C – 38.5°C), conjuntivitis 

bilateral no purulenta, cefalea, mialgia, artralgia con edema periarticular y 

sarpullido, que se extiende desde el rostro hasta los miembros inferiores (Duffy et 

al., 2009).  

 

Sin embargo, luego de su llegada al continente americano, en el año 2014 (Musso, 

2015), ZIKV se propagó rápidamente por 40 países infectando a más de 2 millones 

de personas (Anderson, Thomas, & Endy, 2016), y fue después de su circulación 

en América que se asoció la infección por ZIKV con microcefalia congénita y el 

síndrome de Guillain-Barré en países de América y en la Polinesia Francesa 

(Brasil et al., 2016; Buathong et al., 2015; Calvet et al., 2016; Oehler et al., 2014; 

Plourde & Bloch, 2016; WHO, 2017c).   

 

Investigaciones desarrolladas en modelos animales sobre la patogénesis de ZIKV, 

demuestran que la infección por este virus presenta características semejantes a 

las observadas en el humanos, que incluyen infección del bazo, tejido nervioso 

periférico, tejido linfoides y tejidos de los órganos reproductores femeninos y 

masculinos (Coffey et al., 2017; Hirsch et al., 2017), así como de la placenta, (H. 

Li et al., 2016; Miner & Diamond, 2017), la córnea, el nervio óptico y la retina 

neurosensorial (Miner et al., 2016).  Después de la transmisión transplacentaria, 

ZIKV causa apoptosis de las células progenitoras neuronales (CPN) del feto, 

afectando el desarrollo cerebral (Cugola et al., 2016). Además, se ha demostrado 

que en el primer trimestre de embarazo existe el mayor riesgo de desarrollar 

lesiones neurológicas por la infección del virus (Honein et al., 2017); del mismo 
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modo se ha demostrado que ZIKV restringe el crecimiento intrauterino y provoca 

aborto espontáneo (Miner et al., 2016; van der Eijk et al., 2016). 

 

En cuanto al desarrollo del Síndrome de Guillain-Barré, se ha comprobado que la 

infección por ZIKV conlleva a la infiltración de células T en el sistema nervioso 

central (Miner & Diamond, 2017), las cuales podrían provocar una respuesta 

inflamatoria, que a su vez causa la producción de altos niveles de quimiocinas y 

citosinas relacionadas con el daño tisular y la enfermedad neurodegenerativa 

asociados con este síndrome (A. Wang, Thurmond, Islas, Hui, & Hai, 2017)  .  

 

El virus Dengue, también del género Flavivirus, representa el arbovirus más 

importante en términos de morbilidad, mortalidad e impacto económico a nivel 

mundial que puede causar fiebre hemorrágica y choque hemorrágico (Fusco & 

Chung, 2014; M. G. Guzman & Harris, 2015; Martinez, 2008; Weaver & Vasilakis, 

2009). El término “virus Dengue” agrupa a cuatro virus relacionados genética y 

antigénicamente que son conocidos como serotipos 1 – 4 (M. G. Guzman et al., 

2016), la enfermedad que estos virus causan se ha convertido en la infección 

arboviral más prevalente en humanos, con casi la mitad de la población mundial 

en riesgo de infección cada año (Dorigatti et al., 2018). DENV es endémico en 

más de 128 países del sudeste de Asia, América, el Pacífico occidental, África y 

las regiones del Mediterráneo oriental (WHO, 2017b); en estas zonas la incidencia 

se ha incrementado más de 30 veces en las últimas décadas, debido a la 

expansión de la distribución de los mosquitos del género Aedes que actúan como 

vectores (M. G. Guzman et al., 2016). Adicionalmente, 390 millones de personas 

sufren infección por este virus con un estimado de 96 millones de casos 

anualmente en todo el mundo (M. G. Guzman & Harris, 2015).  
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La infección por cualquiera de los cuatro serotipos de DENV puede causar una 

serie de manifestaciones clínicas en las que el momento o la secuencia de las 

infecciones puede ser un determinante importante de la gravedad y el curso de la 

enfermedad (M. G. Guzman et al., 2016). En 2009 la Organización Mundial de la 

Salud propuso clasificar esta enfermedad clínicamente como dengue con o sin 

signos de alarma o como dengue grave, para facilitar la identificación temprana 

de pacientes con manifestaciones más graves. La enfermedad que transcurre sin 

signos de alarma se presenta como una fiebre no específica, acompañada de 

cefalea, dolor retro-ocular, náuseas, vómito, artralgias y mialgias. En el dengue 

con signos de alarma, además de los anteriores, se muestra un descenso de la 

fiebre acompañado de síntomas asociados con la extravasación de plasma (por 

ejemplo, dolor abdominal severo). El dengue grave es la forma más severa e 

incluye extravasación grave de plasma que conduce a síndrome de choque por 

dengue, que está presente en la mayor parte de las personas que fallecen. 

Además, pueden presentarse acumulación de líquidos con insuficiencia 

respiratoria, encefalitis, coma, convulsiones, miocarditis y nefritis. La enfermedad 

del dengue también se puede dividir en tres fases separadas: la fase aguda (febril), 

la fase crítica (fuga de plasma) y la fase de convalecencia o reabsorción  (M. G. 

Guzman et al., 2016; WHO, 2009).  

 

2.1.2.1. Estructura, genoma y proteínas de los virus Dengue y Zika 

 

DENV y ZIKV son virus envueltos, de forma esférica, simetría icosaedrica y de 

aproximadamente 50 nm de diámetro; tienen un genoma de ARN lineal de cadena 

sencilla y polaridad positiva (ssRNA(+)) de aproximadamente 11 kb. El genoma 

contiene regiones no codificantes en los extremos 5´ y 3´ que flanquean un solo 
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marco de lectura abierto que codifica a una poliproteina, la cual es cribada en tres 

proteínas estructurales: Capside (C), premembrana/membrana (prM) y envoltura 

(E), y siete proteínas no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y 

NS5 (Figura 1 - 2) (Tabla 1). Como rasgo común en los Flavivirus, el genoma viral 

posee una caperuza 5´ tipo I (m7GpppAmpN2) esencial para la traducción de 

proteínas en células eucariotas, por lo que el material genético del virus actúa 

como genoma y mRNA que se traduce directamente una vez se encuentra en el 

citoplasma celular. El extremo 3’ del genoma viral no está poliadenilado pero forma 

estructuras secundarias que incluyen 27 patrones de plegamiento (Kuno & Chang, 

2007) que pueden estar involucradas en el reconocimiento de factores celulares y 

virales, en la traducción, estabilización del genoma, empaquetamiento del ARN y 

circularización del genoma (Lindenbach & Rice, 2003).  

 
Figura 1. Esquema representativo de la partícula viral de un Flavivirus. (A) Modelo 
esquemático de una partícula viral de flavivirus. El panel izquierdo muestra la conformación 
de un virión inmaduro, mientras que el derecho un virión maduro. La cápside contiene el 
ARN viral y múltiples copias de la proteína C. La superficie de las partículas inmaduras 
consiste en 60 estructuras en forma de espículas compuestas de trímeros de 
heterodímeros prM-E. Las partículas maduras se forman después de la escisión de PrM y 
contienen homodímeros de 90 E. (B) Representación de la disposición de dímeros de E 
en la superficie de un virión de DENV2 maduro (PDB – 1THD).  Modificado de (Vratskikh 
et al., 2013). 
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Figura 2. Estructura general del genoma de virus del género Flavivirus. El marco de 
lectura abierto único codifica un precursor de poliproteínas que se escinden de forma 
conjunta y posterior a la traducción en tres proteínas estructurales (en rojo) y siete 
proteínas no estructurales (en azúl). Se describen funciones putativas de estas proteínas 
durante la infección. Se indican las estructuras secundarias y terciarias del ARN dentro de 
las regiones no traducibles 5’ y 3’ (UTR). aa, aminoácidos; C, proteína de la cápside; CS, 
secuencia de circularización; E, Envoltura; M, membrana; RdRp, ARN-polimerasa 
dependiente de ARN; UAR, regiones aguas arriba de AUG; VR, región variable; SL, stem 
loop. Modificado de (Fernandez-Garcia, Mazzon, Jacobs, & Amara, 2009) 
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Tabla 1. Función de las proteínas codificada por el genoma de los Flavivirus DENV 
y ZIKV. NS: No estructural. 

 

Proteína Función Referencia 

Cápside (C) 

Forma la estructura icosaédrica del 
virus en la que se encuentra 
empaquetado el genoma viral. Regula 
la expresión génica y síntesis de 
ARN. Permite la interacción con el 
ARN viral y favorece la formación de 
la nucleocápside. 

(Markoff, Falgout, & 
Chang, 1997; Ni & Kao, 
2013) 

Precursora de 
Membrana 
(prM)/ 
Membrana (M) 

Ayuda al plegamiento de la proteína 
E. Previene la fusión prematura de las 
partículas virales. 
Estabilización de la proteína E. 

(Heinz & Allison, 2003; 
Mukhopadhyay, Kuhn, 
& Rossmann, 2005; 
Roby, Setoh, Hall, & 
Khromykh, 2015; Shi & 
Gao, 2017) 

Envoltura (E) 

Necesaria para la entrada a la célula 
del hospedero, así como la fusión de 
la membrana endosomal. 
Blanco de respuesta inmune humoral. 

(Mukhopadhyay et al., 
2005; Shi & Gao, 2017) 

NS1 

Principal marcador antigénico. 
Evasión de la respuesta inmune. 
Formación del complejo de 
replicación. 
NS1 soluble de DENV daño vascular. 

(M. G. Guzman et al., 
2016; Shi & Gao, 2017; 
Youn et al., 2012) 

NS2A 
Involucrada en la replicación de ARN 
y el ensamblaje viral. 

(M. G. Guzman et al., 
2016; Shi & Gao, 2017) 

NS2B 
Actúa como un cofactor de NS3 para 
el procesamiento de poliproteínas. 

(Aguilera-Pesantes & 
Mendez, 2017; M. G. 
Guzman et al., 2016) 

NS3 

Proteína multifuncional que presenta 
actividad NTPasa, helicasa y serina-
proteasa. Presenta un rol importante 
durante los eventos de síntesis de 
ARN viral conjuntamente con la NS5. 

(Chambers, Hahn, 
Galler, & Rice, 1990; 
Shi & Gao, 2017) 

NS4A 

Bloquea la señalización de interferón 
tipo I, induce la autofagia y protege 
las células del hospedero de la 
muerte durante la infección. 

(Roosendaal, 
Westaway, Khromykh, 
& Mackenzie, 2006) 

NS4B 

Bloquea la señalización de interferón 
tipo I y la interferencia de ARN. 
Modulador de gránulos de estrés en 
células hospederas. 

(Roosendaal et al., 
2006) 

2K 
Antagonista de la función de 
interferón de NS4B. 

(Munoz-Jordan et al., 
2005) 

NS5 

Actividad ARN polimerasa 
dependiente de ARN. Adición de 
caperuza al ARN genómico. Actúa 
como una antagonista de la respuesta 
del interferón. 

(Grant et al., 2016; M. 
G. Guzman et al., 
2016; Shi & Gao, 2017) 
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2.1.2.2. Ciclo de transmisión de los virus Dengue y Zika 

 

En la transmisión de ZIKV y DENV actúan como vectores principales mosquitos 

hembras del género Aedes (Diallo et al., 2014; Fusco & Chung, 2014; Marchette, 

Garcia, & Rudnick, 1969; Weinbren & Williams, 1958). En el ciclo de transmisión 

enzoótico se requiere que el virus, el vector y el hospedero interactúen espacial y 

temporalmente, de manera que se facilite la adquisición del virus a partir de un 

hospedero infectado a un vector susceptible. En áreas urbanas la trasmisión de 

estos virus se da principalmente por las especies Aedes aegypti y Aedes 

albopictus (Grard et al., 2014; Musso, Nilles, & Cao-Lormeau, 2014), sin embargo, 

especies de los géneros Mansonia, Anopheles y Culex se han encontrado 

infectados naturalmente con ZIKV (Diallo et al., 2014). Se  han determinado dos 

ciclos de transmisión para DENV y ZIKV: Un ciclo endémico/urbano, en el que los 

virus circulan entre los humanos, que sirven de reservorios y de hospederos 

amplificadores, y entre Ae. Aegypti y Ae. Albopictus (Aliota, Peinado, Velez, & 

Osorio, 2016; M. G. Guzman et al., 2016), con otros Aedes spp., que son vectores 

secundarios. La eficiencia del ciclo endémico es potenciada por la ecología y 

comportamiento de su principal vector, Ae. Aegypti. La hembra de esta especie 

ovoposita sus huevos en contenedores de agua limpia y residen próximos de los 

asentamientos humanos, lo cual facilita su contacto con estos. Durante la picadura 

a un humano infectado, los mosquitos hembra adquieren el virus; estos insectos 

presentan un hábito hematófago indispensable  para la producción de huevos, por 

lo que la frecuencia de la ingestión en la picadura del mosquito favorece el 

contacto entre el virus y los hospederos vertebrados (Beerntsen, James, & 

Christensen, 2000). Después de  la ingesta a partir de un hospedero virémico, el 

virus infecta a las células epiteliales del intestino medio del mosquito donde se 

replica rápidamente y atraviesa la lámina basal para alcanzar la hemolinfa. Una 
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vez en la circualción,  los viriones alcanzan las glándulas salivales, donde 

mantiene una infección activa (Beerntsen et al., 2000; Romoser et al., 2004). 

Durante una nueva ingesta sanguínea, los virus son liberados junto con la saliva 

(Pascoa et al., 2002). El virus tarda entre 5 y 12 días en alcanzar la glándulas 

salivares del mosquito por lo que luego de este periodo, el moquito infectado es 

capaz de transmitir el virus a individuos susceptibles durante el resto de su vida; 

en el caso de DENV el periodo que tarda el virus en alcanzar las glándulas 

salivares puede variar de acuerdo a la temperatura ambiental, la cepa del virus y 

la competencia vectorial del mosquito (M. G. Guzman et al., 2016). El virus circula 

en la sangre del humano infectado durante dos a siete días, período en el que 

otros Aedes pueden adquirir el virus cuando se alimentan de la persona infectada 

(Weaver, 2005).  

 

El ciclo selvático difire del urbano, en las cepas de DENV y ZIKV que circulan entre 

primates no humanos que actúan como hospederos reservorios, así como en 

roedores y murciélagos en el caso de ZIKV (McCrae & Kirya, 1982; Olson et al., 

1983), y en una variedad de mosquitos del genero Aedes de habitats boscosos 

(D.J. Gubler, 1988; D. J. Gubler, 1994). Además de la trasmisión vectorial, se ha 

documentado la transmisión de ZIKV de humano a humano, por transmisión 

transplacentaria (Calvet et al., 2016; Oliveira Melo et al., 2016), y en menor medida 

por transmisión sexual (Foy et al., 2011) y transfusiones sanguíneas (Musso, 

Nhan, et al., 2014). 
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2.1.2.3. Ciclo de replicación de los virus Dengue y Zika  

 
 
El ciclo de replicación de DENV, así como en la mayoría de los Flavivirus, se inicia 

cuando el virus se une a la célula blanco a través de receptores celulares, entre 

los que se han sugerido DC-SIGN (Moléculas de adhesión intercelular no asociada 

a integrina, específica de células dendríticas o CD209), heparan sulfato, proteínas 

de choque térmico Hsp70 y Hsp90, GRP78/BiP, CD14, receptor laminina 37-

kDa/67-kDa, entre otros (Y. C. Chen, Wang, & King, 1999; Jindadamrongwech, 

Thepparit, & Smith, 2004; Lozach et al., 2005; Pierson & Kielian, 2013; 

Tassaneetrithep et al., 2003). En el caso de ZIKV, se ha demostrado que este 

proceso es mediado por DC-SIGN o miembros de la familia fosfatidilserina (AXL, 

Tyro3 y en menor medida TIM-1) (Hamel et al., 2015; Smit, Moesker, Rodenhuis-

Zybert, & Wilschut, 2011). La entrada a la célula blanco se da por endocitosis 

mediada por receptores (Mukhopadhyay et al., 2005), en la que también 

intervienen clatrinas. Luego de la entrada, ocurre la fusión con endosomas ácidos 

por lo que el virus es transportado hacia el interior de la célula en un entorno de 

pH bajo que desencadena un cambio conformacional de la proteína E. Este 

cambio induce la fusión de la membrana endocítica con la membrana viral, que a 

su vez permite exponer la partícula viral para ser desensamblada por proteasas 

celulares y liberar el genoma de ARN en el citoplasma de la célula infectada 

(Acosta, Kumar, & Bartenschlager, 2014; Allison et al., 1995). La infección causa 

una intensa proliferación y reorganización de endomembranas en la célula 

hospedera, como las del retículo endoplasmático, que se ha correlacionado con 

los sitios de replicación del genoma y ensamble de la partícula viral (Chiramel & 

Best, 2017; Uchil & Satchidanandam, 2003). La traducción del genoma comienza 

con la síntesis de la poliproteína, la cual es clivada en las proteínas estructurales 

y no estructurales; lo anterior ocurre dentro de “fábricas de replicación” inducidas 
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por el virus, que son también denominadas como paquetes de vesículas, las 

cuales no son más el producto de las invaginaciones del retículo endoplasmático 

recubiertas por los microtúbulos y filamentos intermedios presentes en el 

citoplasma celular. Se cree que estas “fábricas” permiten agrupar todos los 

elementos necesarios para que se lleve a cabo la replicación, además, protege 

contra las nucleasas celulares y evita la activación de la inmunidad innata mediada 

por receptores de ARN citosólico (Cortese et al., 2017).  

 

La proteina NS5, la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), produce ARN 

de una sola cadena en sentido negativo que actúa como molde para la sintésis de 

nuevos genomas de ARN de cadena simple y sentido positivo. Se ha demostrado 

que la estructura de bucle SLA en el extremo 5' UTR funciona como promotor para 

la síntesis de la cadena negativa. Este elemento se une a la proteína NS5 y las 

secuencias de hibridación en los extremos UTRs 5' y 3' para mediar las 

interacciones de ARN-ARN de largo alcance necesarias para aproximar el 

promotor con el sitio de iniciación (Henderson, Saeedi, Campagnola, & Geiss, 

2011). NS5 es esencial para la producción de la forma de doble hebra requerida 

para la formación de la cadena de ARN en sentido positivo, y tanto NS3 como 

NS5, además de algunas proteínas celulares, son esenciales para la separación 

de ambas hebras. Luego de la replicación, la caperuza m7GpppN1mpN2 cubre el 

extremo 5' del ARN durante la maduración. La actividad RTPasa de la NS3 elimina 

fosfatos γ y β del ARN, una guanilato transferasa añade fosfatos a la guanosina 

del ARN desfosforilado y finalmente es metilado por el dominio metiltransferasa 

de NS5 (Gebhard, Kaufman, & Gamarnik, 2012). 

El genoma viral es liberado en el citoplasma y la región 5' no traducida (5'UTR) 

dirige el ARN hacia los ribosomas, donde ocurre la traducción de la poliproteína 
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precursora. La poliproteína viral es procesada co- y post-traduccionalmente por 

proteasas celulares y virales, en proteínas virales individuales y funcionales 

(Lindenbach & Rice, 2003). La síntesis de proteínas y el ensamblaje de virus 

ocurren sobre la superficie del retículo endoplasmático, y las partículas virales 

inmaduras no infecciosas producidas son transportadas a través de la red trans-

Golgi (Chiramel & Best, 2017); por último, los viriones se ensamblan en la forma 

inmadura, de tal manera que la glicoproteína E se asocia con la glicoproteína prM 

para formar tres heterodimeros que constituyen una espícula viral. La maduración 

de las partículas virales se da por digestión de las proteinas de la membrana por 

la proteasa furina y los viriones son liberados por exocitosis para infectar nuevas 

céulas (Hamel et al., 2015; Mukhopadhyay et al., 2005).  

 

En la Figura 3. se muestra el proceso de replicación de los virus del género 

Flavivirus: 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.  Ciclo replicativo de un Flavivirus. Los flavivirus son internalizados por 
endocitosis mediada por receptores (1) y transportados a endosomas tempranos, donde 
el ambiente ácido induce la fusión (2) entre el virus y la membrana de la célula hospedera, 
lo que resulta en la liberación del genoma (3). Tras la traducción del ARN viral, se procesa 
la poliproteína resultante tanto por proteínas codificadas por el virus, como por las de la 
célula infectada (4). Los sitios de escisión y la topología de las proteínas estructurales (en 
verde) y no estructurales (NS) (en rojo) en la membrana del retículo endoplásmico (ER) se 
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ilustran esquemáticamente. Después de la traducción, se ensambla un complejo de 
replicación y se asocia a membranas inducidas por los virus, donde tiene lugar la 
replicación viral (5). El complejo de replicación comienza a transcribir la plantilla de ARN 
(+) en ARN (-), que luego sirve como plantilla para la nueva síntesis de ARN (+). Las 
cadenas de ARN progenie (+) pueden iniciar un nuevo ciclo de traducción o ensamblarse 
en viriones (6). El empaque ocurre en la superficie del ER, seguido por la formación de 
complejos de las proteínas estructurales y el ARN recién sintetizado en la luz del ER. Los 
viriones inmaduros resultantes se transportan al trans-Golgi, donde se da escisión de prM 
a M, mediada por la enzima furina. Esto último genera partículas infecciosas maduras (7) 
que se liberan por exocitosis (8). Modificado de (Fernandez-Garcia et al., 2009). 

 
 
 

2.1.3. Alfavirus: Chikungunya  

 

Los alfavirus son un grupo diverso de virus pequeños, esféricos y envueltos con 

genomas de ARN monocatenario y de sentido positivo, que han sido aislados de 

todos los continentes, excepto la Antártida (Forrester et al., 2012). Estos virus son 

transmitidos predominantemente por mosquitos (Rupp, Sokoloski, Gebhart, & 

Hardy, 2015), con dos excepciones: el virus de la enfermedad pancreática del 

salmón (SPDV) y su subtipo, el virus de la enfermedad del sueño (SDV), los cuales 

infecta el salmón y la trucha, y el virus de la foca elefante del sur (SESV) (Forrester 

et al., 2012). Aunque los alfavirus son comúnmente mantenidos entre sus 

mosquitos vectores y aves, con frecuencia se producen brotes de infecciones en 

humanos y ganado, por lo que son de interés económico y de salud pública. 

 

Los virus que pertenecen a este género con frecuencia son clasificados como 

Alfavirus del Nuevo Mundo o Alfavirus del Viejo Mundo, según la ubicación 

geográfica desde la que se aislaron originalmente. Los del Nuevo Mundo, incluyen 

el virus de la encefalitis equina oriental (EEEV), el virus de la encefalitis equina 

venezolana (VEEV) y el virus de la encefalitis equina occidental (EEEV), los cuales 

suelen causar encefalitis en humanos y otros mamíferos.  Los alfavirus del Viejo 

Mundo, como los virus Chikungunya (CHIKV), O'Nyong-Nyong (ONNV), del río 
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Ross (RRV), Semliki Forest (SFV) y Sindbis (SINV) causan fiebre, erupción y 

síndrome de artralgia que rara vez causa fatalidad (Leung, Ng, & Chu, 2011).  

 

CHIKV es un virus que es transmitidos por mosquitos del género Aedes (Rausalu 

et al., 2016), aunque también ha sido reportada la transmisión por mosquitos Culex 

y Anopheles (Lo Presti, Lai, Cella, Zehender, & Ciccozzi, 2014). Este virus causa 

una enfermedad en humanos que se caracteriza por presentar síntomas clínicos 

semejantes a los de la fiebre por DENV, y debido a que CHIKV circula en regiones 

donde DENV es endémico, se ha postulado que muchos casos de dengue se 

diagnostican incorrectamente y que la incidencia de la infección por CHIKV es 

mucho más alta que la reportada (Jain, Rai, & Chakravarti, 2008).  Los síntomas 

que produce la infección por CHIKV incluyen fiebre alta, dolor de cabeza, mialgia, 

artralgia, poliartralgia, hemorragia y erupción cutánea. Varios estudios señalan 

que la artralgia persiste durante períodos de tiempo más prolongados y causa 

dolor intenso en las personas mayores, así como en pacientes diabéticos. Las 

personas con insuficiencia renal y hepatopatía alcohólica son las que más sufren 

(Wahid et al., 2017). La palabra chikungunya significa "caminar inclinado" en el 

dialecto africano Makonde, y se refiere al efecto de la artralgia incapacitante que 

se observa en la persona afectada (Galán-Huerta, Rivas-Estilla, Fernandez-Salas, 

& Farfan-Ale, 2015).  

 

2.1.3.1. Estructura, genoma y proteínas del virus Chikungunya  

 

CHIKV es un virus de aproximadamente 70 nm de diámetro, envuelto, con simetría 

icosaédrica. El virión está compuesto por unidades repetidas de las glicoproteínas 

transmembrana E1 y E2 (240 heterodímeros de E2/E1 dispuestas en forma de 
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espiculas en su superficie), la cápside (C), una bicapa lipídica derivada del 

hospedero y una única molécula de ARN genómico (Figura 4). 

 
 

 
 
Figura 4. Esquema representativo de la partícula viral de un Alfavirus. (A) Modelo 
esquemático de una partícula viral de un alfavirus. El virión es esférico, con un tamaño que 
oscila entre 65 y 70 nm de diámetro. La envoltura contiene 80 puntas que están formadas 
por 240 heterodímeros de las proteínas E1/E2. La cápside tiene una simetría icosaédrica 
T=4, construida con 240 monómeros. (B) Representación de la superficie icosaédrica de 
un alfavirus en la que puede detallar la disposición de los heterodímeros de E1/2 de CHIKV 
(PDB – 2XFB).  Modificado de (Metz & Pijlman, 2011).  

 

El genoma de CHIKV consiste en un ARN de cadena sencilla y polaridad positiva, 

(Galán-Huerta et al., 2015; Lo Presti et al., 2014), con una longitud de 11.5 kb 

(Rodas et al., 2016) que cuenta con una caperuza en el extremo 5’ y una cola de 

poli(A) en el extremo 3’ (Leung et al., 2011; Lo Presti et al., 2014). Este genoma 

incluye dos marcos de lectura abiertos (ORF) que codifican para dos poliproteínas 

(poliproteína no estructural y poliproteína estructural), que son post-

traduccionalmente clivadas por proteasas virales y celulares en cuatro proteínas 

no estructurales (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4) y cinco proteínas estructurales (C, E3, 

E2, 6K, E1),  respectivamente (Figura 5) (Lo Presti et al., 2014; Yap et al., 2017). 
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Figura 5. Estructura genómica de un Alfavirus. El genoma de los alfavirus es de ARN 
monocatenario de sentido positivo que codifica dos marcos de lectura abiertos. El genoma 
completo se traduce en una poliproteína no estructural que es procesada por el hospedero 
y las proteasas virales. RdRp se expresa mediante la supresión de la terminación al final 
del 10% de las poliproteínas nsP (* indica la ubicación de un codon de parada). En la fase 
tardía de la infección, la poliproteína estructural se expresa a través de un ARNm 
subgenómico. El ARNm contiene un bucle de horquilla descendente (DLP) para evitar la 
interrupción de la traducción inducida por la PKR del hospedero en la fase tardía de la 
infección. Una versión truncada de la poliproteína estructural es producida por el cambio 
de marco ribosomal en la región 6K, el cambio de marco induce la traducción de la proteína 
TF. Modificado de https://viralzone.expasy.org   

 

Durante la formación de la nucleocápside, la proteína de la cápside del alfavirus 

(C) se une al ARN genómico a través de los residuos Arg, Lys y Pro del extremo 

N-terminal (Leung et al., 2011).  Las glicoproteínas de la envoltura incluyen un 

péptido de fusión (E1) y el ligando para la endocítosis mediada por receptores 

(E2); se sabe que estas proteínas son los principales determinantes de la 

adaptación evolutiva y la diseminación de CHIKV. La proteína E2 de los alfavirus 

consta de tres dominios distintos, A, B y C, y E2 se ha implicado previamente como 

el objetivo principal de la respuesta inmune protectora del hospedero. Se cree que 

el dominio B codifica la punta de los picos característicos de la envoltura de los 

alfavirus y que interactúa con los receptores celulares (Porta et al., 2016; Rodas 

et al., 2016). La función de la proteína estructural E3 actualmente no está definida, 

y parece variar entre los diferentes alfavirus. Si bien la proteína E3 de SFV se 

https://viralzone.expasy.org/
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encuentra asociada con los viriones, la proteína E3 no está incorporada en los 

viriones de otros alfavirus (CHIKV, SINV y WEEV).  6K es una proteína estructural 

que es esencial para el ensamblaje de partículas de Alfavirus, debido a que se 

cree que influye en el transporte a sitios de ensamblaje de viriones en la 

membrana plasmática, antes de incorporarse a los viriones en pequeñas 

cantidades. La proteína 6K del Alfavirus también se ha clasificado como una 

viroporina, debido a su capacidad para formar canales iónicos y alterar la 

permeabilidad de la membrana en células bacterianas y de mamíferos. La proteína 

E1 es la proteína de fusión de los Alfavirus, con un péptido de fusión que reside 

dentro de un dominio hidrófobo altamente conservado (Leung et al., 2011). 

 
 

La proteína nsP1 posee actividades tanto de guanina-7-metiltransferasa como de 

guanilil transferasa, requeridas para la adición de la caperuza 5’ y la metilación de 

los ARN virales genómicos y sub-genómicos recién sintetizados. nsP2 exhibe 

actividad ARN trifosfatasa/nucleósido trifosfatasa, así como actividad helicasa 

dentro del lado N-terminal, mientras que hacia el extremo C-terminal se encuentra 

la proteasa de cisteína, requerida para el procesamiento de la poliproteína no 

estructural. Las estructuras cristalinas de la nsP3 de CHIKV y VEEV indican que 

tiene actividad ADP-ribosa 1-fosfato fosfatasa y que se une al ARN; además los 

estudios de mutagénesis también revelan un papel para la nsP3 en la modulación 

de la patogenicidad en ratones. La proteína nsP4 funciona como la ARN 

polimerasa dependiente de ARN (RdRp), que contiene el sitio catalítico en el 

extremo C-terminal. También, se ha planteado que nsP4 actúa como un 

andamiaje para la interacción con otras nsPs o proteínas del hospedero a través 

de su extremo N-terminal (Leung et al., 2011). 
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2.1.3.2. Ciclo de transmisión del virus Chikungunya  

 
 
CHIKV persiste en la naturaleza utilizando dos ciclos: un ciclo selvático que afecta 

a primates y mosquitos; y un ciclo urbano que afecta a humanos y a mosquitos 

(Madariaga, Ticona, & Resurrecion, 2016). En el ciclo selvático, también llamado 

enzoótico, actúan como vectores mosquitos arbóreos del género Aedes, mientras 

que primates no humanos actúan como reservorios y amplificadores de la 

infección (Jain et al., 2008). El ciclo de transmisión enzoótica puede extenderse a 

las personas que circulan cerca de zonas selváticas. En África, por ejemplo,  se 

producen epidemias cuando se introduce CHIKV en áreas urbanas donde Aedes 

aegypti y Aedes albopictus, que son mosquitos antropofílicos (Lourenco-de-

Oliveira & Failloux, 2017),  pueden iniciar la transmisión humano - mosquito – 

humano. CHIKV puede iniciar un ciclo de transmisión urbana sostenida, en el que 

solo interviene A. aegypti y/o A. albopictus y humanos. Este último ciclo, el 

endémico/epidémico, ocasiona altos niveles de exposición humana a los 

mosquitos, particularmente porque estos vectores viven en proximidad a las 

personas. El comportamiento y la ecología de A. aegypti, en particular son ideales 

para la transmisión epidémica porque las hembras adultas prefieren alimentarse 

de humanos (Galán-Huerta et al., 2015).  También se ha demostrado la 

transmisión vertical, desde la madre al feto durante el embarazo (Madariaga et al., 

2016).  

 

 Aunque la infectividad de las cepas de CHIKV varían ampliamente tanto para A. 

aegypti como para A. albopictus, los humanos desarrollan viremias de alto título 

que generalmente persisten durante los primeros 4 días después del inicio de los 

síntomas, con un pico que se estima ocurre el primer día de enfermedad 

(aproximadamente 109 copias de ARN viral/ml, y títulos superiores a 107 PFU/ml). 
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Estos títulos generalmente exceden la dosis infecciosa a los mosquitos, unas 50 

veces para ambas especies de vectores, lo que permite una transmisión eficiente 

entre los mosquitos y los humanos. Los humanos sirven como principal reservorio 

de CHIKV durante los períodos epidémicos, fuera de estos períodos, los monos, 

roedores y aves constituyen el reservorio que mantiene la circulación del virus 

(Galán-Huerta et al., 2015). 

 

2.1.3.3. Ciclo replicativo del virus Chikungunya  

 
 
El proceso de infección de CHIKV inicia cuando un mosquito infectado se alimenta. 

Durante la alimentación las partículas virales son liberadas en la dermis y capilares 

sanguíneos sub cutáneos. Los órganos diana de CHIKV incluyen articulaciones, 

músculos, piel y con menos frecuencia, hígado, riñones, ojos y el sistema nervioso 

central. La infección de estos órganos se asocia frecuentemente con una marcada 

infiltración de células mononucleares, como los monocitos/macrófagos. 

 

Una vez son inoculados, los viriones inician el proceso de infección de las células: 

El primer paso es la unión de la proteína de la envoltura a los receptores celulares. 

Se han sugerido como proteínas receptoras de CHIKV en células de mamíferos a 

prohibitina (PHB), los receptores que mejoran la entrada del virus mediada por 

fosfatidilserina (PVEER) y los glicosaminoglicanos (GAG) (van Duijl-Richter, 

Hoornweg, Rodenhuis-Zybert, & Smit, 2015), y más recientemente se ha 

postulado a la molécula de adhesión celular Mxra8 como receptor de varios 

Alfavirus, incluido CHIKV (Zhang et al., 2018). 
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La unión al receptor promueve la endocitosis mediada por clatrina (CME). La 

invaginación y la escisión de la membrana para formar una vesícula recubierta de 

clatrina que contiene virus se produce a través de una interacción compleja de 

varias proteínas, incluida la proteína adaptadora-2, dinamina, clatrina, y Eps15. 

Posteriormente, la vesícula recubierta de clatrina se transporta dentro de la célula, 

después de lo cual las moléculas de clatrina se disocian y el virus se envía a los 

endosomas. El ambiente ácido de los endosomas posteriormente desencadena 

cambios conformacionales dentro de las glicoproteínas E1/E2, para mediar la 

fusión de la membrana viral con la membrana endosomal (van Duijl-Richter et al., 

2015).  

 

La fusión de la envoltura viral con la membrana endosomal libera la nucleocápside 

en el citoplasma celular. El recubrimiento de las nucleocápsides de los Alfavirus 

ocurre casi inmediatamente (aproximadamente 1 minuto) después de su entrada 

en el citoplasma. El ARN ribosomal 60S interactúa con la proteína C, lo que facilita 

el desprendimiento de la nucleocápside y la liberación del ARN viral para el inicio 

de la síntesis de proteínas (Leung et al., 2011). 

 

Los alfavirus codifican cuatro proteínas no estructurales (nsP1-4), producidas 

inicialmente como una poliproteína P1234. nsP4 es la ARN polimerasa 

dependiente de ARN, pero los cuatro nsP son necesarias para la síntesis de ARN. 

El complejo de replicación temprana (RC) formado por la poliproteína P123 y nsP4 

sintetiza cadenas de ARN negativas, y el RC tardío compuesto de nsP1-nsP4 

totalmente procesado es responsable de la producción de cadenas genómicas y 

subgenómicas de polaridad positiva. La polimerasa de los Alfavirus se ha 

purificado y es capaz de sintetizar ARN de novo únicamente en presencia de otras 

nsPs. nsP4 purificado también tiene actividad adenililtransferasa, que puede 
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generar la cola poli (A) en el extremo 3' del genoma viral. La asociación de las 

proteínas nsPs a membranas es vital para la replicación; de este modo los 

Alfavirus inducen invaginaciones de membrana llamadas esférulas, que forman un 

microentorno para la síntesis de ARN al concentrar los componentes de la 

replicación y evitar que los ARN de doble cadena intermedios sean detectados por 

los mecanismos de defensa de la célula hospedera (Figura 6) (Pietila, Hellstrom, 

& Ahola, 2017). 

 
 

Figura 6. Ciclo replicativo de un Alfavirus. La entrada del alfavirus en las células se 

inicia por la unión al receptor, seguida por la endocitosis mediada por clatrinas. La fusión 
a las membranas endosómicas transporta la nucleocápside (NC) al citoplasma, donde el 
ARN se libera después. El ARN genómico se usa para la traducción de proteínas del ARN 
genómico y subgenómico (26S) y la transcripción del ARN naciente (+) a través de una 
plantilla de ARN (-). Las proteínas estructurales traducidas del ARN 26S encapsulan el 
ARN genómico naciente antes de su liberación de la célula. Modificado de (Leung et al., 
2011).  
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2.2. ESTADO DEL ARTE  

 
Los estudios filogenéticos sugieren que África fue el origen ancestral de todos los 

Flavivirus transmitidos por mosquitos y garrapatas, probablemente desde un virus 

de mamíferos que inicialmente no era transmitidos por vectores (Braack, Gouveia 

de Almeida, Cornel, Swanepoel, & de Jager, 2018). Los miembros del género 

Flavivirus se pueden agrupar en tres grupos distintos: transmitidos por mosquitos, 

transmitidos por garrapatas y un grupo de virus con vectores desconocidos o no 

transmitidos por vectores (Gould, de Lamballerie, Zanotto, & Holmes, 2003). Su 

historia antigua está ligada al Viejo Mundo, pero en los últimos tiempos su 

propagación geográfica y su epidemiología se han visto afectadas 

significativamente por la creciente población humana y las continuas migraciones 

a nivel global. Los Flavivirus transmitidos por garrapatas y mosquitos se separaron 

temprano, con una evolución mucho más rápida dentro de los Flavivirus 

transmitidos por mosquitos; probablemente la ingesta frecuente de los mosquitos 

sobre hospederos distintos favoreció la diversificación evolutiva, contrario a lo que 

sucede con las garrapatas que presentan ingestas de una manera menos 

frecuente (Braack et al., 2018).  

 

En contraste con los Flavivirus que exhiben asociaciones evolutivas y ecológicas 

claras con grupos de vectores específicos, los Alfavirus, de la familia Togaviridae, 

no muestran relaciones obvias. Dentro de cada grupo de Alfavirus hay especies 

transmitidas principalmente por mosquitos Aedes y Culex, así como por muchos 

otros géneros, como Anopheles (Forrester et al., 2012). Los Alfavirus tienen 

promotores subgenómicos y poliproteínas duales que facilitan cambios más 

frecuentes en el rango de hospederos y de vectores, más una capacidad para 

incorporar más mutaciones. Esto tiene consecuencias epidemiológicas que 
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contribuyen a una propagación más rápida de los Alfavirus y también a la 

recombinación genética (Braack et al., 2018). 

 

Los análisis de árboles filogenéticos actuales sugieren que los Alfavirus pueden 

haber surgido de un hábitat acuático ancestral, como se refleja en el virus de la 

foca elefante del sur (SESV) y varios virus de peces. Luego, la propagación se 

expandió desde los océanos del sur hacia el Nuevo Mundo y el Viejo Mundo, 

invadiendo a hospederos terrestres, lo cual se repitió reiteradas veces al ritmo de 

la frecuencia de viajes en embarcaciones humanas de gran escala y otros medios 

de transporte. Es probable que los hospederos zoonóticos hayan ayudado a esta 

propagación, en particular las aves, pero se requieren estudios adicionales para 

confirmarlo (Forrester et al., 2012).  

 

Considerando que el presente estudio se enmarca en el análisis filogenético de 

los virus DENV y ZIKV (dos Flavivirus) y CHIV (un Alfavirus) circulantes en el 

departamento de Sucre, a continuación, se realizará una breve revisión del origen, 

distribución y filogenia de estos virus.  

 

2.2.1. Virus Dengue 

 
Los primeros registros que sugieren posibles casos de dengue se encuentran 

referenciados en una enciclopedia médica china que data de 992 (D. J. Gubler, 

2006). Después de una larga ausencia en los registros históricos, los informes de 

una enfermedad compatible con dengue aparecieron casi siete siglos más tarde, 

descrita como una enfermedad aguda con convalecencia prolongada en las 

Antillas Francesas y Panamá durante 1635 y 1699, respectivamente (D. J. Gubler, 
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1998). Un siglo más tarde, se sugirió la ocurrencia de epidemias simultáneas en 

los años 1779 y 1780 en Asia, África y América del Norte (Vasilakis & Weaver, 

2008). Cambios ecológicos y demográficos significativos causados por la Segunda 

Guerra Mundial facilitaron la transmisión, propagación e hiperendemicidad de 

dengue en la región de Asia y el Pacífico (D. J. Gubler, 2006; Kuno, 2007). La 

primera epidemia de dengue hemorrágico se registró en Filipinas entre 1953 y 

1954, que fue seguida de otra epidemia en 1958. Desde entonces, DENV ha 

estado circulando en esta región (A. Guzman & Isturiz, 2010). 

 

En América, DENV ha circulado desde la época colonial (Brathwaite Dick et al., 

2012; M. G. Guzman et al., 2016); apareció por primera vez más o menos al mismo 

tiempo que la fiebre amarilla, lo que implica que DENV y YFV pueden haber sido 

transportados en los mismos barcos de esclavos junto con el mosquito africano 

Aedes aegypti (Braack et al., 2018). DENV generó grandes brotes como el 

presentado en Perú durante el año 1818, con aproximadamente 50.000 casos; 

luego en el Golfo de México, Venezuela, Brasil, y Cuba, entre otros, también se 

reportaron casos (Brathwaite Dick et al., 2012). Pero fue hasta 1981 que se dio la 

primera gran epidemia de dengue grave, la cual inició en Cuba y se extendió a 

Jamaica (1981-1982), Brasil (1.986), y Venezuela (1989-1990) (M. G. Guzman, 

Kouri, Morier, Soler, & Fernandez, 1984; Rico-Hesse et al., 1997). En Colombia, 

el primer caso de dengue hemorrágico fue notificado oficialmente en 1989 en 

Puerto Berrío, departamento de Antioquia (J. A. Mendez et al., 2010), y a partir de 

entonces, los casos endémicos y letales de dengue han aumentado (J. A. Mendez 

et al., 2012). 
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Dengue se ha clasificado en cuatro serotipos (DENV1 – 4), que difieren en 

secuencia global de aminoácidos en un porcentaje mayor al 30%; aunque los 

serotipos están en un grupo genéticamente relacionados, antigénicamente son 

diferentes (R. Chen & Vasilakis, 2011). Recientemente se ha postulado la 

existencia de un quinto serotipo, sin embargo, éste no ha sido confirmado y sus 

implicaciones para la salud humana aún se encuentran en estudio (Islam et al., 

2015).  

 

Estudios filogenéticos de aislados de DENV han permitido caracterizar genotipos 

dentro de cada serotipo, basados en la diversidad genética y la distribución 

geográfica. Por esta razón, la caracterización genética de DENV se ha convertido 

en un tema crítico para comprender los patrones epidémicos de propagación viral 

(J. A. Mendez et al., 2010). 

 

Estudios basados en secuencias parciales o completas del gen E de DENV1, y en 

secuencias genómicas completas reconocen cinco genotipos distintos (DENV1: 

genotipo I – V). El genotipo I incluye cepas del sudeste asiático, China y África 

oriental; el genotipo II agrupas a virus procedentes de Tailandia; el genotipo III 

incluye cepas de Malasia, el genotipo IV clasifica aislados del Pacífico Sur; y el 

genotipo V incluye a los procedentes de América y África. Adicional a los 

genotipos, se sugiriere la existencia de linajes con relaciones geográficas y 

temporales distintivas (R. Chen & Vasilakis, 2011; J. A. Mendez et al., 2010; Pyke 

et al., 2016). Recientemente, en 2016 Pyke y sus colaboradores reportaron un 

sexto genotipo de DENV1 al que denominaron Genotipo VI; este genotipo de 
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acuerdo a los autores representa la cepa selvática más divergente registrada para 

este serotipo  (Figura 7) (Pyke et al., 2016). 

 

De los cuatro serotipos, el DENV2 es la causa más frecuente de epidemia de 

dengue en todo el mundo y se sabe que está asociado con casos graves de 

dengue. Según la filogenia del gen de la envoltura, DENV2 se divide en seis 

genotipos: Asiático I (AI), Asiático II (AII), Cosmopolita (C), Americano (AM), 

Asiático/Americano (AA), y por último el genotipo Selvático (S). Debido a la rápida 

migración y la alta tasa de mutación, los genotipos de DENV2 están 

experimentando cambios evolutivos constantemente y existe la posibilidad de que 

surjan nuevos linajes. De acuerdo a esto, se han realizado estudios evolutivos con 

genomas completos de DENV-2 disponibles en las bases de datos especializadas, 

que han permitido postular que para DENV2 existen al menos quince linajes 

(Figura 8) (Waman, Kolekar, Ramtirthkar, Kale, & Kulkarni-Kale, 2016). 

 

Varios estudios en los que se analizaron los genes  C, prM/E y NS3 permitieron 

corroborar resultados previamente obtenidos en el año 1994: las cepas del 

serotipo DENV3 se agrupaban en cuatro genotipos distintos: el genotipo I que 

representa cepas del sudeste de Asia, Filipinas y las islas del Pacífico Sur; 

genotipo II que representa cepas del sudeste de Asia continental; el genotipo III 

que representa cepas que se extienden a lo largo de Asia, África oriental y 

América; y el genotipo IV, que representa cepas de Puerto Rico y Tahití (R. Chen 

& Vasilakis, 2011; Lanciotti, Lewis, Gubler, & Trent, 1994). Sin embargo, estudios 

posteriores basados en la secuencia completa del gen E, permitieron identificar 

un quinto genotipo (Genotipo V), y clasificar las cepas dentro de cada genotipo 

como sigue: Genotipo I, cepas de las zonas marítimas del sudeste asiático, 

principalmente Indonesia, Singapur, Malasia, Filipinas y Taiwán, y las islas del 
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Pacífico Sur. Genotipos II, que representa a casi todas las cepas muestreadas en 

Tailandia, una sola cepa de Singapur recolectada en 1995, un aislado de 

Indonesia en 1998, Taiwán, Vietnam, Bangladesh Camboya, China, Japón y 

Myanmar. Genotipo III, que contiene las cepas de Sri Lanka, India, Japón, Taiwán, 

Singapur, Samoa, África Oriental, América Central y del Sur, el Caribe y un par de 

cepas importadas a Europa. Genotipo IV, presenta cepas muestreadas en Puerto 

Rico desde principios de los sesenta hasta finales de los setenta y en Tahití. Este 

genotipo es el más distinto genéticamente de todos los otros genotipos de DENV3, 

y solo se ha asociado con dengue sin signos de alarma. Finalmente, el Genotipo 

V, que representa el prototipo de la cepa DENV3 (H87–1956) de Filipinas, además 

incluye un aislado de 1973 de Japón, cepas de China (muestreadas en 1987 y 

2009) y cepas de Brasil muestreadas a principios de la década de 2000 (Figura 9) 

(R. Chen & Vasilakis, 2011).  

 

El serotipo DENV4 se divide en cuatro genotipos (I, II, III y selvático), de acuerdo 

también a la filogenia de secuencias del gen E: El genotipo I (Focks, Research, & 

Diseases), incluye cepas de India, Filipinas, Myanmar, Tailandia, Vietnam, Malasia 

y Sri Lanka. El genotipo II (GII), incluye cepas de las Américas y el Caribe, así 

como regiones asiáticas como Tailandia y Taiwán. El genotipo III (GIII), 

comprende cepas de Tailandia que son distintas de los aislados de Tailandia 

incluidos en GII.  

 

Los genotipos GI, GII y GIII representan virus urbanos de DENV4 que infectan a 

los humanos, mientras que el genotipo selvático (GS) comprende cepas de 

hábitats selváticos de Malasia, que infectan hospederos no humanos. Ahora bien, 
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la realización de análisis de genomas completos ha permitido postular que dentro 

de los genotipos de DENV4 se pueden diferenciar ocho linajes de acuerdo a 

distintos factores de agrupación (Figura 10) (Waman, Kasibhatla, Kale, & Kulkarni-

Kale, 2016). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 7. Árbol filogenético de máxima credibilidad del gen E de DENV1. Los cinco 
genotipos principales de DENV-1 (I a V) se muestran y comparan con un nuevo genotipo 
selvático (VI) que contiene la cepa desconocida, Brun2014. Los valores de probabilidad 
posteriores (1.0) se muestran para los nodos clave junto con los tiempos de divergencia 
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correspondientes y las respectivas densidades de probabilidad del 95% (entre paréntesis). 

Tomado de (Pyke et al., 2016).  

 
 
 
 

 
 
Figura 8. Árbol filogenético de genomas completos de DENV2. Se identifican quince 
linajes de DENV2, representados en el árbol con códigos de color como se indica. Existen 
dos linajes (S1 y S2) del genotipo Selvático, dos linajes (C1 y C2) del genotipo 
Cosmopolita, dos linajes (AI-1 y AI-2) del genotipo Asia I y un total de siete linajes (AA1 - 
AA7) del genotipo Asiático/Americano. Los genotipos Americano (AM) y Asiático II (AII) 
forman grupos independientes. AA4* indica un clado de cepas mezcladas que se ha 
descrito que pertenen al linaje AA4. Tomado de (Waman, Kolekar, et al., 2016) 
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Figura 9. Árbol de máxima verosimilitud con el gen E de DENV3. En el árbol 
muestra los cinco genotipos de DENV3 que se han descrito, con los respectivos 
soportes de rama (bootstrap con 1000 repeticiones) Las ramas están codificadas 
por color de acuerdo a las regiones geográficas específicas como se especifica 
en la figura. Tomado de (R. Chen & Vasilakis, 2011) 
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Figura 10. Representación esquemática de factores que influyen en la agrupación 
de linajes de DENV4 a partir de genomas completos. Se ha descrito que varios factores, 
como la distribución geográfica (G), el tiempo de aislamiento (T), la selección positiva 
episódica (E) y la recombinación (R) causan la diversificación DENV4, en varios niveles 
de agrupamiento, K = 2, 6 y 8. El factor M indica el evento de migración de DENV4 de Asia 
a América/Caribe. Las etiquetas (G, E, T y/o R) en las ramas indican el factor predominante 
(s) responsable de la diversificación de linajes. Tomado de (Waman, Kasibhatla, et al., 
2016). 

 

2.2.2. Virus Chikungunya 

 
El primer aislamiento de CHIKV ocurrió en el año 1952 a partir del suero de un 

paciente febril de Tanganica, durante un brote en Tanzania (Braack et al., 2018; 

Jain et al., 2008; Rodas et al., 2016). Posterior a 1953, múltiples brotes 

subsecuentes ocurrieron en África y el Sudeste Asiático; el primer brote asiático 

documentado fue en 1958. Los brotes en África y Asia fueron impredecibles, con 

un intervalo de 7 a 20 años entre dos epidemias consecutivas (Lo Presti et al., 

2014). Sin embargo, hubo un aumento en la propagación y grandes brotes a partir 

de la década del 2000, que fueron asociados con una mutación en la proteína E1 

(A226V) de CHIKV, que le permitió multiplicarse más fácilmente en el intestino 
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medio del mosquito vector A. albopictus y llevar a un aumento de 100 veces la 

viremia en las glándulas salivales (Braack et al., 2018; Rodas et al., 2016).  

 

A partir del gran brote ocurrido en Kenia en el 2004, CHIKV se propagó a través 

de las islas vecinas a La Reunión donde causó aproximadamente 266 mil casos y 

después de eso, a varias islas en el océano Índico y la India (1.42 millones de 

casos reportados). Desde allí se extendió a Sri Lanka, Tailandia (49 mil casos) y 

Malasia, y finalmente a Italia en 2007 (Braack et al., 2018; Galán-Huerta et al., 

2015). En 2009 la transmisión de CHIKV reinició en La Reunión y llevó a la 

reimportación de CHIKV a Europa en mayo de 2010. En el 2011 CHIKV se 

transmitió en Oceanía, África Central, Asia meridional y sudoriental, Europa y las 

islas occidentales del océano Índico. En 2012, CHIKV fue reportado en el sudeste, 

sur y oeste de Asia, Oceanía, África occidental, y en las islas del océano Índico 

occidental. Durante el 2013, CHIKV se transmitió en el sudeste, el sur y el este de 

Asia y Oceanía (Galán-Huerta et al., 2015).  

 

El brote en América comenzó en la isla caribeña de San Martín el 6 de diciembre 

de 2013 (Braack et al., 2018). En diciembre de 2013 y enero de 2014 se propagó 

a las islas vecinas. En febrero, continuó propagándose y llegó a la Guyana 

Francesa. En mayo de 2014 Guyana y casi todas las islas del Caribe reportaron 

infecciones autóctonas por CHIKV. Luego, durante el mes de junio se reportaron 

los primeros casos en El Salvador, y en julio la transmisión autóctona en Florida, 

Estados Unidos, Costa Rica, Panamá y Venezuela. Posteriormente, en 

septiembre, se reportaron casos en Guatemala, Colombia y Brasil. En octubre, 

Nicaragua y Paraguay reportaron casos por primera vez. A fines de noviembre, 

México informó su primera transmisión autóctona en el estado sureño de Chiapas. 
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También para este mes, Belice y Honduras reportaron casos (Galán-Huerta et al., 

2015). 

 

Colombia ha sido la segunda nación más afectada durante el brote de CHIKV en 

las Américas, con más de 450,000 casos sospechosos; la mayoría de estos fueron 

diagnosticados con base a los signos y síntomas reportados. En Colombia, fueron 

relacionadas 73 muertes con CHIKV, siete de las cuales involucraron coinfección 

con DENV (Rodas et al., 2016). 

 

Los análisis filogenéticos han permitido establecer que CHIKV se originó en África 

y desde entonces se ha extendido por todo el mundo. De este virus se reconocen 

tres genotipos, sobre la base de regiones geográficas: este/centro/sudafricano 

(ECSA), africano occidental y asiático (Figura 11). El genotipo de África occidental 

consiste en aislamientos de Senegal y Nigeria. El genotipo este/central/ 

sudafricano (ECSA) es otro genotipo enzoótico en África. Aislamientos de países 

asiáticos están incluidos en el genotipo asiático (Wahid et al., 2017). Las grandes 

epidemias que se dieron en todo el mundo a partir del año 2004 se originaron en 

el linaje este/centro/sudafricano (Braack et al., 2018).  

 

En 2005 el genotipo ECSA se expandió desde Kenia a la base del océano Indico 

y la India, donde se dio origen al linaje del Océano Índico (IOL). Este linaje  se 

propagó desde las islas Comoras en 2004 y provocó graves epidemias durante 

los años 2005–2008 (Wahid et al., 2017). La aparición de IOL fue rápidamente 

acompañada por la sustitución E1-A226V que mejoró dramáticamente la 

transmisión por Aedes albopictus. Posteriormente, IOL evolucionó a al menos 

cuatro sublinajes, cada uno acompañado por una evolución adaptativa adicional 

para este nuevo vector que involucra sustituciones en E2. Sin embargo, las 
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interacciones epistáticas dentro de la proteína E1 restringen la expresión de la 

mutación E1-A226V en el linaje asiático, lo que sugiere que las cepas de este 

linaje que ahora circulan en las Américas serán transmitidas principalmente por A. 

aegypti. El panorama de CHIKV en las Américas se complicó aún más con la 

llegada de una cepa ECSA directamente de África en 2014 (Rodas et al., 2016).  

 

Un estudio filogenético de varios aislados de CHIKV en Colombia, corroboran que 

cepa circulante durante la epidemia de 2014-2015 correspondía al linaje asiático; 

como se esperaba para estas cepas, los aislamientos carecían de mutaciones 

adaptativa mencionada anteriormente para Aedes albopictus. Este estudio indicó 

que todas las cepas colombianas estaban estrechamente relacionadas con las de 

las Islas Vírgenes, Santa Lucía, México, Puerto Rico y Brasil, en consonancia con 

una única introducción puntual desde la región del sudeste de Asia/Pacífico 

(Rodas et al., 2016). 
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Figura 11. Árbol filogenético de máxima credibilidad de CHIKV a partir de genomas 
completos. En el árbol se describen los tres genotipos de este virus; los virus aislados 
durante la epidemia de 2005 y 2006 en el Océano Índico son representados como linaje 
IOL dentro del genotipo ECSA. Tomado de (Wahid et al., 2017). 
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2.2.3. Virus zika  

 

Desde su aislamiento en el año 1947, ZIKV se propagó por África y Asia, con muy 

pocos registros de infecciones humanas (Fagbami, 1979; Filipe, Martins, & Rocha, 

1973; Simpson, 1964). El primer brote importante por fuera de los continentes 

Asiático y Africano, ocurrió en la isla de Yap, Estados Federales de Micronesia, 

durante el 2007, con 49 casos confirmados y más del 70% de la población con 

anticuerpos IgM específicos a ZIKV (Duffy et al., 2009). El virus reemerge en el 

2013 en la Polinesia Francesa, con 396 casos confirmados y 29.000 casos 

sospechosos (Ioos et al., 2014).  La cepa de ZIKV que causó el brote en la 

Polinesia Francesa, fue la que causó la epidemia de América en 2014 – 2016 (A. 

Wang et al., 2017). 

 

ZIKV llegó al continente Americano por la Isla de Pascua, Chile, a inicios del año 

2014 (Tognarelli et al., 2016) y luego se notificó su presencia en Brasil en mayo  

de 2015 (Zanluca et al., 2015). La ruta de entrada del virus a Brasil ha sido un 

tema bastante discutido, ya que inicialmente se creyó que la Copa Mundial de 

Fútbol de la FIFA en 2014 fue el escenario en el que se dio la introducción, sin 

embargo, se propuso que la introducción pudo darse durante otro evento deportivo 

en Rio de Janeiro en agosto de 2014, en el que participaron deportistas de cuatro 

países del Pacifico donde estaba circulando ZIKV (Nuno Rodrigues Faria et al., 

2016). En otros estudios, basados en modelos matemáticos, se sugiere que ZIKV 

se estableció en Brasil a través de visitantes que llegaron desde la Polinesia 

Francesa durante octubre de 2013 y marzo de 2014 (Massad et al., 2017).  
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Después de su introducción a América por Brasil, el virus se propagó hacia el norte 

del continente hasta llegar a los Estados Unidos (PAHO/WHO, 2018), además se 

han estudiado casos importados en países de Asia y Europa desde América (L. 

Liu et al., 2017; Sokal et al., 2016). En Colombia, se notificó su presencia en 

octubre de 2015 (Ministerio de Salud y Protección Social, 2015), y se ha convertido 

en uno de los países que más ha reportado casos, con más de 108.700 

notificaciones, y se cree que este número es mayor debido al subregistro de la 

enfermedad, pues circulan otros arbovirus que causan sintomatología semejante, 

como DENV y CHIKV. La mayoría de los casos en Colombia se notificaron en los 

departamentos del Valle del Cauca, Santander y Norte de Santander. En el 

departamento de Sucre. se notificaron 1.667 casos, la mayoría de ellos en 

Sincelejo (Camacho et al., 2016; Instituto Nacional de Salud, 2016, 2017, 2018).  

 

Los primeros análisis filogenéticos de ZIKV fueron desarrollados después del brote 

ocurrido en la isla de Yap, Estados Federales de Micronesia (Lanciotti et al., 2008). 

Las investigaciones sobre el genoma del virus revelaron que una cepa de ZIKV 

distinta a las africanas ha estado circulando por gran parte de Asia desde al menos 

1951, incluyendo India (1952), Tailandia (1954), Filipinas (1953) e Indonesia 

(1951); se sospecha que este linaje de ZIKV probablemente ya estaba presente 

en Asia durante la Segunda Guerra Mundial, pero se diagnosticó erróneamente 

como dengue, ya que existe reactividad cruzada entre los anticuerpos a ZIKV y 

DENV (Braack et al., 2018). Así, estudios basados en la secuencia nucleotídica 

de la proteína NS5 muestran que ZIKV ha evolucionado en tres linajes: Oeste de 

África (conglomerado de Nigeria), Este de África (conglomerado de la cepa 

prototipo MR766) y Asiático (Haddow et al., 2012; Lanciotti et al., 2008). Se ha 

postulado también, que ZIKV se originó en África Oriental desde donde se 

extendió a África occidental y Asia (Braack et al., 2018) 
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Estudios del genoma de ZIKV evidenciaron que en su divergencia al linaje asiático 

tuvo varios cambios aminoacídicos en las proteínas no estructurales (Pettersson 

et al., 2016). Por su paso en Asía, adquirió mutaciones no sinónimas 

principalmente en la proteína de envoltura E, que produjo tres sustituciones 

aminoacídicas (D683E, T777M y V763M) (Pettersson et al., 2016); debido a que 

en la mayoría de los virus la proteína E cumple un papel primordial, los cambios 

anteriores se consideran mutaciones adaptativas relevantes.  Los análisis de las 

secuencias del genoma de ZIKV aislados durante la epidemia en la Polinesia 

Francesa y en las islas de Samoa Americana, permitieron detectar una mutación 

en la proteína prM (S139N); además, se encontró la sustitución M/T2634V en la 

proteína NS5. La aparición de las mutaciones anteriormente mencionadas 

coincidieron con el aumento de casos de microcefalia y síndrome de Guillain-

Barré, y se han conservado en las cepas aisladas en América (Pettersson et al., 

2016). Posteriormente, se comprobó que el fenotipo de ZIKV que posee la 

sustitución S139N en prM, a diferencia de los otros fenotipos evaluados, potencia 

la neurovirulencia del virus (Yuan et al., 2017). Finalmente, en cepas del brote en 

América se encontró una mutación en la proteína NS1 (A982V), la cual incrementa 

la secreción de esta proteína en la sangre de los mamíferos infectados, lo que 

aumenta la infectividad a A. aegypti (Y. Liu et al., 2017).  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. GENERAL 

 
Caracterizar las relaciones filogenéticas de los virus Dengue, Chikungunya y Zika 

circulantes en el departamento de Sucre durante el periodo 2013 – 2015. 

 

 

3.2. ESPECIFICOS 

 
• Contrastar los factores demográficos y clínicos de la población de estudio 

con las proporciones de detección de los virus Dengue, Chikungunya y 

Zika. 

 

• Determinar los serotipos del virus Dengue y los genotipos de los virus, 

Chikungunya y Zika, asi como de virus Dengue circulantes en el 

departamento de Sucre. 

 

• Caracterizar la historia evolutiva de los virus Dengue, Chikungunya y Zika 

durante 2013 – 2015 en el departamento de Sucre. 
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4. METODOLOGÍA 

 

4.1. TIPO Y AREA DE ESTUDIO 

 
El presente es un estudio de carácter descriptivo de corte transversal que tuvo 

como finalidad, la caracterización filogenética de los virus Dengue, Chikungunya 

y Zika que circularon en el departamento de Sucre entre 2013 y 2015. Se realizó 

un muestreo por conveniencia en el que se buscaron participantes con síndrome 

febril agudo que no presentaran más de 13 días de evolución de síntomas. Este 

estudio se desarrolló en el departamento de Sucre, que se encuentra ubicado en 

la costa Caribe colombiana y posee una extensión territorial de 10.670 Km2, 

distribuida administrativamente en 26 municipios, con una población proyectada a 

2017 de 868.438 habitantes (www.dane.gov.co). En Sucre el 67,5% de los casos 

de enfermedad causada por estos tres virus en los últimos 10 años (desde 2007 

hasta 2016), ha sido reportado en los municipios de Sincelejo (11.447 casos), 

Sampués (1390 casos) y Corozal (1013 casos), por lo que el muestreo 

desarrollado en la presente investigación se concentró principalmente en centros 

asistenciales de estos tres municipios (Datos SIVIGILA).  

 

4.2. POBLACION Y MUESTRAS DEL ESTUDIO 

 
Se realizó un reclutamiento de participantes en el Hospital Regional de II Nivel 

Nuestra Señora de las Mercedes en Corozal, la E.S.E. Centro de Salud Sampués 

en el municipio de Sampués y la E.S.E. Hospital Universitario de Sincelejo (HUS) 

sede principal, la Unidad Materno Infantil del HUS (UMI-HUS), la E.S.E. Unidad 

de Salud San Francisco de Asís y el Centro de Diagnóstico Médico de la 

Universidad de Sucre en Sincelejo desde Junio de 2013 hasta Noviembre de 2015. 



56 

Durante este proceso, se socializó a cada potencial participante los objetivos, 

protocolos e importancia del estudio a través de consentimiento informado; a las 

personas que accedieron participar se les solicitó leer y firmar copia escrita del 

consentimiento informado (según Resolución No. 008430 de 1993 del Ministerio 

de Salud de Colombia, Dirección de Desarrollo Científico y Tecnológico), apoyar 

en el diligenciamiento de una ficha de recolección de datos demográficos, clínicos 

y epidemiológicos y se les tomó una muestra de sangre periférica (4 - 5 mL) por 

punción venosa en tubo al vacío sin anticoagulante.   

 

Las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Investigaciones Biomédicas de 

la Universidad de Sucre en donde se mantuvieron a temperatura ambiente hasta 

la formación de coagulo sanguíneo, para separar el suero sanguíneo por 

centrifugación (3000 rpm por 5 minutos) y posterior distribución en alícuotas con 

volúmenes no superiores a 300 µL, en cabina de Bioseguridad (BSL-II). Las 

alícuotas de cada muestra fueron codificadas, rotuladas y almacenadas a -70°C 

hasta su posterior uso. 

 

4.3. DETECCIÓN MOLECULAR DE ARN VIRAL 

 
Una alícuota de las muestras colectadas fue descongelada y sometida a 

extracción de ARN viral mediante el QIAamp Viral RNA Minikit (Qiagen, Alemania) 

de acuerdo al protocolo descrito por el fabricante. Brevemente, 140 µL del suero 

sanguíneo se mezclaron con 560 µL de solución AVL/RNA carrier (Buffer de lisis) 

y 560 µL de etanol (96-100%) previo a pasar la solución resultante a través de una 

columna por centrifugación (8000 rpm por 1 minuto). Luego de realizar lavados 

con 500 µL de soluciones AW1 y AW2, el ARN purificado fue eluido con 30 µL de 
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buffer AVE, alicuotado y almacenado a -70°C hasta su posterior uso en detección 

viral. 

4.3.1. RT-PCR Cuantitativa para detección de virus Dengue  

 
 

Para la detección molecular de DENV, se realizó una RT-PCR en tiempo real con 

el Superscript® III Platinum® One-Step qRT-PCR kit (Invitrogen Life Science 

Technologies) a partir de 5 µL de ARN purificado. Para esta reacción se utilizaron 

primer y sondas de hidrolisis universales dirigidas contra la región 3´UTR del 

genoma de DENV (Tabla 2) que han sido descritos previamente (Roehrig et al., 

2013; Warrilow, Northill, Pyke, & Smith, 2002), bajo las siguientes condiciones: 0.4 

µM de cada cebador, 0.2 µM de cada sonda de hidrolisis, 0.5 µL de la mezcla de 

enzimas SuperScript™ III RT/Platinum™ Taq, 12.5 µL del buffer de reacción 2X y 

0.5 µL de ROXTM como tinte de referencia. En la reacción se incluyeron cebadores 

y sonda dirigidos contra el gen de la RNasa P humana como control interno para 

monitorear la calidad de ácidos nucleicos en las muestras analizadas (Waggoner 

et al., 2013; WHO/CDC, 2009).  

 

Para cuantificar viremias en las muestras (equivalentes de genoma/mL) se realizó 

una interpolación de valores a partir de una curva estándar construida con base 

en resultados de ocho ensayos independientes. En cada ensayo de curva 

estándar se incluyeron tres réplicas de ocho puntos de calibración que 

correspondían a diluciones seriadas de ARN estándar sintetizado mediante 

transcripción in vitro (5 x 100 hasta 5 x 107 copias de genoma). En cada ensayo 

para detectar ARN de DENV se incluyeron al menos dos puntos de calibración 

como control de calidad de la cuantificación. 



58 

Las reacciones de amplificación se realizaron en el termociclador Swift™ 

Spectrum 96 Real Time (ESCO) bajo las siguientes condiciones: una transcripción 

inversa a 50°C por 30 minutos, seguido de desnaturalización inicial a 94°C por 15 

minutos y 45 ciclos de desnaturalización a 94°C por 15 segundos y una fase de 

alineamiento, extensión y recolección de datos a 55°C por un minuto.  

 

Se consideró como positiva una muestra con un CT para DENV inferior o igual a 

36 y de RNasa P inferior a 38, mientras que se consideró negativa si el CT para 

DENV era superior a 36 e inferior a 38 para RNasa P. Las muestras que resultaron 

negativas para RNase P se seleccionaron para realizar extracción de ARN de 

nuevo y posterior qRT-PCR para confirmar resultado. Los valores interpolados a 

partir de la curva estándar fueron expresados en equivalentes de genoma/mL de 

suero, a partir de los datos de cantidad de copias encontrados en la reacción de 

qRT-PCR, volumen final en el que se eluyó en ARN extraído y volumen inicial de 

suero sanguíneo que se utilizó para hacer la extracción. En cada reacción se 

incluyó ARN extraído de la cepa viral 16681 de DENV2 como control positivo, así 

como agua ultrapura y ARN extraído de un donante sano, como controles NTC y 

negativo respectivamente. 

  

4.3.2. Tipificación de DENV 

 

Las muestras que resultaron positivas por el qRT-PCR dirigido contra el 3´UTR de 

DENV, se sometieron a una reacción adicional de tipificación de serotipo a partir 

de una alícuota de ARN nueva de la muestra. Inicialmente, se realizó una síntesis 

de ADNc con la transcriptasa inversa SuperScriptTM III RT (Invitrogen) según 

recomendaciones del fabricante, a partir del 5 µL ARN extraído y con el cebador 
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D2 que hibrida en gen M del genoma de los cuatro serotipos de DENV (W. Li & 

Godzik, 2006). Posteriormente, se realizó una PCR multiplex con la OneTaq® 

Quick-Load® 2X Master Mix (New England Biolabs) en la que se utilizó el cebador 

D1 que es universal para los cuatro serotipos, junto con cuatro cebadores 

específicos de serotipo: TS1 (D1 + TS1: 482 bp), TS2 (D1 + TS2: 119 bp), TS3 

(D1 + TS3: 290 bp) y DEN4 (D1 + DEN4: 392 bp) (Tabla 2). En la reacción se 

utilizó 0.2 µM de cada cebador, 12.5 µL de la mezcla de reacción 2X y 2µL de 

ADNc diluido 1:5 para un volumen final de reacción de 25 µL. Durante la reacción 

se realizó una etapa de desnaturalización inicial a 94°C por 3 minutos seguido de 

35 ciclos de desnaturalización a 94°C por 45 segundos, alineamiento a 55°C por 

45 segundos y extensión a 68°C por 1 minuto; finalmente, se incluyó una etapa de 

extensión final a 68°C por 5 minutos. En cada ensayo se incluyó ADNc sintetizado 

a partir de ARN proveniente de una mezcla de las cepas virales 16007 (DENV1), 

16681 (DENV2), 16562 (DENV3) y 1036 (DENV4) como control positivo, así como 

agua ultrapura y ADNc de un donante sano como controles negativos. La 

diferencia en el tamaño de cada amplificación especifica permite determinar los 

cuatro serotipos en la misma reacción una vez se realizó la correspondiente 

electroforesis en gel de agarosa al 2% (Huang, Niu, Gao, Fu, & Li, 2010; W. Li & 

Godzik, 2006).   
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Cebador Blanco Secuencia (5´ - 3´) 
Posición 
Genomaa 

DEN-10578 

3´UTR 

AAGGACTAGAGGTTAGAGGAGACCC 10590 - 10614 

CDEN-10687 GGCGTTCTGTGCCTGGAATGATG 10678 - 10700 

D24-10616Pb AACAGCATATTGACGCTGGGAAAGACC 10629 - 10655 

RNaseP Forward 
RNasa P 
Humana 

AGATTTGGACCTGCGAGCG NA 

RNaseP Reverse GAGCGGCTGTCTCCACAAGT NA 

RNaseP Probec TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG NA 

D1 

C/prM 

TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 133 - 160 

D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC 615 - 643 

TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG 596 - 614 

TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG 232 - 252 

TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 400 - 421 

DEN4 TGTTGTCTTAAACAAGAGAGGTC 502 - 524 

 
Tabla 2. Cebadores y Sondas de hidrolisis que se utilizaron en el estudio para 
detectar, cuantificar y tipificar virus Dengue. aLa posición genómica en la que hibridan 
los cebadores y sondas está basada en la secuencia de genoma completo de la cepa 
Hawaii de Dengue 1 (Genbank KM204119.1), con excepción de los cebadores serotipo-
especificos: TS2 (Genbank NC_001474.2), TS3 (Genbank AY858045.2) y DEN4 
(Genbank GU289913.1). bSonda de hidrolisis marcada en 5´ con 6-Carboxifluoreceina (6-
FAM) y en 3´ con un apagador no fluorescente (NFQ). cSonda de hidrolisis marcada en 
5´con VIC y en 3´ con NFQ.  

 

4.3.3. Detección molecular de virus Chikungunya (CHIKV) 

 
Para la detección de CHIKV se realizó una transcripción inversa inicial con la 

SuperScriptTM III RT (Invitrogen), según recomendaciones del fabricante, a partir 

del ARN extraído y con hexámeros al azar (random hexamers) como cebadores 

antisentido. El ADNc resultante se utilizó para realizar una PCR Multiplex en la 

que se incluyeron los cebadores D1, TS1, TS2, TS3 y DEN4 para detectar y 

tipificar DENV, así como los cebadores 2F y 2R dirigidos contra el gen nsP1 de 

CHIKV (Tabla 3) lo que permitía detectar DENV y CHIKV simultáneamente. Las 

condiciones de esta reacción fueron similares a las descritas en el protocolo de 

tipificación de DENV, con una reducción en la cantidad de agua ultrapura que se 

utilizó para mantener el volumen final de reacción en 25 µL. El perfil térmico 

utilizado fue el mismo que se describió para la tipificación de DENV. La 

amplificación de una banda de 649 bp indicó detección positiva de CHIKV. En 

cada ensayo se incluyó un plásmido (2 µL diluido 1:100) en el que se clonó un 
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fragmento del genoma de la cepa vacunal 181/Clone 25 de CHIKV como control 

positivo; este plásmido fue amablemente donado por los Doctores Jorge Osorio y 

James Weger de la Universidad de Wisconsin-Madison, USA. Así mismo, ADNc 

de un donante sano y agua ultrapura, fueron incluidos en la reacción como 

controles negativos. 

 

Cebador Blanco Secuencia (5´ - 3´) 
Posición 
Genomaa 

2F 
nsP1 

CGCCAACATTCTGCTTACAC 465 - 484 

2R AGGATGCCGGTCATTTGAT 1095 - 1113 

 
Tabla 3. Cebadores utilizados para detección molecular de CHIKV. El fragmento 
resultante de la amplificación es de 649 bp ubicado en el gen de la proteína no estructural 
1 (nsP1). aLa posición del genoma en la que hibridan los cebadores se definieron con base 
en la secuencia de la cepa 99659 de CHIKV (Genbank KJ451624). 
 
 

4.3.4. Detección molecular de virus Zika (ZIKV) 

 
De forma similar que con la detección simultanea de CHIKV y DENV, el ADNc 

sintetizado con hexámeros al azar fue utilizado en una reacción de PCR en la que 

se utilizaron cebadores específicos para ZIKV (Tabla 3) en la que la amplificación 

de una banda de 365 bp indicó detección positiva de ZIKV (Faye et al., 2008). Las 

condiciones de reacción fueron similares a las descritas en la Multiplex DENV-

CHIKV, con la modificación que se utilizaron 0.4 µM de cada cebador: ZIKVENVF 

y ZIKVENVR, mientras que el perfil térmico utilizado en esta reacción fue el mismo. 

En cada ensayo se incluyó ADNc sintetizado a partir de ARN proveniente de la 

cepa H/PF/2013 de ZIKV, amablemente donada por los Doctores Jorge Osorio y 

Matthew Aliota de la Universidad de Wisconsin-Madison, USA. Así mismo, ADNc 

de un donante sano y agua ultrapura, fueron incluidos en la reacción como 

controles negativos. 
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4.3.5. RT-PCR Cuantitativa para determinar viremias de ZIKV 

 
Las muestras positivas en la detección de ZIKV, fueron seleccionadas para 

realizar una nueva extracción de ARN con el ZR Viral RNA Kit (Zymo Research) 

de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. El ARN purificado se utilizó para 

ejecutar una qRT-PCR con el iTaqTM Universal Probes One-Step Kit (BIO-RAD) 

en la que utilizaron cebadores y sonda específicos de ZIKV (ver Tabla 4) que han 

sido descritos previamente  (Hoang, Chernomor, von Haeseler, Minh, & Vinh, 

2018). Brevemente, se utilizaron 0.4 µM de cada cebador: ZIKV 1086 y ZIKV 

1162c, 0.2 µM de la sonda de hidrolisis: ZIKV 1107-FAM, 5 µL de ARN a evaluar, 

10 µL de la mezcla de reacción iTaq Universal Probes 2X y 0.5 µL de la iScript 

advanced RT con un perfil térmico correspondiente a una etapa de transcripción 

inversa a 50°C por 10 minutos, seguido de desnaturalización inicial a 95°C por 1 

minuto y 40 ciclos de desnaturalización a 95°C por 15 segundos y una fase de 

alineamiento, extensión y recolección de datos a 60°C por 30 segundos en el 

termociclador iCycler iQTM Real-Time PCR Detection System (BIO-RAD).   

 

La determinación de la viremia en las muestras (equivalentes de genoma/mL) se 

realizó de forma similar a la cuantificación de DENV, en la que se estimaron 

valores por interpolación a partir de una curva estándar. El número de muestras 

evaluadas con este procedimiento fue más reducido en comparación a las que se 

evaluaron para DENV, por lo que la cuantificación se realizó en un único ensayo 

en el que se incluyeron tres réplicas de cinco puntos de calibración que 

correspondían a diluciones seriadas de ARN estándar sintetizado mediante 

transcripción in vitro (3 x 102 hasta 3 x 108 copias de genoma). 
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Los valores interpolados a partir de la curva estándar fueron expresados en 

equivalentes de genoma/mL de suero, a partir de los datos de cantidad de copias 

encontrados en la reacción de qRT-PCR, volumen final en el que se eluyó en ARN 

extraído y volumen inicial de suero sanguíneo que se utilizó para hacer la 

extracción. En cada reacción se incluyó ARN extraído de la cepa viral H7PF/2013 

de ZIKV como control positivo, así como agua ultrapura y ARN extraído de un 

donante sano, como controles NTC y negativo respectivamente.  

 

Cebador Blanco Secuencia (5´ - 3´) 
Posición 
Genomaa 

ZIKVENVF 

E 

GCTGGDGCRGACACHGGRACT 1643 – 1663 

ZIKVENVR RTCYACYGCCATYTGGRCTG 1989 – 2007 

ZIKV 1086 CCGCTGCCCAACACAAG 1192 - 1208 

ZIKV 1162c CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT 1245 - 1268 

ZIKV 1107-FAMb AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA 1213 - 1243 

 
Tabla 4. Cebadores utilizados para la detección molecular de ZIKV. El fragmento 
resultante de la amplificación es de 365 bp ubicado en el gen de la proteína de Envoltura 
(E) de ZIKV. aLa posición del genoma en la que hibridan los cebadores y sonda se 
definieron con base en la secuencia de la cepa MR766 de ZIKV (Genbank AY632535). 
bSonda de hidrolisis marcada en 5´ con 6-Carboxifluoreceina (6-FAM) y en 3´ con el 
apagador Black Hole 1 (BHQ1). 

 
 

4.3.6. Generación de ARN estándar para cuantificación de DENV y 

ZIKV 

 
En el caso de DENV se realizó una PCR con la Q5® High-Fidelity DNA Polymerase 

en la que se amplificó un fragmento de 2701 bp que representaba el extremo 3´ 

del genoma de la cepa viral 16562 (DENV3) con los cebadores d3s17 y d3a5B 

descritos por Christenbury y colaboradores (Rambaut, Lam, Max Carvalho, & 

Pybus, 2016) con modificaciones; las modificaciones incluyeron la adición de la 

secuencia del promotor T7 al extremo 5´ del cebador d3s17 y la síntesis de solo 

los últimos 21 nucleótidos del cebador d3a5B (Tabla 5). Para el caso de ZIKV, se 

utilizó un plásmido (pCRII-TOPO) en el que se clonaron 801 nucleótidos de ZIKV 
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correspondientes a la región ubicada entre los nucleótidos 704 en el gen prM y 

1502 en el de Envoltura de la cepa H/PF/2013 (Genbank KJ776791) y al que se 

le agregó la secuencia del promotor T7 en el extremo 5´ de esta región de ZIKV. 

Este plásmido fue donado por el equipo del Doctor David O´Connor del AIDS 

Vaccine Research Laboratory de la Universidad de Wisconsin-Madison como 

colaboración para los equipos de Investigaciones Biomédicas en la Universidad 

de Sucre y del Doctor Jorge Osorio en la Universidad de Wisconsin-Madison, USA.  

 

El plásmido linealizado por digestión con HindIII y el producto de PCR de DENV3 

se sometieron a síntesis de ARN por transcripción in vitro (IVT) con el 

MEGAscript™ T7 Transcription Kit (Ambion) de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. El ARN sintetizado fue luego sometido a una cuantificación por 

fluorescencia con el Quant-iT™ RiboGreen™ RNA Assay Kit (Invitrogen) de 

acuerdo a las condiciones descritas por el fabricante. La fluorescencia del ARN 

transcrito y de diluciones del control estándar del kit (desde 1 µg/mL hasta 20 

ng/mL) se midió con el termociclador Swift™ Spectrum 96 Real Time (ESCO) 

(Hidalgo Ashrafi, Yee, & Paul, 2009; Stathopoulou et al., 2006). La abundancia 

total de ARN de los dos transcritos en µg/µL fue determinado por interpolación en 

una curva estándar de los controles estándar del kit y luego expresada en número 

de copias de genoma/µL utilizando el número de Avogadro (6,022 x 2023) y su 

peso molecular (producto resultante de la longitud del transcrito en nucleótidos por 

el peso molecular promedio de un ribonucleótido que corresponde a 340). Los 

ARN estándar fueron distribuidos en alícuotas de 20 µL y almacenados a -70°C 

para ser utilizadas una única vez por cada ensayo de cuantificación absoluta que 

se realizó. 
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Cebador Blanco Secuencia (5´ - 3´) 
Posición 
Genomaa 

D3s17-IVTb NS5 TAATACGACTCACTATAGCAACAGTGGAAGAAAGCAGAAC 8025 – 8046 

D3a5B-IVT 3´UTR AGAACCTGTTGATTCAACAGC 10687 – 10707 

 
Tabla 5. Cebadores utilizados para generar la plantilla de DENV3 utilizada en IVT. El 
fragmento resultante de la amplificación es de 2701 bp ubicado que van desde el gen de 
la proteína no estructural 5 (NS5) hasta el extremo 3´UTR de DENV3. aLa posición del 
genoma en la que hibridan los cebadores se definieron con base en la secuencia de la 
cepa PH86 de DENV3 (Genbank AY858045.2). bLa secuencia subrayada corresponde al 
promotor T7.  
 

4.4. AISLAMIENTO VIRAL 

 
Las muestras que resultaron positivas en los experimentos de detección molecular 

fueron inoculadas (30 µL de suero sanguíneo) en monocapas de líneas celulares 

(70-90% de confluencia en botellas de cultivo T-25 o placas de cultivo de 24 pozos) 

de acuerdo al virus evaluado. Para el caso de DENV se utilizó una línea celular 

derivada del mosquito Aedes albopictus (C6/36; ATCC #CRL-1660), mientras que 

para ZIKV adicionalmente a esta también se utilizaron células derivadas de riñón 

de mono verde africano (Vero; ATCC #CCL-81), células renales del hámster 

dorado Mesocricetus auratus (BHK-21; ATCC #CCL-10), células derivadas de 

estadios larvales de Aedes aegypti (Aag2; ATCC #CCL-125) y células 

embrionarias de riñón humano (HEK-293; ATCC #CRL-1573). Las muestras 

positivas para CHIKV no fueron inoculadas en líneas celulares debido a que este 

es un patógeno que debe ser manejado bajo condiciones y contención de 

Bioseguridad de nivel 3 (BSL-3) sin embargo, en un trabajo colaborativo entre el 

Grupo Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Sucre, Grupo Centauro 

de la Universidad de Antioquia y la Universidad de Texas-Medical Branch, se 

realizaron ensayos de aislamiento con estas muestras bajo condiciones BSL-3 en 

Galveston, Texas (Rodas et al., 2016). 
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Luego de una fase de adsorción por 1.5 horas del suero en la monocapa 

respectiva, se retiró el inóculo, se lavó con PBS 1X y se adicionó medio fresco (L-

15 para el caso de las C6/36, Schneider para Aag2 y DMEM para Vero, BHK-21 y 

HEK-293) suplementado con 2% de suero fetal bovino (FBS), 1X de L-Glutamina, 

1X de Penincilina/Estreptomicina y 0.5 X de aminoácidos no esenciales. Las 

células fueron mantenidas a 28°C para el caso de las C6/36 y Aag2 o a 37°C para 

las Vero, BHK-21 y HEK-293 (5% de CO2) en incubadora por máximo 12 días. Se 

realizaron inspecciones diarias a estos cultivos celulares para identificar aparición 

de efecto citopático (CPE) y con ello determinar aislamiento viral positivo.  

 

De las monocapas en las que se identificó CPE, se recolectó el volumen total de 

sobrenadante existente, se centrifugó a 5000 rpm por 3 minutos y se alicuotó en 

volúmenes de no más de 300 µL para luego congelar a -70°C. En todos los cultivos 

con CPE se separó una alícuota independiente de 200 µL para realizar extracción 

de ARN (con el ZR Viral RNA Kit - Zymo Research) y posterior RT-PCR (de 

acuerdo a los protocolos descritos anteriormente para la detección molecular de 

los distintos virus) para confirmar el aislamiento. 

 

4.5. AMPLIFICACION DE GENES PARA ANALISIS DE SECUENCIA 

 
Para la caracterización molecular de los virus detectados en las muestras, se 

realizó inicialmente una extracción de ARN con el ZR Viral RNA Kit (Zymo 

Research) a partir de sobrenadante de los DENV aislados por cultivo celular o 

directamente de una alícuota nueva de suero sanguíneo para el caso de las 

muestras positivas para CHIKV y ZIKV. Se realizó una síntesis de ADNc con el 

SuperScript® III First-Strand Synthesis System (Invitrogen) de acuerdo al protocolo 
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sugerido por el fabricante y con cebadores específicos para cada virus (Anexo 1). 

El ADNc resultante se utilizó para amplificar segmentos solapables 

correspondientes a los genes E, E1 y E-NS1 de DENV, CHIKV y ZIKV  

respectivamente (Figura 12). Se utilizó la Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New 

England Biolabs) en las reacciones de DENV y CHIKV, mientras que el OneTaq 

One-Step RT-PCR Kit (New England Biolabs) fue el estuche implementado en las 

reacciones para ZIKV; en las amplificaciones de los fragmentos para DENV y 

CHIKV se emplearon cebadores descritos previamente (Rambaut et al., 2016; 

Schuffenecker et al., 2006), pero para el caso de ZIKV se diseñaron cebadores 

específicos para este virus a partir de un alineamiento múltiple construido con 

secuencias disponibles en Genbank para el genotipo asiático (Anexo 1).  

 

En las reacciones para DENV y CHIKV se utilizó 0.2 µM de cada cebador, 0.2 mM 

de una mezcla de dNTPs, 10 µL de buffer de reacción 5X, 0.5 µL de la enzima Q5 

y 2 µL del ADNc correspondiente. Para las reacciones de ZIKV se utilizó 0.2 µM 

de cada cebador, 12.5 µL del buffer de reacción 2X, 1 µL de la mezcla de enzimas 

OneTaq OneStep 2X y 5 µL de ARN (los perfiles de amplificación utilizados están 

descritos en el Anexo 2). Los productos amplificados fueron purificados (con el 

ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit – Zymo Research), cuantificados (en el 

NanoDropTM 2000 – ThermoFisher Scientific), concentrados (en el miVac DNA 

Concentrator – GeneVac) y enviados a secuenciación Sanger (por Macrogen Inc. 

En Corea del Sur y el Biotechnology Center de la Universidad de Wisconsin-

Madison).      
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Figura 12. Estrategia de amplificación utilizada para análisis de secuencias. 
Amplificación de fragmentos solapables para reconstruir la secuencia de genes en (A) 
DENV1, (B) DENV3, (C) CHIKV y (D) ZIKV. Los cebadores en negrita representar a 
aquellos utilizados tanto en la amplificación de los fragmentos como en la secuenciación, 

mientras que el resto solo se utilizaron en las reacciones de secuenciación.  
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4.6. ANALISIS FILOGENÉTICO 

 
Los cromatogramas obtenidos de la secuenciación fueron inspeccionados 

manualmente para asegurar la confiabilidad en la secuencia obtenida con lo que 

luego fueron utilizados para ensamblar la región génica de interés y obtener una 

secuencia consenso para cada virus. Se descargó de la base de datos nucleotide 

del NCBI (GenBanK), todas las secuencias nucleotídicas disponibles a Agosto de 

2018 que incluyeran en alguno de los identificadores de registro, la palabra clave: 

[Dengue virus 1], [Dengue virus 3], [Chikungunya virus] o [Zika virus], con la ayuda 

del software NCBI Mass Sequence Downloader (Pina-Martins & Paulo, 2016).  

 

Las cuatro bases de datos generadas fueron depuradas manualmente para excluir 

secuencias que no pertenecieran al virus correspondiente y luego fueron alineadas 

con el software MAFFT v7.402 en su versión en línea (Katoh, Rozewicki, & 

Yamada, 2017; Kuraku, Zmasek, Nishimura, & Katoh, 2013). Los alineamientos 

múltiples resultantes fueron editados de nuevo para excluir secuencias que no 

correspondieran a la región genómica de interés o que estuviesen incompletas, con 

el software MEGA 7.0.26 (Kumar, Stecher, & Tamura, 2016). Adicionalmente, se 

excluyeron secuencias idénticas de la misma fecha y país de aislamiento, mediante 

la identificación de conglomerados con identidad de 100% con el programa CD-HIT 

(W. Li & Godzik, 2006) disponible en el servidor web CD-HIT Suite (Huang et al., 

2010). Cada secuencia fue codificada con el número de acceso a GenBank, el 

código ISO-3166 Alpha-3 de país (un código de tres letras que indica el nombre del 

país en donde se reportó la secuencia) y la fecha de aislamiento o reporte de la 

secuencia.   
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Para cada uno de los cuatro alineamientos múltiples se determinó el modelo de 

sustitución nucleotídica que mejor se ajustaba a los datos mediante el software 

jModelTest 2.1.10 (Guindon & Gascuel, 2003; Tan et al., 2018) según el  valor de 

BIC (Bayesian Information Criterion), y luego se utilizaron para realizar una 

reconstrucción filogenética por máxima verosimilitud (ML) con el servidor en línea 

de IQ- TREE con 1000 pseudoréplicas para calcular soportes de rama por 

bootstraping ultra rápido - UFBoot (Hoang et al., 2018; Trifinopoulos, Nguyen, von 

Haeseler, & Minh, 2016) y prueba de tasa de verosimilitud aproximada - aLRT. 

Este último análisis se realizó para: (i) determinar el genotipo de los virus 

identificados en el presente estudio y (ii) evaluar la estructura temporal de la región 

genómica utilizada mediante análisis de regresión de distancia genética a la raíz 

vs tiempo de divergencia, con el software TempEST v1.5.1 (Rambaut et al., 2016).  

 

Una vez identificado el genotipo de los virus en el estudio, las bases de datos 

iniciales fueron editadas para incluir solo las secuencias del genotipo al que 

pertenecía cada virus y adicionalmente, se realizó una detección de 

conglomerados de secuencias con identidad >99.8% (identidad varió entre 99% y 

99.8% de acuerdo al virus), para reducir el set de datos; en estos alineamientos 

se incluyeron entre una y dos secuencias de virus del genotipo más cercano como 

grupo externo en análisis posteriores. Para confirmar que estos cuatro sets de 

datos reducidos conservaban la estructuración temporal necesaria para hacer 

inferencias con un modelo de reloj molecular, se realizó de nuevo un análisis de 

regresión con TempEST, a partir de árboles filogenéticos calculados por ML en 

IQ-TREE.  

 

Posteriormente, se evaluaron combinaciones de dos modelos de reloj molecular 

(reloj estricto y reloj relajado no correlacionado Log-normal) y tres modelos 
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coalescentes de crecimiento poblacional (de tamaño constante, con crecimiento 

exponencial y bayesiano Skyline), para seleccionar el que mejor se ajustara a los 

datos de acuerdo a la estimación de verosimilitud marginal por path sampling (PS) 

y stepping-stone samplig (SS). Para cada combinación, se utilizó el modelo 

SRD06 de sustitución nucleotídica, el cual se basa a su vez en el modelo HKY 

(Hasegawa, Kishino, Yano) que considera tasas de heterogeneidad de sitio con 

distribución gamma y dos particiones en posiciones de codón (posiciones (1 + 2) 

y 3) (Shapiro, Rambaut, & Drummond, 2006). Estos análisis se ejecutaron por 100 

millones de generaciones o pasos con muestreos cada 10000 pasos en una 

cadena de Markov Monte Carlo (MCMC) con el software BEAST v1.8.4  

(Drummond, Suchard, Xie, & Rambaut, 2012).  

 

Los archivos resultantes del modelo con mejor ajuste a los datos se seleccionaron 

para realizar la estimación de los parámetros del árbol y el tiempo de divergencia 

del ancestro común más cercano de clados definidos por la distribución de las 

secuencias de cada virus. Para esto, los datos de cada parámetro calculado en la 

MCMC correspondiente, fueron analizados con el programa Tracer v1.6, se 

obtuvieron arboles de máxima credibilidad (Maximum clade credibility – MCC tree) 

con TreeAnnotator y estos fueron luego visualizados y anotados con FigTree 

v1.4.3. Para cada parámetro calculado se expresó el valor promedio de las 

observaciones en la cadena completa y se incluyó un intervalo de densidad 

posterior al 95% como medida de la dispersión de los datos (95% HPD). En todos 

los análisis por inferencia bayesiana, el 10% de las muestras iniciales de la MCMC 

fue descartado como burn-in. Los cálculos con el programa BEAST se realizaron 

en el portal web CIPRES Science Gateway (www.phylo.org). 

 

http://www.phylo.org/
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4.7. ANALISIS ESTADISTICO 

 
Para realizar comparación de medias de variables numéricas (niveles de viremia) 

entre dos grupos o muestras (género, días inicio de síntomas y tipificación) se 

utilizó la prueba Mann-Whitney/Wilcoxon de suma de rangos, mientras que para 

comparaciones entre más de dos grupos (grupos etarios, ciudad, ocupación, 

serotipos) se implementó un análisis de varianza no paramétrico (Kruskal-Wallis) 

con una posterior comparación pareada entre grupos por la prueba de Wilcoxon. 

Para el caso de variables categóricas (detección de DENV, CHIKV o ZIKV), se 

realizó una comparación de proporciones entre grupos mediante una prueba de 

Fisher y comparaciones pareadas con la misma prueba, para evaluar asociación 

estadística en variables con más de dos categorías.  

 

Para evaluar la magnitud y dirección de potenciales asociaciones entre variables, 

se realizó una regresión logística binomial univariada entre variables respuesta 

dicotómicas (detección de DENV, CHIKV o ZIKV) y variables predictoras o 

independientes (género, grupo etario, días de inicio de síntomas, ciudad, 

ocupación y síntomas); se calcularon razones de disparidad (Odds Ratio) con los 

correspondientes intervalos de confianza. En las pruebas estadísticas 

implementadas, valores p inferiores a 0.05 fueron considerados significativos. 

Todas las pruebas de comparación, cálculos y visualización de datos se realizaron 

en el software R v3.5.1 (R Core Team, 2018) con los paquetes base, ggplot2, 

cowplot (Wilke, 2018), ggpubr (Kassambara, 2018) y dplyr (Wickham, François, 

Henry, & Müller, 2018).    
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5. RESULTADOS 

 

5.1. POBLACION DE ESTUDIO  

 

A través del muestreo por conveniencia se logró reclutar 368 participantes en el 

lapso descrito, sin embargo, el mismo muestreo estuvo direccionado por la 

emergencia en el continente americano de los virus Chikungunya a finales de 2013 

(primeros casos reportados en junio de 2014 en Colombia) y Zika en 2015 

(primeros casos reportados en octubre de 2015 en Colombia). En ese sentido, el 

muestreo fue continuo desde junio de 2013 hasta marzo de 2015 y luego se 

reinició con el reclutamiento por dos meses más desde octubre a noviembre de 

2015 ante el reporte de circulación del virus Zika en el territorio colombiano.  

 

La población de participantes estuvo conformada en un 50.82% por individuos del 

género masculino, con mayor proporción de niños/as menores a 11 años (34.24%) 

y adultos entre 26 y 59 años (30.16%), aunque la población de estudio incluyó 

participantes que se encontraron en un rango de edad desde los 5 días de nacido 

hasta los 94 años. Si bien el reclutamiento se realizó en centros de salud 

localizados en los municipios de Sincelejo, Sampués y Corozal, a esas 

instituciones son remitidas regularmente personas procedentes de distintos 

municipios tanto del departamento de Sucre, como de departamentos cercanos 

como Córdoba y Bolívar, por lo que la muestra de estudio estuvo representada por 

participantes de 21 municipios de Sucre y Córdoba (Chinú). Sin embargo, la 

mayoría de participantes eran personas cuya residencia estaba localizada en el 

municipio de Sincelejo (76.63%) (ver Tabla 6 para mayor detalle de las 

características demográficas de la población de estudio).  
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Característica 
Participantes (N=368) 

n % 

Género   
    Femenino 181 49.18% 
    Masculino 187 50.82% 
Grupo Etario   
    0 a 10 años 126 34.24% 

    11 a 17 años 57 15.49% 

    18 a 25 años 54 14.67% 

    26 a 59 años 111 30.16% 

    ≥60 años 20 5.43% 

Municipio procedencia   
    Chinú 4 1.09% 

    Colosó 2 0.54% 

    Corozal 25 6.79% 

    Coveñas 3 0.82% 

    Galeras 1 0.27% 

    Guaranda 1 0.27% 

    La Unión 2 0.54% 

    Los Palmitos 1 0.27% 

    Morroa 1 0.27% 

    Ovejas 12 3.26% 

    Sampués 14 3.80% 

    San Antonio de Palmito 1 0.27% 

    San Benito Abad 1 0.27% 

    San Juan de Betulia 4 1.09% 

    San Marcos 3 0.82% 

    San Onofre 2 0.54% 

    San Pedro 2 0.54% 

    Sincé 1 0.27% 

    Sincelejo 282 76.63% 

    Tolú 4 1.09% 

    Toluviejo 2 0.54% 

 

Tabla 6. Características demográficas de los participantes del estudio. En la tabla se 
incluye la frecuencia y porcentaje de participante discriminados por género, grupo etário y 
municipio de procedencia. 

 

Una alta proporción de los participantes eran estudiantes (47.83%), mientras que 

una moderada cantidad eran amas de casa (8.15%) y un 9.51% de la población 

fueron menores que se encontraban lactando al momento de inicio del 
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reclutamiento (niños menores a 1 año de edad), sin embargo, se incluyeron en el 

estudio individuos con diversas ocupaciones (Figura 13 - Anexo 3).  

 

Figura 13. Características de ocupación de los participantes. La figura muestra la 
cantidad de participantes que desempañaban las ocupaciones descritas, discriminada por 
género. 

 

Después de la fiebre (97.83%), las manifestaciones clínicas más frecuentes que 

presentaron los participantes fueron cefalea (54.35%), mialgia (51.09%), 

erupciones cutáneas o rash (39.67%), artralgia (39.13%), dolor retro ocular 

(26.36%), dolor abdominal (22.28%) y vómito (21.20%). Los participantes fueron 

reclutados hasta con 13 días de inicio de síntomas, pero la proporción de todas 

las manifestaciones clínicas al momento del reclutamiento y toma de muestra 

sanguínea fue similar al agrupar a los individuos como de fase aguda (de 1 hasta 

5 días post inicio de síntomas (dpi)) y de fase convaleciente (de 6 hasta 13 dpi) 

(Figura 14.) Cabe aclarar que esta agrupación de los participantes en fase aguda 

o convaleciente de acuerdo al periodo (días posteriores al inicio de síntomas) en 

el que se tomó la muestra, no corresponde necesariamente a las fases clínicas 
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que se han descrito para dengue: fase aguda (2 a 5 dpi), critica (3 a 6 dpi) y 

convaleciente (7 dpi en adelante) (M. G. Guzman et al., 2016); la presente 

agrupación está dirigida más a evaluar si el periodo de colección de la muestra 

biológica puede ser un factor determinante en la detección de arbovirus en la 

población de estudio. 

 

Figura 14.  Manifestaciones clínicas de los participantes. Proporción de participantes  
que presentaron fiebre (FEV), cefalea (CEF), mialgia (MIA), erupciones cutáneas/rash 
(ERU), artralgia (ART), dolor retro ocular (RET), vomito (VOM), dolor abdominal (ABD), 
diarrea (DIA), hiperemia (HIP), taquicardia (TAQ), petequias (PET), gingivorragia (GIN), 
ictericia (ICT), epistaxis (EPI), hematuria (HEMAT), oliguria (OLI), esplenomegalia (Han et 
al.), hipotensión (HIPO), alteración de la conciencia (CONC), melena (MEL), hemoptisis 
(HEM), convulsiones (CONV), hematemesis (Bradley et al.) y/o equimosis (EQUI) al 
momento de ser reclutados en el estudio. El panel superior representa proporciones en 
participantes que se reclutaron con 1 a 5 días de inicio de síntomas (dpi) (Aguda), mientras 
que el inferior representa a los que tenían entre 6 a 13 dpi (Convaleciente).  
 
 

5.2. DETECCIÓN MOLECULAR DE ARBOVIRUS 

 

Así como el muestreo, la implementación de las pruebas moleculares para la 

detección de DENV, CHIKV y ZIKV estuvo direccionada de acuerdo al periodo en 

el que se reportó la emergencia de estos dos últimos virus en el continente 
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americano. Teniendo en cuenta esto, la totalidad de las muestras colectadas fue 

evaluada para establecer la presencia de material genético de DENV, mientras 

que a partir de octubre de 2014 y octubre de 2015 se empezó a evaluar las 

muestras también para detectar CHIKV y ZIKV respectivamente (Figura 15).  

 

Figura 15. Esquema de muestreo del estudio. El grafico muestra el número de 
participantes reclutados (barras de color gris) durante el lapso del estudio, con relación al 
número de casos de Dengue (línea verde), Chikungunya (línea azul) y Zika (línea roja) que 
se notificaron en el departamento de Sucre durante 2013 a 2015. Las líneas verticales 
punteadas representan los periodos de: inicio del estudio y detección molecular de DENV 
(verde – junio 2013), detección adicional de CHIKV (azul – octubre de 2014) y detección 
adicional de ZIKV (rojo – octubre de 2015).    

 
 

En ese sentido, 368 muestras de suero sanguíneo fueron procesadas para la 

detección de DENV, mientras que en 154 de estas se realizó la detección adicional 

de CHIKV y en 27 la de ZIKV, de acuerdo a la metodología descrita. 
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5.2.1. Detección molecular de DENV 

 
 
De las 368 muestras analizadas por qRT-PCR para detectar DENV, 115 resultaron 

positivas (31.25%) con niveles de viremia de entre 0.99 y 9.13 Log10 equivalentes 

de genoma/mL de suero sanguíneo (media ± DE: 3.45 ± 1.19). El 72.61% de las 

muestras positivas fueron de participantes que tenían menos de 11 años y entre 

26 a 59 años de edad (Figura 16A); así mismo, al examinar las proporciones de 

detección de DENV al interior de rangos más reducidos de edad se observó un 

hallazgo similar, lo que sugiere que esta proporción tendría una tendencia bimodal 

con picos o máximos de positividad en los participantes menores a un año y en 

los adultos de entre 35 y 39 años de edad (Figura 16B). Sin embargo, al realizar 

una comparación de proporciones de detección de DENV tanto entre los rangos 

iniciales (p-value = 0.1819) como entre los rangos más reducidos de edad (p-value 

= 0.6297), no se encontró diferencia estadística (Anexo 4).      
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Figura 16. Detección molecular de DENV por grupos etários. (A) Frecuencia de 
detección de DENV entre grupos etários. (B) Proporción de detección de DENV en cada 
grupo etario (punto verde), junto con el intervalo de confianza del 95% para dicha 
estimación (línea vertical verde). 

 
 
La mayoría de las muestras positivas (80%) fueron de participantes quienes tenían 

entre 1 a 5 días de inicio de síntomas al momento del reclutamiento (p-value= 

0.04299) y también de personas quienes tenían su lugar de residencia en el 

municipio de Sincelejo (71.3%). Sin embargo, esta última observación no 

necesariamente refleja una mayor prevalencia de la infección por DENV en esta 

ciudad, ya que la mayoría de los participantes eran de este municipio (76.63%) y 

no se encontró diferencia estadística entre las proporciones de detección de este 

virus en cada municipio incluido en el estudio (p-value = 0.133) (Anexo 4).     
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Para determinar si existía alguna asociación entre las manifestaciones clínicas 

que presentaron los participantes del estudio y la detección molecular de DENV, 

así como la magnitud y direccionalidad de esa potencial asociación, se realizó una 

regresión logística univariada entre: la presencia de cada manifestación clínicas 

(variable predictora) y el resultado de la detección de DENV (variable respuesta). 

El análisis mostró que en la población de estudio había asociación de la detección 

molecular de DENV con la hiperemia conjuntival y el rash o erupción cutánea. 

 

En ese sentido, en nuestra población de estudio, si los participantes no 

presentaban hiperemia conjuntival o erupciones cutáneas, aumentaba 3.5 veces 

[OR (IC95%): 0.28 (0.1 – 0.81)] o 1.7 veces [OR (IC95%): 0.59 (0.37 – 0.94)] la 

oportunidad de detectar DENV respectivamente, en comparación a si presentaban 

la manifestación clínica (Figura 17). 

 

Figura 17. Regresión logística entre la detección molecular de DENV y 
características clínicas/socio-demográficas. El grafico muestra las razones de 
disparidad u oportunidad (OR) calculados a partir de la regresión logística univariada entre 
las manifestaciones clínicas y socio-demográficas con relación a la detección de material 
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genético de DENV. Los valores de OR y sus respectivos intervalos de confianza están 
representados en una escala logarítmica para mejor visualización. 

 
 

Con relación a los niveles de viremia de DENV detectados, en promedio las cargas 

fueron similares entre los participantes con distintos días de inicio de síntomas, 

pero se observó los mayores valores de este indicador en los que tuvieron 4 días 

de inicio de síntomas (Figura 18A). Esta observación se mantuvo aun cuando los 

participantes se agrupaban en quienes tenían de 1 a 5 días o de 6 a 13 días de 

inicio de síntomas (p-value = 0.81) (Figura 18B). De igual forma, en promedio las 

viremias eran similares entre los distintos grupos etarios evaluados (p-value = 

0.14) (Figura 18C). 

 

 

Figura 18. Niveles de viremia de DENV detectados en los participantes. (A) Viremias 
estimadas en la población de estudio de acuerdo a los días de inicio de síntomas en los 
que la muestra biológica fue colectada. Las barras de color rojo representan la media del 
nivel de viremia detectado en cada día; para los casos en los que hubo una sola 
observación (días 11 y 13) la barra es equivalente a la viremia detectada en el participante 
correspondiente. Adicionalmente, se incluyen comparaciones de los niveles de viremia 
entre aquellos que tenían de 1 a 5 días y de 6 a 13 días de inicio de síntomas (B), así 
como entre los distintos grupos etarios estudiados (C).  
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De forma similar a la comparación entre la detección de DENV y las distintas 

manifestaciones clínicas en los participantes, se realizó una regresión logística 

univariada entre cada manifestación clínica observada (como variable respuesta 

en cada caso) y los niveles de viremia correspondiente (variable numérica 

predictora). Se observó asociación estadística solo entre el cambio del nivel de 

viremia de DENV y la hematuria, de tal manera que el aumento de 1 Log10 (10 

veces) en la viremia de los participantes aumentaba 7.9 veces [OR(IC95%): 0.13 

(0.02 – 0.99)] la oportunidad de que el participante no presentara hematuria en 

comparación a si dicho aumento no se dada (p-value = 0.0492). 

 

5.2.1.1. Tipificación de DENV   

 

Las 115 muestras positivas para DENV fueron luego utilizadas para realizar una 

reacción de tipificación de serotipos con cebadores previamente descritos (Harris 

et al., 1998; Lanciotti, Calisher, Gubler, Chang, & Vorndam, 1992). El 40.9% 

(47/115) de estas muestras resultó en amplificación positiva del segmento C/prM 

utilizado para tipificar DENV, pese a que esta es una reacción semi-anidada y que 

por tanto tiene una sensibilidad considerable, por lo que se realizó un análisis 

posterior para tratar de identificar causas de esta observación. 

 

Al examinar la proporción de muestras que resultaron positivas para la tipificación 

entre el grupo de participantes que tuvieron de 1 a 5 días de inicio de síntomas y 

los de 6 a 13 días, se encontró que estas eran similares y por tanto no existía 

diferencia estadística (p-value = 0.344) (Figura 19B), pero al comparar los niveles 

de viremia entre las muestras con resultado positivo para la tipificación y las de 

resultado negativo, se observó que estas últimas tenían tendencia a tener menor 
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viremia que las primeras (Figura19A). Por lo tanto, en promedio, los niveles de 

viremia detectados en las muestras con amplificación positiva para tipificar DENV 

fueron mayores que los detectados en las muestras sin información de serotipo 

(p-value < 0.001) (Figura 19C).  

 

En ese sentido, este resultado podría explicar en parte el por qué no se pudo 

determinar el serotipo infectante en todas las muestras positivas para DENV, pero 

no puede ser la única razón de esta observación, ya que no se encontró un límite 

o punto de corte claro de nivel de viremia con el que se pudiese definir si la muestra 

podría o no ser tipificada con la técnica semi-anidada.  

 

 
Figura 19. Niveles de viremia de DENV detectados de acuerdo a la tipificación. (A) 
Viremias estimadas en la población de estudio de acuerdo a los días de inicio de síntomas 
en los que la muestra biológica fue colectada, de acuerdo a si resultaron positivos para 
una reacción de tipificación o no. (B) Frecuencia de participantes con resultado de serotipo, 
de acuerdo a si la muestra biológica fue colectada de 1 a 5 días o de 6 a 13 días de inicio 
de síntoma. (C) Comparación de los niveles de viremia entre las muestras con resultado 
positivo de tipificación y a las que no se les pudo determinar el serotipo.  
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En las muestras positivas para la tipificación se encontró los cuatro serotipos de 

DENV: DENV1 (29.79% - 14/47), DENV2 (12.77% - 6/47), DENV3 (42.55% - 

20/47) y DENV4 (14.89% - 7/47). El 68.09% (32/47) de las muestras con 

información de serotipo fueron de participantes del municipio de Sincelejo, única 

ciudad en la que se detectaron los cuatro serotipos. En Corozal se detectaron los 

serotipos DENV1, 3 y 4, mientras que en los municipios de San Juan de Betulia, 

Chinú y Morroa solo se detectó DENV3, en Ovejas DENV1, en Sampués DENV2 

y Galeras junto con La Unión solo DENV4. En los municipios que se detectó 

múltiples serotipos, DENV3 fue el que se identificó con mayor frecuencia 

(Sincelejo – 43.77% y Corozal – 50%), seguido de DENV1 (34.38%) en el caso de 

Sincelejo y DENV4 (33.33%) en Corozal. 

 

Al examinar la frecuencia de detección de cada uno de los serotipos de DENV en 

el periodo de estudio, no se observó una tendencia clara de circulación en parte 

por el mismo tipo de muestreo implementado. Lo que se puede describir es que 

durante los dos picos o máximos de reclutamiento del estudio (Junio a Diciembre 

de 2013 y Septiembre de 2014 a Enero de 2015), que coincidieron con periodos 

de mayor notificación de casos de dengue en el departamento de Sucre, la 

frecuencia de detección de DENV1 y DENV3 fue cercana a ser constante, 

mientras que la detección de los serotipos DENV2 y DENV4 estuvo más 

direccionada hacia el final de estos máximos precedida de detecciones mayores 

de DENV3 o DENV1 para el caso de DENV2 (Figura 20).  
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Figura 20. Detección de serotipos de DENV en el periodo de estudio. El grafico 
muestra el número casos reportados de dengue en el departamento de Sucre (línea 
verde), durante 2013 a 2015, con relación al número de participantes reclutados (barras 
de color gris – Panel A) y la frecuencia de detección de los serotipos DENV1 (barras 
amarillas – Panel B), DENV2 (barras rojas – Panel C), DENV3 (barras azules – Panel D) 
y DENV4 (barras verdes – Panel E). Las líneas verticales punteadas representan los 
periodos de: inicio del estudio y detección molecular de DENV (verde – junio 2013), 
detección adicional de CHIKV (azul – octubre de 2014) y detección adicional de ZIKV (rojo 
– octubre de 2015).    

 
 
Con relación a las viremias detectadas por serotipo infectante, se observó que en 

promedio este indicador entre los serotipos DENV1, DENV2 y DENV4 era similar 

(3.88, 3.5 y 3.39 Log10 equivalentes de genoma/mL respectivamente), mientras 

que en DENV3 era mayor (4.62 Log10 equivalentes de genoma/mL) por lo que se 

encontró de existía diferencia estadística entre los niveles de viremias de DENV3 

con relación al resto de serotipos (p-value = 0.0044) (Figura 21).    

 

Adicionalmente, se realizó comparación de las proporciones de detección de cada 

serotipo particular con las manifestaciones clínicas y características socio-

demográficas de los participantes, pero no se observó asociación significativa en 
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ninguno de los casos (valor p por encima de 0.05 tanto en pruebas de regresión 

logística binomial univariada como en pruebas Fisher de comparación de 

proporciones). 

 

 
 
Figura 21. Niveles de viremias encontrados entre los serotipos de DENV. El grafico 
muestra la distribución de los niveles de viremia encontrados en los distintos serotipos de 
DENV. 

 
 

5.2.2. Detección molecular de CHIKV  

 
 
Se incluyeron para el análisis de detección de CHIKV, 154 del total de 368 

muestras que se recolectaron en el estudio, de las cuales 41 resultaron positivas 

(26.62%). El 70.13% de las muestras positivas, al igual que con la detección de 

DENV, fueron de participantes que tenían menos de 11 años y entre 26 a 59 años 

de edad (Figura 22A); sin embargo, al comparar las proporciones de detección 

positiva de CHIKV en los distintos rangos de edad, se encontró que había 

diferencia significativa (p-value = 0.02687) de forma general y al hacer 

comparaciones pareadas entre cada uno de estos grupos, se observó que dicha 

diferencia se presentaba entre el grupo de menores de 11 años y los adultos de 

entre 26 y 59 años (p-value = 0.036).  
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Al examinar la proporción de positividad en rangos más reducidos de edad, se 

pudo determinar que similar a lo que se observó con DENV, la tendencia de este 

indicador tiene una configuración de tipo bimodal con máximos en los menores de 

entre 1 a 4 años y en los adultos de entre 20 y 24 años pero que para este caso, 

la proporción de positivos en el primer grupo era significativamente más alta en 

comparación a la observada a los rangos de adultos de entre 26 y 59 años (Figura 

22B – Anexo 5).  

 

El análisis de comparación de proporciones también mostró que existía diferencia 

significativa entre los porcentajes de positividad entre géneros (p-value = 

0.003737), de tal manera que en el 37.33% (28/75) de los participantes del género 

masculino se detectó la presencia de material genético de este virus, mientras que 

esta detección se observó en el 16.46% (13/79) de los participantes del género 

femenino. Hay que agregar entonces que el 68.29% (28/41) de las muestras 

positivas fueron de participantes del género masculino. Al comparar estas 

proporciones de positividad entre géneros con relación a los grupos etarios 

seleccionados, se pudo determinar que la tendencia se mantenía: en todos los 

estratos etarios la proporción de positivos en hombres era mayor a la encontrada 

en mujeres (Figura 23). Si bien este hallazgo debe ser interpretado de manera 

cuidadosa por el tipo de muestreo empleado, se podría decir que es reducida la 

posibilidad de que, en la población analizada, la cantidad de participante por 

género en cada estrato etario esté direccionando este resultado y no el género per 

se, sin embargo, no se podría descartar que esta asociación pueda estar 

influenciada por otros factores no incluidos en el estudio.  
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Figura 22. Detección molecular de CHIKV por grupos etarios. (A) Frecuencia de 
detección de CHIKV entre grupos etarios. (B) Proporción de detección de CHIKV en cada 
grupo etario (punto verde), junto con el intervalo de confianza del 95% para dicha 
estimación (línea vertical verde) en rangos de edad más reducidos. 
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Figura 23. Detección molecular de CHIKV por grupos etarios y género. El grafico 
muestra la cantidad (A) y proporción (B) de participantes en la que se detectó material 
genético de CHIKV de acuerdo a la edad y al género. En el panel A, las secciones de cada 
barra en color azul oscuro representan la cantidad de participantes positivos para CHIKV, 
mientras que aquellas en azul claro representan los negativos. 

 

 

El 95.12% (39/41) de las muestras positivas para CHIKV fueron de participantes 

quienes tenían entre 1 a 5 días de inicio de síntomas al momento del 

reclutamiento, así como de personas del municipio de Sincelejo (75.61%). La 

mayoría de las muestras colectadas (83.12%) fueron de participantes cuya 

residencia estaba ubicada en la ciudad de Sincelejo, por lo que similar a DENV, 

esta observación no refleja de forma directa la prevalencia de esta infección en el 

municipio y tampoco se encontró diferencia estadística entre las proporciones de 

detección de CHIKV entre los municipios evaluados en el estudio (p-value = 

0.1853) (Ver Anexo 5).     
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El análisis de regresión logística univariada para evaluar potenciales asociaciones 

entre variables clínicas y socio-demográficas (predictoras) con la detección de 

CHIKV (respuesta) mostró que en la población de estudio el género, la edad y la 

presencia de cefalea estaban relacionadas con la detección de este virus (Figura 

24).  

 

En ese sentido, en nuestra población de estudio, si los participantes tenían una 

edad de entre 26 a 59 años, se reducida en un 27% la oportunidad de realizar una 

detección positiva si este estaba infectado con CHIKV en comparación a si el 

participante era menor a 11 años [OR (IC95%): 0.27 (0.11 – 0.65)]. Así mismo, si 

el participante no presentaba cefalea, la oportunidad de detectar CHIKV 

aumentaba 4.5 veces en comparación a si este presentaba la manifestación [OR 

(IC95%): 0.22 (0.1 – 0.48)] y si el participante era del género masculino, la 

oportunidad de hacer la detección era 3.02 veces mayor a si era del género 

femenino [OR (IC95%): 3.02 (1.19 – 6.45)]. Este último hallazgo coincide con lo 

observado en los análisis de comparación de proporciones y sugiere que el género 

puede ser un factor que tiene influencia en la infección con CHIKV. 
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Figura 24. Regresión logística entre la detección molecular de CHIKV y 
características clínicas/socio-demográficas. El grafico muestra las razones de 
disparidad u oportunidad (OR) calculados a partir de la regresión logística univariada entre 
las manifestaciones clínicas y socio-demográficas con relación a la detección de material 
genético de CHIKV. Los valores de OR y sus respectivos intervalos de confianza están 
representados en una escala logarítmica para mejor visualización. 

 
 

Se obtuvieron muestras positivas para CHIKV desde octubre de 2014 hasta 

febrero de 2015, pero una gran proporción de estas se encontró entre noviembre 

y diciembre de 2014; este lapso coincidió con máximos de reporte de casos de 

esta infección en Colombia y Sucre, aunque de esto último se pudo observar que 

los resultados positivos se obtuvieron más hacia el final del pico de casos en el 

departamento (Figura 25). 

 

Durante el lapso en que se detectó CHIKV, en simultaneo se reportaron casos de 

Dengue al igual que se realizaron detecciones en el presente estudio, de los cuatro 

serotipos de DENV; al examinar el número de detecciones en el tiempo de estudio 

se pudo observar que cuando disminuyó el número de muestras positivas para 

CHIKV, se empezaron a encontrar muestras positivas para DENV1 y DENV3 de 

forma más frecuente, mientras la detección de DENV2 y DENV4 coincidió con el 
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lapso en el que muestras positivas para CHIKV se detectaban con más frecuencia 

(Figura 26).  

 

La circulación simultanea de estos virus pudo haber posibilitado la aparición de 

casos con manifestaciones clínicas severas y coinfecciones. En nuestro estudio 

se detectaron dos eventos de coinfección con estos dos virus: (i) una mujer de 24 

años, ama de casa del municipio de Sampués que presentó fiebre, mialgia, 

artralgia, salpullido en la piel y dolor abdominal con detección simultanea de 

CHIKV y DENV2; y (ii) un hombre de 21 años, estudiante del municipio de Chinú 

quien tuvo al momento del reclutamiento, fiebre, mialgia, gingivorragia, artralgia, 

diarrea y cefalea con detección simultanea de CHIKV y DENV3. Ambos 

participantes presentaron signos de alarma, lo que sugiere un curso critico de la 

enfermedad, sin embargo, no se le realizó seguimiento a ninguno de los 

participantes del estudio por lo que el potencial impacto de este hallazgo sobre la 

clínica de estos individuos, no pudo ser evaluado.   

 
Figura 25. Detección de CHIKV en el periodo de estudio. El grafico muestra el número 
casos reportados de dengue (línea verde) y chikungunya (linea azul), en el departamento 
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de Sucre durante 2014 a 2015, con relación al número de participantes reclutados (barras 
de color gris – Panel A) y la frecuencia de detección de CHIKV (barras de color amarillo – 
Panel B). Las líneas verticales punteadas representan los periodos de: inicio de detección 
adicional de CHIKV (azul – octubre de 2014) y detección adicional de ZIKV (rojo – octubre 
de 2015). 

 
 

   

 
 
Figura 26. Comparación de las detecciones de CHIKV y los distintos serotipos de 
DENV en el periodo de estudio. El grafico muestra el número casos reportados de 
dengue (línea verde) y chikungunya (línea azul), en el departamento de Sucre durante 
2014 a 2015, con relación al número muestras positivas para CHIKV (barras azules), 
DENV1 (barras amarillas), DENV2 (barras rojas), DENV3 (barras azul claro) y DENV4 
(barras verdes). Las líneas verticales corresponden al: inicio de detección adicional de 
CHIKV (azul – octubre de 2014) y detección adicional de ZIKV (rojo – octubre de 2015). 

 
 

5.2.3. Detección molecular de ZIKV 

 
Durante la última parte del periodo de estudio, se decidió incluir dos meses 

adicionales al reclutamiento en respuesta a la emergencia de ZIKV en el 

continente americano, por lo que en este lapso se reclutaron 27 participantes a 
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quienes se les realizaron pruebas para detectar los tres arbovirus en estudio. El 

37.04% de las muestras evaluadas (10/27) resultaron positivas para ZIKV, de las 

cuales el 70% eran de participantes del género masculino y todas fueron del 

municipio de Sincelejo; en las muestras positivas se detectaron niveles de viremia 

de entre 4.489 y 5.839 Log10 equivalentes de genoma/mL (media ± DE: 5.177 ± 

0.541). Con relación a la edad de los participantes y la detección de ZIKV, el 

porcentaje de muestras positivas entre los grupos etarios observados fue similar 

(Figura 27), pero teniendo en cuenta el número de participantes reclutados en este 

lapso, el análisis posterior para explorar potenciales diferencias entre estas 

proporciones fue limitado. Se observó que la proporción de muestras positivas en 

los participantes de entre 26 a 59 años fue menor, pero el 40.74% de los 

participantes fueron de este grupo, por lo que no podría sugerirse que la detección 

era menor en personas de este rango de edad.  

 

 

Figura 27. Detección molecular de ZIKV por grupos etarios. La grafica muestra la 
frecuencia de detección de ZIKV entre los grupos etarios incluidos en el estudio. 
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Al igual que con DENV y CHIKV, se realizaron análisis estadísticos para evaluar 

potenciales diferencias entre las proporciones de detección de ZIKV en distintas 

variables de agrupación (manifestaciones clínicas y socio-demográficas) pero no 

se encontró asociación estadística con ninguna de las combinaciones evaluadas 

(Anexo 6), esto quizás en parte por lo limitado del tamaño de la muestra en la que 

se evaluó la presencia de este virus.  

 

Durante el lapso en el que se empezó a evaluar la presencia de ZIKV en la 

población de estudio, no se detectaron muestras con material genético de DENV 

y CHIKV, pese a que había un numero considerables casos dengue reportados al 

sistema de vigilancia en salud publica en el departamento de Sucre (Figura 28).  

 

Figura 28. Detección de ZIKV en el periodo de estudio. El grafico muestra el número 
casos reportados de dengue (línea verde), chikungunya (linea azul) y zika (línea roja), en 
el departamento de Sucre durante 2014 a 2015, con relación al número de participantes 
reclutados (barras de color gris – Panel A) y la frecuencia de detección de ZIKV (barras de 
color rojo – Panel B). Las líneas verticales punteadas representan los periodos de: inicio 
de detección adicional de CHIKV (azul – octubre de 2014) y detección adicional de ZIKV 
(rojo – octubre de 2015). 
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5.3. AISLAMIENTO VIRAL: DENV Y ZIKV  

 
Todas las muestras positivas para DENV y ZIKV fueron inoculadas en líneas 

celulares para realizar aislamiento del virus presente en el suero sanguíneo. Las 

muestras positivas para DENV (115/368) se inocularon en células derivadas de 

insecto: C6/36, y luego de realizar inspecciones diarias, se observó la aparición 

de efecto citopático (CPE) sobre las monocapas celulares entre el día 5 y 7 post 

inoculación en dos de las muestras (Ov07 – DENV1 y Si36 – DENV3). Ante este 

resultado, se decidió recolectar el sobrenadante de todas las inoculaciones a los 

10 dpi y se realizó un segundo pase en la misma línea celular, con lo que luego 

de hasta 7 dpi, se observó CPE en un total de 4 muestras: las dos en las que en 

el pase o inoculación inicial se había notado la aparición y dos adicionales 

pertenecientes al serotipo 3 (Cz19 y Cz08).  

 

La confirmación de aislamiento positivo para DENV en estas 4 muestras fue 

realizada por RT-PCR de los sobrenadantes en pase 2, al igual que mediante 

ensayos de formación de focos de replicación viral en células Vero (datos no 

mostrados). El CPE observado estuvo caracterizado por la formación de sincitios 

como efecto de la fusión de membranas inducida por la infección, así como de la 

presencia de vacuolaciones citoplasmáticas al interior de dichos sincitios. Solo se 

observó un leve desprendimiento celular en las etapas tardías de los ensayos de 

aislamiento (11-12 dpi) pero no se podría establecer con certeza si este hallazgo 

estuviese siendo inducido por la infección viral o si por el contrario fue causado 

por las condiciones citotóxicas que se crean cuando el cultivo celular se mantiene 

por tanto tiempo. 
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No se observó una diferencia clara en la severidad del CPE causado por efecto 

del serotipo infectante, ya que los dos aislados que presentaron la mayor 

severidad (Ov07 y Si36), eran de distinto serotipo y los cambios estructurales 

observados en las células infectadas eran similares, mientras que el CPE causado 

por los otros dos aislados de DENV3 fue más leve (Figura 29).       

 

 

Figura 29. Aislamiento de DENV en celular C6/36. La ilustración muestra el efecto 
citopático causado por la infección aislados de DENV1 (A) y DENV3 (B-D) obtenidos en 
los ensayos de aislamiento viral. En estos experimentos se realizaron inoculaciones de la 
cepa 16681 de DENV2 (E) y medio L-15 (F) como controles positivo y negativo (mock) 
respectivamente. Las flechas blancas señalan la formación de sincitios y vacuolaciones 
citoplasmáticas, mientras que el circulo blanco indica un CPE más leve en donde solo se 
observa fusión de células en menor grado.  

 
 
Sin embargo, al inspeccionar los niveles de viremias detectados en el suero de 

estos participantes, se notó que eran similares entre los participantes Ov07 

(DENV1), Cz19 (DENV3) y Cz08 (DENV3): 6.25, 6.303 y 6.41 Log10 equivalentes 

de genoma/mL respectivamente, mientras que el encontrado para Si36 (DENV3) 

fue de 3 Log10 por encima (9.13 equivalentes de genoma/mL) (Anexo 7).  En ese 

sentido, se observó que hubo mayor severidad del CPE por DENV1 y de DENV3 

cuando la carga viral en el suero inoculado era alta, mientras que cuando esta 
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carga era comparable a la encontrada en el participante infectado con DENV1, el 

efecto fue más leve.  

 

Con relación a los ensayos de aislamiento de ZIKV, las 10 muestras con detección 

positiva de este virus fueron inoculadas en C6/36 pero adicionalmente en otras 

líneas celulares que incluyeron: Vero, BHK-21, HEK-293 y Aag2. Luego de 3 

pases, solo en una (Si322) de las 10 muestras inoculadas se pudo evidenciar 

cambios en la morfología de las células Vero a los 10 días post inoculación (dpi), 

que podían ser atribuibles a un CPE inducido por infección del virus presente en 

la muestra (Figura 30 – Anexo 8). El nivel de viremia en esta muestra fue de los 

más altos (5.65 Log10 equivalentes de genoma/mL), pero como se mencionó 

anteriormente, estos niveles eran similares en las muestras detección positivas de 

ZIKV, por lo que factores adicionales a la cantidad de virus presente en la muestra 

pudieron determinar el éxito del aislamiento. 

 

El CPE observado en estos ensayos estuvo caracterizado por el desprendimiento 

celular en Vero, que había que inspeccionar de manera cuidadosa por que podía 

ser confundido con el efecto citotóxico del sobrecrecimiento celular a causa del 

mantener los cultivos por tiempo prolongado. El sobrenadante de las infecciones 

se utilizó para realizar qRT-PCR y determinación de la presencia de partículas 

virales infecciosas mediante un ensayo de formación de placas (datos no 

mostrados), para confirmar el aislamiento viral. 
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Figura 30. Aislamiento de ZIKV en células Vero. La ilustración muestra el efecto 
citopático causado por la infección de ZIKV en células Vero a 10 dpi, a las que se inoculó 
el suero sanguíneo del participante Si322 (A), suero sanguíneo del participante Si318 (B), 
la cepa viral MR766 aislada en Uganda en 1947 (C) y un control negativo de aislamiento 
o Mock (D). Las flechas blancas señalan el desprendimiento y acumulación celular como 
CPE.  

 
 

5.4. AMPLIFICACION DE GENES PARA ANÁLISIS FILOGÉNETICO 

 

Los aislados obtenidos de DENV (ISOOv07, ISOSi36, ISOCz19 e ISOCz08), las 

muestras de suero positivas para CHIKV (41 en total) y tanto el aislado (ISOSi322) 

como las muestras de suero positivas para ZIKV, fueron utilizadas para amplificar 

el gen de la Envoltura de DENV, E1 de CHIKV y la región Envoltura-NS1 de ZIKV. 

De las muestras de DENV se obtuvo 1485 y 1479 nucleótidos correspondientes a 

la secuencia completa del gen de Envoltura de DENV1 y DENV3 respectivamente, 

mientras que de las muestras de ZIKV, en 2 de las 10 analizadas, se logró obtener 
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la secuencia completa de los genes E-NS1 con una longitud de 2601 nucleótidos. 

En el caso de CHIKV, en 10 de las 41 muestras positivas para este virus, se obtuvo 

amplificación de la región genómica de interés en cantidad suficiente para 

secuenciación, pero en solo 3 de esas 10 se obtuvo la secuencia completa de E1 

(1317 nucleótidos). En ese sentido, una secuencia de DENV1 (Ov07), 3 de DENV3 

(Si36, Cz19 y Cz08), 3 de CHIKV (Si285, Si246 y Si271) y 2 de ZIKV (Si322 y 

Si323) se utilizaron para el análisis posterior de caracterización filogenética de 

estos tres virus.  

 

5.5. ANALISIS FILOGENÉTICO 

5.5.1. Determinación de genotipos por Máxima Verosimilitud 

 

Las bases de datos de cada virus luego de la depuración manual y detección de 

conglomerados de identidad quedaron con 953, 545, 434 y 471 secuencias de 

DENV1, DENV3, CHIKV y ZIKV respectivamente (Anexo 9), las cuales fueron 

utilizadas para realizar una reconstrucción filogenética por ML con el modelo de 

sustitución nucleotídica correspondiente (Anexo 10). El árbol resultante fue 

utilizado para determinar el genotipo de cada virus y evaluar la estructuración 

temporal de la región secuenciada. 

 

Con este análisis se encontró que el aislado de DENV1 (ISOOv07) se agrupó con 

secuencias pertenecientes al genotipo V o Americano/Africano (Figura 31B), las 

cuales formaron un clado monofilético con alto soporte de rama (aLRT = 0.97). 

Los aislados de DENV3 (ISOCz19, ISOCz08 e ISOSi36), se agruparon con 

secuencias pertenecientes al genotipo III (aLRT = 1) (Figura 32B), el cual se ha 



101 

reportado que es de origen asiático pero que ha circulado de manera constante 

en América desde 1994.  

 

Las secuencias de CHIKV del presente estudio se agruparon junto con las 

reportadas en el brote de América en 2014 y a su vez dentro del genotipo Asiático 

(aLRT = 1); en este caso, el clado formado por el genotipo asiático presenta una 

configuración monofilética, sin embargo, el que agrupa a las secuencias del brote 

de América adopta más una configuración parafilética con un soporte de rama 

moderado (aLRT = 0.78), lo que sugiere que la diversidad del gen E1 en los virus 

de este brote es reducida y por tanto más estable (Figura 33B). En el caso de 

ZIKV, las secuencias del presente estudio se agruparon junto con aquellas 

pertenecientes al genotipo Asiático y a su vez las reportadas durante el brote de 

2015 en América; esta agrupación también está altamente soportada con valores 

de aLRT de 1 a 0.861 (Figura 34B). La topología y longitudes de rama del árbol 

filogenético de ZIKV muestran la formación de clados monofiléticos 

correspondientes a los genotipos, pero no se pueden observar agrupaciones 

dentro de cada genotipo por la distancia genética tan elevada que hay entre ellos 

(Asiático vs Africano). 
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Figura 31. Análisis filogenético por máxima verosimilitud de DENV1. La figura muestra (A) el análisis de regresión de distancia genética vs fechas 
de aislamiento con TempEST, en el que se muestra el valor de R2 y la tasa de sustitución estimada; (B) el árbol filogenético construido por máxima 
verosimitud con representantes de los distintos genotipos (codificados por color) de DENV1 disponibles en GenBank. El árbol muestra los soportes de 
rama de los principales clados identificados, la ubicación de las secuencias generadas en el presente estudio y la del grupo externo utilizado.  
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Figura 32. Análisis filogenético por máxima verosimilitud de DENV3. La figura muestra (A) el análisis de regresión de distancia genética vs fechas 
de aislamiento con TempEST, en el que se muestra el valor de R2 y la tasa de sustitución estimada; (B) árbol filogenético construido por máxima 
verosimitud con representantes de los distintos genotipos (codificados por color) de DENV3 disponibles en GenBank. El árbol muestra los soportes de 
rama de los principales clados identificados, la ubicación de las secuencias generadas en el presente estudio y la del grupo externo utilizado.  
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Figura 33. Análisis filogenético por máxima verosimilitud de CHIKV. La figura muestra (A) el análisis de regresión de distancia genética vs fechas 
de aislamiento con TempEST, en el que se muestra el valor de R2 y la tasa de sustitución estimada; (B) árbol filogenético construido por máxima 
verosimitud con representantes de los distintos genotipos (codificados por color) de CHIKV disponibles en GenBank. El árbol muestra los soportes de 
rama de los principales clados identificados, la ubicación de las secuencias generadas en el presente estudio, la del control positivo utilizado en los 
ensayos de detección y la del grupo externo utilizado.  

 



105 

 

Figura 34. Análisis filogenético por máxima verosimilitud de ZIKV. La figura muestra (A) el análisis de regresión de distancia genética vs fechas de 
aislamiento con TempEST, en el que se muestra el valor de R2 y la tasa de sustitución estimada; (B) árbol filogenético construido por máxima verosimitud 
con representantes de los distintos genotipos (codificados por color) de ZIKV disponibles en GenBank. El árbol muestra los soportes de rama de los 
principales clados identificados, la ubicación de las secuencias generadas en el presente estudio y la del grupo externo utilizado.
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Al examinar los análisis de estructuración temporal, se encontró que las regiones 

genómicas utilizadas contienen un nivel de ajuste (R2) a un modelo de evolución 

por reloj molecular entre bajo a moderado para los DENV (DENV1: 0.2601 y 

DENV3: 0.4575) y CHIKV (0.22871), pero alto en el caso de ZIKV (0.7957). Esto 

podría indicar que la región genómica estudiada y las secuencias disponibles no 

permitirían a este nivel, estimar el tiempo de divergencia de DENV y CHIKV a la 

raíz con relación a sus grupos externos, pero que para ZIKV es más plausible.  

 

Al observar las regresiones de DENV, se pudo notar que los puntos más alejados 

de la curva, que representa la evolución viral bajo el modelo de reloj molecular, 

corresponden a virus pertenecientes al genotipo VI en DENV1 y genotipo IV en 

DENV3 que representan los linajes selváticos de estos serotipos de donde se 

estima, emergieron el resto de genotipos. La distancia genética entre estos 

genotipos selváticos y los epidémicos/endémicos es alta a causa en parte por las 

diferencias en la dinámica de circulación de cada uno de ellos y por tanto limitan 

la estimación de la tasa de sustitución y tiempo de divergencia si se quieren 

determinar a nivel de serotipo completo.  

 
En CHIKV, los resultados muestran algo distinto: existe una clara diferencia entre 

la tasa de sustitucion de E1 en cada genotipo y se podrian trazar lineas de 

tendencia independientes para cada uno de ellos. Las secuencias que quizas se 

ajustan mas al modelo de evolución por reloj molecular son las pertenecientes al 

genotipo ECSA, mientras que las de genotipo asiatico parecen tener una 

tendencia con menor tasa de sustitución y por tanto menor variación.  

 

El caso de ZIKV es particular por que la cantidad de secuencias disponibles es 

menor en comparación al de los otros virus en estudio y por tanto estimaciones 
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mas antiguas se verian limitadas, pero el que existiese un grado de ajuste 

alto/moderado, podria indicar lo dinamica de su circulacion y lo intimamente 

relacionados que estarian los brotes causados por este virus. 

   

5.5.2. Reconstrucciones Filogenéticas por Inferencias Bayesianas 

 
Con los resultados de maxima verosimitud se decidio limitar las estimaciones y 

analisis posteriores, al genotipo del que eran parte los virus identificados en el 

estudio, por lo que los sets de datos luego de esta reducción quedaron con 112, 

103, 154 y 134 secuencias para DENV1, DENV3, CHIKV y ZIKV respectivamente. 

En estos nuevos set de datos con representantes de las principales agrupaciones 

encontradas en el analisis de maxima verosimitud, se retuvieron adicionalmente 

secuencias del genotipo mas cercano para utilizarlas como grupo externo. Se 

realizó de nuevo el analisis en TempEST para evaluar cambios en la señal de 

estructuración temporal por efecto de la reducción del numero de secuencias. Los 

resultados mostraron un incremento en el ajuste al modelo de evolución por reloj 

molecular para los virus DENV1 (0.7255), DENV3 (0.7101) y ZIKV (0.919), con lo 

que se demuestra que las regiones genómicas estudiadas conservan suficiente 

información temporal como para hacer inferencias de parametros con este 

modelo, pese a que el numero de secuencias fue reducido. En contraste, el ajuste 

en CHIKV disminuyó y el patrón de la regresión sugiere que hay al menos cuatro 

grupos de secuencias al interior de este genotipo que tienen alta similaridad entre 

si y que por tanto la información  contenida en este set de datos no es suficiente 

como para hacer estimaciones confiables de parametros como tiempos 

divergencia de ancestros comunes en linajes particulares y tasas de sustitución 

nucleotidica (Figura 35). 
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Figura 35. Análisis de regresión de distancia genética vs fechas de aislamiento con 
TempEST, en el que se muestra el valor de R2 y la tasa de sustitución estimada, para 
DENV1, DENV3, CHIKV y ZIKV. Cada secuencia esta codificada por color de acuerdo al 
país de origen del aislamiento. 

 

5.5.2.1. Chikungunya virus 

 
 

Teniendo en cuenta que el gen E1 de CHIKV no mostró tener suficiente 

información temporal para hacer estimaciones de tiempos de divergencia, el set 

de datos fue utilizado para realizar una reconstrucción filogenética en BEAST, con 

el modelo transicional de sustitución nucleotídica (TIM2e+I+G4), de acuerdo a los 

resultados de jModelTest. El árbol filogenético resultante mostró la formación de 

una clado monofilético con soporte de rama moderado (probabilidad posterior: 

0.7414) en el que se agruparon todas las secuencias reportadas durante el brote 

en América, con MAF|2013 (KX262991) como la secuencia más ancestral 

correspondiente a un virus aislado de la isla de Saint Martin en 2013 y donde se 

ha sugerido fue el origen de este brote (Figura 33B); dentro de este clado se 
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pudieron identificar cinco agrupaciones que también se observaron durante el 

análisis TempEST. Estas agrupaciones presentaron soportes de rama bajo (< 

0.35) por lo que la relación entre estas secuencias no pudo ser establecida con 

mayor claridad.  

 

Las secuencias del presente estudio se agruparon con secuencias principalmente 

de Colombia, México y Nicaragua en dos grupos distintos, sin embargo, esta 

asociación parece no ser confiable ya que COL-Si285 y COL-Si246 tuvieron una 

identidad nucleotídica de 100% y se localizaron en grupos distintos: grupos 1 y 3 

respectivamente, mientras que COL-Si271 tuvo una identidad de 99.9% con 

relación a las dos anteriores y se localizó en el grupo 3 junto con COL-Si246 

(Figura 36A-B). La diferencia nucleotídica entre las secuencias del estudio se debe 

a la sustitución sinónima G>A en la posición 123 de E1 presente en COL-Si271, 

la cual se encontró solo en otra secuencia de Colombia aislada en 2015, en La 

Unión, Valle del Cauca. La identidad nucleotídica entre todas las secuencias del 

clado “Brote – América” varió entre 99.5% y 100% por lo que la diversidad 

contenida en este gen durante el brote es limitada y sugiere una alta estabilidad, 

pero limita la capacidad para establecer relaciones confiables entre cepas para 

proponer rutas de expansión del virus en el continente americano y en el territorio 

colombiano. 

 

En cuanto a la identidad aminoacídica, las secuencias de Sucre fueron idénticas 

a la secuencia proteica de E1 del virus aislado en el brote de Saint-Martin en 2013 

y en solo dos secuencias de origen colombiano (KT211033 y KR559491) se 

identificaron cambios con relación a este virus: la sustitución T101M presente en 

cepa WHCHK22 aislada en agosto de 2014 y Y189F de un aislado de Cúcuta, 

Norte de Santander.  
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Figura 36. Árbol filogenético de máxima credibilidad de CHIKV. El árbol fue generado 
por inferencia bayesiana con 100 millones de generaciones. (B) En el árbol se señala el 
clado “Brote-América” y cinco agrupaciones parafiléticas (1 a 5) en las que están 
distribuidas las secuencias reportadas durante la emergencia de este virus en el continente 
americano. Adicionalmente, se muestra mayor de detalle de los grupos 1 y 3 (A) en donde 
se encuentran localizadas las secuencias del presente estudio. 

 

 

Con las secuencias de DENV1, DENV3 y ZIKV se pudo establecer que existe una 

estructuración temporal en las regiones del genoma viral estudiadas de tal manera 

que realizaron análisis en BEAST para seleccionar la combinación de modelo de 

reloj molecular y coalescencia de árbol que mejor se ajustara a los datos.  Estos 
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resultados mostraron que con la utilización de un reloj molecular relajado y el 

modelo coalescente de crecimiento poblacional skyline se obtuvo el mejor ajuste 

de los datos en comparación al resto de combinaciones (Anexo 11) por lo que las 

reconstrucciones filogenéticas y estimaciones posteriores se realizaron con esta 

combinación. 

5.5.2.2. Dengue virus 1 

La reconstrucción filogenética del genotipo V de DENV1 mostró la formación de 

cuatro grandes clados: Clado 1 (probabilidad posterior: 1) en el que se agrupan 

secuencias de India de 1962-1963; Clado 2 (probabilidad posterior: 0.99) en donde 

se encontraron secuencias de India y del Sur de Asia (Singapur, Malasia, 

Myanmar,…); Clado 3 (probabilidad posterior: 0.99) con secuencias de India y 

África (Nigeria, Costa de Marfil,…); y Clado 4 (probabilidad posterior: 1) en donde 

se encontraron secuencias en su mayoría de América, aunque también incluyó 

algunas secuencias de India y Singapur reportadas en 2005-2006 (Figura 37). 

Estos clados se han reportado previamente como linajes: India III, India II/Sur de 

Asia, Afro-India y América respectivamente (Afreen, Naqvi, Broor, Ahmed, & 

Parveen, 2015; Patil et al., 2011); la secuencia del presente estudio se agrupó 

dentro del Clado 4 o linaje América en el que se encontró una similaridad promedio 

de 96.9%.  
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Figura 37. Reconstrucción Filogenética de DENV1. (A) Estimación de los tiempos de divergencia del ancestro común más reciente (tMRCA) de los 
distintos clados identificados en el árbol filogenético; el punto negro representa la media de la estimación bajo el modelo con mejor ajuste, mientras que 
el punto blanco representa la media del parámetro del segundo modelo con mejor ajuste. La densidad de las estimaciones del parámetro (amplitud del 
violín) en gris representa lo calculado con el segundo modelo de mejor ajuste. (B) Árbol de máxima credibilidad del genotipo V de DENV1, en el que se 
señala la secuencia descrita en Sucre. Las ramas están codificadas por color de acuerdo al país en donde se reportó la secuencia.  
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En cuanto a la estimación de parámetros en estos linajes (Anexo 12), el tMRCA 

del genotipo V fue de 77 años [95% HPD, 69-84 años, 1939 (1947 – 1932)], 

mientras que el del Clado 4 fue de 43 años [95% HPD, 40-46 años, 1972 (1975 – 

1969)] que corresponde a la posible fecha de introducción de este genotipo al 

continente americano. La tasa de sustitución calculada para este gen fue de 9.18 

x 10-4 sustituciones/sitio/año (95% HPD, 7.92 x 10-4 a 1.03 x 10-3).  

 

Al examinar en mayor detalle al Clado 4, se pudieron identificar varias 

agrupaciones que podrían estar relacionadas a la dinámica de circulación de este 

linaje en el territorio americano. Se evidenció una posible introducción de este 

linaje desde Brasil hacia Asia (India y Singapur) poco después de su introducción 

al continente Americano (segunda mitad de la década de 1970) (Figura 38 – G1); 

la posible introducción de este genotipo a América fue en Brasil de donde luego 

paso a demás territorios como Colombia, Estados Unidos, Perú y Barbados, 

representados por los virus aislados entre 1982 y 1995 (Figura 38 – G2), sin 

embargo los aislados más recientes de este virus, parecen tener origen en virus 

de Trinidad y Tobago de 1978 y del Sur de Brasil que han estado circulando hasta 

inicio de 2000, los cuales fueron introducidos a Venezuela y luego hacia demás 

territorios (Clado 5) como Colombia, Ecuador, Argentina, Barbados, México, 

Nicaragua y El Salvador en 1988 (95% HPD, 1992 – 1985). La topología del árbol 

en este clado sugiere que esta introducción se dio inicialmente hacia países en 

Suramérica en 1990 (95% HPD, 1993 – 1986) (Clado 7) y luego hacia 

Centroamérica en 1991 (95% HPD, 1994 – 1988) (Clado 6).    

 

En ese sentido, la secuencia de Sucre (ISO-COLOv07) que se agrupó con 

aquellas reportadas en Santander en 2012-2013, puede tener origen en 

Venezuela. Así mismo, esta secuencia se encontró agrupada con una secuencia 
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reportada en Ecuador en 2014, lo que sugiere que virus de origen en Colombia (y 

acá representados por la secuencia de Sucre), pudieron ser introducidos a este 

país después de su circulación inicialmente en la costa Caribe colombiana. 

 
Figura 38. Árbol Filogenético del Clado 4/Genotipo V de DENV1. Detalle de clado 4 o 
América, en donde se señalan agrupaciones de posibles eventos de introducción.  
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Se encontraron 33 sustituciones nucleotídicas en la secuencia de Sucre al 

compararla con la más ancestral del Clado 4: BRA|1982 (AF425613), de las cuales 

solo dos fueron no sinónimas: C>G en la posición 28 que causo la sustitución 

aminoacídica H10D presente en todo el clado 4 y G>A en la posición 889 que 

causó la sustitución V297M presente los grupos G1, G2 y Clado 7. De las 

sustituciones nucleotídicas sinónimas, dos se encontraron exclusivamente en la 

secuencia de Sucre: G>C en la posición 849 y A>G en la posición 981. 

Adicionalmente, en la secuencia de Sucre no se encontró la sustitución A>G en la 

posición 330, la cual está presente en todo el Clado 4.  

 

5.5.2.3. Dengue virus 3 

 
La reconstrucción filogenética del genotipo III de DENV3 mostró la formación de 

tres clados o agrupaciones que se han descrito previamente como linajes A, B y 

C (Tan et al., 2018). Las secuencias de Sucre (ISO-Cz08, ISO-Cz19 e ISO-Si36) 

se agruparon dentro del linaje B (acá descrito como Clado 1) que contiene 

secuencias principalmente de América (Figura 39), por lo que este fue 

seleccionado para realizar estimaciones de tiempo de divergencia de las distintas 

agrupaciones que se identificaron al interior del clado y hacer inferencias de 

posibles escenarios de circulación del virus en el territorio. En este clado se 

encontró una similaridad promedio de 97.8%. 

 

El tMRCA estimado para el Genotipo III de DENV3 fue de 67 años [95% HPD, 60 

– 75 años, 1948 (1955 – 1939)] mientras que el del Clado 1 fue de 26 años [95% 

HPD, 23 – 29 años, 1989 (1992 – 1986)], lo cual representa la fecha aproximada 

de introducción de este linaje al continente americano. Por su parte, se estimó una 
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tasa de sustitución de 8.15 x 10-4 sustituciones/sitio/año (95% HPD, 7.029 x 10-4 – 

9.49 x 10-4 (Anexo 12).  

 

Al examinar con mayor detalle el Clado 1, se observó la formación de tres grupos 

monofiléticos: Clado 2 (probabilidad posterior: 0.776), Clado 3 (probabilidad 

posterior: 0.9788) y Clado 4 (probabilidad posterior: 0.9889) los cuales 

representan la reintroducción de DENV3 a territorio americano en 1994 luego de 

17 años de aparente ausencia (Figura 40). Las secuencias de Colombia se 

agruparon en dos linajes distintos dentro de los Clados 2 y 4, lo cual sugiere la 

ocurrencia de dos eventos de introducción en el país aproximadamente al mismo 

tiempo [tMRCA(Clado 2): 1990 (1987 – 1993) y tMRCA(Clado 4): 1994 (1992 – 

1996)]. Las secuencias de Sucre se agruparon dentro del Clado 4 junto con 

secuencias de los departamentos de Santander (2004 – 20149), Bolívar (2006), 

Antioquia (2007 – 2009) y Boyacá (2015) en Colombia, así como con secuencias 

de Venezuela (2005 – 2007) y Centroamérica (Puerto Rico, Nicaragua y 

Honduras). Cabe resaltar que las secuencias de Sucre se encontraron más 

relacionadas con secuencias de Santander que con la secuencia de Bolívar, por 

lo que la reconstrucción filogenética sugiere que el virus circulante en Sucre pudo 

ser traído desde Santander que a su vez posiblemente fue introducido desde 

Venezuela.  
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Figura 39. Reconstrucción Filogenética de DENV3. (A) Estimación de los tiempos de divergencia del ancestro común más reciente (tMRCA) de los 
distintos clados identificados en el árbol filogenético; el punto negro representa la media de la estimación bajo el modelo con mejor ajuste, mientras que 
el punto blanco representa la media del parámetro del segundo modelo con mejor ajuste. La densidad de las estimaciones del parámetro (amplitud del 
violín) en gris representa lo calculado con el segundo modelo de mejor ajuste. (B) Árbol de máxima credibilidad del genotipo III de DENV3, en el que se 
señalan las secuencias descritas en Sucre. Las ramas están codificadas por color de acuerdo al país en donde se reportó la secuencia. 
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Figura 40. Árbol Filogenético del Clado 1/Genotipo III de DENV3. Detalle del clado 1 o 
Linaje B, en donde se señalan agrupaciones de posibles eventos de introducción. 
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Al comparar las secuencias de Sucre con la secuencia más ancestral del clado 1 

(DQ341202|MEX|1995), se identificaron 42 sustituciones nucleotídicas, de las 

cuales cuatro fueron no sinónimas: la sustitución T>C en la posición 242 que 

provocó el cambio V81A presente solo en secuencias pertenecientes al linaje 

colombiano dentro del clado 4; las sustituciones C>T en la posición 902 y A>G en 

la posición 1157 que causaron las sustituciones aminoacídicas T301M y K386R 

respectivamente, que solo se encontraron en las secuencias de Sucre; y la 

sustitución T>C en la posición 1139 que causó el cambio I380T encontrado en las 

secuencias de Corozal (ISO-Cz19 e ISO-Cz08), Rio de Janeiro, Brasil de 2004 

(FJ375134) y Floridablanca, Colombia en 2010 (KX926485).    

 

5.5.2.4. Zika virus 

 

La reconstrucción filogenética de ZIKV con los genes de Envoltura y NS1 mostró 

la formación de al menos cuatro grupos monofiléticos (probabilidades posteriores: 

0.7369 – 0.8831), dentro de un gran clado constituido por las secuencias 

reportadas durante el brote en América (probabilidad posterior: 1) y que en el 

presente estudio se denominó clado América (Figura 41). La estimación del 

tMRCA para el clado América fue de 4 años [(95% HPD, 3 – 5 años, junio de 2013 

(agosto de 2012 – enero de 2014)], mientras que la tasa de sustitución calculada 

para esta sección del genoma de ZIKV fue de 8.79 x 10-4 sustituciones/sitio/año 

(95% HPD, 7.0688 x 10-4 – 1.0592 x 10-3) (Anexo 12). 

 

Se observó que las secuencias más ancestrales en cada uno de los cuatro clados 

eran de Brasil, por lo que se decidió estudiar sub-clados o linaje dentro de estos 

(denominados acá como clados), que correspondieron a secuencias reportadas 
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en Centroamérica (clado Centroamérica), islas del Caribe y Estados Unidos (clado 

Caribe), así como de Colombia (clado Colombia). Las estimaciones de tMRCA 

para cada linaje fueron: marzo de 2014 (95% HPD, septiembre de 2013 – agosto 

de 2014) para el clado Centroamérica, mayo de 2014 (95% HPD, enero de 2014 

– septiembre de 2014) para el clado Colombia y febrero de 2014 (95% HPD, 

noviembre de 2013 – abril de 2014) para el clado Caribe. Los soportes de rama 

para estos clados fueron altos en el caso de Colombia y Centroamérica 

(probabilidad posterior: 0.8896 y 0.9974 respectivamente), pero moderado/bajo en 

el caldo Caribe (probabilidad posterior: 0.5918). 

 

Los resultados del análisis filogenético sugieren introducciones simultaneas desde 

Brasil, al resto de países del continente en donde se reportaron casos de esta 

infección. En el caso de Colombia, los ZIKV circulante al momento de su 

introducción provenían del norte de Brasil, Pernambuco ya que las secuencias 

más ancestrales de este clado provenían de este estado. Con las secuencias 

disponibles en el análisis se puede sugerir que la introducción de este virus en 

Colombia pudo ocurrir en la costa Caribe (la secuencia más ancestral de Colombia 

se reportó en Bolívar, 2015), pero a partir de allí no se puede hacer una 

reconstrucción de la expansión del virus en el territorio colombiano ya que los 

soportes de rama al interior de este grupo fueron bajos (probabilidades 

posteriores: 0.352 – 0.6919). Lo que sí se pudo observar es que hubo múltiples 

introducciones a países de Centroamérica y el Caribe desde Colombia (Martinica, 

Panamá y República Dominicana) así como a Venezuela, Perú y Estados Unidos 

(Figura 42). 
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Figura 41. Reconstrucción Filogenética de ZIKV. (A) Estimación de los tiempos de divergencia del ancestro común más reciente (tMRCA) de los 
distintos clados identificados en el árbol filogenético; el punto negro representa la media de la estimación bajo el modelo con mejor ajuste, mientras que 
el punto blanco representa la media del parámetro del segundo modelo con mejor ajuste. La densidad de las estimaciones del parámetro (amplitud del 
violín) en gris representa lo calculado con el segundo modelo de mejor ajuste. (B) Árbol de máxima credibilidad del genotipo Asiático de ZIKV, en el que 
se señalan las secuencias descritas en Sucre. Las ramas están codificadas por color de acuerdo al país en donde se reportó la secuencia.
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Figura 42. Árbol Filogenético del Clado Colombia/Genotipo Asiático de ZIKV. Detalle del clado 
Colombia, en donde se señalan agrupaciones de posibles eventos de introducción. Las secuencias 
en rojo representan las reportadas en el presente estudio, mientras que la azul es una secuencia de 
Sucre obtenida de mosquitos en otro estudio. 
 

 

Al comparar las secuencias del Sucre con la más ancestral del Clado América 

(MF073359|BRA|2015-03-01) y, por tanto, lo más similar en el set de datos al virus que fue 

introducido en América desde el Pacifico, se identificaron 6 sustituciones nucleotídicas en 

el gen de la Envoltura de las cuales una fue no sinónima: G>A en la posición 497 que causó 

el cambio aminoacídico R166K presente en todas las secuencias del clado América 

exceptuando el ancestral. Así mismo, se identificaron 7 sustituciones nucleotídicas en NS1, 

de las cuales dos fueron no sinónimas: C>T en la posición 967 y G>A en posición 1042 que 
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provocaron los cambios R323W y V348M respectivamente.  La sustitución R323W solo se 

detectó en las secuencias del clado América y en una de Pernambuco, Brasil reportada en 

2015, mientras que V348M estaba presente en todo el clado América a excepción de 

aquellas agrupadas en el clado Caribe.  
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6. DISCUSIÓN 

 
Las infecciones causadas por arbovirus representan una problemática de alcance 

global que ha venido cobrando cada vez más importancia con las recientes 

emergencias/reemergencias de virus como ZIKV y CHIKV, en diversos territorios 

a nivel mundial (Braack et al., 2018; Wilder-Smith et al., 2017). La caracterización 

molecular de estos virus, en el contexto de su circulación, es de vital importancia 

para poder entender de manera más precisa los patrones de expansión que siguen 

al momento de ser introducidos en nuevos territorios, y a su vez para predecir las 

rutas que podrían seguir otros agentes virales con el mismo mecanismo de 

transmisión.  La introducción de ZIKV y CHIKV a América y el gran impacto que 

esto causó en los últimos años, sirve como un llamado de atención para recordar 

que las zoonosis estables pueden estallar o propagarse con graves 

consecuencias internacionales (Braack et al., 2018). Lo anterior, sumado al 

establecimiento de nuevos ciclos epidémicos de DENV en todo el mundo, 

demuestra la necesidad de reevaluar las prioridades de investigación y las 

intervenciones de salud pública dirigidas a los arbovirus (Wilder-Smith et al., 

2017).  

 

Debido a que estos arbovirus, DENV, CHIKV y ZIKV, son también un problema de 

salud pública en el departamento de Sucre, Colombia, y a la necesidad de realizar 

investigaciones que ayuden a reducir el impacto de estos, la presente 

investigación se enmarcó en la caracterización de DENV, CHIKV y ZIKV 

circulantes en este departamento.  
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La caracterización inicial de la población estudiada mostro que el 80% de las 

muestras positivas para DENV correspondieron a participantes a los que se les 

tomó las muestrea entre el primer y quinto día de inicio de síntomas, lo cual es 

consistente con lo reportado en la literatura y apoya la recomendación de usar 

técnicas moleculares para diagnóstico de DENV preferiblemente dentro de esta 

ventana de tiempo, pues ha sido bien documentado que la detección de la viremia 

de DENV comienza entre 24 y 48 horas antes de iniciados los síntomas, y continúa 

sólo hasta 5 – 6 días después del inicio de los síntomas (M. G. Guzman et al., 

2016), sin embargo, se lograron realizar detecciones de DENV con viremias 

relativamente altas hasta con 11 – 13 días de inicio de síntomas. 

 

Durante el estudio no se reclutaron participantes a quienes se le haya 

diagnosticado dengue grave, pero muchos de ellos presentaron signos de alarma. 

Previamente se ha reportado que la mediana de la viremia en pacientes con fiebre 

por DENV era significativamente más alta que en pacientes con dengue grave, 

independiente del serotipo infectante (Waggoner et al., 2016), en el presente 

estudio no se encontró asociación entre la presencia/ausencia de signos de 

alarma con los niveles de viremia detectados. 

 

En este estudio se detectó un número significativamente mayor de participantes 

positivos para CHIKV en niños menores de 10 años, en comparación a los rangos 

correspondientes a mayores de 20 años; este resultado guarda relación con los 

hallazgos realizados en otros estudios en los cuales se ha encontrado una mayor 

viremia en niños y neonatos en relación a la detectada en adultos (Waggoner et 

al., 2016), de este modo las técnica de detección molecular podría ser más 

sensible para diagnóstico en niños. 
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La viremia media estimada para ZIKV en 17 pacientes durante el brote de 2007 

en las  Isla Yap (4.4 log10 copias/ml de suero) (Lanciotti et al., 2008) y la observada 

en pacientes de Nicaragua (4.7 log10 copias/mL de suero) (Waggoner et al., 

2016), fueron similares a las detectadas en el presente estudio (media ± DE: 5.177 

± 0.541). La baja viremia de ZIKV explica, probablemente, la corta ventana de 

detección del ARN de ZIKV en suero o plasma (Lanciotti et al., 2008; Musso et al., 

2015; Waggoner et al., 2016).  

 
 

En el presente estudio se determinó que el CHIKV que circuló durante 2015 en el 

departamento Sucre pertenecía al genotipo Asiático y que estuvo relacionado con 

otros aislados de Colombia y países de Centroamérica, lo cual es consistente con 

datos reportados previamente en el país (Laiton-Donato et al., 2015) y en la misma 

región donde se desarrolló el estudio (Mattar et al., 2015; Rodas et al., 2016). Sin 

embargo, no se pudo describir los potenciales escenarios de migración en el país 

de este virus desde su introducción, debido a que los análisis mostraron poca 

estructuración temporal en la secuencia utilizada y los soportes de rama en las 

reconstrucciones filogenéticas generadas fueron bajos. 

 

La secuencia nucleotídica de E1 del virus CHIKV se ha utilizado ampliamente para 

realizar caracterizaciones filogenéticas cuyo objetivo principal ha sido el 

determinar el genotipo de aislados en brotes epidémicos y la identificación de 

mutaciones asociadas a cambios en la capacidad infectiva del virus. Un estudio 

desarrollado en 2009 por Cherian, S. y colaboradores propuso que la secuencia 

parcial (1044 nt) de E1 podría ser adecuada para hacer estimaciones de tasa 

evolutiva y tiempos de divergencia de este virus a través de la aplicación de un 

modelo de reloj molecular relajado, si se le comparaba con estimaciones a partir 

de secuencias de genoma completo (Cherian et al., 2009), sin embargo, cuando 
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la escala temporal es reducida, como es el caso del brote en América, la secuencia 

de E1 sola puede ser inadecuada para resolver por completo la historia 

filogenética de este virus (Volk et al., 2010). En ese sentido, la poca variación 

evidenciada en las secuencias de este gen durante periodo del brote en América 

pudo haber limitado el nivel de descripción que se podía tener para caracterizar la 

historia evolutiva de este virus en su paso por Colombia. Laiton-Donato y 

colaboradores en 2015 sugieren que el genotipo Asiático causante del brote en 

América, tenía una gran estabilidad genética que podría ser explicada en parte 

por eventos de compromiso (trade-off) en su evolución que resultaron en la 

eliminación de gran parte de la variabilidad a largo plazo, ante la evidencia de que 

existía una fuerte selección purificadora en E1 (Laiton-Donato et al., 2015). 

 

Durante 2005 a 2006 ocurrió una epidemia en la isla La Reunión en la que se 

determinó que el genotipo ECSA circulante, presentaba la sustitución A226V en 

E1 que le dio la capacidad de infectar y replicarse en el mosquito Aedes albopictus 

de amplia distribución en la región (Tsetsarkin, Vanlandingham, McGee, & Higgs, 

2007). La sustitución no fue detectada en las secuencias de estudio las cuales 

fueron idénticas a la secuencia reportada en la isla de Saint Martin en 2013, en 

donde se reportaron los primeros casos con transmisión autóctona en el Caribe 

(Leparc-Goffart, Nougairede, Cassadou, Prat, & de Lamballerie, 2014).  Reportes 

recientes han demostrado que además del genotipo asiático, en Brasil durante 

2014 y luego en 2016 estuvo circulando el genotipo ECSA en el que tampoco se 

detectó la sustitución A226V (Charlys da Costa et al., 2017; Souza et al., 2017; 

Teixeira et al., 2015), pero que supone un potencial peligro para la dinámica de 

circulación de este virus en el continente americano. 
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Durante el periodo de estudio se detectó la circulación simultanea de los cuatro 

serotipos de DENV y se mostró evidencia molecular de la circulación de este virus 

junto con CHIKV al menos durante el periodo comprendido en entre noviembre de 

2014 y enero de 2015. La co-circulación de múltiples serotipos de DENV se ha 

reportado previamente en muchos lugares del mundo que incluyen países como 

India (Shrivastava et al., 2018; Vinodkumar et al., 2013), Gabon (Caron et al., 

2013), Brasil (Bastos Mde et al., 2012; Villabona-Arenas et al., 2014) y Colombia 

(F. Mendez et al., 2006; Perez-Castro et al., 2016). Este patrón de circulación 

hiperendémico puede tener un impacto significativo sobre la carga de la 

enfermedad; se ha propuesto que la exposición a múltiples serotipos de DENV 

resulta en una inmunidad protectora que disminuye la incidencia de infecciones 

sintomáticas en adultos cuando la transmisión es hiperendémica y por tanto los 

casos se reportan más en menores (lo cual de por si supone un impacto 

económico, social y epidemiológico significativo) (Olkowski et al., 2013). Sin 

embargo, algunos estudios en Asia han reportado un incremento en la edad 

promedio de ocurrencia de casos de dengue en países con circulación 

hiperendémica (Karyanti et al., 2014; Mohd-Zaki, Brett, Ismail, & L'Azou, 2014), en 

parte por la transición demográfica de algunos países hacia tasas de natalidad y 

mortalidad menores que pueden causar a su vez una disminución en la fuerza de 

infección (FOI) por que menos individuos susceptibles entran a la población 

(Rodriguez-Barraquer et al., 2014). En ese sentido, cuando la infección por 

dengue ocurre en adultos, las manifestaciones clínicas pueden llegar a ser más 

aparentes que en los menores por diferencias en su fisiología y por la presencia 

en mayor frecuencia de co-morbilidades (Kittigul, Pitakarnjanakul, Sujirarat, & 

Siripanichgon, 2007), lo que a su vez se podría traducir en una mayor carga de la 

enfermedad e impacto a los sistemas de salud.   
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Así mismo, se ha reportado que la circulación de múltiples serotipos de DENV 

podría estar relacionada a un incremento a la ocurrencia de coinfecciones (Bharaj 

et al., 2008; Vinodkumar et al., 2013), con un potencial impacto en la severidad de 

la enfermedad (Dhanoa et al., 2016). En el presente estudio no se detectaron 

coinfecciones con distintos serotipos de DENV, pero si con CHIKV: CHIKV-DENV2 

y CHIKV-DENV3. En ambos casos, los participantes presentaron signos de alarma 

que sugerían un curso crítico de la infección, sin embargo, no fue posible hacerles 

seguimiento para establecer el impacto clínico de este hallazgo. Este tipo de 

evento se ha reportado previamente en múltiples países que incluyen a India 

(Chahar et al., 2009; Paulo et al., 2017), Guatemala (Edwards et al., 2016) y 

Colombia (Carrillo-Hernandez, Ruiz-Saenz, Villamizar, Gomez-Rangel, & 

Martinez-Gutierrez, 2018), sin embargo, no se reportan perfiles clínicos 

diferenciales entre monoinfecciones y coinfecciones. 

 

La caracterización filogenética de DENV mostró que durante el periodo de estudio 

circularon los genotipos V (anteriormente conocido como Americano/Africano) y III 

de DENV1 y DENV3 respectivamente, en el departamento de Sucre, lo cual es 

consistente con lo que se conoce de estos virus en Colombia y en la mayoría de 

países de América (de Araujo, Bello, Romero, & Nogueira, 2012; Villabona-

Arenas, Miranda-Esquivel, & Jimenez, 2009; Villabona-Arenas & Zanotto, 2013). 

La historia de circulación de DENV en el continente americano es relativamente 

amplia: las primeras descripciones en el continente americano de enfermedad 

compatible con dengue datan de 1635 en Martinica, pero son oficialmente 

atribuidas a DENV después de la Segunda Guerra Mundial y su circulación ha sido 

constante desde los 1970s cuando cesaron los esfuerzos promovidos por la 

Organización Panamericana de la Salud y la Fundación Rockefeller para la 

erradicación del mosquito vector. Este amplio historial de circulación ha permitido 
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que el gen de la Envoltura, con suficiente información filogenética por efecto de la 

acumulación de mutaciones, pueda ser empleado para realizar reconstrucciones 

de los patrones de introducción y migración de este virus en distintos países 

(Drumond et al., 2016; J. A. Mendez et al., 2012; B. Wang et al., 2015; Wei & Li, 

2017). 

 

La reconstrucción filogenética de DENV1 mostró que los virus de Colombia de 

aislamiento más reciente están agrupados en un único linaje dentro del genotipo 

V, lo que sugiere la eliminación o extinción de linajes adicionales en la actualidad, 

que pudieron estar representados por los aislados en los 90s. Sin embargo, de 

DENV3 se identificaron dos linajes dentro del genotipo III que pudieron emerger 

de manera simultánea y mantenerse porque la población era completamente 

susceptible al momento de su introducción a Colombia. Estos dos linajes se han 

reportado previamente en la ciudad de Medellín (Ospina, Diaz, & Osorio, 2010) y 

en un estudio a nivel nacional en donde se describe la dinámica de circulación de 

los cuatro serotipos de DENV en el país (Jimenez-Silva et al., 2018). La 

agrupación de las secuencias de Sucre dentro del Clado 4 en donde también se 

encontró una secuencia de Bolívar, podría sugerir una relación directa por 

cercanía geográfica, pero en realidad estas estuvieron más relacionadas con 

secuencias de Santander, lo que demuestra lo dinámica que es la circulación de 

este virus. Las estimaciones tanto de tMRCA como de tasa de sustitución son 

comparables a las reportadas en este último estudio desarrollado por Jiménez-

Silva y colaboradores, en donde se describe que dichas estimaciones en todos los 

casos preceden a las fechas de los primeros reportes oficiales por el Instituto 

Nacional de Salud en Colombia (Jimenez-Silva et al., 2018).      
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Tanto para DENV1 como para DENV3, Venezuela es el país de origen sugerido 

en Colombia, de acuerdo a los análisis realizados y a lo descrito por otros estudios 

(Jimenez-Silva et al., 2018; Ospina et al., 2010; Usme-Ciro et al., 2008; Villabona-

Arenas et al., 2009). Esto podría ser explicado por el extenso historial de 

intercambio comercial y migratorio que tienen estos dos países desde los 1980s 

cuando ocurrieron migraciones masivas hacia el vecino país motivadas quizás por 

la buena condición económica que existía en ese entonces allá. Sin embargo, se 

puede decir que existe una sobrerrepresentación de secuencias de la región 

fronteriza con Venezuela (Santander y Norte de Santander) si se compara con las 

disponibles de otras regiones del país, lo que podría estar sobrestimando el papel 

de esta región en la dinámica de circulación de DENV y supone  la necesidad de 

generar mayor información en regiones como la costa Caribe colombiana que es 

claramente una zona que podría tener un papel muy relevante en cómo se da la 

introducción de estos virus al país, al ser una región con múltiples puntos de 

intercambio cultural, turístico y comercial.       

 

Se logró establecer que los ZIKV circulantes en el departamento de Sucre 

pertenecían al linaje Asiático y los resultados de este estudio fueron quizás uno 

de los primeros reportes que se realizaron en Colombia en el que describía la 

reconstrucción filogenética de este virus (Camacho et al., 2016). Este resultado 

coincide con lo que se ha reportado ampliamente en varios países del continente 

americano durante la emergencia de este virus en 2015 (N. R. Faria et al., 2017; 

Giovanetti et al., 2016; Grubaugh, Faria, Andersen, & Pybus, 2018; Theze et al., 

2018). Las estimaciones de tMRCA de introducción a Colombia, así como de los 

demás clados seleccionados para comparar con las estimaciones de otros 

estudios, fueron más altas que las reportadas por Metsky y colaboradores (Metsky 

et al., 2017) así como por Faria y colaboradores (N. R. Faria et al., 2017). En ese 
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sentido, los resultados del presente estudio sugieren que la fecha de introducción 

de ZIKV a Colombia fue en mayo de 2014 mientras que Metsky y colaboradores 

proponen marzo de 2015, es decir 15.5 y 5.5 meses antes de los primeros reportes 

oficiales de infección por ZIKV en el país. Este resultado demuestra que las 

estimaciones solo con E y NS1 pueden verse limitadas por la cantidad de 

información genética pese a que se determinó que existía suficiente estructuración 

temporal. Para el caso de las estimaciones de tasa de sustitución, las del presente 

estudio si son comparables a los propuesto por gen por Faria y colaboradores (N. 

R. Faria et al., 2017), si se comparan los intervalos de confianza. 

 

En este caso, algo similar a lo que se encontró con CHIKV pudo estar sucediendo 

con las secuencias de ZIKV: como la escala temporal en la que se quiso evaluar 

las relaciones filogenéticas entre aislados es relativamente corta, la cantidad de 

variaciones que puedan estar presentes en esta sección genómica es limitada, 

pero no al grado del observado en CHIKV, ya que para ZIKV se tenía la secuencia 

de dos genes. Las inferencias en ZIKV a nivel de clados generales es confiable, 

sin embargo, esta confiabilidad disminuye cuando se quieren establecer 

relaciones al interior de los clados propuestos que agrupaban secuencias de 

países particulares, como el caso de Colombia.     

 

En cuanto a las sustituciones aminoacídicas detectadas, las secuencias de CHIKV 

de Sucre mostraron ser idénticas a las de la isla de Saint Martin en 2013, pero se 

observó que la sustitución T101M estaba presente en la secuencia de KR559491 

de Colombia, la cual ha sido relacionada con resistencia a la neutralización el 

anticuerpo altamente neutralizante 8B10 (Porta et al., 2016; Warter et al., 2011). 

La sustitución V297M en la envoltura de DENV1 se ha reportado en aislados de 

India en 2003 y 2005 y la I380T de DENV3 en el dominio III de la envoltura, en 
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aislados de India de 2017, Puerto Rico, Indonesia, Brasil, Sri Lanka y Samoa 

(Amarilla et al., 2009; Patil et al., 2018). El potencial impacto de estas sustituciones 

no se describe en el estudio que las reporta. La sustitución K386R en DENV3 se 

ha reportado como mutación de escape a la neutralización por el anticuerpo 

monoclonal 1H9 (Wahala et al., 2010). El resto de sustituciones identificadas hasta 

nuestro conocimiento no han sido reportadas o no se ha descrito formalmente el 

impacto de este cambio en la estructura de la proteína correspondiente.  
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7. CONCLUSIONES  

 
▪ El número de muestras positivas para virus Chikungunya fue 

significativamente mayor en el grupo de participantes menores de 11 años, 

que en el de participantes adultos. No se encontró relación entre las 

características demográficas y clínicas con la positividad para virus Zika o 

el serotipo de Dengue infectante.  

 

▪ Durante el periodo comprendido entre 2013 y 2015, en el departamento de 

Sucre circularon los cuatro serotipos de virus Dengue (DENV1-4). Sin 

embargo, DENV3 se detectó con mayor frecuencia.  

 

▪ En el departamento de Sucre circularon los genotipos V de DENV1 y III de 

DENV3, en el lapso 2013 -.2015. Ambas cepas detectadas en Sucre, 

estuvieron relacionadas con cepas reportadas en Venezuela y el 

departamento de Santander.  

 

▪ Se detectó el genotipo asiático del virus Chikungunya en el departamento 

de Sucre durante el brote 2014 - 2015.  

 

▪ El genotipo Asiático de Zika fue el que circuló en el departamento de Sucre 

durante el brote del 2015 – 2016. Este genotipo fue el mismo que ingresó 

a América por Brasil, y el que circuló en el resto de Colombia.  
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8. RECOMENDACIONES 

 
 

▪ Se recomienda secuenciar el genoma completo de los aislados virales para 

realizar los análisis filogenéticos correspondiente. Un estudio filogenético con 

el genoma completo de los virus obtenidos podría aportar mayor información 

para resolver su historia evolutiva con mayor precisión.  

 

▪ Debido a que DENV, CHIKV y ZIKV aún se encuentran circulando en el 

departamento Sucre, se recomienda continuar con la vigilancia de estos. El 

monitoreo continuo de la mano con los análisis moleculares fortalecerá el 

conocimiento sobre la dinámica de transmisión de estos virus, pues permite 

conocer si se encuentra circulando la misma cepa viral o si ha ingresado una 

nueva. Además, la vigilancia rutinaria permitirá la detección temprana de otros 

arbovirus que potencialmente puedan ingresen a Colombia.  

 

▪ Se recomienda evaluar el impacto de las sustituciones aminoacídicas 

identificadas en la capacidad replicativa del virus correspondiente mediante la 

utilización de sistemas de genética inversa.  
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10.  ANEXOS 

Anexo 1. Cebadores utilizados para la caracterización de genes de DENV, 
CHIKV y ZIKV.  

 
aGen del genoma viral en donde hibrida el cebador correspondiente. bReacciones en las 
que se utilizó el cebador asi: (1) Transcripción Reversa, (2) PCR o RT-PCR (ZIKV) para 
amplificación de fragmento solapable o (3) Reacción de secuenciación Sanger. 

Cebador Secuencia (5´ - 3´) Virus Fragmento Blanco 
Reacción 

1 2 3 

d1a5B TTTGTCGGTCTGGGGGGGTATAGAACCTGTTGATTCAACRGC DENV-1 - 3´UTR    

d1s1C GATGAGGGAAGATGGGGAGTTGTTAGTCTACGTGGAC DENV-1 
F1 

5´UTR    

d1a17 CCAATGGCYGCTGAYAGTCT DENV-1 NS1    

d1s6 GGYTCTATAGGAGGRGTGTTCAC DENV-1 - E    

d1s3 AAACGTTCCGTSGCACTGGC DENV-1 - prM    

d1a20 CGTCTTCAAGAGTTCAATGTCC DENV-1 - E    

d1s4 TGTGTGTCGMCGAACGTT DENV-1 - E    

d1a19 GTTTGTGGACRAGCCATGATT DENV-1 - E    

d1s5 GCAATGCACACYGCGTTG DENV-1 - E    

d1a18 AAAGGTGGYTCYGYYTCAAT DENV-1 - E    

d3a5B TTTGTCGGTCTGGGGGGGTATAGAACCTGTTGATTCAACAGC DENV-3 - 3´UTR    

d3s1C GATGAGGGAAGATGGGGAGTTGTTAGTCTACGTGGAC DENV-3 
F1 

5´UTR    

d3a18 GATTCCTATCGCAATGCATG DENV-3 E    

d3s5 TGAACCTCCTTTTGGGGAA DENV-3 
F2 

E    

d3a14 ACTGTGATCATTAARTTGTGGGA DENV-3 NS1    

d3s2 CAACATGTGCACACTCATAGCC DENV-3 - prM    

d3a21 GGCTAGTATGGTRAACCCTGG DENV-3 - prM    

d3s3 GACTACCATGGCTAAGAACAAGC DENV-3 - E    

d3a20 GACGGTGTATTTGAGGTTCTCA DENV-3 - E    

d3s4 GAAGAACAAAGCATGGATGGTA DENV-3 - E    

d3a19 GCGTTTCKGAGACTTCTTTCTTC DENV-3 - E    

11770R TTTGCCAATTATGGTATTCA CHIKV 
F3 

3´UTR    

10959F CAGCAAGAAAGGCAAGTGTGC CHIKV E1    

9648F AGTTGTGTCAGTGGCCTCGTTC CHIKV 
F1 

E2    

10403R TAAAGGACGCGGAGCTTAGCTG CHIKV E1    

10145F ACAAAACCGTCATCCCGTCTC CHIKV 
F2 

E1    

11158R TGACTATGTGGTCCTTCGGAGG CHIKV E1    

3621-ZIKR GGATCATAGCTACCAGCACTG ZIKV 
F1 

NS2A    

873-ZIKVF GTCATATACTTGGTCATGATACTGC ZIKV M    

1603-ZIKF CAGACACCGGAACTCCACAC ZIKV - E    

1641-ZIKR GTGCTTCTTTGTTGTTCCAGTG ZIKV - E    

2435-ZIKR ACATCAGCAGAGACAGCTGTG ZIKV - E-NS1    

2398-ZIKF TGTTGATCTTCTTATCCACAGCT ZIKV - E    
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Anexo 2. Condiciones de reacción en la amplificación de genes para 
análisis de secuencia 

 
 

1. DENV 
 

- 98°C por 2 minutos 
- 40 ciclos (98°C por 20 segundos +  

                T°C por 20 segundos +  
                72°C por 1:30 minutos) 

- 72°C por 3 minutos 
 

Virus Fragmento T°C Tamaño (bp) 

DENV1 F1 50 2520 

DENV3 F1 49 2359 

DENV3 F2 49 2322 

 
2. CHIKV 
 
- 98°C por 2 minutos 
- 40 ciclos (98°C por 20 segundos +  

                T°C por 20 segundos +  
                72°C por 1:30 minutos) 

- 72°C por 3 minutos 
 

Virus Fragmento T°C Tamaño (bp) 

CHIKV F1 58 756 

CHIKV F2 56 1012 

CHIKV F3 54 995 

 
 
3. ZIKV 

 
- 48°C por 30 minutos 
- 94°C por 1 minuto 
- 40 ciclos (94°C por 15 segundos +  

                55°C por 30 segundos +  
                68°C por 3 minutos) 

- 68°C por 5 minutos 
 

Virus Fragmento T°C Tamaño (bp) 

ZIKV F1 55 2749 
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Anexo 3. Características demográficas (ocupación) de los participantes 
 
 

Ocupación 
Femenino 

n (%) 
Masculino 

n (%) 
Total 
n (%) 

Abogado - 1 (0.27) 1 (0.27) 

Agricultor - 2 (0.54) 2 (0.54) 

Albañil - 1 (0.27) 1 (0.27) 

Ama de Casa 30 (8.15) - 30 (8.15) 

Artes gráficas - 1 (0.27) 1 (0.27) 

Asesora Comercial 1 (0.27) - 1 (0.27) 

Comisionista 1 (0.27) - 1 (0.27) 

Contador - 1 (0.27) 1 (0.27) 

Docente 4 (1.09) 1 (0.27) 5 (1.36) 

Enfermera 1 (0.27) 1 (0.27) 2 (0.54) 

Estudiante 83 (22.55) 93 (25.27) 176 (47.83) 

Ingeniero de sistema - 1 (0.27) 1 (0.27) 

Modista 2 (0.54) - 2 (0.54) 

Mototaxista - 1 (0.27) 1 (0.27) 

Obrero - 2 (0.54) 2 (0.54) 

Oficios Varios - 3 (0.82) 3 (0.82) 

Operador de Grúa - 1 (0.27) 1 (0.27) 

Pensionado - 2 (0.54) 2 (0.54) 

Policía  - 1 (0.27) 1 (0.27) 

Secretaria 1 (0.27) - 1 (0.27) 

Servicios generales 2 (0.54) - 2 (0.54) 

Técnico de Lab 1 (0.27) - 1 (0.27) 

Trabajadora 
Domestica 

1 (0.27) - 1 (0.27) 

Vigilante - 2 (0.54) 2 (0.54) 

Zapatero - 1 (0.27) 1 (0.27) 

Lactante 11 (2.99) 24 (6.52) 35 (9.51) 

Biólogo 5 (1.36) 6 (1.63) 11 (2.99) 

Bacteriólogo 2 (0.54) - 2 (0.54) 

Médico - 1 (0.27) 1 (0.27) 

Odontólogo 1 (0.27) - 1 (0.27) 

No Información 35 (9.51) 41 (11.14) 76 (20.65) 

TOTALES 181 (49.18) 187 (50.82) 368 (100) 
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Anexo 4. Comparación entre proporciones de detección de DENV por 
características socio-demográficas de los participantes 

 
 

Característica Positivo (%) Negativo (%) n p-value 

Género    0.6529 

  Femenino 59 (51.3) 122 (48.22) 181  

  Masculino 56 (48.7) 131 (51.78) 187  

Grupo Etario    0.1819 

  0 a 10 años 42 (36.52) 84 (33.2) 126  

  11 a 17 años 13 (11.3) 44 (17.39) 57  

  18 a 25 años 16 (13.91) 38 (15.02) 54  

  26 a 59 años 41 (35.65) 70 (27.67) 111  

  60 y más años 3 (2.61) 17 (6.72) 20  

Días inicio de síntomas    0.04299 

  1 a 5 días 92 (80) 176 (69.57) 268  

  6 a 13 días 23 (20) 77 (30.43) 100  

Municipios    0.133 

  Betulia 1 (0.87) 3 (1.19) 4  

  Chinú 1 (0.87) 3 (1.19) 4  

  Colosó  (0) 2 (0.79) 2  

  Corozal 13 (11.3) 12 (4.74) 25  

  Coveñas 2 (1.74) 1 (0.4) 3  

  Galeras 1 (0.87) - 1  

  Guaranda 1 (0.87) - 1  

  La unión 1 (0.87) 1 (0.4) 2  

  Morroa 1 (0.87) - 1  

  Ovejas 5 (4.35) 7 (2.77) 12  

  Palmitos - 1 (0.4) 1  

  San Antonio de Palmito - 1 (0.4) 1  

  San Benito de Abad - 1 (0.4) 1  

  San Marcos - 3 (1.19) 3  

  San Onofre  1 (0.87) 1 (0.4) 2  

  San Pedro - 2 (0.79) 2  

  Sincé 1 (0.87) - 1  

  Sincelejo 82 (71.3) 200 (79.05) 282  

  Tolú 2 (1.74) 2 (0.79) 4  

  Toluviejo - 2 (0.79) 2  

  Sampués 3 (2.61) 11 (4.35) 14  

Ocupación    0.1529 

  Abogado 1 (0.87) - 1  

  Agricultor 1 (0.87) 1 (0.4) 2  

  Albañil - 1 (0.4) 1  

  Ama de Casa 8 (6.96) 22 (8.7) 30  
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  Artes gráficas - 1 (0.4) 1  

  Asesora Comercial - 1 (0.4) 1  

  Bacteriólogo 1 (0.87) 1 (0.4) 2  

  Biólogo 7 (6.09) 4 (1.58) 11  

  Comisionista - 1 (0.4) 1  

  Contador - 1 (0.4) 1  

  Docente 2 (1.74) 3 (1.19) 5  

  Enfermera - 2 (0.79) 2  

  Estudiante 51 (44.35) 125 (49.41) 176  

  Ingeniero de sistema 1 (0.87) - 1  

  Lactante 9 (7.83) 26 (10.28) 35  

  Médico 1 (0.87) - 1  

  Modista 1 (0.87) 1 (0.4) 2  

  Mototaxista 1 (0.87) - 1  

  Obrero 2 (1.74) - 2  

  Odontólogo - 1 (0.4) 1  

  Oficios Varios 1 (0.87) 2 (0.79) 3  

  Operador de Grúa 1 (0.87) - 1  

  Pensionado - 2 (0.79) 2  

  Policía  - 1 (0.4) 1  

  Secretaria - 1 (0.4) 1  

  Servicios generales - 2 (0.79) 2  

  Técnico de Lab. - 1 (0.4) 1  

  Trabajadora Domestica 1 (0.87) - 1  

  Vigilante - 2 (0.79) 2  

  Zapatero - 1 (0.4) 1  

  No Información 26 (22.61) 50 (19.76) 76  
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Anexo 5. Comparación entre proporciones de detección de CHIKV por 
características socio-demográficas de los participantes 

 
 

Característica Positivo (%) Negativo (%) n p-value 

Género    0.003737 

  Femenino 13 (31.71) 66 (58.41) 79  

  Masculino 28 (68.29) 47 (41.59) 75  

Grupo Etario    0.02687 

  0 a 10 años 17 (41.46) 19 (16.81) 36 0.036 

  11 a 17 años 1 (2.44) 9 (7.96) 10  

  18 a 25 años 7 (17.07) 18 (15.93) 25  

  26 a 59 años 14 (34.15) 58 (51.33) 72 0.036 

  60 y más años 2 (4.88) 9 (7.96) 11  

Días inicio de síntomas    0.2424 

  1 a 5 días 39 (95.12) 98 (86.73) 137  

  6 a 13 días 2 (4.88) 15 (13.27) 17  

Municipios    0.1853 

  Betulia 1 (2.44) - 1  

  Chinú 1 (2.44) 2 (1.77) 3  

  Colosó - 1 (0.88) 1  

  Corozal 1 (2.44) 1 (0.88) 2  

  Coveñas 1 (2.44) 1 (0.88) 2  

  Guaranda - 1 (0.88) 1  

  La unión - 2 (1.77) 2  

  Ovejas 1 (2.44) - 1  

  San Antonio de Palmito - 1 (0.88) 1  

  San Benito de Abad - 1 (0.88) 1  

  San Marcos - 2 (1.77) 2  

  San Onofre  - 1 (0.88) 1  

  San Pedro 1 (2.44) - 1  

  Sincelejo 31 (75.61) 97 (85.84) 128  

  Tolú 1 (2.44) 1 (0.88) 2  

  Toluviejo 2 (4.88) - 2  

  Sampués 1 (2.44) 2 (1.77) 3  

Ocupación    0.05535 

  Agricultor - 1 (0.88) 1  

  Ama de Casa 2 (4.88) 19 (16.81) 21  

  Artes gráficas - 1 (0.88) 1  

  Asesora Comercial - 1 (0.88) 1  

  Bacteriólogo - 1 (0.88) 1  

  Biólogo 1 (2.44) 8 (7.08) 9  

  Comisionista - 1 (0.88) 1  

  Contador - 1 (0.88) 1  
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  Docente - 4 (3.54) 4  

  Enfermera 1 (2.44) - 1  

  Estudiante 10 (24.39) 31 (27.43) 41  

  Ingeniero de sistema - 1 (0.88) 1  

  Lactante 17 (41.46) 11 (9.73) 28  

  Médico - 1 (0.88) 1  

  Modista - 2 (1.77) 2  

  Mototaxista - 1 (0.88) 1  

  Odontólogo - 1 (0.88) 1  

  Oficios Varios - 2 (1.77) 2  

  Operador de Grúa - 1 (0.88) 1  

  Pensionado 1 (2.44) 1 (0.88) 2  

  Policía  - 1 (0.88) 1  

  Secretaria - 1 (0.88) 1  

  Servicios generales - 2 (1.77) 2  

  Técnico de Lab. - 1 (0.88) 1  

  Vigilante 1 (2.44) 1 (0.88) 2  

  Zapatero - 1 (0.88) 1  

  No Información 8 (19.51) 17 (15.04) 25  
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Anexo 6. Comparación entre proporciones de detección de ZIKV por 
características socio-demográficas de los participantes 

 
 

Característica Positivo (%) Negativo (%) n p-value 

Género 
   

0.05675 

  Femenino 3 (30) 12 (70.59) 15 
 

  Masculino 7 (70) 5 (29.41) 12 
 

Grupo Etario 
   

0.2947 

  0 a 10 años 2 (20) 3 (17.65) 5 
 

  11 a 17 años 2 (20) 2 (11.76) 4 
 

  18 a 25 años 2 (20) 3 (17.65) 5 
 

  26 a 59 años 2 (20) 9 (52.94) 11 
 

  60 y más años 2 (20)  (0) 2 
 

Días inicio de síntomas 
   

1 

  1 a 5 días 10 (100) 16 (94.12) 26 
 

  6 a 13 días  (0) 1 (5.88) 1 
 

Municipios 
   

0.69 

  Chinú  (0) 2 (11.76) 2 
 

  San Antonio de Palmito  (0) 1 (5.88) 1 
 

  Sincelejo 10 (100) 14 (82.35) 24 
 

Ocupación 
   

0.1365 

  Ama de Casa  (0) 3 (17.65) 3 
 

  Biólogo  (0) 1 (5.88) 1 
 

  Contador  (0) 1 (5.88) 1 
 

  Docente  (0) 2 (11.76) 2 
 

  Estudiante 5 (50) 8 (47.06) 13 
 

  Lactante 1 (10)  (0) 1 
 

  Modista 1 (10)  (0) 1 
 

  Pensionado 1 (10)  (0) 1 
 

  Policía  1 (10)  (0) 1 
 

  Secretaria  (0) 1 (5.88) 1 
 

  Técnico de Lab. 1 (10)  (0) 1 
 

  No Información  (0) 1 (5.88) 1 
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Anexo 7. Niveles de viremias en suero sanguineo de donde se obtuvo 
aislamiento de DENV 
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Anexo 8. Ensayos de aislamiento de ZIKV en distintas lineas celulares. 
 

 
 
 

Morfología de las células C6/36 (9 dpi), Vero (10 dpi), BHK-21 (9 dpi), HEK-293 
(10 dpi) y Aag2 (11 dpi) luego de inocular suero de un participante de donde se 
obtuvo aislamiento (Si322), suero positivo para ZIKV, pero sin signos de CPE 
inducidos por infección viral (Si318), la cepa MR766 de ZIKV aislada en Uganda 
(1947) y un control de no aislamiento (Mock).  
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Anexo 9. Tamaño de los sets de datos de secuencia utilizados en el estudio 
 

Virus Dataset inicial  
(NCBI Mass 
Sequence 

Downloader) 

Depuración 
manual 

Detección de 
clusters  

(CD-HIT Suite)* 

Genotipo + Detección 
de clusters  

(CD-HIT Suite)** 

DENV1 8919 5868 953 112 
DENV3 4778 2269 545 103 
CHIKV 6720 1323 434 154 
ZIKV 2411 769 471 134 

 
*Este dataset incluye las secuencias obtenidas en el presente estudio y una 
secuencia adicional como grupo externo de DENV2 cepa NG-C (KM204118), 
DENV1 cepa Hawaii (KM204119), virus O´Nyong nyong cepa Gulu (M20303) y 
virus Spondweni cepa SM6V1 (DQ859064) para DENV1, DENV3, CHIKV y ZIKV 
respectivamente. 
 
**En este dataset se seleccionaron solo las secuencias pertenecientes del 
genotipo al que pertenecían los virus detectados en el presente estudio, pero 
adicionalmente permanecieron una o dos secuencias de virus pertenecientes al 
genotipo más cercano.  

 
 
 

Anexo 10. Selección de modelos de sustitución nucleotídica para 
reconstrucción filogenética por ML 

 
 

Virus Modelo LogL AIC BIC 

DENV1 

GTR+F+I+G4 -54717.9654 113261.931 123406.895 

TIM2+F+I+G4 -54740.6837 113303.367 123437.725 

TIM3+F+I+G4     -54742.1293 113306.259 123440.617 

DENV3 

TIM2+F+I+G4 -31496.467 65182.9339 70989.9051 

GTR+F+I+G4 -31490.194 65174.388 70991.9655 

SYM+I+G4 -31512.146 65212.292 71013.96 

CHIKV 

TIM2e+I+G4 -9823.3525 21242.7051 25378.8282 

SYM+I+G4 -9816.8498 21233.6996 25380.1889 

TIM2e+G4 -9827.9851 21249.9703 25380.9103 

ZIKV 

TN+F+G4 -7269.4779 15072.9557 16638.5506 

TN+F+I -7270.0946 15074.1891 16639.7840 

TIM2+F+G4 -7268.6100 15073.2199 16644.6785 

 
La tabla muestras el logaritmo de la verosimilitud estimada (Papavramidis et al.) y 
los criterios de información de Akaike (AIC) y bayesiano (BIC) de los tres primeros 
modelos de sustitución nucleotídica con mejor ajuste a los datos. Los modelos en 
resaltados negrita corresponden a los seleccionados para realizar los análisis 
filogenéticos por máxima verosimilitud ML.  
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Anexo 11. Selección de modelos para análisis en BEAST 
 
 

DENV1 
 

  Skyline Skyline Exponencial Exponencial Constante Constante 

  Relajado Estricto Relajado Estricto Relajado Estricto 

PS 

Log(Verosimilitud 
Marginal) 

-12360 -12414 -12359 -12410 -12393 -12453 

Log(Factor Bayes) 93 39 94 43 59 - 

SS 

Log(Verosimilitud 
Marginal) 

-12361 -12414 -12359 -12410 -12394 -12453 

Log(Factor Bayes) 92 39 94 43 60 - 

 
DENV3 

 

  Skyline Skyline Exponencial Exponencial Constante Constante 

  Relajado Estricto Relajado Estricto Relajado Estricto 

PS 

Log(Verosimilitud 
Marginal) 

-9376 -9380 -9381 -9388 -9406 -9414 

Log(Factor Bayes) 38 35 34 26 9 - 

SS 

Log(Verosimilitud 
Marginal) 

-9378 -9381 -9381 -9389 -9406 -9415 

Log(Factor Bayes) 37 34 33 26 8 - 

 
ZIKV 

 

  Skyline Skyline Exponencial Exponencial Constante Constante 

  Relajado Estricto Relajado Estricto Relajado Estricto 

PS 

Log(Verosimilitud 
Marginal) 

-7574 -7580 -7647 -7638 -7641 -7650 

Log(Factor Bayes) 76 70 3 13 9 - 

SS 

Log(Verosimilitud 
Marginal) 

-7575 -7582 -7650 -7641 -7642 -7651 

Log(Factor Bayes) 76 70 2 11 9 - 

 
Verosimilitudes marginales obtenidas por path sampling (PS) y stepping stone 
sampling (SS) para la combinación de dos modelos de reloj molecular (relajado 
no correlacionado con distribución Log-normal y estricto) y tres de crecimiento 
poblacional (skyline, exponencial y constante). Los valores de factor Bayes en la 
tabla son los calculados con el modelo de reloj estricto y crecimiento constante 
como referencia. 
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Anexo 12. Estimaciones de tiempos de divergencia y tasa de sustitución de DENV1, DENV3 y ZIKV 
 
 

DENV1 
 
 

 Skyline Skyline Exponencial Exponencial Constante Constante 

 Relajado Estricto Relajado Estricto Relajado Estricto 

Tasa sustitución 
9.18E-04 9.09E-04 9.12E-04 7.80E-04 7.61E-04 7.71E-04 

(7.9239E-4 - 1.0301E-3) (6.8239E-4 - 8.5881E-4) (7.8594E-4 - 1.0394E-3) (6.7267E-4 - 8.5354E-4) (7.8188E-4 - 1.0562E-3) (6.9265E-4 - 8.7071E-4) 

tMRCA: Genotipo V 
1939.57 1936.79 1939.98 1936.53 1934.25 1935.36 

(1946.947 - 1931.689) (1941.707 - 1931.379) (1946.41 - 1932.454) (1941.387 - 1931.323) (1943.749 - 1923.791) (1940.387 - 1930.103) 

tMRCA: Clado1 
1947.41 1943.92 1948.49 1944.15 1944.57 1943.03 

(1953.65 - 1941.191) (1948.472 - 1939.588) (1954.432 - 1942.219) (1948.72 - 1939.529) (1952.868 - 1936.212) (1947.844 - 1938.311) 

tMRCA:Clado 2 
1944.28 1940.68 1944.66 1940.49 1940.52 1939.45 

(1950.225 - 1937.707) (1945.602 - 1935.526) (1949.953 - 1938.325) (1945.095 - 1935.604) (1948.115 - 1931.66) (1944.665 - 1934.549) 

tMRCA: Clado 3 
1946.79 1943.75 1947.68 1943.49 1942.04 1942.34 

(1956.381 - 1937.348) (1949.636 - 1937.66) (1956.758 - 1938.271) (1949.225 - 1937.17) (1954.389 - 1929.507) (1948.734 - 1936.208) 

tMRCA: Clado 4 
1972.74 1970.64 1971.49 1969.42 1971.06 1969.50 

(1975.702 - 1969.455) (1973.832 - 1967.307) (1974.975 - 1967.892) (1972.811 - 1965.95) (1974.93 - 1966.898) (1972.908 - 1965.839) 

tMRCA: Clado 5 
1988.73 1987.01 1987.88 1986.38 1988.73 1987.12 

(1992.033 - 1985.297) (1989.921 - 1983.957) (1991.151 - 1984.307) (1989.431 - 1983.274) (1992.131 - 1985.439) (1990.011 - 1984.238) 

tMRCA: Clado 6 
1991.25 1989.38 1990.46 1988.78 1991.31 1989.49 

(1994.018 - 1988.23) (1991.993 - 1986.219) (1993.402 - 1987.077) (1991.704 - 1985.667) (1993.956 - 1988.313) (1992.247 - 1986.666) 

tMRCA: Clado7 
1990.25 1988.51 1989.53 1987.96 1990.40 1988.77 

(1993.825 - 1986.548) (1991.808 - 1985.113) (1993.342 - 1985.804) (1991.189 - 1984.261) (1993.804 - 1986.476) (1992.071 - 1985.437) 
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DENV3 
 
 

 Skyline Skyline Exponencial Exponencial Constante Constante 

 Relajado Estricto Relajado Estricto Relajado Estricto 

Tasa sustitución 
8.15E-04 7.84E-04 8.82E-04 8.24E-04 8.96E-04 8.50E-04 

(7.0291E-4 - 9.4936E-4) (6.7738E-4 - 8.9051E-4) (7.5232E-4 - 1.0138E-3) (7.2084E-4 - 9.3517E-4) (7.6662E-4 - 1.017E-3) (7.4399E-4 - 9.5442E-4) 

tMRCA: Genotipo III 
1948.67 1948.02 1953.52 1950.67 1947.28 1948.46 

(1955.862 - 1939.889) (1953.372 - 1942.182) (1959.612 - 1947.482) (1955.6 - 1945.918) (1955.909 - 1936.442) (1953.863 - 1943.154) 

tMRCA: Clado 1 
1989.62 1989.20 1988.43 1988.35 1988.68 1988.71 

(1992.213 - 1986.548) (1991.706 - 1986.548) (1991.178 - 1985.215) (1990.779 - 1985.556) (1991.697 - 1985.441) (1991.184 - 1986.122) 

tMRCA: Clado 2 
1990.57 1990.32 1989.11 1989.27 1989.33 1989.64 

(1993.289 - 1987.566) (1992.912 - 1987.643) (1992.209 - 1985.803) (1991.919 - 1986.42) (1992.39 - 1985.874) (1992.302 - 1986.948) 

tMRCA: Clado 3 
1994.36 1993.86 1993.70 1993.28 1994.02 1993.62 

(1996.404 - 1992.158) (1995.759 - 1991.744) (1996.095 - 1991.13) (1995.407 - 1991.074) (1996.468 - 1991.501) (1995.686 - 1991.52) 

tMRCA: Clado 4 
1994.55 1994.29 1994.02 1993.89 1994.27 1994.17 

(1996.231 - 1992.773) (1995.917 - 1992.467) (1996.025 - 1991.983) (1995.667 - 1991.895) (1996.129 - 1992.225) (1995.954 - 1992.374) 
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ZIKV 
 
 

 Skyline Skyline Exponencial Exponencial Constante Constante 

 Relajado Estricto Relajado Estricto Relajado Estricto 

Tasa sustitución 
8.79E-04 8.49E-04 9.60E-04 1.07E-03 1.86E-03 1.61E-03 

(7.0688E-4 - 1.0592E-3) (6.7857E-4 - 1.0346E-3) (7.4095E-4 - 1.1761E-3) (8.6814E-4 - 1.3025E-3) (1.3474E-3 - 2.346E-3) (1.2161E-3 - 1.9855E-3) 

tMRCA: America 
2013.49 2013.36 2013.62 2013.75 2013.35 2013.53 

(2014.103 - 2012.698) (2014.032 - 2012.574) (2014.052 - 2013.098) (2014.088 - 2013.382) (2014.108 - 2012.43) (2014.046 - 2012.952) 

tMRCA: Brasil-COL 
2014.35 2014.28 2014.35 2014.50 2014.84 2014.65 

(2014.746 - 2013.91) (2014.705 - 2013.8) (2014.808 - 2013.871) (2014.894 - 2014.11) (2015.254 - 2014.309) (2015.096 - 2014.168) 

tMRCA: Centroamerica 
2014.27 2014.18 2014.24 2014.45 2015.34 2015.09 

(2014.683 - 2013.789) (2014.647 - 2013.658) (2014.754 - 2013.709) (2014.863 - 2013.975) (2015.707 - 2014.873) (2015.564 - 2014.514) 

tMRCA: Colombia 
2014.49 2014.43 2014.53 2014.70 2015.17 2014.98 

(2014.814 - 2014.156) (2014.792 - 2014.043) (2014.938 - 2014.088) (2015.035 - 2014.346) (2015.509 - 2014.765) (2015.337 - 2014.546) 

tMRCA: Caribe 
2014.21 2014.20 2014.22 2014.27 2014.18 2014.24 

(2014.409 - 2013.952) (2014.413 - 2013.91) (2014.41 - 2013.938) (2014.413 - 2014.08) (2014.411 - 2013.839) (2014.412 - 2013.997) 

 


