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Usefulness of immunological and molecular methods for
the diagnosis of Chikungunya virus

Utilidad de los métodos inmunolégicos y moleculares para
el diagnéstico del virus del Chikungunya

irides Chaverra Mendozal,Anderson Ayalal

lUniversidad Libre. Barranquilla, Colombia.

ABSTRACT

Background: Chikungunya is a virus that has caused many infectious outbreaks worldwide becoming a
public health problem. It shares several similarities with the Dengue virus, are transmitted by the same
vector that is a mosquito of the genus Aedes, are found in tropical and subtropical areas and present the
same clinical symptoms in the acute phase of the disease, which makes its clinical diagnosis difficult.
Methods: Bibliographic revision of the diagnostic methods of the virus from the world literature in
searchers of database and indexed journals.

Discussion: Among the results it can be said that of all the immunological techniques, the MAC ELISA
formats for antibody detection and the ELISAs for antigen detection show reliable results for the
identification of the virus, with respect to the molecular tests it can be affirmed that they are highly
sensitive and specific techniques, with multiple advantages over immunological techniques since they
can detect and quantify both viruses simultaneously.

Conclusion: The best techniques are molecular tests, but it is very expensive for most laboratories,
therefore, the use of ELISA assays based on antigen detection is recommended because they are
specific, sensitive and can detect the virus in the acute phase of the disease.

RESUMEN

Introduccién: Chikungunya es un virus que ha ocasionado muchos brotes infecciosos a nivel mundial
convirtiéndose en un problema de salud publica. Comparte varias similitudes con el virus del Dengue,
son transmitidos por el mismo vector que es un mosquito del género Aedes, se encuentran en zonas
tropicales y subtropicales y presentan la misma sintomatologia clinica en la fase aguda de la
enfermedad, lo que dificulta su diagnéstico clinico.

Métodos: Revision bibliografica de los métodos diagnédsticos del virus a partir de la literatura mundial
en buscadores de base de datos y revistas indexadas

Discusién: Entre los resultados se puede decir que de todas las técnicas inmunolégicas los formatos
de MAC ELISA para detecciéon de anticuerpos y los ELISA para deteccion de antigenos muestran
resultados confiables para la identificacion del virus,con respecto a las pruebas moleculares se puede
afirmar que son técnicas altamente sensibles y especificas, con mdltiples ventajas sobre las técnicas
inmunoldgicas ya que pueden detectar y cuantificar ambos virus en forma simultanea.

Conclusién: Las mejores técnicas son las pruebas moleculares, pero es muy costosa para la mayoria
de los laboratorios, por tanto, se recomienda el uso de ensayos de ELISA basados en deteccién de
antigenos debido a que son especificos, sensibles y pueden detectar al virus en la fase aguda de la
enfermedad.
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I.INTRODUCCION

Chikungunya (CHIKV) o fiebre de Chikungunya como es llamada en algunas partes del mundo es
una enfermedad causada por un virus de RNA perteneciente al género Alfavirus transmitida por un
vector que para este virus es el mosquito del género Aedes, los mas conocidos son Aedesaegipty
y Aedes albopictus. El primer aislamiento del virus fue en 1952 en Tanzania y a partir de alli ha
causado innumerables brotes en muchas zonas tropicales y subtropicales, y aunque se creia que
era una enfermedad solo del continente africano y asiatico, el Chikungunya traspasoé fronteras y su
presencia es una realidad en América (Lo Presti, Lai, Cella, Zehender, Ciccozzi, 2014 & Loreto,

Diaz, Garrido, 2014).

La enfermedad se caracteriza por los sintomas de fiebre, dolor en las articulaciones, prurito,
salpullidos, y hasta complicaciones neurolégicas. En aquellas zonas donde circula el vector del
virus del Dengue, puede también circular el virus del Chikungunya ya que comparten el mismo
vector para la transmisién, asi mismo en las fases agudas de ambas enfermedades la
sintomatologia de las mismas es muy similar, tanto asi que algunos autores describen que es
clinicamente indistinguible la una de la otra con excepcion del Dengue (DEN) grave en el cual
puede haber hemorragia, y si no se realiza un diagnéstico oportuno y confiable puede haber
complicaciones en las personas infectadas, porque se puede estar ante una situacion de Dengue
grave no tratado a tiempo. (Razmy, 2014; Nkoghe, Kassa, Bisvigou, Caron, Grard, 2012; Tattevin,
2012; Pongsiri, Praianantathavorn, Theamboonlers, Payungporn, Poovorawan, 2012; Bedoya,

Murillo, Bolafios, Hurtado, Ramirez, et al, 2012; Instituto Nacional de Salud, 2014; Rodriguez,

Lastre, Camargo, Fuentes, Bermejo, Nieto, 2015).

Debido a que la sintomatologia de ambos virus es parecida, existen en ocasiones errores en el
diagnostico del Chikungunya y viceversa, hay estudios que demuestran la necesidad de encontrar
un método de identificacion del virus que sea confiable, seguro, oportuno y rapido en especial en la
fase aguda de la enfermedad.Entre los métodos conocidos para la deteccion se encuentran el
aislamiento viral, que es una técnica que permite separar, cultivar e identificar el virus a partir de
otras muestras, es un poco dispendiosa de realizar y se obtienen resultados tardios, aunque es
una de las pruebas mas confiables. Otro método es la deteccién de anticuerpos por ELISA, el cual
es relativamente econdémico, pero puede generar reacciones cruzadas. También, existen las
pruebas moleculares como Reaccién en cadena de la polimerasa transcriptasa reversa (RT-PCR),
que al igual que el aislamiento, es una técnica confiable pero relativamente costosa. (Tattevin,

2012; Pongsiri et al., 2012; Bedoya et al., 2012; Instituto Nacional de Salud, 2014).

En Colombia la prueba para detectar el virus del Chikungunya solo se realiza en la ciudad de
Bogota en el Instituto Nacional de Salud (INS) los resultados estan disponibles en quince dias y
solo se le realizan las pruebas a aquellas muestras que sean positivas por sospecha clinica y que
los resultados de serologia para Dengue sean negativos.De hecho, los casos confirmados por
clinica son aquellos casos donde el paciente provenga de una zona endémica y presente fiebre,

prurito y artralgias, pero como se dijo anteriormente, los signos y sintomas de la enfermedad son
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similares y es necesaria su confirmacion por pruebas de laboratorio por tanto no se puede
descartar la opcion de que muchos de los casos que son confirmados por clinica, realmente no

correspondan a casos causados por el virus del Chikungunya (INS, 2014).

Debido a todo lo anterior el objetivo de esta revision bibliografica es describir los métodos
diagnosticos moleculares e inmunoldgicos que permitan la deteccion oportuna, rapida y confiable
del virus del Chikungunya y de esta forma encontrar una prueba que sea de utilidad para el
laboratorio en especial, en aquellos en los cuales no cuentan con muchos recursos 0 equipos
especializados para la identificacion de este virus que representa un problema de salud publica a

nivel mundial.
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Il. METODOS

El Chikungunya es una enfermedad causada por un Alphavirus, transmitida por diferentes especies
del género Aedes, se caracteriza por fiebre asociada con artralgia severa y erupciones en la piel (
Lo Presti et al., 2014 & Loreto et al., 2014), esta infeccién usualmente no es fatal, pero causa

poliartralgia que puede durar varias semanas, meses 0 afios, de hecho, también se han reportado

complicaciones como sindromes neuroldgicos (Razmy, 2014).

En la practica el cuadro clinico del Chikungunya y del Dengue es similar en sus formas clasicas,
por tanto, puede ser confuso particularmente en areas donde circulan ambos virus. Después de un
periodo de incubacion ambas enfermedades inician abruptamente con fiebre aguda, artralgias,
mialgias, dolores de cabeza, leucopenia y linfopenia, erupciones y fatiga, de hecho, estos
desérdenes clinicos y hematoldégicos son algo inespecificos y no ayudan mucho para el
diagnostico diferencial por lo que se necesitan confirmacion de prueba de laboratorio (Nkoghe et

al., 2012).

En Colombia las condiciones para la circulacion y transmision del virus son Optimas ya que el pais
presenta los vectores del dengue, el Aedes aegypti y/o Aedes albopictus, distribuidos en las areas
urbanas de 845 municipios del pais, (aproximadamente 24 millones de habitantes), siendo éstos
los mismos vectores que utiliza el virus Chikungunya para hacer posible su transmision (Ministerio
de Salud y Proteccion Social, Instituto Nacional de Salud, 2014). Diariamente en las noticias de las
revistas y medios colombianos se informa que hay mas de 100 casos confirmados, por ejemplo, la
revista semana en su edicién digital de 03 de Enero de 2015, hablaba de 74.740 casos actuales y
que podrian convertirse en 800.000 a mediados del 2015 (De la Torre, 2015). Sin embargo, al
revisar los datos del Sistema vigilancia epidemioldgica de Colombia (Sivigila) se puede observar
que en el afio 2014 se registraron 696 casos confirmados mientras que en las primeras doce
semanas del afio 2015 se registraron 469 casos. Al comparar la cantidad de eventos de dengue en

el 2014 se puede evidenciar que fueron 42.861 y en estos primeros meses del presente afio la cifra

fue de 5.091 casos (INS, 2014, INS, 2015).

Estos datos epidemioldgicos pueden sugerir lo siguiente: que muchas personas infectadas no
asisten al centro médico cuando tienen los sintomas, que las Instituciones prestadoras de salud
(IPS) u hospitales no reportan a tiempo los casos al sistema de vigilancia epidemioldgica, o que
puede haber falsos diagndsticos del Chikungunya por parte del personal médico debido a que
estos dos virus comparten muchas caracteristicas tanto en su via de transmisién, area endémica y
ciertos aspectos de la sintomatologia, lo que hace facil confundirse algunas veces en el

diagnostico (Tattevin P, 2012).

Segun un estudio realizado en Colombia hasta la primera semana del 2015 en Colombia se habian
reportado 114.648 casos de Chikungunya y es uno de los paises donde las pruebas especificas
para la identificacion del virus se realizan solo en la ciudad capital, por tanto, todas las muestras
sospechosas deben ser enviadas a esa ciudad (Bedoya, 2015). Segun los lineamientos de

vigilancia del Chikungunya 2014 del INS, se utilizan tres principales pruebas de diagnéstico como
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aislamiento viral, RT-PCR y serologia las cuales son realizadas Unicamente en la ciudad de Bogota
en el INS, cuyos resultados estan disponibles en 15 dias; estas pruebas solo se procesan a los
casos sospechosos y con prueba de IgM para Dengue negativo, puesto que el diagnostico a

descartar es Dengue por la similitud de su cuadro clinico (INS, 2014).

Durante el afio 2014 en Colombia se presentaron un total de 106.763 casos, mientras que en el
afio 2015 y hasta la semana epidemioldgica nimero 52 se notificaron 359.728 casos, de los cuales
356.079 fueron confirmados por clinica, 3.202 confirmados por laboratorio y 447 casos
sospechosos y segun las unidades de andlisis realizadas en el INS durante el 2015, se han
confirmado 54 muertes por Chikungunya en todo el pais (INS, 2015) (ver tabla 1). Para el INS los
casos confirmados por laboratorio son aquellos casos sospechosos con resultados positivos en
algunas de las pruebas especificas para CHIKV como aislamiento viral, RT-PCR, IgM o aumento
de cuatro veces el titulo de anticuerpos IgG especificos para CHIKV en muestras pareadas con
diferencias entre 15 dias en la toma de éstas. Mientras que los casos confirmados por clinica son
todo paciente con fiebre mayor de 38°C,pruritos, y artralgia grave que no se explique por otras
condiciones médicas y que resida en un municipio donde se haya confirmado la circulacion viral (
INS, 2015), pero como se describié anteriormente segun estudios los sintomas del CHIKV son
clinicamente no diferenciables de los sintomas del Dengue y mas si ambos virus circulan en la

misma zona por lo que se hace necesaria una prueba que confirme el diagnéstico.

De acuerdo al informe brindado por la Organizacion Panamericana de la salud el numero de casos
reportados para Colombia en el afio 2017 fue de 1052 casos sospechosos, de los cuales 28 fueron

confirmados y 2 fallecidos (Organizacion Panamericana de la Salud, 2017).

Periodo Casos Casos Casos Total
confirmados confirmados sospechosos
por Clinica por Laboratorio
Semana 52-2015 547 0 8 555
Acumulado 2015 356.079 3.202 447 359.728
Acumulado 2014 104.405 1.456 902 106.763

Figura 1. Total de casos notificados de Chikungunya en Colombia a 2 de Enero 2016 (Fuente:
Sivigila. Laboratorio de Virologia. Instituto Nacional de Salud. Colombia)

Entre las pruebas inmunolégicas se encuentran las que detectan anticuerpos, antigenos y técnicas
de inmunofluorescencia. Entre las pruebas de deteccion de anticuerpos MAC ELISA ha
demostrado ser el ensayo mas preciso y confiable para el diagnostico; en los estudios en los que la
utilizaron demostré ser sensible y especifica detectando los anticuerpos del virus inclusive en el dia
4 de haber iniciado los sintomas, ademas con el transcurrir de los dias aumenta su sensibilidad
hasta en un 100%.Cabe resaltar que las pruebas de ELISA para captura de anticuerpos son de un
costo accesibles y son muy faciles de usar, pero tienen desventajas como reacciones cruzadas
con otros Arbovirus, lo que representa falsos positivos y falsos negativos considerables. (Reddy,

Ravi, Desai, Parida, Powers, et al., 2012)
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Otra desventaja a considerar en las pruebas de ELISA para deteccion de anticuerpos incluyendo la
técnica MAC ELISA es que no son muy confiables para el diagndstico de la fase aguda, debido a
que el organismo puede tardar varios dias para la produccion de anticuerpos contra el CHIKV;
situacion que es preocupante sobre todo en aquellas regiones donde existe co-circulacion del virus
del DEN y CHIKV ya que su sintomatologia durante los primeros dias puede ser clinicamente
indistinguible (Reddy, 2012)

Los formatos de ELISA basados en la deteccién de antigenos parece ser muy buena opcion para
el diagnostico del CHIKV en fase aguda, ya que detectan proteinas del virus producidas desde el
primer dia del inicio de los sintomas, lo que la convierte en una prueba util para el diagnostico y
tratamiento oportuno de la enfermedad, en los estudios que evaluaron estas técnicas mostraron
que también eran sensibles especificas con un porcentaje mayor a 95% y costo efectivas. (

Kashyap, Morey, Chandak, Purohit, Taori, et a., 2010; Yathi, Bhasker, Chinnamma, 2013)

Los test de deteccion rapida son los mas econémicos y es actualmente la primera opcion de la
mayoria de laboratorios de paises subdesarrollados, pero se evidencié que no tiene buena
especificidad y sensibilidad por la cantidad de falsos positivos y falsos negativos que presentan,
por lo que la mayoria de los autores no recomiendan la utilizacion de este tipo de ensayos. El test
de Inmunocromatografia basado en detecciébn de antigenos mostré buenos resultados y
concordancia en alto porcentaje con la prueba RT-PCR, por lo que podria considerarse este
ensayo como una alternativa para los laboratorios que no cuentan con herramientas
especializadas para la deteccion del virus. (Prat, Flusin, Panella, Tenebray, Lanciotti, et al., 2014;

Okabayashi, Sasaki, Masrinoul, Chantawat, Yoksan, et al., 2015)

Las pruebas moleculares para la identificacion del virus del CHIKV son una alternativa para un
diagnostico oportuno debido a que los resultados se generan de una forma rapida y precisa ya que
no dependen de la produccion de un anticuerpo especifico si no que basta con la amplificaciéon de
fragmentos como proteinas de envoltura o proteinas no estructurales; entre la mas utilizada se
encuentra Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa ( RT-PCR) ya sea en la
modalidad RT-PCR Duplex, RT-PCR en tiempo real y RT-PCR Duplex.

Las pruebas moleculares son altamente confiables, sensibles y especificas en un 97%, de hecho,
cuando se crean nuevas técnicas diagndsticas, éstas son comparadas y validadas solo con
métodos moleculares. Las diferencias entre los tipos de RT-PCR que existen, varian en muchos
aspectos como el tiempo de duracion de las pruebas, cuantificacién del acido nucleico y la

capacidad que tiene cada ensayo para detectar varios virus al mismo tiempo. (Pongsiri et al., 2012;

Saha, Firdaus, Chakrabarti, Chandra, 2013; Mishra, Sharma, Pujhari, Ratho, Gopal, et al., 2011)

De acuerdo a lo anterior, la limitacion de una RT-PCR convencional es que, a pesar de tener una

buena especificidad y sensibilidad, es el tiempo en que se demora el diagndstico para diferenciar
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los virus de DEN y CHIKV en una region donde circulen ambos, debido a que tendria que
realizarse el procedimiento por separado, es decir dos técnicas convencionales por virus.Pero para
las RT- PCR multiplex, esto no es un problema porque esta técnica tiene la facultad de poder
realizar la reaccion para la deteccion de ambos virus en un solo tubo, lo que simplificaria el tiempo
del diagndstico y por ende el tiempo del tratamiento. La prueba de RT-PCR en tiempo real es una
técnica mas completa y compleja que ofrece la opcién de cuantificar el ARN viral, alta sensibilidad
y especificidad e identificar y diferenciar los virus de Chikungunya y Dengue en un solo paso. (

Saha et al., 2013; Mishra et al., 2011; Cecilia, Kakade, Alagarasu, Patil, Salunke et al., 2015)

Como desventaja de las pruebas moleculares se puede mencionar que su sensibilidad se
disminuye en las fases tardias de la enfermedad, son de facil contaminaciéon y alto costo, asi
mismo no todo el personal de un laboratorio convencional puede realizar su procesamiento debido

a que no estan capacitados para este tipo de pruebas. (Reddy et al., 2012)

I1l. DISCUSION

Para la deteccion del virus se utiliza cominmente los métodos inmunoldgicos, entre ellos MAC
ELISA, que es la técnica que tiene mas altas sensibilidad y especificidad entre las pruebas de
ELISA para detecciéon de IgM, pero su desventaja es que es poco util en el diagnéstico de fase
temprana, ya que en los primeros dias no logra detectar la presencia del virus, porque en esta

etapa, se desarrollan los antigenos y no los anticuerpos.

De acuerdo a los lineamientos de la Organizacién Panamericana de la Salud que estan descritos
en la guia de Preparacion y respuesta ante la eventual introduccion del virus de CHIKV en
América, se recomienda usar MAC ELISA en paralelo a una técnica de IgG Elisa, ya que se puede
obtener un buen resultado observando el aumento y disminucién relativa de los niveles de
anticuerpos en las muestras pareadas. 1gG por si sola es menos especifica para el virus que IgM,
pero aparece en suero un poco mas tarde y permanece detectable después que IgM deja de estar

presente en el suero. (Organizacion Panamericana de la Salud, 2012)

Las pruebas de deteccion rapida basadas en captura de anticuerpos también tienen limitaciones,

no solo por no detectar la fase temprana, sino porque arroja muchos falsos positivos y negativos.

Los ELISA para deteccion de antigeno, son los llamados a ser una buena opcién para el
diagnostico del virus debido a que ellos lo pueden detectar durante la fase aguda, lo que ayuda en
un diagndstico rapido ademas que también tienen una buena sensibilidad y especificidad, al igual
que las pruebas rapidas de inmunocromatografia de deteccion de antigenos, cuya utilizacion

serviria para aquellos laboratorios en que sus costos son limitados.

Los métodos moleculares serian la opcion ideal para la identificacion del virus, ya que dependiendo

de la técnica tienen la opcién de poder diferenciar de forma simultanea los virus del DEN y CHIKV,
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ademas que también lo harian en un muy buen tiempo y en la fase aguda de paciente, pero son
muy costosos, necesita de personal especializado y no todos los laboratorios cuentan con recursos
para la utilizacion de este tipo de métodos, hay que recordar que mayoria de lugares donde se
inici6 un brote de CHIKV son paises sub desarrollados y no todos los laboratorios cuentan

equipamiento especial para la realizacion de los ensayos.

Otro aspecto importante a considerar es que debido a que la sintomatologia de infecciones
producidas por los virus de Dengue y Chikungunya es muy similar y en algunos casos tiende a
confundirse, es vital poder realizar un andlisis rapido, oportuno y confiable, como se mencioné
anteriormente no es suficiente un diagnostico basado en sintomas clinicos, por tanto, saber
escoger el tipo de prueba a utilizar es fundamental. Las pruebas inmunolégicas muestran
resultados en tan poco tiempo por tanto seria légico pensar que ellas serian una buena eleccion,
pero hay que recordar que no son especificos en los estadios agudos, si no en la fase
convaleciente y ademas en los lugares donde coexisten virus de la misma familia, pueden generar
falsos positivos por las reacciones cruzadas o en su defecto falsos negativos lo que repercutiria en

un mal tratamiento para el paciente.

Los ensayos moleculares también ofrecen la oportunidad de obtener reportes en pocas horas y
dependiendo la prueba puede variar el tiempo de duracién entre 120 minutos y 7 horas, los
resultados son confiables, precisos, puede cuantificarse el virus y procesar al tiempo muestras
sospechosas de Dengue y Chikungunya. Estas pruebas son mas especificas en las fases agudas,
lo que facilitaria diagnosticar mas temprano el virus brindado al paciente un tratamiento mas
oportuno, asi mismo una de las ventajas de estos métodos es que al mostrar resultados en tan
corto tiempo con un alto grado de especificidad y sensibilidad, ayudaria a los laboratorios de salud
publica a tener un diagndstico rapido y por tanto implementar medidas de prevencién oportunas

contra el virus (Ver Tabla 2).

Caracteristicas Meétodos Moleculares Métodos Inmuneclogicos

Fundamento Amplifica fragmentos de | Deteccién de antigenos y
acidos nucleicos anticuerpos,

Tiempo 1 hora a 7 horas Minutos a 2 horas

Sensibilidad Alta hasta en un 99% Depende de la técnica

Especificidad No reacciones cruzadas Falsos positivos ¥

negativos
Etapa de la deteccion Fase aguda vy fase tardia | Depende de la técnica

Figura 2. Caracteristicas de los métodos moleculares e inmunolégicos (Fuente: Elaboracion
del autor)
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IV. CONCLUSION

En esta revision se considera que, para la deteccién del virus, las técnicas moleculares pueden ser
un buen complemento con las técnicas inmunoldgicas, y dependiendo de la fase de la enfermedad

gue se encuentre el paciente puede ser mas Util un método que el otro. Por ejemplo, si se busca
detectar en fase temprana lo mejor seria utilizar un método molecular ya que en esta fase se
encuentra la carga viral mas alta, también con estos métodos se puede realizar un diagndstico
diferencial de otros viruslo cual es importante por ejemplo para tratar a tiempo un posible caso de
Dengue grave o tomar medidas para prevenir las consecuencias mas graves de Chikungunya. Asi
mismo, se menciona que estas técnicas son mas especificas y sensibles; pero como la mayoria de
los laboratorios no tienen la infraestructura o el personal capacitado para realizar este tipo de
pruebas, se recomienda utilizar un método inmunoloégico de deteccion de antigenos que puedeser

una buena opcién para la identificacion para esta fase.

Para las fases tardia es mas recomendable utilizar las pruebas inmunolédgicas entre ellas MAC
ELISA, ya que segun los articulos citados en este estudio mencionan que en los estadios tardios
pueden alcanzar una sensibilidad y especificidad del 100%. No hay que dejar de lado que las
técnicas de inmunofluorescencia han mostrado buena especificidad y que es capaz de detectar el

virus aun asi haya tenido variantes.

Lo ideal seria que los laboratorios nacionales o departamentales estandarizaran sus propias
técnicas con los antigenos nativos del virus de cada region debido a que los virus pueden mutar y
las técnicas existentes detectan la variante de la cepa para la cual fueron disefiadas, para esto se
recomienda realizar mas estudios aplicados en el pais y asi identificar si existen variantes génicas
en las cepas circulantes en la region, para que de esta manera se pueda realizar una técnica que
sea costo efectiva, sensible, especifica y con resultados confiables para los laboratorios con

recursos limitados.

Conflicto de intereses. Se declara que no existe ningln conflicto de interés.
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