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ABREVIATURAS 
 

ADE Amplificación dependiente de anticuerpos (antibody dependent 
enhancement). 

Arbovirus Virus transmitido por artrópodos. 
ARN Ácido ribonucleico. 
BH Biometría Hemática 

CCL1/MCP Citocina quimioatrayente de monocitos. 
CHIKF Fiebre por chikungunya. 
CHIKV Virus de chikungunya. 

DC-SIGN Molécula de adhesión intercelular (Dendritic Cell-Specific Intracellular 
adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin). 

DENV Virus de dengue. 
DGE Dirección General de Epidemiología 
DHF Fiebre Hemorrágica por dengue (Dengue Hemorrhagic Fever). 

DMEM Medio estándar (Dulbecco’s Modified Eagle Medium). 
DSS Síndrome de choque por dengue (Dengue Shock Syndrome).  
Fc Fracción cristalizable de las inmunoglobulinas 

ELISA Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas. 
IL-6 Citocina proinflamatoria. 
IL-8 Citocina proinflamatoria.  
PCR Reacción en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction). 

PRNT Prueba de neutralización por reducción de placas (Plaque Reduction 
Neutralization Test). 

NS Proteína no estructural de virus (Non-structural).  
NS1 Proteína no estructural implicada en la replicación y patogénesis de 

infecciones por flavivirus como dengue y Zika. 
RANKL Receptor activador para factor nuclear kappa-beta. 

RE Retículo endoplásmico. 
rNS1 Proteína NS1 de tipo recombinante.  
sNS1 Proteína hexamérica NS1 soluble. 

T CD4+ Célula involucrada en la respuesta inmune de tipo auxiliar. 
T CD8+ Célula involucrada en la respuesta inmune de tipo citotóxica.  
TNF-a. Factor de Necrosis Tumoral Alfa (Tumor Necrosis Factor Alpha). 
ZIKV Virus de Zika. 
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Resumen  
 

Introducción. Las enfermedades causadas por arbovirus emergentes chikungunya (CHIKV), 
dengue (DENV) y Zika (ZIKV), son un problema de salud pública a nivel mundial, con 
amplia distribución en zonas urbanas de regiones tropicales y subtropicales. Estos virus 
comparten un vector común, las hembras del mosquito del género Aedes (Aedes aegypti y 
Aedes albopictus). La movilidad humana, la urbanización y el uso inconsistente de estrategias 
de prevención han favorecido el incremento en su distribución. Las manifestaciones clínicas 
varían desde un curso asintomático o leve, hasta secuelas crónicas y muerte, en algunos casos. 
Además, estas manifestaciones pueden ser similares entre sí, particularmente en cuanto a 
síntomas como dolor articular y la fiebre, dificultando la distinción por métodos clínicos. Los 
datos epidemiológicos sugieren que al menos la mitad de la población mundial (3.6 mil 
millones de personas) está en riesgo para adquirir infección por DENV, siendo la arbovirosis 
más ampliamente distribuida. CHIKV, ha aumentado su distribución debido al tráfico aéreo 
y la movilidad hasta alcanzar las Américas, causando brotes en 2013. En el caso de ZIKV, 
originalmente presente en la zona ecuatorial de África y Asia; se presentaron brotes en 
América entre 2015 y 2016. No existe tratamiento específico para ninguna de éstas 
infecciones por arbovirus. El desarrollo de vacunas es considerado actualmente como la 
estrategia con mayor potencial para el control de estas enfermedades. Este último requiere 
múltiples enfoques experimentales y epidemiológicos que evalúen la incidencia y 
prevalencia reales en áreas endémicas. Objetivo general. Determinar seroprevalencia y 
seroconversión de anticuerpos frente a virus CHIKV, DENV y ZIKV en individuos sanos del 
Hospital General “Dr. Miguel Silva”, la Facultad de Ciencias Médicas y Biológicas “Dr. 
Ignacio Chávez” de la UMSNH y voluntarios de la población general en la ciudad de Morelia, 
Michoacán, en el período de un año. Material y métodos. Tipo de estudio: prospectivo, 
longitudinal, exploratorio y observacional. Previa obtención de autorización bioética  y 
consentimiento informado por parte los participantes para el estudio, procesamiento y 
almacenamiento de sangre periférica, se analizaron anticuerpos IgG e IgM en suero contra 
proteínas estructurales y no estructurales de los tres arbovirus mediante ELISA indirecto. Las 
muestras se preservaron a -70°C hasta su estudio. Se realizó correlación con otro método 
diagnóstico serológico estándar. El ELISA se repitió para IgG a los 6 y a los 12 meses después 
de la primera muestra para determinar seroconversión en el período de un año.  Resultados. 
Se analizaron 326 muestras de suero. La prevalencia de IgG para CHIKV, DENV y ZIKV 
fue de 14.11%, 24.53% y 21.7% respectivamente, resultando menor en IgM. La correlación 
con un ensayo serológico de neutralización estándar fue positiva en el caso de anticuerpos 
contra la proteína estructural de CHIKV analizada. Se obtuvo una mayor prevalencia general 
en voluntarios con procedencia de área endémica, también mayor prevalencia en voluntarios 
con el  antecedente de viaje reciente a un área endémica para DENV y ZIKV y menor 
prevalencia para ZIKV en personal de salud en comparación a otras ocupaciones. Se obtuvo 
la tasa de seroconversión a los 6 y 12 meses del inicio del estudio, teniendo un aumento en 
la prevalencia para los tres virus. 
 
Palabras clave: arbovirus, inmunoglobulina G, ELISA, seroprevalencia, seroconversión. 

I 



 

Summary 

 

Introduction. Diseases caused by the emerging arboviruses chikungunya (CHIKV), dengue 
(DENV) and Zika (ZIKV) are a public health problem with broad distribution in tropical and 
sub-tropical urban areas. These viruses share a common vector, female mosquitoes of the 
genus Aedes (Aedes aegypti and Aedes albopictus). Human mobility, urbanization and the 
inconsistent use of prevention strategies have favoured an increase in their distribution. 
Clinical manifestations vary from mild or asymptomatic, to chronic sequels and death in 
some cases. Furthermore, clinical manifestations can be similar, in particular joint pain and 
fever, making diagnosis difficult by clinical methods. Epidemiological data suggests that at 
least half of the world’s population (3.6 billion people) is at risk of acquiring the infection by 
DENV, which is the most widely distributed arbovirosis. CHIKV distribution has increased 
due to air traffic and mobility to reach the Americas, causing outbreaks since 2013. In the 
case of ZIKV, which was confined to the equatorial zone of Africa and Asia; outbreaks have 
emerged in the Americas between 2015 and 2016. There is no specific treatment for any of 
these arboviral infections. The development of vaccines is considered now as the strategy 
with highest potential for the control of these diseases. Vaccine development requires 
multiple experimental and epidemiological approaches to evaluate the real incidence and 
prevalence of these infections in endemic areas. General objective. To determine 
seroprevalence and seroconversion of antibodies against CHIKV, DENV and ZIKV in 
healthy individuals from the General Hospital “Dr. Miguel Silva”, the Faculty of Medical 
and Biological Sciences “Dr. Ignacio Chávez” of the Universidad Michoacana de San 
Nicolas de Hidalgo and volunteers from general population in the city of Morelia, 
Michoacan, during a one-year period. Materials and methods: Study type: prospective, 
longitudinal, exploratory and observational. Bioethical autorization and signed informed 
consent form by participants were obtained; serum was used to analyze IgG and IgM 
antibodies against structural and non-structural proteins of the three arboviruses, using 
indirect ELISA. The samples were preserved at -70°C until they were processed. Correlation 
with another standard serological assay was performed. ELISA test was repeated at 6 and 12 
months after the first sample to determine seroconversion in a one-year period. Results. 326 
sera samples were analized. Prevalence for CHIKV, DENV and ZIKV IgG was 14.11%, 
24.53% and 21.7% respectively, while IgM prevalence was lower. Correlation with standard 
neutralization assay was positive for antibodies against the analyzed structural CHIKV 
protein. A higher general prevalence was obtained in volunteers with precedence from an 
endemic area, also higher prevalence in volunteers with the antecedent of recent travel to an 
endemic area for DENV and ZIKV and lower prevalence for healthcare workers for ZIKV 
compared to those with other occupations. Seroconversion rate was obtained at 6 months and 
12 months since the beginning of the survey, having an increase of prevalence for the three 
viruses.   
 
Keywords: arbovirus, immunoglobulin G, ELISA, seroprevalence, seroconversion. 
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1. Introducción 

 

Las infecciones por arbovirus, o virus transmitidos por artrópodos, son un problema importante de 

Salud Pública a nivel mundial, sobre todo en décadas recientes. Se considera a estos virus como 

patógenos emergentes y re-emergentes con base en su diseminación geográfica y el creciente 

impacto en poblaciones susceptibles (Fritzell et al., 2018). Comparten en común la transmisión por 

un vector artrópodo: las hembras del mosquito del género Aedes, predominando en diversas 

regiones del mundo, Aedes aegypti y Aedes albopictus. Entre las infecciones por arbovirus 

transmitidas por estos vectores, destacan los virus chikungunya (CHIKV), dengue (DENV) y Zika 

(ZIKV) (Weaver et al., 2018).  

 

El incremento en su distribución es favorecido por diversos factores que afectan tanto al vector 

como al virus, los cuales incluyen la movilidad humana entre distintas regiones del mundo, la 

urbanización y la poca o nula aplicación de las estrategias de prevención (Weaver et al., 2018). 

Diversas proyecciones indican que la población mundial incrementará de los actuales 7 mil 

millones a alrededor de 9.6 millones en 2050. Las consecuencias de dicho aumento favorecerán la 

diseminación y el impacto de los vectores. Esto debido a la expansión de los entornos urbanos, 

generando un mayor número de habitats para el mosquito, los cuales corresponden áreas con 

estancamiento de agua dónde depositan sus huevos y se desarrollan estos vectores (Braack et al., 

2018).  

 

Las manifestaciones clínicas de las arbovirosis abarcan un amplio espectro que va desde un curso 

asintomático o leve hasta secuelas crónicas y desenlaces fatales. Además, hay datos clínicos que 

se superponen entre las enfermedades por arbovirus, como es el caso de la fiebre. Algunos síntomas 

característicos como la artralgia y el edema (CHIKV), la fiebre hemorrágica (DENV) y la 

conjuntivitis (ZIKV) podrían indicar cuál arbovirus es causante de la enfermedad, pero las pruebas 

de laboratorio son cruciales para un diagnóstico acertado ya que incluso estos síntomas 

presuntamente característicos se pueden superponer. Esta problemática se acentúa cuando varios 

arbovirus circulan en una misma área geográfica (Beatty et al., 2011). 
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Debido a lo ya mencionado, existen varias limitaciones en cuanto a la obtención de los datos 

epidemiológicos de estas infecciones. La introducción de ZIKV y CHIKV a países endémicos de 

DENV en diversas regiones de América, impone nuevos retos diagnósticos y epidemiológicos para 

este y otros arbovirus en general. Además, los individuos que cursan asintomáticos o con síntomas 

leves, no suelen acudir a recibir atención médica y por tanto representan un sub-registro de casos. 

En el caso de DENV se cuenta con estimaciones de los casos y de su impacto económico, durante 

los últimos 40 años (Guzman et al., 2016). CHIKV y ZIKV, en cambio, se han ido estudiando 

conforme a los brotes que ha habido en los últimos años, sobre todo en América (Weaver et al., 

2017). 

 

Las mejores estimaciones de enfermedad por dengue sugieren que al menos la mitad de la 

población mundial, de aproximadamente 3.6 mil millones, vive en áreas que la sitúan con riesgo 

para adquirir la infección (Beatty et al., 2009). También se estima que anualmente hay 390 millones 

de casos en general por DENV a nivel mundial, de los cuales 96 millones son sintomáticos, 2 

millones corresponden a enfermedad severa y 21,000 a muertes. El impacto de esto sobre los 

sistemas de salud incluye el manejo de secuelas que a su vez empeoran la calidad de vida del 

paciente (Guzmán et al., 2016). 

 

CHIKV ha incrementado su distribución mediante el tráfico aéreo, esparciéndose fuera del 

continente africano, hasta ser importado a América en 2013. En 2015, se registraron más de un 

millón de casos sospechosos en 47 países y territorios de Norte y Sudamérica. Mientras que ZIKV 

estuvo confinado desde su descubrimiento hace más de 60 años, a la región ecuatorial de Africa y 

Asia; pero estableciéndose en América Latina y Norteamérica, en 2015 y 2016 (Weaver et al., 

2018).  

 

No existe tratamiento específico para ninguna de estas tres infecciones por arbovirus, incluido 

algún antiviral efectivo disponible. El control de los síntomas y el monitoreo del paciente son los 

ejes centrales del manejo. Se han desarrollado inmunoterapias pasivas para CHIKV (Couderc et 

al., 2009) e identificado inhibidores potenciales para los tres virus en otros fármacos empleados 

originalmente con otros propósitos (Barrows et al., 2016), pero aún no hay fármacos ni protocolos 

de tratamiento aprobados para estas arbovirosis. Se cuenta también con medidas de soporte 
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hemodinámico para las complicaciones hemorrágicas y sistémicas por dengue. Aunque lo anterior 

mejora el curso clínico, éste es variable y siguen persistiendo la mortalidad y las secuelas (Guzman 

et al., 2016). 

 

Las medidas de prevención incluyen acciones comunitarias y en casa dirigidas al control del vector 

transmisor, tales como el uso de mosquiteros, la remoción y eliminación de reservorios como 

estancamientos de agua (contenedores, llantas, baldíos, etc.), uso de repelentes e insecticidas. Sin 

embargo, estas han sido insuficientes para evitar el aumento de la distribución del vector y la 

incidencia de casos, además de que algunas pueden ser perjudiciales en el entorno y la población. 

Persiste el debate de si son empleadas adecuadamente, o si solo no se han realizado de forma 

permanente y constante (Paixao et al., 2017). 

 

De manera importante y a lo largo del último siglo, el desarrollo de vacunas y su integración a 

programas de salud ha sido la estrategia con más potencial para disminuir la morbimortalidad de 

enfermedades infecciosas.  El desarrollo de estas, desde su diseño hasta su aplicación en una 

población y los resultados es un proceso que requiere diversos enfoques. Es necesario contar con 

datos básicos, biológicos, experimentales y epidemiológicos antes de llegar a una fase clínica.  

 

Los estudios serológicos son la medición más directa del panorama inmunitario de las 

enfermedades infecciosas, a pesar de que la metodología suele ser difícil de implementar. El 

desarrollo de herramientas diagnósticas confiables, rápidas y costeables representa una dificultad 

respecto a los estudios de seroprevalencia para diferenciar infecciones particularmente cuando 

circulan múltiples virus (Fritzell et al., 2018). Ésta propuesta se enfoca en la obtención de estos 

datos mediante métodos serológicos y el empleo de proteínas recombinantes de los virus para su 

estandarización, con el fin de cuantificar la seroprevalencia de anticuerpos contra los mismos y la 

seroconversión dentro de una población en el periodo de un año.    
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2. Marco Teórico 

 

2.1 Problemática de las arbovirosis en el contexto mundial. 
Las enfermedades causadas por arbovirus representan un problema creciente de Salud Pública a 

nivel mundial.  Estimar el impacto de estas enfermedades es un gran reto debido al gran número 

de infecciones que cursan de manera asintomática. Dentro del periodo de los años 2000-2018, ha 

habido un número creciente de casos y diseminación sin precedente para diversos arbovirus, 

destacando dengue (DENV), chikungunya (CHIKV) y Zika (ZIKV) (Fritzell et al., 2018). 

Estimados recientes indicaron que el número de casos afectados por cualquiera de estos tres 

arbovirus incrementó dramáticamente después de 2013, alcanzando los 3 millones para finales del 

2015 en el continente americano (Rodríguez-Morales et al., 2016).  

 

Casi todos los virus son zoonóticos con ciclos de transmisión silvestre y muchos de los arbovirus 

médicamente importantes son transmitidos por mosquitos vectores (Weaver et al., 2018). Más del 

50% de los virus del género Flavivirus, familia Flaviviridae; como DENV y ZIKV, causan 

enfermedad en humanos. El genoma de los Flavivirus es de una longitud aproximada de 11,000 

bases y comparten epítopos comunes en la proteína de cubierta (E), lo cual puede generar 

reactividad cruzada en las pruebas serológicas. CHIKV por su parte es miembro del género 

Alphavirus, familia Togaviridae; el cual contiene 28 virus conocidos (Paixiao et al., 2017).  

 

A pesar de que la modalidad más común de transmisión para los tres arbovirus es por el vector de 

género Aedes, en ZIKV se da también la transmisión horizontal humano a humano; por contacto 

sexual, transmisión vertical o por transfusión (Paixao et al., 2017). Diversos factores pueden 

influenciar la dinámica de dicha transmisión, como los factores ambientales, climatológicos, la 

interacción huésped-patógeno y el desarrollo de inmunidad en la población (WHO, 2009).  

 
Se cree que la evolución de diversas arbovirosis ocurrió en África sub-Sahariana en ciclos silvestres 

entre primates no humanos (non-human primate, NHPs) y mosquitos del género Aedes (Bryant et 

al., 2007; Haddow et al., 2012). A pesar del conocimiento de estos ciclos silvestres antiguos, los 

ciclos urbanos, humano-mosquito-humano cobran mayor relevancia en Salud Pública (Fig.1) 

(Weaver et al., 2018). Además, a lo largo de la historia se han documentado diversas infecciones 
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de ZIKV y CHIKV esporádicas en África y han habido pequeños brotes urbanos, la mayoría de los 

grandes brotes han ocurrido fuera de África (Leroy et al., 2009). 

 

La mayoría de las arbovirosis comparten diversas características en común. En primer lugar, su 

período de incubación es típicamente corto, de 3-10 dias. Segundo, la mayoría de los casos cursan 

con sintomatología leve o asintomáticos. Por ejemplo, en el caso de la enfermedad por 

chikungunya, algunos estudios han encontrado casos sintomáticos en menos del 15% en 

determinadas poblaciones (Weaver et al., 2015; Gallian et al., 2017). En tercer lugar, factores como 

la urbanización, el incremento en el transporte internacional y el cambio climático, propician los 

brotes locales y la diseminación global (Wolfe et al., 2007; Jones et al., 2008). Por último, los tres 

virus comparten huéspedes comunes, como es el caso de los humanos y mosquitos vectores 

(principalmente A. aegypti) (Gardner et al., 2018).  

 

Los datos epidemiológicos con respecto a arbovirosis 

suelen ser poco con confiables debido al curso 

subclínico habitual, con 75% de casos asintomáticos 

para DENV, 3-25% para CHIKV y 80% para ZIKV. 

(Bhatt et al., 2013; Staples et al., 2009; Duffy et al., 

2009). Lo anterior también se debe a que la búsqueda de 

atención médica puede variar enormemente, siendo 

escasa en muchas poblaciones. Se ha estimado el 

impacto de los brotes de DENV usando un gran número 

de métodos empíricos y extrapolativos; sin embargo, los 

datos más confiables para un abordaje empírico son 

obtenidos de estudios de seroprevalencia (Wahyono et 

al., 2017; Undurraga et al., 2013). 

 

Los estudios serológicos proveen un abordaje alternativo para monitorear los niveles de inmunidad 

en la población y no requieren que las muestras de los participantes sean procesadas en el corto 

periodo en que presentan síntomas (Wu et al., 2014). Los estudios seroepidemiológicos pueden 

apoyar el proceso de toma de decisiones, para seleccionar el grupo y edad a ser vacunados en 

Fig. 1. Transmisión de infecciones por 
arbovirus. Modificado de Weaver et al., 
2018. 
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comunidades endémicas. Pocos estudios se han realizado en México para estudiar la 

seroprevalencia en individuos aparentemente sanos (Amaya-Larios et al., 2014).  

 

La información acerca de los patrones de seroprevalencia también contribuye en la aprobación de 

las vacunas y a su integración a programas. En el caso de la única vacuna disponible contra dengue 

en comercialización, CYD-TDV, la información tanto sobre la distribución de serotipos como la 

obtenida en los ensayos clínicos han sometido a discusión su eficacia y seguridad (Hernández-

Ávila et al., 2016). Sin embargo, los estudios seroepidemiológicos disponibles en la literatura 

respecto a arbovirus generalmente emplean diseños transversales o en torno a la incidencia durante 

los brotes y no abordan la seroconversión de los participantes en un periodo estipulado de tiempo.  

 

Muchas regiones de América han experimentado brotes simúltaneos por virus transmitidos por 

mosquitos Aedes, como chikungunya, dengue y Zika, resultando en co-infección de humanos por 

múltiples virus, aunque se sabe poco de las consecuencias de esto. Para comparar directamente las 

infecciones individuales y las coinfecciones se han compilado diversos datos en la literatura, los 

cuales aunque no son a gran escala, muestran que la severidad de la enfermedad es similar entre 

las infecciones individuales y las coinfecciones, en la mayoría de los casos presentando una 

enfermedad febril tipo dengue (Vogels et al., 2019).  

 

Mediante el uso de sistemas artificiales de membranas, algunos grupos de trabajo han sido capaces 

de exponer a los mosquitos a alimentación conteniendo uno o más arbovirus. Después de mantener 

a la hembra alimentada por 1-2 semanas a una temperatura específica, la saliva es colectada. La 

detección de virus en saliva provee una aproximación para la transmisión potencial a un huésped. 

Dichos estudios confirman que los mosquitos pueden ser infectados secuencialmente y 

simultáneamente por múltiples arbovirus, siendo detectables en saliva en hasta el 11.5% de los 

mosquitos (Vazeille et al., 2010; Chaves et al., 2018).  

 

No existe tratamiento antiviral para ninguna de estas tres infecciones por arbovirus. En los casos 

de CHIKV y ZIKV no hay vacunas con eficacia probada (Paixao et al., 2017). En el caso de DENV 

solo existe una vacuna aprobada para comercialización en 5 países, pero con múltiples 
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controversias respecto a su seguridad y generación de respuestas adversas potenciadas por 

anticuerpos (Guzmán et al., 2016).  

 

2.2 Dengue 
La infección por DENV, es la infección viral transmitida por atrópodos que más rápidamente se ha 

diseminado en el mundo, sobre todo en regiones tropicales y subtropicales (Fig. 2) (Guzman et al., 

2016). Aunque antes era relativamente infrecuente, se estima que ahora es la infección por 

arbovirus más común globalmente, con casos de transmisión en al menos 128 países y poniendo 

en riesgo a cerca de 4 mil millones de personas (Bhatt et al., 2013; Stanaway et al., 2016). Esta ha 

incrementado su incidencia más de 30 veces durante las últimas décadas junto con la expansión 

geográfica de los mosquitos Aedes (WHO, 2019). 

 
Fig. 2. Concordancia de diferentes regiones para la transmisión de virus del dengue. Modificado de 
Guzmán et al, 2016. 

 

El término “virus del dengue”, agrupa cuatro virus genética y antigénicamente relacionados, siendo 

denominados serotipos del 1 al 4 (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4). La infección por 

cualquiera de los cuatro serotipos puede resultar en una gama de manifestaciones clínicas, cuya 

temporalidad o secuencia puede ser un determinante de la severidad de la enfermedad y su curso 

(Guzmán et al., 2016).  Aunque su origen es incierto, el DENV apareció por primera vez en 

América aproximadamente al mismo tiempo que la fiebre amarilla, lo cual implica que 

probablemente ambos hayan sido transportados en barcos de esclavos junto con el mosquito de 
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origen africano A. aegypti.  Se cree que los cuatro serotipos han evolucionado independientemente 

durante unos mil años (Braack et al., 2018).   

 
2.2.1 Epidemiología 
De los 50-100 millones de casos de fiebre por dengue mundialmente al año, se pueden extraer 250-

500 mil casos por dengue grave (denominado DHF, dengue haemorragic fever o DSS, dengue 

shock syndrome), reportados cada año, en su mayoría entre niños pequeños, con una tasa de 

mortalidad que varía del 0.5-5% en países asiáticos (Braack et al., 2018). La infección por DENV 

puede tener un curso asintomático o fiebre no complicada, o llegar a formas severas de la infección 

como las de DHF o DSS (Simons et al., 2012).   

 

En México, se presentaron un total de 17, 795 casos confirmados en el año 2016, de los cuales 

alrededor de 4,000 fueron dengue severo; el 53% correspondientes a los estados de Veracruz, 

Michoacán, Jalisco, Guerrero y Nuevo León (Secretaría de Salud, 2016). Para la semana 

epidemiológica número 52 del 2019, correspondiente al 30 de diciembre del mismo año se 

confirmaron 41,505 casos con 191 defunciones, correspondiendo el 69% de estos a los estados de 

Jalisco (11,727 casos), Veracruz (10,902 casos), Chiapas, Quintana Roo y Oaxaca. Michoacán se 

posicionó en el noveno lugar con 1,237 casos. 

 

2.2.2 Características del virus y fisiopatología 
Los DENVs pertenecen al género Flavivirus, de la familia Flaviviridae. Los cuatros serotipos están 

formados por una cubierta, siendo partículas virales con un diámetro aproximado de 500 

angstroms. El genoma de cada serotipo comprende un RNA de sentido positivo (+), monocatenario 

de unas 11 kb, que codifica para 10 proteínas. De éstas, hay 3 estructurales: la proteína (M) de 

membrana, la proteína (E) de cubierta y la proteína (C) de cápside. Las proteínas no estructurales 

(NS, non-structural), son: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS3B Y NS5.  Adicionalmente, NS1 

está involucrada con la evasión de la respuesta inmune del huésped (Guzmán et al., 2016). Los 

factores de riesgo de DENV por parte del huésped humano incluyen la edad, el sexo, obesidad y 

variantes genéricas del complejo mayor de histocompatibilidad clase I (Nguyen et al., 2005; 

Anders et al., 2011; Khor et al., 2011). La infección previa por DENV incrementa el riesgo de 

infección severa con otro serotipo de DENV, ya que anticuerpos no neutralizantes facilitan la 
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infección de células portadoras del receptor a la fracción Fc de los mismos. Este fenómeno se 

conoce como amplificación dependiente de anticuerpo (Jentes et al., 2010).  

 

La entrada del genoma de DENV en el citoplasma de la célula hospedera es un proceso de múltiples 

pasos que comienza con la fusión de la membrana viral con la membrana de la célula hospedera 

mediada por receptor, seguido de endocitosis del virus en un endosoma y posteriormente una fusión 

dependiente de pH entre las membranas virales y endosómicas (Fig. 3). El interior de la partícula 

viral está formado por un complejo de RNA con proteínas de cápside y rodeado de una membrana 

lipídica que contiene a las proteínas M y E externamente ancladas, las cuales en conjunto orquestan 

las interacciones virus-hospedero durante la entrada. La proteína E tiene un arreglo en la superficie 

de DENV de 90 monómeros estrechamente empacados, los cuales yacen en la membrana y facilitan 

la entrada en la célula uniéndose a receptores celulares mediando la fusión de las membranas 

celular y viral. De sus 3 dominios (DI-DIII), DIII de la proteína E es el responsable de la unión a 

células hospederas y diversas mutaciones se han identificado en este dominio que afectan la unión 

a receptor (Kanai et al., 2006; Zhang et al., 2004; Roehrig, 2003).  

 
Figura 3. Ciclo de vida de DENV. Las partículas maduras se unen a la célula hospedera mediante 
la unión de la proteína E (envelope). La entrada del virus es a través de endocitosis mediada por 
receptor. Dentro, el re-arreglo pH dependiente de E facilita la fusión de las membranas viral y 
endosómica. Lo anterior genera el desensamble y la liberación del RNA genómico. Las proteínas 
NS y en partícular NS1 son inicialmente expresadas en asociación con el RE. Parte de esta NS1 
aparte de estar anclada a membrana o a superficie, puede ser secretada (sNS1). Modificado de 
Guzman et al., 2016 
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Las proteínas no estructurales (NS), por otra parte, están involucradas en la replicación y 

empaquetamiento viral. La proteína NS1 es una glicoproteína de 46 kDa, altamente conservada 

entre los 4 serotipos de DENV y otros flavivirus (Guzman et al., 2016) que existe en tres formas: 

la forma residente en el retículo endoplásmico (RE), la forma anclada a membrana y una forma 

secretada (sNS1). NS1 es inicialmente sintetizada como un monómero soluble y se asocia 

posteriormente con la membrana después de la dimerización en la luz del retículo endoplásmico 

(Muller et al., 2013). La NS1 intracelular participa en la replicación viral temprana y se ha 

encontrado en compartimentos vesiculares inducidos por el virus que engloban complejos de 

replicación virales (Mackenzie et al., 1996; Akey et al., 2014).  

 

La NS1 asociada a membrana es dimérica, con caras hidrofóbicas e hidrofílicas bien definidas, 

encarando la membrana del RE y la luz del mismo, respectivamente. La NS1 secretada es un barril 

abierto hexamérico asociado con lípidos (Akey et al., 2014; Gutsche et al., 2011). Tres dominios 

distintos han sido identificados en la estructura de NS1; un dominio amino-terminal: b-roll que 

comprende 29 residuos, seguido del dominio “Wing”, que comprende la posición 30-180 y 

finalmente un dominio carboxilo-terminal denominado b-ladder, constituido por los residuos 181-

352 (Fig. 4). Mientras que los dominios Wing y b-ladder son hidrofílicos, el dominio b-roll es 

hidrofóbico y más propenso a interactuar con membranas celulares (Alcon-LePoder et al., 2006).  

 

 

a) 
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Figura 4. Estructura de NS1. a) El dímero de NS1 con una subunidad en gris y la otra coloreada 
por dominio (b-roll en azul, wing en amarillo con un subdominio conector en naranja, b-ladder 
central en rojo). Al lado un diagrama topológico con sitios de glicosilación en verde. b) 
Hexámero de sNS1 correspondiente a DENV-2. Modificado de Akey et al., 2014. 
 

Se ha sugerido que la NS1 intracelular es un cofactor necesario para la replicación viral del RNA 

y la morfogénesis del virión y puede jugar un papel en la modulación de la respuesta inmune innata 

(Alcon-LePoder et al., 2006; Akey et al., 2014). La noción de que los anticuerpos anti-NS1 

participan en la patogénesis del dengue procede de resultados de experimentos que demostraron 

que los anticuerpos monoclonales anti-NS1 tienen reactividad cruzada con el fibrinógeno humano, 

trombocitos y células endoteliales y producen hemorragia en modelos de ratón (Puerta-Guardo et 

al., 2013).  

 

La versión soluble sNS1 puede ser detectada en la sangre de pacientes infectados desde el primer 

día de los síntomas y circular a una concentración de 4 ng/mL hasta 9.48 mg/mL  (Duyen et al., 

2011) durante la fase aguda, siendo considerada de riesgo para dengue grave una concentración 

mayor a 600 ng/mL (Libraty et al., 2002). Diversos estudios sugieren que sNS1 es un mediador 

clave en la patogénesis del dengue. La NS1 recombinante altamente purificada activa los 

macrófagos de ratones y células mononucleares humanas de sangre periférica mediante receptores 

TLR4, llevando a la inducción y liberación de citocinas proinflamatorias y quimiocinas. En adición, 

en modelos in vitro e in vivo de escape vascular, la exposición a rNS1 resultó en la disrupción de 

la integridad de la monocapa endotelial (Beatty et al., 2015; Modhiran et al., 2015).  

 

DENV es capaz de infectar diferentes tipos celulares in vitro, incluyendo células epiteliales, 

endoteliales, hepatocitos, células dendríticas, monocitos, células de médula ósea y mastocitos. A 

b) 
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pesar de esta habilidad para infectar estas células en condiciones de laboratorio, se sigue estudiando 

su papel en la patogénesis de DENV. Sin embargo, candidatos a receptores se han descrito en 

sistemas in vitro tales como heparan-sulfato, ICAM3 específico de células dendríticas, receptor de 

manosa-1 en macrófagos y proteínas de choque térmico (HSP70 y HSP90) (Smit et al., 2011).  

 

Estos estudios sugieren que la NS1 circulante de DENV desencadena disfunción de la barrera 

endotelial, lo cual incrementa la permeabilidad de las células endoteliales humanas in vitro. Estos 

hallazgos abren una nueva ventana de oportunidad para el desarrollo de medicamentos y vacunas. 

La trombocitopenia resulta de supresión transitoria de la médula ósea mediada por interferón g y 

destrucción periférica aumentada de plaquetas durante las fases febril y convalesciente (Mitrakul 

et al., 1987; Mitrakul et al., 1977). Estudios recientes han reportado que NS1 se une a trombina in 

vivo para formar complejos NS1-trombina. Además, in vitro, la rNS1 inhibe la activación de 

protrombina y prolonga el TTPa en plasma humano deficiente en plaquetas. La liberación heparán-

sulfato y condroitín-sulfato (moléculas similares en estructura a la heparina y que simulan su 

función como anticoagulante), los cuales son probablemente removidos por NS1 del glicocálix, 

también pueden contribuir a la hemostasia alterada (Lin et al., 2012). 

 

2.2.3 Diagnóstico 
Después del período de incubación (3-7 días), los síntomas aparecen súbitamente, observándose 3 

fases. La primera es la fase febril, que se presenta con temperatura >38 °C, acompañada de cefalea, 

vómito, mialgias, dolor articular, ocasionalmente rash macular y menos comúnmente se observan 

petequias y/o equimosis y hepatomegalia. La fase crítica, en la que se desarrolla un síndrome de 

extravasación (pérdida vascular), que se caracteriza por: hemoconcentración, hipoproteinemia, 

derrame pleural, ascitis, disminución de la amplitud del pulso, colapso vascular, hipotensión, shock 

y muerte. La fase de recuperación que se caracteriza por la reversión de la alteración en la 

permeabilidad vascular, a las 48-72 horas (Simmons et al., 2012).  

 

La enfermedad por dengue es clasificada clínicamente como dengue con o sin signos de alarma y 

dengue severo (WHO, 2009). La clasificación del 2009 de la OMS reemplazó la anterior 

clasificación de 1997, la cual pasaba por alto dos fenómenos patológicos asociados con la 

enfermedad: filtración plasmática y hemostasia anormal (WHO, 1997). Los abordajes diagnósticos 
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incluyen la detección de viremia, detección de anticuerpos (ELISA) y PCR. La detección de 

anticuerpos IgM anti-DENV es el método de rutina más utilizado en la práctica. Los títulos de IgM 

anti-DENV del suero de pacientes en fase aguda, son medidos para la confirmación serológica de 

la infección, mientras que los pacientes en convalescencia son identificados a través de 

seroconversión de IgM e IgG (Fig. 5) (Guzmán et al., 2016). 

 
Figura 5. Diagnóstico de dengue. La viremia, el antígeno NS1 y los anticuerpos cambian en el 
tiempo, dependiendo del estadio de infección. Tomado de Guzman et al., 2016. 
 

En cuanto a la RT-PCR, es altamente específica, pero tiene una sensibilidad relativamente baja, 

además de consumir tiempo y recursos. La detección de la proteína NS1 más recientemente, ha 

provisto una ventana de oportunidad para el diagnóstico temprano en fase aguda, pero con 

sensibilidad y especificidad dependiente del serotipo (Simmons et al., 2012).  

 

La reciente introducción en áreas endémicas de los CHIKV y ZIKV ha impuesto nuevos retos al 

diagnóstico. Especialmente con DENV y ZIKV, aunque la duración de la viremia es diferente, se 

presenta reactividad cruzada en las pruebas. Para esto se ha trabajado en adecuarlas y en evaluar 

kits que evadan este problema. La Organización Panamericana de la Salud recomienda un nuevo 

algoritmo diagnóstico, con un primer paso de identificación por PCR en tiempo real como 

diferencial de DENV, ZIKV y CHIKV en una fase aguda; además un segundo paso de ser posible, 

con un ELISA para diferenciar DENV y ZIKV (PAHO, 2016).  

 

El dengue es una enfermedad muy dinámica y cuya presentación varía dependiendo de cuatro 

factores principales identificados: el serotipo viral, la genética del huésped, edad, sexo y estado 

inmunológico del huésped. Cabe destacar la importancia del serotipo, ya que, aunque todos son 
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transmitidos por mosquitos de género Aedes y en principio causan las mismas manifestaciones 

clínicas, hay algunas diferencias biológicas respecto a estos (Guzmán et al., 2016).  

 

2.2.4 Tratamiento y prevención 
En cuanto al tratamiento, no hay uno específico. La fiebre por DENV se trata de manera sintomática 

y con vigilancia de datos de alarma. En el caso de DHF y DSS, la mayoría de las medidas van 

encaminadas a la identificación del paciente con riesgo, además del uso de medidas de soporte ante 

los fenómenos de extravasación y edema. El monitoreo prosigue hasta resolverse, posteriormente 

a la fase de convalecencia, la cual pasa rápidamente a la recuperación. La Organización Mundial 

de la Salud ha propuesto clasificaciones, la última de 2009, para identificar y agrupar a los pacientes 

con sintomatología (WHO, 2014).  

 

Por todo lo anterior, se propone el desarrollo de una vacuna como la medida con mayor potencial 

en el control de las arbovirosis. Sin embargo, aún no son bien comprendidos varios de los 

mecanismos de la inmunidad protectora del dengue. Los anticuerpos contra virus son a menudo la 

correlación más usada de la protección. La mayoría de los anticuerpos neutralizantes reconocen la 

proteína E, títulos altos de la misma se han correlacionado con protección en modelos animales. 

No obstante, no hay prueba de que dicha protección esté siempre relacionada, como se ha 

evidenciado en la ausencia de protección contra DENV-2 en algunos individuos vacunados con 

títulos altos de anticuerpos (Guzmán et al., 2016).  

 

El desarrollo de una vacuna protectora contra dengue enfrenta varios retos: idealmente, la vacuna 

debe proteger contra los cuatro serotipos, también debe conferir protección a largo plazo, pero no 

hay modelo animal que replique exactamente la inmunidad humana contra dengue. Muchas 

vacunas están actualmente bajo desarrollo, incluyendo algunas en fase III, bajo prueba de seguridad 

y eficacia. Solo una vacuna ha pasado dicha fase y está disponible para comercialización (Guy & 

Jackson, 2016). 

 

La vacuna CYD-TDV, Dengvaxia; producida por Sanofi Pasteur fue aprobada en 2015 en México 

y posteriormente en Brasil, Filipinas, El Salvador y Costa Rica. Sin embargo, en los estudios multi-

céntricos de fase III, realizados en 5 países de Latinoamérica y 5 países de Asia, se observó 
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protección en individuos seropositivos, mientras que en aquellos que no habían estado expuestos 

anteriormente a dengue, paradójicamente se observaron reacciones tipo dengue grave (Hadinegoro 

et al., 2015).  

 

La protección conferida fue moderada, con cifras globales de 55.7-64.5%, las cuales fueron 

disminuyendo en el tiempo; actuando aparentemente más como un potenciador de la respuesta 

inmune innata, que presentando utilidad como vacuna primo-infección. A partir de estas 

observaciones se ha descrito también una respuesta de tipo inflamatoria, denominada 

“amplificación mediada por anticuerpos” (ADE, antibody dependent enhancement) que explica las 

reacciones tipo dengue grave. La amplificación depende del reconocimiento de la fracción Fc de 

anticuerpos circulantes débilmente neutralizantes que facilitan la entrada de virus, lo que resulta en 

amplificación de la infección y de la respuesta inflamatoria (Hernández-Ávila et al., 2016). 

 

Actualmente se trabaja en vacunas con diferentes diseños, estos incluyen virus atenuados vivos al 

igual que CYD-TDV, vacunas de subunidad o VLPs (virus-like proteins), virus inactivados, 

vacunas de DNA y vacunas de vector viral. Éstas últimas usan diferentes virus como vehículo y 

están centradas en montar y evaluar una respuesta de anticuerpos contra la proteína E (Guzmán et 

al., 2016). Se han identificado diversos inhibidores potenciales en fármacos que originalmente son 

empleadas con otro propósito. Tal es el caso de la Ivermectina, un antihelmíntico que inhibe 

fuertemente la replicación YFV (virus de la fiebre amarilla), DENV y WNV (virus del Oeste del 

Nilo) dirigiéndose contra la proteína helicasa NS3 (Mastrangelo et al., 2012).  

 

2.3 Chikungunya 
CHIKV pertenece al género Alphavirus, familia Togaviridae. La secuenciación del genoma 

completo de CHIKV ha dado lugar a la identificación de cuatro linajes: África occidental (Waf, 

West Africa), África Este/Central/Sur (ECSA, East/Central/South Africa), asiático y linaje Indo-

oceánico (IOL, Indian Ocean Lineage). La enfermedad por CHIKV fue nombrada por la palabra 

en Macondo que significa “el que se dobla”, describiendo la postura en pacientes con dolor 

articular. Esto se hace se notorio al ser el edema periarticular, una manifestación frecuente, 

reportada en 32-95% de los casos (Hochedez et al., 2006).  
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La reconstrucción filogenética de la evolución de CHIKV ha identificado que los linajes asiáticos, 

ECSA (East/Central/South African) y africano occidental hasta 2004 estaban mayoritariamente 

confinados a las regiones geográficas por las cuales fueron nombrados (Schuffnecker et al., 2016; 

Wahid et al., 2017). Los ciclos urbanos de transmisión son posibles debido a los altos niveles de 

viremia desarrollados en individuos infectados (Go et al., 2014) y pueden ser causados derivados 

de CHIKV silvestre a través de vectores puente, como Aedes furcifer (Diallo et al., 2012). Se han 

reportado casos de transmisión materno-fetal (Ramful et al., 2007) y detección de virus en la leche 

materna humana (Campos et al., 2017), aunque el impacto de esto en la infección es aún 

controversial.  

 

La reciente emergencia de CHIKV en el Caribe y su rápida diseminación hacia 45 países en el sur, 

centro y norte de América expuso el potencial que este tiene para generar una epidemia (Petersen 

et al, 2016). La emergencia de CHIKV ha sido trazada filogenéticamente hasta África occidental 

(East/CentralSouth African, or ECSA lineage). El linaje asiático continúa circulando en la región 

de Asia, así como más recientemente en Oceanía y actualmente en América. Una re-emergencia 

moderna del linage Indo-oceánico (IOL), también del este de África, afectó a islas en el Océano 

Índico, India, Sureste de Asia y temporalmente Europa. Finalmente, una cepa distinta de ECSA se 

diseminó directamente a Brazil en 2014 (Nunes et al., 2015).  

 

2.3.1 Epidemiología  
CHIKV no se había encontrado en América hasta 2013, pero la presencia de transmisión autóctona 

del virus fue reportada en la Isla de San Martin en el Caribe en diciembre del mismo año. De ahí 

se diseminó y fue reportada en 43 países del territorio americano, con 1.1 millones de casos 

sospechosos reportados (Braack et al., 2018).  

 

Una nueva cepa de ECSA se diseminó en Brasil, resultando en co-circulación con una cepa asiática 

en Sudamérica. Estos brotes involucraron la transmisión por A. aegypti, excepto por algunas cepas 

IOL que se adaptaron mediante sustituciones glucoproteícas de cubierta para hacer más eficiente 

su transmisión por A. albopictus (Weaver et al., 2017).  Para el periodo de enero del 2015 a 

noviembre de 2016, se reportaron en la región 1.2 millones de casos adicionales (Braack et al., 
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2017).  En 2015 se presentaron 11, 498 casos confirmados de infección por CHIKV en México 

(SINAVE, 2015).  

2.3.2 Características y fisiopatología 
CHIKV es un alfavirus de cadena positiva (+) de RNA, familia Togaviridae, de 11,5 kb de longitud, 

contiene cuatro proteínas no estructurales y tres proteínas estructurales: la cápside y dos 

glicoproteínas que conforman la envoltura (E1 y E2). E1 y E2 son glicoproteínas de superficie de 

439 y 423 aminoácidos, respectivamente (Khan et al, 2002). Estas contienen los mayores epítopos 

virales y participan en la union y entrada del virus en las células objetivo, donde E2 es responsable 

de la unión a receptor y E1 de la fusión de membrana (Fig. 6) (Voss et al, 2010).  

 
Figura 6. Diagrama de las estructuras glicoproteícas de CHIKV. Los dominios de E1: EI, EII y EIII 
son mostrados en rojo, amarillo y azul, respectivamente. Los dominios de E2: A, B y C son 
mostrados en azul, verde y rosa, respectivamente. E1, media la fusión a membrana de célula 
hospedera. La orquilla de fusión (FL, fusion loop) en E1 se representa, esta confiere movilidad al 
heterodímero. E3 (cápside) se muestra en blanco. Modificado de Voss et al., 2010. 

 

CHIKV infecta una gran cantidad de tejidos, incluyendo hígado, páncreas, músculo y nódulos 

linfáticos (Weaver et al., 2015). Los fibroblastos localizados en la dermis, cápsulas articulares, 

fascia muscular e inserciones de músculos tendinosos son importantes blancos virales (Couderc et 

al., 2008). Los síntomas de dolor articular crónico podrían estar relacionados con la persistencia 

de células infectadas o antígenos virales, desencadenando respuestas inflamatorias desencadenadas 

por interleucina-6 (IL-6) y factor estimulante de colonias de granulocito-macrófago (Assuncao-

Miranda et al., 2013). CHIKV es capaz de infectar una gran variedad de líneas celulares adherentes 

y células primordiales, pero falla en infectar o incluso unirse a las líneas celulares de la sangre 

(linfocitos y células dendríticas derivadas de monocito). De manera interesante, macrófagos 

derivados de monocitos parecen ser susceptibles a la infección por CHIKV (Tanabe et al., 2018).  
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Las infecciones maternas de CHIKV también llevan a transmisión vertical al igual que ZIKV. Esto 

ocurre comúnmente durante el nacimiento si hay viremia materna (Weaver et al., 2015). Ambas, 

las infecciones por ZIKV y CHIKV están asociadas a un riesgo incrementado para Síndrome de 

Guillain Barré (GBS), el mismo que no ha sido cuantificado debido a los restos diagnósticos en las 

regiones afectadas (Oehler et al., 2013; Wielanek et al., 2007). La transmisión intraparto de una 

madre virémica a su niño tienen un impacto dramático en el estado del infante. La infección vertical 

es raramente detectada antes del parto, pero ocurre en alrededor de la mitad de las madres con 

viremia durante el parto (Torres et al., 2016). La infección neonatal puede llevar a encefalitis en 

50% de los casos y a falla respiratoria aguda en un 8%, también puede afectar el desarrollo 

neurológico (Gerardin et al., 2014).  

 

2.3.3 Diagnóstico 
El cuadro clínico es de inicio rápido con duración de 5-7 días; la fiebre alta, el dolor severo, la 

inflamación articular y un rash exantemático son los síntomas más comunes. Estos tienden a ser 

mayores en pacientes que sufren de condiciones artríticas crónicas y/o comorbilidades 

inflamatorias (Tandale et al., 2009). La infección aguda puede dejar durante meses secuelas de 

poliartralgia. Durante la infección se presenta trombocitopenia moderada y de manera notable se 

ha reportado una correlación entre el recuento plaquetario bajo, la duración y severidad de la 

enfermedad (Kularatne et al., 2009). 

 

Diversos kits comerciales de ELISA y ensayos serológicos caseros de CHIKV están disponibles 

basados en antígenos completos de virus de los cuales se han reportado sensibildad y especificidad 

variable (Johnson et al., 2016; Yap et al., 2010). Los anticuerpos IgM anti-CHIKV aparecen tan 

rápido como a los tres días después de la infección, pero su presencia es usualmente detectada 

solamente hasta los 3-4 meses. En contraste, los anticuerpos IgG anti-CHIKV están presentes 

durante años y pueden proveer datos sólidos respecto a la seroepidemiología de CHIKV (Azami et 

al., 2013; Kumar et al., 2011).  

 

Sin embargo, frecuentemente es difícil diferenciar los casos agudos de los convalescientes basados 

en la sola detección de IgG en áreas altamente endémicas. A pesar de esta dificultad un estudio 
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internacional reciente reportó que la detección de IgG de infección por CHIKV es más útil que la 

detección por IgM (Niedrig et al., 2009). Se ha reportado recientemente también una proteína E2 

recombinante en células de mamífero, con fines diagnósticos y para la evaluación de vacunas 

(López-Camacho et al., 2019). 

 

2.3.4 Tratamiento y prevención 
No hay tratamiento específico disponible y los antivirales no muestran eficacia. Tampoco hay 

vacuna aprobada disponible. Actualmente, muchas estrategias de producción de vacunas están en 

desarrollo, incluyendo: Virus atenuados vivos, vacunas inactivadas, VLPs (viral-like proteins), 

vacunas de DNA, quiméricas y basadas en subunidad. Varias de estas se encuentran en fase I y II. 

También hay candidatos en fase preclínica de DNA (CHIKV-IRES, inserto de picornavirus) y de 

subunidad (basadas en proteínas E1 y E2), ambas estrategias en desarrollo (Tharmarajah et al., 

2017). 

 

La inmunoterapia pasiva es promisoria en los neonatos expuestos a CHIKV, inmunoglobulinas 

humanas anti-CHIKV purificadas de donadores convalescientes exhiblen una fuere actividad in 

vitro contra CHIKV y efectos protectores fuertes en modelos adultos y crías de ratones (Couderc 

et al., 2009). El desarrollo de vacunas para CHIKV data de 1970 y casi todas las plataformas para 

desarrollar vacunas han sido empleadas para ambos, incluídas una vacuna de partículas similares 

a virus (VLPs, virus like particles) y una vacuna viva empleando el virus de sarampión como vector 

(Ramsauer et al., 2015).  

 

2.4 Zika 
ZIKV pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae, el cual comprende 53 especies de 

virus, que son transmitidas por vector. ZIKV está muy relacionado filogenéticamente con otros 

flavivirus de importancia médica, tales como el de la encefalitis japonesa (JEV), el del Este del 

Nilo (WNV), DENV y el de la fiebre amarilla (YFV). ZIKV fue descubierto por primera vez en un 

mono Rhesus centinela en el bosque de Zika en Uganda en 1947 (Wang et al., 2017). ZIKV se ha 

diseminado rápidamente a lo largo del continente de América, con más de 170,000 casos 

confirmados por laboratorio en 48 países hacia el final del 2016 (Besnard et al., 2014).  
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Además de la transmisión por la picadura de los mosquitos Aedes, puede ser transmitido por 

contacto sexual, transmisión vertical y transfusiones sanguíneas (Weaver et al., 2018). La 

transmisión sexual, principalmente de hombre a mujer, ha sido detectada en muchos viajeros 

infectados en epidemias los cuales subsecuentemente fueron transmitidos a sus parejas sexuales en 

regiones de Norte América y Europa. Estos hallazgos han sido respaldados por la detección de 

RNA de ZIKV en semen hasta seis meses posteriormente a la infección (Barzon et al., 2016).  

 

2.4.1 Epidemiología  
Por muchos años la infección por ZIKV fue esporádica, permaneciendo como una enfermedad 

leve, quizá siendo sub-reportada debido a que los síntomas son similares a otras enfermedades 

agudas febriles endémicas en las mismas regiones. El primer brote de ZIKV reportado fuera de 

África y Asia ocurrió en la isla de Yap, seguido en 2013 de un segundo brote originado en la 

Polinesia francesa. Desde entonces ZIKV, se ha diseminado ampliamente a través de América 

(Braack et al., 2018).  

 

ZIKV captó la atención global debido a su rápida diseminación desde la primer detección en Brasil 

en Mayo del 2015 hacia otros 22 países y territorios de las Américas (Petersen et al, 2016). ZIKV 

es clasificado en 2 linajes: cepas africana y asiática (Kikuti et al., 2018), pero comparten más del 

95% de identidad de aminoácidos con un único serotipo a diferencia de otros virus altamente 

relacionados como el DENV compuesto de 4 serotipos (Chouin-Carneiro et al., 2016).  

 

2.4.2 Diagnóstico 
Los síntomas clínicos incluyen fiebre, exantema maculopapular, conjuntivitis no purulenta y 

trombocitopenia moderada que puede estar asociada a hemorragia. La infección por ZIKV se ha 

asociado a un incremento de 20 veces en casos de microcefalia, el virus se ha identificado en líquido 

amniótico de embarazadas cuyos fetos presentaron microcefalia. También se ha aislado en diversos 

fluidos corporales incluyendo el líquido seminal, por lo que se ha sido descrito además como una 

enfermedad de transmisión sexual. ZIKV se ha asociado con síndromes inmunológicos graves, 

tales como el síndrome de Guillain-Barré (Fauci et al., 2016).  

 

La detección de RNA de ZIKV en suero está limitada a los primeros 5 días de la enfermedad. La 

orina puede ser la muestra de elección para aumentar la ventana de detección: la positividad de 
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PCR es posible debido a una ventana más larga, y la carga viral aumentada facilita la tipificación 

del virus. Es posible detectar IgM hasta por 2 a 12 semanas. En pacientes con síntomas, el suero 

debe ser recolectado 4 días después del inicio de la enfermedad. Los tests tanto de IgG como de 

IgM presentan reactividad cruzada con DENV y otros flavivirus. Existen protocolos para la 

diferenciación de la causa primaria de la infección, la prueba de neutralización por reducción de 

placa puede clarificar los resultados ante una situación de reactividad cruzada; sin embargo, es 

laboriosa y cara (Paixao et al., 2017). 

 

2.4.3 Características y fisiopatología 
Cuenta con un genoma similar a la de otros flavivirus como DENV, conformado por diez proteínas, 

entre estructurales (D, E y M) y no estructurales, que se procesan desde un polipéptido hasta las 

proteínas maduras (Fig. 7). Contiene un mRNA de 11kb, con múltiples copias de las proteínas de 

la cápside, las cuales rodean su estructura icosaédrica. Consta de cerca de 500 aminoácidos en la 

envoltura (E) y aproximadamente 75 aminoácidos en la membrana (M). Contiene cerca de 165 

aminoácidos formando prM (forma prematura). Todas ellas ancladas en la membrana lipídica. El 

genoma también codifica para siete proteínas no estructurales (NS); involucradas en la replicación, 

ensamble y antagonización de la respuesta innata del huésped a la infección (Slon-Campos et al., 

2018).  

 
Figura 7. Representación esquemática de la organización del genoma de los flavivirus y 
procesamiento de polipéptido a proteínas virales maduras. Modificado de Slon-Campos et al., 
2018 
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ZIKV es capaz de infectar una gran cantidad de tejidos y órganos, incluyendo la piel (fibroblastos, 

queratinocitos epidérmicos, células dendríticas inmaduras) y el ojo (células ganglionares, neuronas 

bipolares, nervio óptico, córnea y humor acuoso) (Miner et al., 2017; Hamel et al., 2015). La 

infección de semen, esperma y testículos (células de Leydig, células de Sertoli, espermatogonias) 

son los principales posibles responsables de la transmisión sexual (Barzon et al., 2016). No se ha 

determinado si el GBS en ZIKV ocurre como consecuencia de la infección viral o de mecanismos 

autoinmunes de reactividad cruzada que tengan como blanco neuronas o células gliales (Parra et 

al., 2016; Li et al., 2016). También se desconocen los mecanismos asociados con la invasión 

cerebral. AXL, un co-receptor de ZIKV expresado en células progenitoras corticales podría 

explicar dicho tropismo (Nowakowski et al., 2016). Finalmente, ya que ZIKV también es capaz de 

infectar células nerviosas progenitoras adultas, efectos a largo plazo en la plasticidad neuronal, 

aprendizaje y memoria se pueden esperar.  

 

2.4.4 Tratamiento y prevención. 
No hay tratamiento médico específico disponible. De acuerdo a la OMS, existen al menos 45 

candidatos de vacunas para ZIKV que han estado en fase preclínica. Cinco de estos candidatos, 

han entrado a ensayos clínicos de Fase I. Debido a que el síndrome por Zika se puede desarrollar 

por infección en cualquier punto del embarazo, se desconoce si la magnitud de la viremia está 

asociada con la misma. Podría no ser suficiente por lo tanto que las vacunas contra ZIKV confieran 

protección ante la enfermedad sintomática, sino también, necesiten ser capaces de prevenir el 

síndrome congénito por Zika (Durbin & Wilder-Smith, 2017).  

 

El manejo actual es principalmente de soporte. El dolor articular y la mialgia requiere analgésicos 

y médicamentos no esteroideos. El manejo del GBS requiere monitoreo de la función respiratoria 

con apoyo ventilatorio cuando se requiera, también las Ig intravenosas o plasma pueden ser útiles 

(van den Berg et al., 2014). Por otro lado, daptomicina, mefloquina y azitromicina inhibien la 

replicación in vitro de ZIKV (Barrows et al., 2016). La asociación entre ZIKV y GBS genera 

preocupación que esta manifestación resulte de causa autoinmunitaria, ya que cualquier vacuna de 

ZIKV podría enmascarar un riesgo similar. 
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2.5 Detección por métodos serológicos y uso de proteínas recombinantes  
El método más ampliamente utilizado para el diagnóstico serológico de las infecciones por los tres 

arbovirus es el ELISA (Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay) indirecto. Entre las ventajas que 

otorga respecto a otros métodos destacan el ser rápido, sencillo de realizar, menos costoso, fácil de 

estandarizar y con posibilidad de automatización, pero con algunas limitantes. Sin embargo, otros 

métodos son más específicos y la detección por ELISA también es dependiente del antígeno a 

utilizar (Rocha et al., 2013).  

 

El diagnóstico por laboratorio depende del aislamiento de RNA específico de virus o de antígenos, 

también de la identificación de anticuerpos específicos. La mayoría de los métodos serológicos 

para la detección de infección por arbovirus usan virus completos como antígeno, lo cual resulta 

en falsos positivos dada la reactividad cruzada con otros flavivirus. El uso de preparaciones de 

virus completo implica riesgo biológico (Priya et al., 2014). El uso de proteínas recombinantes 

evita los problemas asociados con las preparaciones que emplean antígenos de virus completo 

(Rocha et al., 2013).   

 

Respecto a la reactividad cruzada se han desarrollado y propuesto una serie de proteínas 

recombinantes cuyo uso dé como resultado un ensayo serológico específico. Muchas de las 

proteínas empleadas para desarrollar ensayos serológicos también se han aprovechado para generar 

vacunas basadas en virus como plataforma que exprese dichas proteínas.  

 

Entre los ejemplos de este tipo de abordaje se encuentra el de NS1, proteína no estructural en ZIKV 

y DENV, entre otros flavivirus, que se ha empleado como base en métodos serológicos para evitar 

reactividad cruzada entre ambos virus. En el caso de ZIKV se han empleado adenovirus como 

plataforma para producir vacunas expresando la proteína de cubierta (E) y la proteína de membrana 

(prM) en una forma secretoria con una deleción en su zona de anclaje a la membrana (López-

Camacho et al., 2018).  

 

En el caso de los 3 arbovirus se ha empleado a la proteína E como blanco para el desarrollo de 

vacunas de subunidad y ensayos diagnósticos de IgG e IgM, particularmente para CHIKV se ha 

empleado a la proteína E2. Las proteínas de cubierta (E) son sumamente importantes como blanco 

ya que la respuesta por anticuerpos se forma en su mayoría contra éstas. El desarrollar métodos 
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diagnósticos robustos contra estas no solo ayuda a obtener un mejor diagnóstico, sino también en 

la validación de muchos candidatos de vacunas que se encuentran en fases de pruebas clínicas 

(Verma et al., 2016).  

 

2.6 Estado serológico de individuos 
De acuerdo la Organización Mundial de la Salud la seroprevalencia define a la proporción de 

personas en una población que han sido infectadas con un virus, es decir la proporción de 

individuos seropositivos (WHO, 2014). La seroconversión va del periodo de infección a la 

presencia de anticuerpos contra el virus, presentes en la sangre.  

 

Se han realizado pocos estudios de seroprevalencia en México de población sana. También es 

importante señalar que, en el caso de algunos arbovirus, la transmisión puede ser horizontal; por 

transfusiones o contacto con sangre y otros fluidos. El personal de salud puede estar expuesto a la 

transmisión por arbovirus mediante el ciclo humano-mosquito-humano, pero también mediante 

transmisión horizontal; además hay transmisión vertical en la población general, particularmente 

para ZIKV. 

 

2.7 Respuesta inmune contra arbovirus. 
2.7.1 Respuesta inmune humoral contra flavivirus. 
El desarrollo de anticuerpos neutralizantes (nAbs) es considerado crucial para la respuesta inmune 

a infeciones virales. En el caso de los flavivirus, las proteínas E, prM y NS1 son los principales 

blancos de la respuesta por anticuerpos. La neutralización de flavivirus mediada por anticuerpos 

sigue un modelo que depende del número de moléculas de anticuerpo que se une al virión. Este 

umbral depende de la afinidad de los anticuerpos y la accesibilidad a epítopos (Slon-Campos et al, 

2018). La afinidad está fuertemente influenciada por la heterogeneidad estructural y explica porqué 

los anticuerpos altamente neutralizantes usualmente se dirigen a epítopos altamente accesibles, 

mientras que los anticuerpos pobremente neutralizantes tienden a dirigirse a epítopos crípticos y 

de poco acceso. Debido a que las superficies expuestas tienen mayor grado de variación entre 

flavivirus, la mayoría de los anticuerpos monoclonales (mAbs) fuertemente neutralizantes son 

específicos de tipo, mientras que los anticuerpos que promueven la ADE tienden a tener epítopos 

con alta reactividad cruzada (Rey et al., 2018).  
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La hipótesis de amplificación mediada por anticuerpos fue propuesta para explicar el incremento 

de la patogenicidad de las infecciones por DENV y las infecciones primarias en infantes nacidos 

de madres inmunes a dengue (Halstead et al., 1973; Halstead et al., 1977). Las partículas virales 

opsonizadas pueden ser internalizadas en células mieloides por endocitosis mediada por receptor 

Fcg, llevando así a una replicación viral mayor y cargas virales pico. La ADE ha sido ya demostrada 

tanto en modelos in vitro como in vivo y casi cualquier anticuerpo presente en concentraciones 

subneutralizantes tiene potencial para inducir ADE (Pierson et al., 2007).  

 

La demostración del riesgo incrementado de DHF/DSS durante el primer año de vida explica 

porqué los infantes infectados nacidos de madres inmunes a DENV correlaciona con la declinación 

de anticuerpos adquiridos de la madre, siendo una de las evidencias más convincentes para la 

patogénesis mediada por ADE (Kliks et al., 1988). Finalmente, el incremento de hospitalización 

por dengue sintomático secundario a la vacunación (con Dengvaxia), comparado con vacunas 

control (Hadinegoro et al., 2015), se cree es resultado de la vacuna que sensibiliza, pero no protege 

a individuos sin infección previa promoviendo ADE después de una infección natural (Halstead et 

al., 2016). Estudios sugieren que los anticuerpos que se dirigen a prM y FLE, que son pobremente 

neutralizantes, son el componente primario en suero responsable de la ADE in vivo e in vitro (de 

Alwis et al., 2014).   

 

La infección con cualquier tipo de DENV resulta en inmunidad homotípica a largo plazo con un 

corto periodo de inmunidad heterotípica (Sabin et al., 1952; Montoya et al., 2013). Solo una 

pequeña fracción de anticuerpos circulantes en individuos inmunes monotípicamente neutralizan 

DENV homólogo. Durante meses subsecuentes los anticuerpos se vuelven más específicos a un 

serotipo de DENV que cause la infección. Estos cambios se han observado in vivo y correlacionan 

con las observaciones in vivo. Los humanos inmunes monotípicamente demuestra un periodo 

inicial corto de protección cruzada contra DENV heterotípico (aproximadamente por dos meses) y 

un periodo más largo de protección contra la enfermedad severa (aproximadamente 2 años) causada 

por infecciones heterotípicas de DENV (Wahala et al., 2011). Los anticuerpos neutralizantes 

circulan de por vida y se piensa que explican la protección a largo plazo contra re-infecciones 

homotípicas de DENV (Halstead et al., 1974; Guzman et al., 2000). 
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2.7.2 Respuesta inmune celular contra flavivirus. 
La relativa contribución de los linfocitos T a la protección contra dengue aún no es bien entendida, 

aunque hay evidencia creciente que los componentes, tanto celular como humoral, son requeridos 

para prevenir la infección, manifestar la enfermedad leve y la enfermedad severa (Yauche et al., 

2009; Zompi et al., 2012; Weiskopf et al., 2013). Se han mapeado diferentes epítopos de células T 

para la mayor parte del protemo de DENV, tanto en pacientes infectados como en voluntarios 

vacunados con la vacuna tetravalente viva atenuada. Aunque las células T CD8+ tienen como 

blanco preferencial NS3, NS5 y NS4b, las céluals T CD4+ tienen como blanco preferencial NS1 

(Duangchinda et al., 2010; Rivino et al., 2013).  En humanos, de manera similar a modelos 

animales, la filtración excesiva de células T puede llevar a la inmunopatogénesis; de hecho, el daño 

citotóxico mediado por ambos, células T CD4+ y CD8+ ha sido descrito en pacientes infectados 

con YFV y la magnitud de la respuesta de células T está correlacionada con la severidad de la 

infección por DENV (Mongkolsapaya et al., 2003).  

 

En infecciones subsecuentes de virus con secuencia relacionada, la respuesta secundaria que 

involucra tantos anticuerpos como células T, puede ser dominada por la llamada de células de 

memoria generadas durante la respuesta primaria. Debido a que virus infectantes primarios y 

secundarios pueden diferir substancialmente, la llamada de memoria puede llevar a la movilización 

de clonas de poca afinidad, lo cual puede comprometer la infeccion secundaria, un proceso llamado 

“pecado original antigénico” (Webster et al., 1966). Se ha observado que respuestas de células T 

contra la infección de ZIKV se han movilizado más rápidamente en presencia de inmunidad 

preexistente contra DENV que en presencia de infección por ZIKV en pacientes sin infección 

previa DENV. Esta poco claro si estas respuestas de reactividad cruzada son protectoras o a través 

de un proceso de pecado original antigénico, exacerben la infección por ZIKV (Grifoni et al., 

2017).  

 

La necesidad de generar respuestas neutralizantes duraderas y balanceadas contra los cuatro 

serotipos de DENV para evitar el riesgo de ADE es imperante. Esto se complica aún más por la 

falta de modelos animales inmunocompetentes para la infección de DENV, la patogénesis y la falta 

actual de correlatos humanos de protección robustos (Kirkpatrick et al, 2016).  
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2.7.3 Respuesta inmune humoral contra alfavirus (chikungunya). 
En humanos, la IgG anti-CHIKV es detectada durante el periodo de convalescencia temprana, con 

predominancia del isotipo IgG3. Tanto en humanos como en ratones, la respuesta inmune mediada 

por anticuerpos anti-CHIKV parece estar dirigida principalmente contra la glicoproteína de 

envoltura E2. La aparición temprana de estos anticuerpos correlaciona con proteccion contra 

complicaciones crónicas de CHIKV (Kam et al., 2012). Aunque las proteínas no estructurales están 

asociadas con el proceso de replicación viral, estas no están empacadas en los viriones finales. Por 

lo tanto, las proteínas estructurales (principalmente las proteínas de superficie E2 y E1) son blancos 

clave en inducir la inmunidad humoral y la mayoría de los anticuerpos en las vacunas contra 

CHIKV (Powers et al., 2018).  

 

Ambas, tanto la respuesta inmune mediada por anticuerpos en humanos como en ratones, se dirigen 

primordialmente contra la proteína E2 de CHIKV. Además, se ha estimado que la mayoría de los 

anticuerpos (70-80%) se dirigen contra un único epítopo lineal (E2EP3) en el extremo N-terminal 

de la proteína E2 (Kam et al., 2012; Smith et al., 2015; Weber et al., 2015). En muestras de plasma 

de pacientes convalescientes, los anticuerpos anti-E2 mostraron ser más persistentes por hasta 21 

meses, a diferencia de anti-E3, anti-cápside y antinsP3 que estuvieron solo presentes en el curso 

temprano de la enfermedad (Kam et al., 2012). De acuerdo al mapeo de epíptopos, los anticuerpos 

monoclonales producidos solo contra los epítopos en la superficie externa (y que no encaran el 

interior de la estructura trímerica E2/1) fueron neutralizantes (Fong et al., 2014).  

 

2.7.4 Respuesta inmune celular contra alfavirus (chikungunya). 
Los monocitos y macrófagos derivados de monocitos parecen tener un papel central en la patología 

articular asociada a CHIKV. El límite interno de las articulaciones sinoviales está formado por 

células sinoviales similares a macrófago y sinoviocitos similares a fibroblasto, estos últimos son 

conocidos por ser importanes para la patogénesis de la artritis reumatoide (Bartok & Firestein., 

2010). Cultivos in vitro de sinoviocitos son susceptibles a la infección por CHIKV, lo cual resulta 

en la secreción de IL-6, IL-8, CCL2/MCP y RANKL por parte de las células infectadas. Los 

sobrenadantes de estos sinoviocitos infectados con CHIKV inducen la migración de monocitos así 

como la diferenciación de monocitos/macrófagos a células similares a osteoclastos que producen 

altos niveles de mediadores de la artritis, como IL-6 y TNF-a (Phulkia et al., 2013). En la fase 

crónica los macrófagos actúan como reservorios celulares de CHIKV y reguladores del balance 
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local entre linfocitos en tejidos dañados que se han infiltrado con otras células proinflamatorias 

mononucleares. Dichos infiltrados se han observado en músculos de ratones infectados por CHIKV 

(Tanabe et al., 2018).  

 

2.8 Limitantes en los estudios seroepidemiológicos 
Los estudios seroepidemiológicos presentan limitantes metodológicas como la disponibilidad de 

recursos humanos y tecnológicos en los lugares en los que se pretenden realizar. También es 

importante destacar que los servicios de salud y los profesionales clínicos están capacitados para 

la detección de casos en agudo, durante los brotes. Por último, está también el problema de la 

reactividad cruzada entre los diversos virus y la imperante necesidad de métodos diagnósticos más 

fiables (Fritzell et al., 2018).  

 

A pesar de lo anterior, la importancia de los estudios seroepidemiológicos radica en la posibilidad 

de medir los niveles de inmunidad de la población sin depender de la corta ventana de detección 

que presentan los individuos con sintomatología en fase aguda (Fritzell et al., 2018).  

 

2.9 Antecedentes de los estudios de seroprevalencia. 
2.9.1 Antecedente de los estudios de seroprevalencia en la población mundial. 
La seroprevalencia de las arbovirosis se ha estudiado en menor proporción que la incidencia a nivel 

mundial, debido en gran parte a los retos logísticos que estos estudios implican. Se han empleado 

diversas estrategias para la obtención de la población objetivo, realizándose estudios en mujeres 

embarazadas, donadores de sangre, niños, grupos de edad y población general. También se han 

orientado a la obtención de suero en un área estratégica de reclutamiento como hospitales, centros 

de donación de sangre, domicilio u otros centros de reclutamiento específicos. Otra diferencia 

importante han sido las técnicas empleadas para la determinación de seropositividad. Entre las 

técnicas empleadas destacan el ELISA indirecto (IgG e IgM), ensayos de neutralización por 

reducción de placas (PRNT, Plaque Reduction Neutralization Test) y RT-PCR; siendo el ELISA 

indirecto de IgG el más predominante en los estudios de seroprevalencia, ya sea solo o en 

combinación con alguna otra técnica (Fritzell et al., 2018).  

 

En una revisión de la bibliografía de todos los estudios de seroprevalencia CHIKV, DENV y ZIKV 

publicados de 2010-2018 en inglés y en francés, los tests más reportados fueron ELISA de IgG, 
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con más de la mitad de los estudios empleando el método indirecto (77% de los estudios), seguido 

por ELISA de IgM (37.3%) y pruebas de neutralización (PRNT, Plaque Reduction Neutralization 

Test y tests de microneutralización) (25.4%). La mayoría de los tests fueron combinados con otros 

métodos a excepción de ELISA IgG, el cual fue realizado de manera aislada en un tercio de los 

casos. Los resultados mostraron que los ensayos de neutralización de virus aún son ampliamente 

usados, a pesar de su naturaleza tediosa, ya que pueden diferenciar exposición a dengue monotípica 

de la de múltiples tipos y son considerados el estándar de oro en cuanto a pruebas serológicas de 

anticuerpos dada su especificidad. Aproximadamente, el 9% de los estudios abordaron las 

infecciones singulares y múltiples de DENV empleando ensayos de neutralización y uno llevó a 

cabo PRNT y ELISA de NS1 específico de serotipo de IgG (Fritzell et al., 2018).  

 

Más de la mitad de los estudios que emplearon ELISA de IgG usaron método indirecto, lo cual es 

recomendado, ya que permite la detección de menores niveles de anticuerpos que el método directo 

y por lo tanto son más sensibles. La mayoría de los tests comerciales de ELISA IgG tienden a tener 

alta sensibilidad, pero sufren de baja especificidad debido a la reactividad cruzada con otros 

arbovirus circulando en un área geográfica específica. Solo los tests de neutralización miden 

parámetros biológicos de neutralización in vitro de los virus y son los tests serológicos más 

específicos para virus (Fritzell et al., 2018).  

 

2.9.2 Antecedentes de los estudios de seroprevalencia en población mexicana. 
La literatura respecto a estudios seroepidemiológicos en nuestro país sobre arbovirosis también es 

escasa y reporta una prevalencia variable entre diversas regiones. En el mismo se ha estudiado la 

dinámica de las enfermedades para arbovirus principalmente en su incidencia durante los brotes. 

Un estudio realizado en estudiantes universitarios durante los meses de septiembre a noviembre 

del 2005, arrojó una prevalencia de 9.1% empleando ELISA indirecto de IgG contra DENV; siendo 

probablemente el primer estudio de seroprevalencia en México en individuos aparentemente sanos 

(Sánchez-Burgos et al., 2008). 

 

También se cuenta con estudios de seroprevalencia en población general del estado de Yucatán en 

2014 con una seroprevalencia de 73.6% y en población infantil entre 2015-2016, con 

seroprevalencia de 46.8% para anticuerpos contra DENV en dicha población (Pavía-Ruz et al., 
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2018). Por su parte, Sanofi Pasteur realizó diversos estudios de seropositividad en países de 

América Latina y Asia, encontrando una prevalencia de 10.5% para anticuerpos contra DENV en 

un área no endémica de la Ciudad de México (n=126) (L’Azou et al., 2018). También se cuenta 

con un estudio de seroprevalencia de anticuerpos contra DENV en 22 estados de la república con 

una seropositividad global del 33.5%, en donde se clasificó a Michoacán dentro del grupo de 

estados con baja seropositividad, con un promedio en dicho grupo de un 13.3% (Amaya-Larios et 

al., 2018); sin embargo, no se cuenta aún con un estudio independiente en dicho estado. Por lo que 

respecta a CHIKV solo se cuenta con un estudio en el estado de Morelos, en donde la 

seropositividad global registrada para anticuerpos contra dicho virus es de un 29.5% en la 

población general. En el caso de ZIKV solo se cuenta con registros de los casos reportados por la 

OMS y una estimación con base a dichos datos de noviembre del 2015 hasta agosto del 2016 

(Cortés-Escamilla et al., 2018).  
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3. Justificación 

 
Las infecciones por arbovirus emergentes, chikungunya (CHIKV), dengue (DENV) y Zika (ZIKV) 

son un grave problema de salud pública. Se estima que dicha problemática no encuentre una 

solución notoria, especialmente en áreas endémicas o de brote sin un método efectivo para su 

control, tal como el desarrollo de alguna vacuna.  

 

Para el desarrollo de vacunas y otros medios de prevención es importante contar con datos sobre 

la prevalencia y distribución, factores de riesgo y seroconversión en la población, principalmente 

para el diseño y evaluación de la efectividad de los mismos 

 

Los sistemas de vigilancia epidemiológica y los estudios de incidencia han servido principalmente 

para evaluar la dinámica de estos virus. Sin embargo, pocos son los estudios seroepidemiológicos 

que evalúen la prevalencia en sujetos aparentemente sanos y la seroconversión en una muestra de 

la población general.  Esta propuesta se enfoca hacia la obtención de estos datos respecto a los 

arbovirus con mayor distribución en nuestra región. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

61 

4. Hipótesis 

 

En la población michoacana existe una prevalencia de sujetos positivos para anticuerpos contra 

arbovirus CHIKV, DENV y ZIKV mayor a la reportada por los sistemas de vigilancia 

epidemiológica y a su incidencia, dentro de los mismos periodos del estudio.  

 

5. Objetivos 

 

5.1 Objetivo General:  
 

Determinar la seroprevalencia y perfil de anticuerpos en población aparentemente sana del estado 

de Michoacán, frente a virus CHIKV, DENV y ZIKV en el periodo de un año.  

 

5.2 Objetivos Específicos: 
 

- Estandarizar un ensayo de ELISA indirecto, empleando proteínas recombinantes de los tres 

arbovirus de interés y analizar su correlación con otro ensayo serológico estándar como es 

la neutralización por reducción en placa (PRNT).  

- Determinar la seroprevalencia de anticuerpos dirigidos contra proteínas estructurales y no 

estructurales de arbovirus CHIKV, DENV, y ZIKV. 
- Correlacionar los datos de seroprevalencia obtenidos con variables sociodemográficas en 

la población estudiada. 
- Determinar la seroconversión de individuos en nuestra muestra poblacional, a los 6 y 12 

meses del inicio del estudio. 
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6. Estrategia experimental 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Muestreo 
sangre 

periférica

•Biometría hemática, separación y conservación de suero y plasma (-70 °C).
•Tamizaje por ELISA indirecto, determinación de prevalencia general, prevalencia 
conforme a variables sociodemográficas.

Muestreo 
sangre 

periférica (6 
meses)

•Recuperación de voluntarios, separación y conservación de suero y plasma (-70 °C).
•ELISA indirecto (determinación de seroconversión), reevaluar estandarización mediante curva 

estándar.
•Prueba de neutralización en placa en sueros seleccionados y correlación con ELISA indirecto.

Muestreo 
sangre 

periférica (12 
meses)

•Recuperación de voluntarios, separación y conservación de suero y plasma (-70 °C).
•ELISA indirecto (determinación de seroconversión), reevaluar estandarización mediante 

curva estándar.

Obtención de sangre periférica a conveniencia mediante sistema 
vacutainer. 

Análisis estadístico  
• Cálculo de proporciones para la prevalencia general y por 

variables sociodemográfica, seroconversión e intervalos de 
confianza.  

• Determinación de significancia estadística de variables 
sociodemográficas por test de exacto de Fisher o Chi 
cuadrada de Pearson y de correlaciones de Pearson para 
ELISA y ensayos de neutralización.  

• SPSS versión 23 y Prisma GraphPad versión 8.  
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7. Metodología 

 

7.1 Tipo de Estudio:  
Prospectivo, longitudinal, exploratorio y observacional.  

 

7.2 Consideraciones éticas: 
Este trabajo se basa en el código de Helsinki, en su versión 2013; así como en la NOM-004-SSA3-

2012 del expediente clínico en cuanto a los datos del paciente en un cuestionario (Anexo 1) y la 

obtención de un consentimiento informado (Anexo 2). Al mismo tiempo, con base en la NOM-

166-SSA1-1997 referente al funcionamiento correcto del laboratorio clínico se toman las 

consideraciones para la extracción de la muestra de sangre periférica. La misma se considera un 

procedimiento de riesgo mínimo para el paciente. 

 

Todo lo anterior previa aprobación del protocolo, incluyendo a los comités de ética del Hospital 

General “Dr. Miguel Silva” y la Facultad de Ciencias Médicas y Biológicas “Dr. Ignacio Chávez” 

(Anexos 3 y 4, respectivamente).  

 

El cuestionario (Anexo 1) incluye consideraciones en cuanto a: enfermedades infecto-contagiosas; 

enfermedades crónicas concomitantes como hipertensión arterial sistémica, diabetes mellitus, 

obesidad (IMC), valoración antropométrica; toma de signos vitales, tales como tensión arterial 

sistólica y diastólica y temperatura, para valorar estado de salud. Las mismas se anexan a un 

expediente confidencial de los participantes en el estudio, junto con la carta de consentimiento 

informado y los resultados de la biometría hemática.  

 

Se anexan cuestionarios (Anexo 1), resultados de biometría hemática y de ELISA indirecto 

conforme se realizan, en una base de datos confidencial en Excel y SPSS en su versión 23.  
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7.3 Criterios de selección de participantes  
7.3.1 Criterios de inclusión  
- Edad igual o mayor a 18 años.  

- Individuos aparentemente sanos dedicados al área de la salud interesados en participar, en 

contacto con pacientes en el Hospital General “Dr. Miguel Silva”. 

- Individuos aparentemente sanos que cursen estudios de licenciatura en la Facultad de Ciencias 

Médicas y Biológicas “Dr. Ignacio Chávez”.  

- Individuos sanos residentes de la ciudad de Morelia que deseen participar en el estudio. 

 

7.3.2 Criterios de exclusión: 
Edad menor a 18 años, enfermedad grave o crónica mal controlada.  

 

7.3.3 Criterios de eliminación. 
-  Pacientes que decidan retirarse del estudio en cualquier momento.  

- Muestras sanguíneas lipémicas o con hemólisis, así como aquellas no criopreservadas dentro de 

un tiempo menor a una hora posterior a la toma de muestra.  

 

7.4 Manejo de la muestra de sangre periférica  
7.4.1 Obtención y procesamiento de suero y plasma.  
Según lineamientos de la Red Nacional de Laboratorios de Salud Pública, se obtuvieron muestras 

de sangre venosa mediante venopunción períferica con sistema vacutainer en 2 tubos sin 

anticoagulante rojos sin gel separador o amarillos con gel separador para un volumen de 5 ml cada 

uno, 1 tubo (citrato de sodio 3.2%) con 2.7 mL y 1 tubo (EDTA K2) con 3 mL.  En total se 

obtuvieron 4 tubos.  

 

Una vez tomadas las muestras, se transportaron y/o almacenaron los tubos con suero y el tubo con 

plasma en refrigeración (2 a 8°C). Se permite la retracción del coágulo en el caso de los tubos sin 

anticoagulante. Después de transportarse al laboratorio de Hemostasia y Biología Vascular, en la 

Facultad de Ciencias Médicas y Biológicas “Dr. Ignacio Chávez”, se centrifugaron a 3 500 g por 

15 minutos para separación de suero y plasma.  

 

Se conservaron las muestras a -70 ºC hasta realización de ELISA indirecto, distribuidas por 

alícuotas en microtubos de 1.5mL, procurando obtener 8-10 alícuotas de 200-400 µl para suero y 
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de 4-5 alícuotas de 200-400 µl para plasma de cada voluntario. Se almacenaron las alícuotas 

rotuladas con los siguientes datos: iniciales, siglas del nombre y apellidos del voluntario, número 

de identificación del voluntario y fecha de procesamiento. Se etiquetaron según tipo de muestra y 

color de tubo del cual fue obtenida.  

 

7.4.2 Procesamiento de biometría hemática  
Ésta se procesó en la clínica universitaria de la Facultad de Ciencias Médicas y Biológicas “Dr. 

Ignacio Chávez” o en el Hospital General “Dr. Miguel Silva”, según el sitio de muestreo, 

entregándose al personal de laboratorio posteriormente a la obtención de la muestra.  

 

7.5 Tamaño de la muestra poblacional 
En este estudio se trabajó con una muestra a conveniencia de voluntarios reclutados en un periodo 

de tiempo de 3 meses (septiembre a noviembre del 2018). Lo anterior conforme a la disponibilidad 

de voluntarios en las instituciones en las que se realiza el muestreo.  

 

7.6 Obtención de datos sociodemográficos principales y antecedentes. 
Del cuestionario aplicado de acuerdo al Anexo 1 se obtienen diversos datos de la población, 

mismos que fueron empleados para generar subgrupos y establecer la significancia estadística al 

compararse los mismos (véase sección 8.3). Se destacaron las principales variables estudiadas en 

la literatura (edad y sexo) y otras de interés para este trabajo (procedencia, viaje a zona endémica, 

personal de salud y diagnóstico previo de arbovirosis). Se consideraron como área endémica 

aquellos municipios con reportes de alto número de casos durante el año previo y de inicio de este 

estudio de acuerdo a los reportes previos del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica 

(SINAVE, 2019).  
 

7.7 Protocolo general para realización de ELISA indirecto  
Se utilizaron como antígenos las proteínas recombinantes estructurales y no estructurales de 

CHIKV (E2), DENV (NS1 β-ladder) y ZIKV (NS1 β-ladder) en placas de poliestireno con 96 

pocillos conforme a cada proteína con la inmunoglobulina de interés: IgG-CHIKV E2, IgG-DENV 

NS1 β-ladder, IgG-ZIKV NS1 β-ladder, IgM-CHIKV E2, IgM-DENV NS1 β-ladder y ZIKV NS1 

β-ladder.  
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Se realizó un tamizaje con cada variedad de placa, empleándose suero de cada voluntario a una 

dilución de 1:200, así como también PBS para introducir blancos por duplicado al inicio de cada 

placa. La densidad óptica (D.O.) de dicho blanco se restó de los valores obtenidos en cada pocillo 

correspondiente a una muestra. Al no contarse con un pool de sueros positivos para las arbovirosis 

a analizar durante el primer muestreo, se utilizaron cuatro muestras de suero obtenidas previamente 

en un estudio anterior sobre incidencia en el área endémica de Lázaro Cárdenas, Michoacán, como 

controles positivos. Estos contaron con diagnóstico previo por ELISA y PCR para IgG e IgM de 

DENV y ZIKV y para los tres virus, respectivamente.  

7.8 Realización y estandarización de ELISA indirecto. 
Adaptando un protocolo previamente reportado (Kim et al. 2019), se emplearon pipetas multi-canal 

para sensibilizar placas de 96 pocillos (Maxisorp, NUNC) con 2µl/mL de antígeno para las placas 

de CHIKV y  3µl/mL de antígeno  para las placas de DENV y ZIKV (proteínas recombinantes E2 

de CHIKV, NS1 β-ladder de DENV y NS1 β-ladder de ZIKV, Oxford Jenner Institute), diluidos 

en PBS (Sigma D-8537), añadiendo 50 µl por pocillo (la concentración en la placa puede variar 

dependiendo del antígeno usado). Se incubaron dichas placas a temperatura ambiente por 16h. 

Después, se lavaron las placas 6 veces con PBS/0.05% Tween (PBS/T, Sigma P3563). 

Se bloquearon placas con 300 µl Buffer de bloqueo Pierce (Thermo Scientific TM 37572, libre de 

proteína) por pocillo a temperatura ambiente por 2h. Se diluyó suero a 1:200 con PBS/T (995 µl + 

5 µl de suero). Se incluyeron los controles negativos y positivos. Posteriormente, se descartó la 

solución de bloqueo y se realizaron 6 lavados con PBS/T. Se añadieron 50 µl de PBS/T con el 

suero de voluntarios 1:200 en los pocillos. Después se incubaron 1h a temperatura ambiente para 

luego lavar las placas x6 con PBS/T. 

Se añadió un anticuerpo de detección comercial: anticuerpo anti-humano IgG conjugado con 

fosfatasa alcalina (A3187-5ML)/IgM (3275-5ML) producido en cabra, diluido 1/5000 en PBS/T 

(5mL por placa + 1, µl de anticuerpo). 50 µl por placa, incubandose por una hora. Durante este 

tiempo, se preparó el sustrato, pNPP (Sigma N-2765, tabletas de 20 mg): 10 mL por placa, una 

tableta de 20 mg pNPP en 20mL de buffer de dietanolamina (Pierce 34064). El buffer contaba con 

una concentración 5x, así que se diluyó a 1x con agua pura. Se dejó disolver a temperatura ambiente 

en la oscuridad. Se lavaron las placas x6 con PBS/T. 
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Se añadió sustrato pNPP, 10 µl por pocillo. Este sustrato se añadió al menos con un minuto de 

diferencia entre cada placa, de tal manera que todas las placas se revelaran en el mismo tiempo 

para ser leídas secuencialmente en el lector de ELISA. Se incubó en cámara oscura durante el 

periodo indicado hasta revelado a temperatura ambiente (tiempo dependiente de antígeno/usuario), 

para posteriormente realizar la lectura de las placas a 405 nm.  

Lo anterior es descrito de acuerdo a lo realizado para el tamizaje del primer muestreo. Para segundo 

y tercer muestreo se contó con tres pools de suero positivos, uno por cada virus, provenientes de 

voluntarios residentes del estado de Veracruz, México. Estas muestras fueron donadas por el Dr. 

Héctor Vivanco Cid (Instituto de Investigaciones Médico Biológicas, Universidad Veracruzana), 

las cuales se clasificaron como positivas mediante otra variación del protocolo base de Kim y 

colaboradores (2019), como por PCR.  

Los pools de cada virus se emplearon en placas correspondientes a cada proteína del virus estudiado 

y se determinó IgG para la construcción de una curva estándar, marcando como inicio una dilución 

1:200, concentración calculada de 150µg de antígeno por pocillo, para proseguir con diluciones 

seriadas (1:200, 1: 400, 1:800, 1: 1 600, 1: 3 200, 1: 6 400, 1: 12 800, 1: 25 600, 1: 51 200). Los 

valores de la curva, de dos curvas por placa, se promediaron para los cálculos.  

Tanto las muestras de voluntarios como las curvas, se leyeron a los 10, 15 y 30 minutos en las 

placas, con la subsecuente determinación de la R2 para cada curva con el fin de determinar los 

tiempos adecuados y optimizar los resultados del ensayo para ser reportados conforme a densidad 

óptica (D.O).  

7.9 Determinación de puntos de corte para establecimiento de seropositividad y 

seroconversión en los individuos de la población estudiada.  

Tras la lectura de las placas a 405 nm en lector MultiSkan™ FC (Thermo Scientific) se obtuvieron 

valores de densidad óptica (D.O.) para cada variedad de placa. Se utilizó para la determinación del 

punto de corte la estrategia convencional empleada en diversos ensayos serológicos calculando la 

media de la D.O. de los individuos sanos más tres desviaciones estándar (D.O. + 3 D.E.), que asume 

dos subpoblaciones, una de voluntarios seronegativos y otra de voluntarios seropositivos (Rogier 

et al., 2015). Los resultados por encima de dicho punto de corte fueron considerados como 

seropositivos y su cálculo se repitió para cada virus, determinación y periodo de muestreo.  
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Se emplearon los mismos criterios para los sueros obtenidos en el segundo y tercer periodo 

muestreo. Con estos datos se determinó la tasa de seroconversión en la muestra poblacional 

estudiada.  

7.10 Protocolo de PRNT (Plaque Reduction Neutralization Test). 
Se realizaron ensayos de neutralización por reducción de placa (PRNT) para la correlación con 

nuestros resultados de D.O. de ELISA indirecto. Se emplearon sueros de 15 voluntarios 

seleccionados para el estudio con las siguientes características: 3 voluntarios sanos con resultado 

positivo por ELISA indirecto para DENV NS1, CHIKV E2, ZIKV NS1; 3 voluntarios sanos con 

resultado positivo exclusivamente para DENV NS1; 3 voluntarios sanos con resultado positivo 

exclusivamente para CHIKV E2; 3 voluntarios sanos con resultado positivo exclusivamente para 

ZIKV NS1; por último, 3 controles sanos seronegativos por ELISA para las tres proteínas 

recombinantes.  

Se emplearon células Vero para la infección con virus de cepas de referencia DENV-1 (Hawaii), 

DENV-2 (16681), DENV-3 (H87), DENV-4 (H241), CHIKV (181/25), ZIKV (PRAVC59). Las 

células Vero se mantuvieron en incubación a 37°C con CO2  al 5% y se emplearon en fase 

logarítmica a una confluencia del 90%. Los siguientes pasos se llevaron a cabo en una campana de 

bioseguridad (BSL-2). Después de posicionar el Flask en la campana, se bañaron con 15mL PBS 

1x y se aspiró para añadir 3 mL de Tripsina al 0.25% (Gibco 15050). Posteriormente, se incubaron 

a temperatura ambiente por 1 minuto y después se añadieron 7 mL de medio para células Vero 

(DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium + FBS 10%, inactivado a 56°C por 1h + 

Penicilina/Estreptomicina 1%) (Gibco 11965-092; Atlanta Biologicals S11150; Gibco 15140-122). 

Se realizó el conteo de células con un hemocitómetro y se resuspendieron a una concentración final 

de 1.25 x 105 y se añadió 1mL a placas de 24 pocillos.  Posteriormente, se recolocan en incubación 

hasta alcanzar una confluencia de 95-100% en aproximadamente 20 hrs. 

Se preparó el stock de virus hasta una concentración de 800 pfu/mL para cada virus empleado en 

medio para el PRNT (DMEM + 2% de FBS inactivado a 56 °C por 1h). Se realizó una titulación 

de las placas conteniendo únicamente la dilución del virus en DMEM 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32 

en una placa de 96 pocillos (Costar 3958). Se tomó como punto de referencia la dilución 1:2 para 
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determinar la PRNT50, PRNT60 y PRNT80; donde la PRNT equivale a la máxima dilución en la 

que se reduce el número de placas en un 50, 60 y 80%, respectivamente, en las placas no-control. 

Simultáneamente, en las mismas placas de cada suero de voluntario, previamente inactivado a 56 

°C por 1h, se  realizaron diluciones seriadas 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 y 1:640 (virus + suero). 

Se extrajeron las placas de 24 pocillos con células Vero de la incubadora y se añadieron 100 µL de 

las diluciones mencionadas anteriormente a cada pocillo de células Vero. Las mismas se incubaron 

a 37°C por 72 hrs para las placas con CHIKV y ZIKV y 4 días para las placas con DENV 1-4 con 

una capa de 1mL de Metilcelulosa al 0.8% (Sigma-Aldrich MO512-100G). 

Por último, se extrajeron las placas y se posicionaron en la campana para su lavado con PBSx1 

para remover la capa de Metilcelulosa 0.8%. Se añadió una solución de Metanol:Acetona 1:1 para 

fijar y se incubaron a temperatura ambiente por 1h. Se descartó el Metanol:Acetona y se dejaron 

secar por hasta 2 horas. El revelado se realizó con violeta de cresilo para las placas con ZIKV y 

CHIKV y con rojo neutro para DENV 1-4. El conteo ser realizó por observación directa a la luz. 

Se consideraron positivos todos aquellos sueros que tenían una PRNT80 en una dilución 1:20 o 

mayor. El título de neutralización se correlacionó con la D.O. obtenida mediante el ELISA 

indirecto realizado en este estudio, para establecer la concordancia entre ambos resultados y validar 

el empleo de nuestras proteínas recombinantes.  

7.11 Análisis estadístico. 
Se determinó la prevalencia general de individuos seropositivos mediante el cálculo de cada 

proporción por proteína viral e Ig estudiada, dichas proporciones también son reportadas en 

porcentajes. Esto se realizó también respecto a cada variable sociodemográfica y tasa de 

seroconversión en cada periodo de muestreo. Se determinó también la significancia estadística por 

test exacto de Fisher y Chi cuadrada de Pearson para cada variable sociodemográfica (p< 0.05).   

En las curvas estándar se calculó la R2 del promedio de las curvas en las distintas placas para su 

optimización y para las correlaciones entre los ensayos de neutralización por reducción de placa 

(PRNT) y nuestro ensayo de ELISA se utilizó una correlación de Pearson. Las bases de datos se 

construyeron en SPSS en su versión 23 y Excel, mientras que para el análisis de datos y la 

realización de gráficos se utilizaron SPSS versión 23 y Prisma GraphPad versión 8.  
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8. Resultados 
8.1 Datos demográficos de la muestra en estudio 
8.1.1 Datos totales. 
En total, se analizaron 326 muestras de suero y plasma obtenidas entre octubre y diciembre del 

2018 para el primer periodo de muestreo, procedentes de voluntarios de la Facultad de Ciencias 

Médicas y Biológicas “Dr. Ignacio Chávez”, el Hospital General “Dr. Miguel Silva”, diversas 

instancias de la Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo y de la población general. Para 

el segundo y tercer periodo de muestreo se recuperaron 253 y 176 muestras de suero, 

respectivamente. Dichas muestras se recuperaron entre los meses de abril y junio del 2019 para el 

segundo muestreo, mientras que para el tercer muestro se recuperaron entre Diciembre del 2019 y 

Marzo del 2020, limitándose la recaptación de voluntarios en este último debido a la pandemia 

mundial de SARS-CoV-2. A continuación, se exponen las cifras obtenidas de los grupos de 

variables socio-demográficas conforme a lo ya mencionado en la sección 7.6: 

 

a. Procedencia. 

De los 326 voluntarios, 122 proceden de algún municipio en área endémica con casos reportados 

de infecciones por uno o más de los arbovirus y 204 proceden de área no endémica. Destacan en el 

grupo de área endémica municipios como Apatzingán y Lázaro Cárdenas, mismos que son 

altamente representativos en los reportes epidemiológicos para el área de Tierra Caliente y de la 

costa en el estado de Michoacán, respectivamente.  

 

Respecto a las zonas que no se consideran como área endémica, destaca Morelia como el municipio 

con más voluntarios, también se incluyen otros municipios que corresponden a la región oriente 

del estado de Michoacán. Dentro de éstos, varios destacan por tener un clima templado 

característico, tales como Maravatío, Ciudad Hidalgo y Zitácuaro.  

 

b. Viaje reciente a área endémica. 

El criterio aquí empleado corresponde a aquellos voluntarios que refirieron haber viajado a área 

endémica dentro de los útimos 6 meses (viaje a área endémica <6 meses), especificándose según 

el Anexo 1 como Tierra Caliente o costa. Se consideró en este criterio a aquellos individuos 

procedentes de estas zonas y que refirieron haber viajado a su lugar de origen en dicho periodo. 
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Por tanto, este grupo quedó comprendido por 177 personas procedentes de área endémica y 149 

individuos no procedente de área endémica.  

 

c. Antecedente de diagnóstico de enfermedad por arbovirus. 

En este apartado se incluyen los individuos que refirieron haber recibido diagnóstico de una 

enfermedad por arbovirus; dengue, chikungunya o Zika, ya sea mediante datos clínicos o estudios 

de laboratorio (ELISA o PCR y no específicado) y por individuos que refirieron no haberlo recibido 

nunca. En el análisis de esta variable se obtuvieron 24 individuos que refirieron diagnóstico previo 

de enfermedad por chikungunya mediante cualquier método diagnóstico, contra 302 que refirieron 

nunca haber recibido dicho diagnóstico. Se obtuvieron también 30 con diagnóstico previo para 

dengue y 296 con este antecedente negado; mientras que para Zika se obtuvieron 5 y 321, 

respectivamente.  

 

d. Sexo. 

El sexo es una variable ampliamente estudiada en la literatura sobre seroprevalencia de arbovirosis. 

Se obtuvieron muestras de suero y plasma de 114 hombres y 212 mujeres, estas cifras estuvieron 

sujetas con base a la disponibilidad de los participantes, por lo que quedaron libres y a 

conveniencia.  

 

e. Personal de salud. 

Se obtuvieron 61 muestras de suero y plasma de personal del Hospital General “Dr. Miguel Silva”, 

la Facultad de Ciencias Médicas y Biológicas “Dr. Ignacio Chávez” y otras dependencias de la 

Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo, todos en contacto con pacientes o residudos 

biológicos probablemente infecciosos. El resto de las muestras (n = 265) son procedentes de 

estudiantes de diversas dependencias que no han estado en contacto constante con pacientes y de 

individuos de la población general.  

 

f. Edad.  

En el caso de los arbovirus, este rubro se encuentra bien descrito en infección por DENV. Este 

subgrupo consta de 4 intervalos de edad, menores de 24 años, de 24-35 años, de 36-45 años y 
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mayores de 45 años. De estas edades agrupadas la mayor fue la correspondiente a menores de 24 

años debido a las características de las instancias donde se realizaron los muestreos. 

 

8.2. Valores y puntos de corte para determinación de seropositividad mediante ELISA. 
Se determinó la presencia de IgG e IgM en los sueros de los 326 voluntarios. En una primera 

instancia, respecto a los sueros utilizados como controles positivos como ya fue descrito (sección 

7.7), utilizando nuestro criterio de punto de corte (media + 3 desviaciones estándar) se obtuvieron 

resultados para dichos controles similares a los ya reportados en los análisis previos realizados a 

estos por PCR y ELISA. Obtuvimos que para tres muestras control (C37, C44 y JRV), el 

diagnóstico coincide con el previamente reportado, mientras que para la restante (C-44) hay 

coincidencia en uno de los dos flavivirus previamante diagnosticados (Tabla 1).   

 
Tabla 1. Controles con diagnóstico previo de arbovirosis por PCR y ELISA. 

 
 

En cuanto al resto de los resultados obtenidos se elaboraron distribuciones representadas por 

diagramas de violín que reflejan la D.O. de todas las muestras de los voluntarios participantes en 

este estudio para el primer periodo de muestreo, tanto para IgG como para IgM (Figura 8). Se 

observan D.O. menores para el ensayo con IgM, así como una distribución de datos que difiere de 

una distribución normal. La mayoría de los valores se agrupan por debajo de la mediana y el 

percentil 75. El mismo procedimiento se realizó para IgG en los periodos segundo y tercero de 

muestreo, donde se aprecia una distribución similar, aunque acortada por el menor número de 

muestras recolectadas (Figura 9).  
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a) b) 

a) b) 

 

  

 
 

 

 

 

Del criterio para la determinación del punto de corte (media de sanos + 3 desviaciones estándar), 

se obtuvo dicho punto para cada proteína viral e Ig analizada. Las cifras de D.O. para cada muestra 

por encima del número obtenido son consideradas como positivos. Del mismo modo, se 

Figura 8. Distribución de los datos de D.O. en la determinación de IgG e IgM en los sueros de los voluntarios, 

durante el primer periodo de muestreo. La línea sólida y las líneas punteadas señalan la mediana y los percentiles 

25 y 75, respectivamente. a) IgG. b) IgM. n = 326.  

Figura 9. Distribución de los datos de D.O. en la determinación de IgG en los sueros de los voluntarios durante 
segundo y tercer periodo de muestreo. La línea sólida y las líneas punteadas señalan la mediana y los percentiles 
25 y 75, respectivamente. a) IgG segundo muestreo, n = 253. B) IgG tercer muestreo, n = 176.  
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a)
) 

b)
) 

b) c)
) 

establecieron puntos de corte y el número voluntarios seroconvertidos durante el segundo y tercer 

periodo de muestreo. Respecto al primer muestreo los puntos de corte fueron de 0.5048 para 

CHIKV e IgG, 0.4617 para DENV e IgG y de 0.5048 para ZIKV e IgG (Figura 10). 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
Los puntos de corte para IgM, al igual que las distribuciones también fueron menores que para 

IgM, siendo de 0.3328, 0.7165 y 0.4544 para CHIKV, DENV y ZIKV respectivamente, mostrando 

un patrón similar para los casos de IgG, aunque con menores D.O. para los casos de CHIKV y 

ZIKV (figura 11). 

 

Figura 10. Punto de corte de IgG para cada arbovirus en primer periodo de muestreo (n = 326). Las líneas 
verticales en rojo indican el valor del punto de corte utilizado con base a la media de la D.O. + 3 desviaciones 
estándar. El eje x corresponde a la D.O. registrada y el eje y al número de valores o muestras con determinado 
intervalo de D.O. 
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Durante el segundo y tercer periodo de muestreo se obtuvieron curvas estándar mediante el 

preparado de diluciones seriadas del pool de sueros en PBS (1:200, 1:400, 1: 800, 1: 1600, 1: 3200, 

1: 6400, 1: 12 800, 1: 25 600, 1: 51 200). Éstas diluciones fueron interpoladas con la concentración 

de µg en cada pocillo de la curva que interactuaron con el antígeno en la placa. El promedio de la 

D.O. de las diferentes curvas en las distintias placas fue usado. Del cálculo de la R2 a los 10 minutos 

de lectura para DENV y 15 minutos de lectura para CHIKV y ZIKV, se obtuvo una R2 de 0.9861 

para CHIKV, 0.9691 para DENV y 0.9964 para ZIKV (Figura 12). 

 
 

Figura 11. Punto de corte de IgG para cada arbovirus en primer periodo de muestreo (n = 326). Las líneas 
verticales en rojo indican el valor del punto de corte utilizado con base a la media de la D.O. + 3 desviaciones 
estándar. El eje x corresponde a la D.O. registrada y el eje y al número de valores o muestras con determinado 
intervalo de D.O. 
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) 

b) c)
) 

 
 
 
 
 

        
 
 

 

Los puntos de corte determinados para segundo muestreo fueron de 0.5790 para CHIKV, 0.4883 

para DENV y 0.5593 para ZIKV. Nótese la variación con respecto a la cantidad de barras en el 

histograma dada la disminución en el número de muestras recuperadas (Figura 13). 

 

 

Figura 12. Curvas estándar para los valores de D.O. obtenidos durante el segundo muestreo. Las R2 fueron 
óptimas para los tres casos. a) Curva estándar de CHIKV. b) Curva estándar de DENV. c) Curva estándar de ZIKV. 
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b)
) 

c) 

a)
) 

 

 

 

La R2 calculadas de las curvas promediadas para el tercer muestreo fueron de 0.9927, 0.9012 y 

0.9952, para CHIKV, DENV y ZIKV, respectivamente (Figura 14). Esto también a los 10 minutos 

para DENV y a los 15 minutos para CHIKV y ZIKV. Tiempos mayores para la lectura de la 

absorbancia ocasionaron una saturación mayor y lecturas de D.O. mayores a 4, además de la 

pérdida de la R2, particularmente en el caso de DENV. Nótese que la R2 para DENV a los 10 

minutos, si bien es óptima, roza el límite de los 0.9 para la consideración de la misma como 

adecuada.  

 

 

 
 

 

 

Figura 13. Distribución y punto de corte para cada arbovirus en segundo periodo de muestreo (n = 253). Las 
líneas verticales en rojo indican el valor del punto de corte utilizado con base a la media de la D.O. + 3 desviaciones 
estándar. 
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Para el tercer muestreo, se obtuvieron puntos de 0.5271, 0.5641 y 0.2906 para CHIKV, DENV y 

ZIKV, respectivamente. Se observa una variacion más marcada en el punto de corte para ZIKV. 

Una vez más, disminuyó el número de muestras a analizar, lo cual a su vez disminuyó el número 

de intervalos generados, lo cual se puede observar en las barras de cada histograma (Figura 15).  

 

 

 
 

 

Figura 14. Curvas estándar para los valores de D.O. obtenidos durante el tercer muestreo. Las R2 fueron 

óptimas para los tres casos. a) Curva estándar de CHIKV. b) Curva estándar de DENV. c) Curva estándar de ZIKV. 
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c)
)  

 

 

 
8.3.1 Prevalencia total. 
Se obtuvo la prevalencia total de anticuerpos IgG e IgM con el cálculo de las proporciones para la 

muestra poblacional total inicial para cada proteína y/o virus (n = 326). La prevalencia de IgG fue 

de 14.11% para CHIKV, 24.53% para DENV y de 21.7% para ZIKV; mientras que la prevalencia 

para IgM fue de 18.4% para CHIKV, 12.8% para DENV y 15.33% para ZIKV. De estos valores 

obtenidos se analizaron los valores de IgG, al ser la inmunoglobulina que mejor refleja la 

inmunidad de la población estudiada respecto a datos sociodemográficos obtenidos en la encuesta 

realizada durante el primer muestreo (Tabla 2).   

  

Figura 15. Distribución y punto de corte para cada arbovirus en tercer periodo de muestreo (n = 176). Las 
líneas verticales en rojo indican el valor del punto de corte utilizado con base a la media de la D.O. + 3 desviaciones 
estándar. 
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Tabla 2. Seroprevalencia total por virus y variable sociodemográfica. 

 

 
8.3.2 Seroconversión por proteína viral analizada de acuerdo a cada variable 
sociodemográfica. 
Se obtuvo la tasa de seroconversión de cada proteína viral por periodo de muestreo y variable 

sociodemográfica, destacando la seroconversión de los voluntarios durante el segundo periodo de 

muestreo, siendo menor y con diferencias menos significativas durante el tercer periodo de 

muestreo. En las tablas siguientes se muestran las principales características analizadas, tomando 

como base el número de personas que pasaron de estado seronegativo a seropositividad con base a 

los puntos de corte establecidos (Tablas 3, 4 y 5).  

 
En el caso de chikungunya, la seroconversión fue de 5.3% de manera global durante el segundo 

periodo de muestreo, con mayor seroconversión en las variables sociodemográficas en las que si 

hubo pertenencia o viaje reciente (< 6 meses) a un área endémica (63.63% para ambos casos). Para 

el tercer muestreo la tasa de seroconversión global fue de 2.8%, sin destacar ninguna variable 

sociodemográfica en paticular (Tabla 3).   

 

 
 
 

*Datos sociodemográficos con significancia estadística entre análisis bivariados y multivariados por test 
exacto de Fisher y/o Chi cuadrada de Pearson. 
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Tabla 3. Tasa de seroconversión para chikungunya por variable sociodemográfica.  

 
 
En el caso de dengue, la tasa de seroconversión para el segundo periodo de muestreo fue de 3.2% 

y para el tercer muestreo de 3.1%, se vuelven a destacar los casos de procedencia y viaje reciente 

a área endémica como los de mayor contribución a la tasa de seroconversión en ambos periodos 

(Tabla 4).  

Tabla 4. Tasa de seroconversión para dengue por variable sociodemográfica. 
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ZIKV registró una tasa de seroconversión de 10.7% para el segundo periodo de muestreo, la más 

alta de las tres arbovirosis, seguida de una tasa de seroconversión del 3.4% comparable con la tasa 

de serconversión para los otros dos virus (Tabla 5).  

 
Tabla 5. Tasa de seroconversión para Zika por variable sociodemográfica. 

 
 
8.4 Títulación de anticuerpos neutralizantes por PRNT. 
De los ensayos de neutralización llevados a cabo se obtuvieron datos para cada una de las cepas de 

virus en contacto con células Vero expuestas a los sueros seleccionados de los voluntarios. Los 

resultados se reportaron con base al PRNT80, con el cual se clasifican los sueros como positivos 

si logran una reducción del 80% en el número de placas de células que sufrieron lisis viral, respecto 

al punto de referencia de una titulación de virus diluido 1:2 sin suero. La PRNT80 de cada muestra 

corresponde a la dilución máxima de cada suero que logra dicha reducción (Tabla 6). 
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8.4.1 Correlación entre títulos de PRNT para cada serotipo de DENV con D.O. obtenida 
por ELISA indirecto de IgG/NS1 b-ladder 
Se obtiene de las 6 muestras positivas por ELISA y 3 controles negativos empleados, 4 resultados 

con títulos positivos para PRNT (igual o >1:20), arrojando una correlación baja, para la 

comparación con la cepa de DENV1 empleada y nuestro ELISA indirecto. R2 = 0.3125 (Fig. 16).  

 
 
 

 

Para DENV-2 se obtiene un número de positivos de 3 en las 6 muestras seleccionadas, menor de 

PRNT80 respecto DENV-1, con solo 3 positivos en ambos ensayos (PRNT igual o >1:20). R2 = 

0.2575 (Fig. 17). 
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Tabla 6. Valores de PRNT 80 para cada suero analizado con cada uno de los virus analizados. Se 
resaltan en verde los considerados positivos para el ensayo (positivos para PRNT 80 en verde). 

 

Figura 16. Correlación PRNT80 DENV-1 con D.O. ELISA IgG/NS1 b-ladder. 
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DENV 3 correspondió al menor número de resultados positivos para ambos ensayos con solo 2 

obtenidos por ambos ensayos, reflejando también baja correlación, con una de R2 = 0.2287 (Fig. 

18).  

 

 
 
 
 
Por último, para DENV 4, el número de positivos por ambos ensayos fue de 4 al igual que DENV 

2, pero con una menor correlación entre ambos. R2= 0.2802 (Fig 19).  
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Figura 17. Correlación PRNT80 DENV-2 con D.O. ELISA IgG/NS1 b-ladder. 

 

Figura 18. Correlación PRNT80 DENV-3 con D.O. ELISA IgG/DENV NS1 b-ladder. 
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8.4.2 Correlación entre títulos de PRNT para cada serotipo de ZIKV con D.O. obtenida por 

ELISA indirecto de IgG/NS1 b-ladder 

En cuanto a ZIKV, a pesar de ser un flavivirus como DENV, solo consta de un serotipo. De este, 

4 resultados fueron positivos para ambos ensayos de PRNT y ELISA, sin embargo, es el virus con 

menor correlación entre los 3.  Los controles al igual que en DENV, fueron negativos para ambas 

pruebas. R2= 0.0085 (Fig. 20).  

 
 

 
8.4.3 Correlación entre títulos de PRNT para cada serotipo de CHIKV con D.O. obtenida por 

ELISA indirecto de IgG/CHIKV E2 

Los títulos de PRNT80 y ELISA IgG/CHIKV E2 son los que presentan mayor corelación entre los 

datos analizados y los únicos que reflean una correlación positiva, habiendo concordancia de 
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Figura 19. Correlación PRNT80 DENV-4 con D.O. ELISA IgG/ DENV NS1 b-ladder. 

 

Figura 20. Correlación PRNT80 ZIKV con D.O. ELISA IgG/ZIKV NS1  b-ladder. 
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diagnóstico positivo en 5 de las 6 muestras de suero analizadas (PRNT80> 1:20, ELISA 

IgG/CHIKV E2 p75>3 DE). Los controles negativos también correlacionan directamente con su 

OD por ELISA. R2= 0.9218. (Fig. 21).  
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Figura 21. Correlación PRNT80 CHIKV con D.O. ELISA IgG/ CHIKV E2. 
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9. Discusión 

 
En el presente trabajo se obtuvieron las prevalencias generales para cada tipo de anticuerpo, IgG e 

IgM, dirigidos contra las proteínas E2 de CHIKV y NS1 fracción β-ladder, tanto de DENV como 

de ZIKV, en una muestra poblacional estudiada de la ciudad de Morelia, capital de Michoacán, 

México. Con base a los puntos de corte establecidos mediante la media más tres desviaciones 

estándar se pudieron clasificar a dos subpoblaciones, una de voluntarios seropositivos y otra de 

seronegativos. Dicho cálculo es un abordaje convencional altamente adoptado para establecer 

puntos de corte en ensayos serológicos. De acuerdo a Parker y colaboradores (Parker et al., 1990), 

dicho abordaje tiene una probabilidad del 0.14% de clasificar incorrectamente sueros negativos 

como positivos. 

 

Lo anterior se vió reforzado por la correcta clasificación y diagnóstico de los controles positivos 

empleados durante el primer muestreo, al ser previamente diagnosticados con pruebas altamente 

específicas como la PCR. Asimismo, las curvas obtenidas para la estandarización de la técnica 

refuerzan la uniformidad de nuestra metodología al mostrar una R2 > 0.9 para todos los casos en 

los tiempos establecidos. De manera interesante, en el caso de DENV dicha curva presentaba mayor 

saturación y una R2 cada vez más baja conforme pasaba el tiempo de lectura con mayor rápidez 

que sus contrapartes. Con base a esto útlimo, el tiempo de lectura de las placas definido para dicho 

protocolo se estipuló en 10 minutos tras la adición de sustrato, a diferencia de los 15 minutos para 

CHIKV y ZIKV. Cabe destacar que de estos 3, el ensayo para DENV NS1 b-ladder es el único 

que no ha sido publicado de manera individual, mientras que los protocolos base de CHIKV (Kim 

et al., 2019) y de ZIKV (Kim et al., 2018) ya fueron publicados anteriormente por separado. En un 

trabajo publicado por Chisenga y colaboradores, se realizó un estudio epidemiológico con el mismo 

protocolo base, para los tres virus aquí estudiados más el virus mayaro (MAYV) en Zambia. En 

dicho trabajo se contó con 214 voluntarios, obteniendo lecturas por encima de 3-4 D.O. a mayor 

tiempo de desarrollo de color, siendo estas realizadas a los 40 minutos tras la adición del sustrato 

(Chisenga et al., 2020). Todo lo anterior da pie a trabajar más en la estandarización de la técnica, 

particularmente en el caso de NS1 b-ladder de DENV, considerando que factores como la 

temperatura ambiental, la preparación y elestado de los reactivos condicionan variaciones en la 
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misma. Esto último tomando en cuenta que dicha técnica se adaptó con ligeras variaciones en 

diferentes países y por diferentes centros de investigación. 

 

La prevalencia obtenida para variables sociodemográficas como la procedencia de área endémica 

y viaje reciente a un área endémica fue estadísticamente significativa para la proporción de la 

muestra que contó con ambas características, en comparación con su contraparte por voluntarios 

no procedentes de área endémica y sin viaje reciente, siendo todos residentes actuales de la ciudad 

de Morelia. Esto se corroboró mediante las pruebas cualitativas de test exacto de Fisher y Chi 

cuadrada de Pearson para cada variable sociodemográfica (p< 0.05).  Si bien lo anterior es de 

esperarse dado que gran parte de nuestra muestra corresponde a estudiantes jóvenes que cuentan 

con traslado reciente desde sus lugares de procedencia para residir en la capital del estado, lo 

anterior  guarda también relación con el hecho de constituir una muestra heterógenea en cuanto a 

grupos de edad siendo los grupos de <24 años y de 25-35 años aquellos con los que contamos con 

más participantes. De manera interesante, aunque nuestro intervalo de edad de >45 años (n = 30) 

constituyó el segundo intervalo de edad con menor número de participantes, más de la mitad de 

estos fueron seropositivos a alguno de los tres virus, dando cuenta de la larga duración de los 

anticuerpos que se ha reportado en la literatura. En un estudio por Pierro y colaboradores, se 

demostró que los anticuerpos contra CHIKV, especialmente IgG duraba un mayor tiempo y en 

ciertos casos hasta más de un año tras la exposición (Pierro et al., 2007), mientras que un estudio 

por Nitatpattana y colaboradores demostró su presencia hasta por 19 años tras la misma 

(Nitatpattana et al., 2014).  

 

Es importante señalar que la seroprevalencia aquí descrita tiene limitantes en cuanto a dar un 

panorama de la situación general del país, pero si del estdo de Michoacán, ya que la seroprevalencia 

para los distintos arbovirus es altamente variable en la literatura. Esta variabilidad es también 

observada incluso entre regiones de un mismo país y entre los distintos tipos de diseño de los 

estudios. En una revisión de la literatura por Fritzell y colaboradores, donde se analizan 185 

estudios de seroprevalencia del año 2000 al 2018 de los tres arbovirus, la seroprevalencia 

correspondiente a DENV va desde menos de 1% hasta 100%; éste fue un estudio llevado a cabo en 

mujeres embarazadas de las islas de St. Kitt Nevis y Jamaica (Fritzell et al., 2018). Entre los 

estudios realizados  correspondientes a ELISA de IgG los intervalos más altos de seroprevalencia 
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fueron observados en la región del Caribe y en las Américas, seguidos de intervalos en Asia (50-

75%) y los más bajos en África (0-35%), siendo de manera general más alto en las Américas que 

en Asia (64.2% vs. 18.1%, p<0.001). Se observó que en las Américas la seroprevalencia de DENV 

exhibió variaciones sustanciales, difiriendo hasta en un 50% entre países. Además, en un mismo 

país, la seroprevalencia varía considerablemente, por ejemplo, en Brasil la seroprevalencia fue de 

un 3% hasta un 90% en diferentes áreas (Fritzell et al., 2018).  

 

El sexo es una variable estudiada ampliamente en la literatura; sin embargo, los datos obtenidos de 

seroprevalencia al respecto no han sido concluyentes. En la revisión por Fritzell y colaboradores el 

sexo fue asociado con la seroprevalencia en el 13.5% de los estudios; 14 de 185 estudios reportaron 

que los hombres presentaron mayor seroprevalencia que las mujeres, mientras que 11/185 estudios 

reportaron mayor prevalencia significativa en mujeres (Fritzell et al., 2018). Esto resulta poco 

concluyente y en el presente trabajo no se encuentran diferencias apreciables en cuanto a esta 

variable. Las proporciones de seroprevalencia fueron muy similares, considerando que 114 

voluntarios fueron hombres y 212 mujeres, al ser prácticamente el doble la prevalencia de estas 

últimas para cada variable o periodo de muestreo, dicha relación fue prácticamente igual y sin 

significancia estadística apreciable por medio de los análisis ya comentados.  

En cuanto al personal de salud aún no ha sido ampliamente estudiada dicha variable, pero se han 

encontrado relaciones entre la actividad laboral y la seroprevalencia, siendo esta mayor en aquellas 

personas que desempeñan actividades en exteriores (Chisenga et al., 2020) y entre los hábitos o 

comportamientos preventivos como el uso de métodos de control del vector, así como el nivel 

socioeconómico (Braga et al., 2010). En cuanto a la procedencia, la prevalencia fue mayor en 

aquellos individuos procedentes de área endémica en comparación con aquellos procedentes de 

áreas no endémicas (Tabla 2). Se obtuvo significancia estadística tanto para las IgG contra proteína 

CHIKV E2, como NS1 β-ladder de DENV y ZIKV (p<0.05). A pesar de ser esperado este resultado 

dada la naturaleza en el vector, también se han reportado variaciones en la prevalencia de una 

misma región. Conforme a un estudio realizado por Walker y colaboradores, distintas variaciones 

microambientales, de entorno y de vivienda pueden modificar dicha prevalencia, así como la 

presencia y desarrollo del mosquito (Walker et al., 2011), lo cual también se ha de considerar ya 

que la zona ocupada por la ciudad de Morelia, cuenta con diversas variaciones microambinetales 
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en toda su extensión. También se encuentran en la literatura estudios que proponen una asociación 

entre vivir en un área urbana y ser seropositivo al ser A. aegypti un vector urbano (Vallée et al., 

2009; Shah et al., 2017).  

A pesar de que los títulos en PRNT obtenidos no correlacionan directamente con los valores de 

D.O obtenidos por ELISA, hubo concordancia en cuanto a ser clasificados como positivos o 

negativos por parte de los dos ensayos empleados. Una dificultad para correlacionar ambas 

metodologías radica en la naturaleza de las mismas, ya que la PRNT se basa en la lisis de células 

y la formación de placas para la cuantificación exclusivamente de anticuerpos neutralizantes. Otra 

dificultad es que las proteínas no estructurales no están presentes en la partícula viral que ingresa 

a la célula y pasan a ser elementos que se expresan intracelularmente o como proteínas en suero 

que no están en asociación con la partícula viral, mientras que las proteínas estructurales si. Eso 

podría explicar las notorias diferencias entre las correlaciones con la D.O. de la proteína E2 de 

CHIKV respecto a las NS1 de DENV y ZIKV. Otra consideración importante con base a un estudio 

por Duyen y colaboradores, es que las cifras de sNS1 (forma soluble) para DENV son variables 

según el serotipo infectante y respecto a si se trata de una primoinfección o una exposición 

subsecuente (Duyen et al., 2011). Esto último podría influir también de manera importante en la 

no correspondencia de los resultados de nuestro protocolo de ELISA y la PRNT en el caso de las 

proteínas no estructurales para DENV.   

 

En el trabajo ya comentado por Kim y colaboradores (Kim et al., 2018), se obtuvo una correlación 

entre la proteína estructural envelope de ZIKV (R2 = 0.53) mayor a la aquí reportada para la 

fracción no estructural de NS1 Beta-ladder.  Mientras tanto, la correlación aquí encontrada con la 

proteína estructural de CHIKV es aún mayor (R2> 0.9). Es importante señalar que las pruebas de 

neutralización permiten diferenciar serotipos como en el caso de DENV, siendo posible identificar 

los 4. Sin embargo, estas son más costosas, consumen más tiempo y requieren de mayor capacidad 

técnica y de bioseguridad. Por todo lo anterior, los ensayos de neutralización no pueden ser 

sustituidos por completo por ensayos de ELISA, el uso de estos últimos basados en proteínas 

estructurales podría ser una alternativa eficiente y más barata a los ensayos de neutralización, 

particularmente en el estudio seroepidemiológico y la evaluación de vacunas en la población.  
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CONCLUSION 

 

Como conclusión para este trabajo, la movilidad y la urbanización desempeñan el papel más 

preponderante en la distribución de estas arbovirosis. Es importante señalar que la prevalencia aquí 

reportada es tan alta como en otras regiones del mundo consideradas endémicas. A pesar de que 

los sistemas de vigilancia y reporte epidemiológico no reportaron una alta incidencia en nuestro 

estado durante el periodo en que se recolectaron las muestras para el presente trabajo, estados 

vecinos como Jalisco y Guanajuato reportaron brotes en dicho periodo (SINAVE 2019). Es 

importante señalar, sin embargo, que la baja incidencia en Michoacán durante dicho periodo puede 

ser desencadenante de una disminución de anticuerpos contra arbovirus emergentes y re-

emergentes en la población. Michoacán se ha colocado como uno de los estados con mayor 

incidencia en años anteriores, contrario a lo ocurrido en los últimos 2 años. Esto más que ser 

benéfico para la población, podría vaticinar un rebrote en años próximos, repitiendo el patrón 

ciclíco ya ampliamente estudiado en DENV, pero ahora aunado a co-circulación y co-infección por 

CHIKV y ZIKV, problemática que ha de atacarse con un conocimiento amplio de la epidemiología 

en la región y el desarrollo de vacunas. 
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Anexo 1. CUESTIONARIO 

FACULTAD DE CIENCIAS MÉDICAS Y BIOLOGICAS 

¨DR. IGNACIO CHAVEZ¨ 

DIVISION ESTUDIOS DE POSGRADO 

LABORATORIO DE HEMOSTASIA Y BIOLOGIA VASCULAR 

FECHA: ____________________ 

NOMBRE: ____________________________________SEXO: ________EDAD:______________ 

ORIGEN:___________________________RESIDENCIA:_________________________________ 

OCUPACIÓN:______________________________ESTADO CIVIL:________________________ 

TEL:___(____)__________________________________ 

 

1. Enfermedades concomitantes.                                                                       Sí                  No 

• ¿Padece Diabetes Mellitus? 
• ¿Padece Hipertensión arterial? 
• ¿Padece de alguna enfermedad? 

o ¿Cuál?______________________             
• ¿Ha padecido Dengue, Chikungunya o Zika? 
• ¿Ha padecido dolor articular incapacitante,                                                           sin causa 

aparente?                                                                                                                         
o ¿Cuándo?______________________ 

• ¿Ha padecido fiebre, por más de 3  y menos de 7 días,                                           sin causa 
aparente? 

o ¿Cuándo?_______________________ 
• ¿Ha presentado exantema sin causa aparente? 

o ¿Cuándo?________________________ 
• ¿Has viajado a Tierra Caliente o La costa, en los últimos 6 meses? 

o ¿Cuándo?______________________ 
 
 
 

2. Medicamentos.                                                                                                   
 

v Toma usted algún medicamento:                                          Sí______ No______ 
o En caso de respuesta afirmativa, dosis y frecuencia_____________                                                                               
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3. Medidas antropométricas. 

Peso  Talla  IMC  

 
 

IMC (Kg/m2) Clasificación 
18.5-24.9 Normal 
25-29.9 Sobrepeso 

>30 obesidad 
 

4. Signos vitales. 

Presión arterial sistólica  

Presión arterial diastólica  

Temperatura  

 

5. Marcadores bioquímicos. 

Variables de estudio Cuantificación sérica de 
anticuerpos contra Dengue 

 

Cualtificación sérica de 
anticuerpos contra 

Chikungunya 

 

Cuantificación sérica de 
anticuerpos contra  Zika 

 

 

Biometría Hemática Cuenta de plaquetas  

VPM  

Biomarcadores 
inflamatorios 

TNF-alfa  

IL-6  

IL-1  
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Anexo 2 

 
Carta de consentimiento informado. 

 
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 
UNIDAD DE INVESTIGACIÓN 

 
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROTOCOLO DE 
ESTUDIO: Estudio epidemiológico de incidencia y prevalencia de enfermedades causadas por los arbovirus Zika, 
Dengue y Chikungunya. 
 
INTRODUCCION: La siguiente información describe el protocolo al cual se le está invitando para participar de 
forma activa. El investigador deberá responder cualquier duda que surja a partir de la lectura de ésta.  
PROPOSITO DEL ESTUDIO: Estudiar la incidencia y prevalencia real de infecciones causadas por arbovirus, 
en personal de riesgo. 
PROCEDIMIENTO: Ha sido elegido para participar en este estudio, si usted desea participar, contestará un 
cuestionario y proporcionará muestra de sangre para medir los niveles de células inmunológicas y anticuerpos 
específicos contra Dengue, Chikungunya y Zika. Sus muestras serán utilizadas en diferentes estudios de 
laboratorio por los investigadores que participan en este estudio. 
BENEFICIOS PARA PARTICIPANTES: Los resultados aportarán información nueva e importante para 
posteriormente realizar estudios clínicos fase I y II de modelos de vacunas. 
CONFIDENCIALIDAD. La información obtenida durante el desarrollo de este estudio es absolutamente 
confidencial y no puede ser utilizada con otro fin. Usted será informado acerca de cualquier hallazgo de 
importancia para su salud durante el desarrollo de este estudio.  
PARTICIPACION VOLUNTARIA: Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de la presente 
investigación en el momento que lo desee. Además sé que puedo pedir información adicional acerca de los riesgos 
y beneficios de mi participación en este estudio. Recibiré, si así lo solicito una copia de los resultados de 
laboratorio de los estudios que se me practiquen. Debo informar, tan pronto como sea posible a los investigadores 
de cualquier cambio importante que ocurra en mi salud, incluyendo el consumo de medicamentos, suspensión o 
inicio de algún hábito (p. ej. tabaquismo, alcoholismo) o cambio de domicilio. Sé que las muestras obtenidas sólo 
podrán ser utilizadas para los fines de este estudio. Los costos del estudio los cubrirán los fondos de la unidad de 
investigación y el paciente no pagará por los estudios paraclínicos propios del proyecto de investigación.  
 
He comprendido el contenido de esta carta de consentimiento informado, mis dudas han sido resueltas y 
voluntariamente acepto participar en este estudio.  
 
 
_____________________________________              ______________________________________  
               FIRMA DEL INVESTIGADOR Y FECHA.                 NOMBRE, FIRMA DEL PACIENTE Y 
FECHA  
 
 
 
   ___________________________________                      __________________________________  
                   FIRMA DE TESTIGO I Y FECHA                             FIRMA DE TESTIGO II Y FECHA



 

 
 

108 

Anexo 3. Aprobación del protocolo por el Comité de Investigación y el Comité de Ética en 
Investigación del Hospital General “Dr. Miguel Silva”.   
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Anexo 4. Aprobación del protocolo por el Comité de Investigación y Ética en Investigación de la 
Facultad de Ciencias Médicas y Biológicas “Dr. Ignacio Chávez”.  

 


