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Resumen

El virus Chikungunya circula en regiones tropicales y subtropicales del planeta, en las ultimas
décadas ha aumentado su incidencia donde se destaca su adaptacion a entornos urbanos
generando una mayor propagacién, el cual se convierte en un foco de atencion para la salud
publica, llevando a establecer estrategias para contener la expansion. A esta preocupacion se
suma que en diferentes lugares del mundo se han llevado a cabo estudios para determinar si los
arbovirus se pueden transmitir a través de transfusiones sanguineas, indicando que existe un
riesgo considerable de transmision por esta via. Es de conocimiento que Colombia es un pais
endémico y no cuenta con la informacién o reportes que determinen el gran riesgo al cual se
expone la poblacion receptora de hemocomponentes, la preocupacion se centra en aquellos
pacientes que llegan a ser asintomaticos o presentan sintomas leves, podrian donar sangre con

una carga viral significativa para infectar a un paciente.

Segun lo mencionado se evalud las posibles variaciones de la carga viral del virus Chikungunya
en hemocomponentes almacenados en condiciones estandar de banco de sangre, para dar
cumplimiento a nuestro objetivo, se usaron unidades de glébulos rojos y plaquetas suministradas
por el banco de sangre, las cuales se infectaron con 2,5x10% UFP/mL de virus Chikungunya para
posteriormente medir la carga viral en diferentes tiempos por medio de la técnica de RT-gPCR.
Los resultados obtenidos permitieron determinar que en la mayoria de los dias la carga viral de
Chikungunya tuvo una tendencia a decrecer, acentuandose en los dias 4 y 5 en las plaquetas, el
andlisis estadistico indico diferencias significativas exceptuando el dia 6. En gl6bulos rojos la
tendencia tuvo un comportamiento con variaciones leves a comparacion de las plaquetas, donde

existio un aumento significativo del genoma viral entre el dia 14 y 21.
Palabras Clave:

Chikungunya, Carga viral, Glébulos rojos, Plaquetas, Seguridad transfusional



Abstract

The Chikungunya virus circulates in tropical and subtropical regions of the planet, in recent
decades has increased its incidence where its adaptation to urban environments is highlighted
generating a greater spread, which becomes a focus of attention for public health, leading to
establish strategies to contain the expansion. In addition to this concern, studies have been carried
out in different parts of the world to determine whether arboviruses can be transmitted through
blood transfusions, indicating that there is a considerable risk of transmission by this route. It is
known that Colombia is an endemic country and does not have information or reports that
determine the great risk to which the population receiving hemocomponents is exposed, the
concern is focused on those patients who become asymptomatic or have mild symptoms, could

donate blood with a significant viral load to infect a patient.

According to the aforementioned, we evaluated the possible variations of the viral load of
Chikungunya virus in hemocomponents stored under standard blood bank conditions, to fulfill our
objective, we used units of red blood cells and platelets supplied by the blood bank, which were
infected with 2.5x10% PFU/mL of Chikungunya virus to subsequently measure the viral load at
different times by means of the RT-gPCR technique. The results obtained allowed determining
that on most days the Chikungunya viral load had a tendency to decrease, accentuated on days
4 and 5 in platelets, the statistical analysis indicated significant differences except on day 6. In red
blood cells, the trend had a behavior with slight variations compared to platelets, where there was

a significant increase in the viral genome between days 14 and 21.
Keywords:

Chikungunya, Viral load, Red blood cells, Platelets, Transfusion safety



1. Introduccion

Desde hace décadas el virus Chikungunya es un arbovirus que ha tenido una expansion
considerable durante los ultimos afios alrededor del mundo, pertenece al género alfavirus el cual
se transmite a través de la picadura de los mosquitos Aedes aegypti y Aedes albopictus. Este
virus se caracteriza por causar fiebre, dolor muscular, cefalea y brotes, aunque con una
predominancia importante poliartralgias, siendo éstas de gran preocupacién, ya que tiene la
capacidad de ser inhabilitante y dolorosa por largos periodos de tiempo, lo cual afecta en la
calidad de vida de los pacientes. Del mismo modo es importante recalcar la dificultad que conlleva
un diagndstico oportuno entre los arbovirus, debido a la similitud en la sintomatologia que

presentan en fases tempranas de la infeccion[1].

Debido a la expansion acelerada del virus Chikungunya, se tiene un gran desconocimiento acerca
del comportamiento de este en transfusiones sanguineas, debido al poco tiempo que ha estado
en circulacion en los paises latinoamericanos, asi como en Colombia existen pocos mecanismos

de vigilancia en arbovirus, ya que la atencién la acapara el virus Dengue.

Junto a lo anterior existen estudios que notifican que en Colombia hasta el 25% de los donantes
poseen algun tipo de arbovirus, lo cual es preocupante, debido a que personas con afecciones
de salud graves como: cancer, trombocitopenia y anemia pueden ser transfundidas con unidades

infectas, deteriorando en gran medida su salud[2].

A partir de los resultados obtenidos se brinda informacion pertinente acerca de la estabilidad del
virus Chikungunya reconociendo la importancia de controlar y vigilar, el comportamiento del virus

en las condiciones estandar del Banco de Sangre de la Cruz Roja



2. Marco tedrico

2.1 Arbovirus

Los arbovirus constituyen un grupo diverso de alrededor de 537 virus diferentes. Estos virus se
transmiten principalmente por artrépodos como mosquitos, garrapatas y moscas de la fruta,
llamados vectores virales. Estos vectores se caracterizan por su alimentacion de tejido
sanguineo, por lo que se les denomina hematéfagos [3], [4]. Los principales representantes de
esta familia de virus incluyen el virus del Nilo Occidental, el Dengue, el Zika y el Chikungunya.
Estos virus comparten una sintomatologia inicial similar, lo que dificulta el diagnéstico adecuado,

ya que presentan sintomas comunes como fiebre, erupcion cutdnea y cefalea[3].

La transmision se lleva a cabo principalmente a través de las hembras de los mosquitos Aedes
aegypti y Aedes albopictus. En Colombia, es especialmente comln en las regiones de clima
calido, ya que estas areas ofrecen las condiciones bioldgicas ideales para su propagacion. Estas
condiciones incluyen temperaturas elevadas, una presion atmosférica adecuada, un alto nivel de
precipitaciones y una elevada humedad, factores que contribuyen significativamente a la

proliferaciéon del vector viral [5],[7].

2.2 Chikungunya

El virus Chikungunya, clasificado en la familia Togaviridae y en el género Alfavirus, se caracteriza
por ser un virus de ARN monocatenario de sentido positivo. Su primera identificacién se remonta

a 1953, cuando se descubrié por primera vez en Tanzania [8].

En cuanto a su estructura, el virus Chikungunya es un virus envuelto que presenta una simetria
icosaédrica. Los viriones del virus tienen un diametro de aproximadamente 70 nm y una masa
molecular de 5,2 x 10° Da. Estidn compuestos por glicoproteinas transmembranales E1 y E2 que
forman parte de su estructura. La capside viral esta constituida por una bicapa lipidica que tiene

su origen en el hospedero anterior. Ademas de todo lo mencionado, el virién contiene una Unica

molécula de ARNI9].

El genoma del virus Chikungunya tiene una longitud aproximada de 12 kb y presenta dos marcos
abiertos de lectura, uno de 7.424 nucleétidos y otro de 3.732 nucleétidos, separados por una
region no codificante de 76 nucleotidos. Esta region no codificante se encarga de regular la
expresion de las proteinas estructurales ubicadas en el extremo 3' del genoma, que incluyen la

capside, asi como las proteinas de envoltura E1, E2 y E3 [9].



Por otro lado, en el extremo 5' del genoma se encuentran las proteinas no estructurales,
denominadas nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4. Ademas de esto, el genoma viral presenta una caperuza

de metil-guanosina en su extremo 5' y una cola de poliadenina en el extremo 3' [9].

En relacién con las proteinas que facilitan la entrada del virus en la célula, E1 y E2 desempefian
un papel fundamental. Estas proteinas pertenecen al grupo de glicoproteinas transmembranales
de tipo 1 y tienen la capacidad de formar heterodimeros, que a su vez se organizan en trimeros
gue recubren la superficie del virion. E2 juega un rol en el reconocimiento del receptor celular,

mientras que E1 media la entrada del virus en la célula a través del proceso de endocitosis [9],[11].

Mediante analisis filogenéticos de las proteinas presentes en el virus Chikungunya, se han
identificado cuatro genotipos distintos de este virus: el genotipo de Africa oriental-central-
meridional, el de Africa occidental, las estirpes del océano indico y el genotipo asiatico. Sin
embargo, es importante sefialar que la proliferacién global del virus Chikungunya se atribuye
principalmente a dos de estos genotipos: el genotipo asiatico y el genotipo del océano
indico[12],[13],[14].

Estas cepas virales han desarrollado adaptaciones especificas que les permiten propagarse de
manera mas eficaz en los vectores disponibles. El virus del genotipo asiatico ha demostrado una
mejor adaptacion al mosquito Aedes aegypti, mientras que el virus del genotipo del océano indico
presenta una mayor adaptacion al mosquito Aedes albopictus. Estas adaptaciones son cruciales
para entender la propagacion y la dinamica de la enfermedad en diferentes regiones geograficas

y para la formulaciéon de estrategias de control y prevencion [3].

2.2.1 Células diana para la infeccion del Chikungunya

El virus Chikungunya presenta un amplio tropismo, lo que significa que tiene la capacidad de
infectar una variedad considerable de tipos celulares. Esto se debe en gran parte a la versatilidad
de la glicoproteina E2, que puede ser reconocida por multiples receptores celulares. Entre los

principales receptores que facilitan la infeccion se encuentran:

1. Prohibitina 1 (PHB1): Esta proteina receptora esta presente en una amplia gama de tipos

celulares, lo que le permite al virus Chikungunya infectar una variedad de células[15].

2. Molécula de adhesion celular Mxra8: Esta molécula es esencial para la entrada del virus en las

células y se expresa en células epiteliales, mieloides y mesenquimales[15].



3. TIM-1 y miembros de la familia TIM: Los receptores TIM (T cell immunoglobulin and mucin
domain) también juegan un papel importante en la entrada del virus Chikungunya en las

células[15].

4. Glucosaminoglicanos (GAG), como el heparan sulfato: Estos componentes de la superficie

celular también pueden servir como puntos de entrada para el virus[15].

Esta amplia gama de receptores permite al virus Chikungunya infectar una variedad de células
en el cuerpo, lo que contribuye a su capacidad para causar enfermedades en diferentes tejidos y

sistemas [15].

A través de la interaccién con estos receptores, el virus Chikungunya es internalizado en la célula
y se encuentra confinado en endosomas. Bajo el ambiente de pH acido de las endosomas, el
heterodimero E1-E2 se disocia, lo que da lugar a la exposicién de la proteina de fusion E1. Esta
exposicion de E1 genera un poro de fusién que permite la liberacién de la nucleocapside del virus
en el citoplasma de la célula. Una vez en el citoplasma, la nucleocapside libera el ARN viral,
iniciando asi el proceso de replicacion viral en la célula huésped. Este complejo proceso de
internalizacion y liberacion es fundamental para la infeccion del virus Chikungunya en las células
hospedadoras [11], [14], [16].

2.2.2 Epidemiologia

El virus Chikungunya es frecuente en regiones tropicales y subtropicales, y en las Gltimas décadas
ha experimentado un aumento significativo en la incidencia de casos a nivel mundial. Este
incremento se debe a la capacidad de los vectores responsables de la transmision del
Chikungunya, es decir, los mosquitos Aedes aegypti y Aedes albopictus, para adaptarse a
entornos urbanos. Ademas, el propio virus ha sufrido mutaciones que lo hacen mas apto para

infectar a estos vectores [17].

Esta adaptacion conjunta de los vectores y el virus ha desempefiado un papel crucial en la
propagacion del Chikungunya en areas urbanas, lo que plantea un desafio significativo en
términos de salud publica y enfatiza la necesidad de implementar estrategias efectivas de control

y prevencién para contener la expansion de la enfermedad[18].

El Chikungunya fue identificado por primera vez en Tanzania en 1952. Desde entonces, se han
registrado varias epidemias a lo largo de los afios, lo que ha facilitado su propagacién a nivel
mundial. En el contexto de América, el primer caso de Chikungunya se notific6 en diciembre de

2013 en la parte francesa de la isla caribefia de San Martin. Posteriormente, en 2014, se registré



el primer caso en Colombia, originado en el corregimiento de San Joaquin en Mahates,
Bolivar[19].

Estos eventos marcaron el inicio de la presencia del virus Chikungunya en la region y subrayaron
la importancia de la vigilancia epidemioldgica y el control de vectores para prevenir su

propagacion [20].

Desde entonces, en el contexto colombiano, el Chikungunya ha mostrado un comportamiento
similar al del Dengue, ya que se establece en areas geogréficas similares[6]. Esto se debe a la
similitud en los vectores que transmiten ambos virus, lo que hace que sea comun encontrar
coinfecciones. Los departamentos mas afectados por el virus suelen ser aquellos que se
encuentran cerca de las costas, ya que estas areas ofrecen las condiciones biolédgicas ideales

para la proliferacion de los vectores[19].

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, en la region de América se ha observado un
preocupante aumento en los casos de Chikungunya. Entre el 1 de enero y el 4 de marzo de 2023,
se notificaron un total de 113.447 casos junto con 51 fallecimientos, lo que representa un
incremento de mas de cuatro veces en comparacién con el mismo periodo en 2022, cuando se

reportaron 21.887 casos y 8 muertes [21].

En el afio 2022, el numero de casos superé el promedio de los cuatro afios anteriores (2018-
2021), llegando a un total de 273.685 casos y 87 muertes en total, lo que significa el doble de
casos y siete veces mas fallecimientos que en 2021, cuando se registraron 137.025 casos y 12
muertes. Esta tendencia al alza subraya la importancia de abordar eficazmente la prevencion y

el control de esta enfermedad transmitida por vectores en la regién [13], [22], [23].

2.2.3 Patogénesis

El nombre del virus Chikungunya, que significa 'caminar encorvado', proviene de las
manifestaciones caracteristicas de la enfermedad en los pacientes, quienes a menudo
experimentan sintomas artriticos incapacitantes que pueden persistir durante un periodo
prolongado. Antes de que estos sintomas se manifiesten, el virus Chikungunya pasa por tres
etapas distintas: la etapa intradérmica, la etapa sanguinea y la infeccion de los 6rganos
susceptibles[9], [10], [15].

Cuando el vector, en este caso, el mosquito, realiza una picadura, los viriones del virus ingresan
a las capas de la piel del paciente, dando lugar a una infeccion local. En esta fase, células como

los fibroblastos, las células endoteliales y los macrofagos son propicias para la replicacion del



virus Chikungunya. Posteriormente, el virus se traslada a los nddulos linfaticos, desde donde
accede a la circulacion sistémica, alcanzando finalmente los 6rganos diana, que incluyen el
higado, los masculos, las articulaciones y el cerebro. Las articulaciones son los érganos mas
afectados en términos de salud del paciente, ya que el dolor y la inflamacion pueden persistir
incluso después de la fase aguda de la enfermedad. Ademas, existe la posibilidad de que la
infeccion por el virus Chikungunya deje secuelas en forma de artralgia, que pueden durar desde
meses hasta afios como se observa en la figura 1. Estas caracteristicas hacen que el
Chikungunya sea una enfermedad de importancia clinica significativa y destaca la necesidad de

una atencion meédica y un manejo adecuados para los pacientes afectados [24].

viremia

N,
Mosquito
bite Arthralgia
1 | l

L
1 1 1 U
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Figura 1 Fase aguda y crénica por infeccion de CHIKV [25]

2.3 Situacion actual en bancos de sangre

Debido a la expansion del virus a través de los continentes se han realizado diferentes estudios
sobre la seroprevalencia del CHIKV, los cuales han arrojado resultados diversos debido a los
diferentes paises donde se han llevado a cabo, ya que algunos cuentan con las condiciones
aptas para el desarrollo de los vectores virales, mientras que otros dificultan en gran medida su
supervivencia, lo anterior se ve reflejado en que varios estudios arrojan una seroprevalencia de
CHIKV de 0 % mientras un estudio realizado en Rwanda en 2015 encontré una seroprevalencia
del 63.0%. Lo cual se ve reflejado en la relacién de los estudios realizados en una zona endémica
o durante un brote y los realizados en regiones no endémicas que son del 24,4. Con toda la
informacion recolectada por las diferentes investigaciones, el meta analisis arroja una

seroprevalencia global del 21,6%][26].

Junto a lo anterior por RT-qPCR se obtuvo una prevalencia de 1.9% durante pico de infecciones
en Puerto Rico, cabe recalcar, que la deteccion molecular del CHIKV no es un procedimiento

estandarizado, es decir, el paciente debe tener una serie de criterios para llevarse a cabo, por



otra parte el diagnéstico en etapas tempranas es complicado por la similitud con otras
patologias[27],[28].

2.4 Seguridad transfusional

Las transfusiones de sangre son herramientas Utiles para el tratamiento de diversas afecciones
médicas, como la anemia, la trombocitopenia y las infecciones que pueden causar una
disminucion de los niveles de glébulos rojos o plaquetas [29]. Su capacidad para salvar vidas y
mejorar la salud de los pacientes es innegable. Sin embargo, es importante destacar que la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha alertado sobre la preocupante realidad de que una
gran parte de la poblacién no tiene acceso seguro y oportuno a transfusiones de sangre [29]. Esta
disparidad en el acceso a un recurso médico crucial subraya la necesidad apremiante de mejorar
la disponibilidad y la distribucién equitativa de las transfusiones sanguineas en todo el mundo. En
este contexto, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda la implementacién de
actividades destinadas a garantizar la calidad y la seguridad en todas las etapas relacionadas
con la sangre y sus componentes, incluyendo la recoleccion, el analisis, el procesamiento, el

almacenamiento, la distribucion y la administracién de los hemocomponentes[29].

Dentro de estas actividades destinadas a asegurar la calidad de la sangre y sus derivados, se
encuentra la deteccién de enfermedades infecciosas que pueden transmitirse a través de este
medio. Entre las enfermedades comunmente analizadas se incluyen el VIH, hepatitis B y C, sifilis,
Chagas vy Virus linfotropico de células T humanas - HTLV. Estos procesos de deteccion son
esenciales para garantizar la seguridad de las transfusiones de sangre y para prevenir la

propagacion de enfermedades infecciosas a través de este importante recurso médico [30].

En el &mbito local, en Colombia, el Decreto 1571 de 1993 establece las préacticas y los estandares
que deben cumplir la Red Nacional de Bancos de Sangre para llevar a cabo el andlisis de
enfermedades infecciosas [31]. Sin embargo, es importante destacar que actualmente no se han

establecido mecanismos o procedimientos para el tamizaje de arbovirus en este contexto.

2.5 Transfusiones y arbovirus

Se ha observado en diversos informes la identificacion de infecciones por arbovirus a través de
transfusiones sanguineas. Esto se debe en parte al hecho de que un considerable nimero de
pacientes, que pueden ser asintomaticos o presentar sintomas leves e indefinidos, donan sangre
sin saber que poseen una carga viral lo suficientemente alta como para infectar a un paciente

receptor. Ademas, no se ha establecido una correlacion clara entre una viremia baja y una



infeccion asintomatica. Se ha observado que tanto pacientes sintomaticos como asintomaticos
pueden tener cargas virales significativamente elevadas, superando las >108 copias/mL. Este
fendbmeno se reportd durante la epidemia de Chikungunya en Puerto Rico en 2014. Estos
hallazgos subrayan la importancia de mantener rigurosos estandares de seguridad en la donacion
y el procesamiento de sangre para prevenir la transmision de arbovirus y otras enfermedades

infecciosas a través de transfusiones [32].

Adicionalmente, se ha documentado que arbovirus como el dengue tienen la capacidad de
persistir en los hemocomponentes y replicarse en ellos. Las principales hipétesis sugieren que
en los hemocomponentes existen células que son aptas para que el virus persista en su interior,
[33], [34] Sin embargo, es importante destacar que no existen estudios concluyentes en cuanto a

la capacidad de persistencia de otros arbovirus, como es el caso del Chikungunya.

Es relevante sefalar que, aunque tanto el Dengue como el Chikungunya son arbovirus y
comparten vectores de transmision, pertenecen a géneros diferentes y, por lo tanto, a familias
distintas. Esto sugiere que pueden tener comportamientos y caracteristicas especificas en lo que

respecta a su interaccion con los hemocomponentes y su capacidad de persistencia en ellos[10].



3. Planteamiento del problema

Durante décadas, arbovirus como el Dengue, el Zika y el virus que es objeto de estudio en este
trabajo, el Chikungunya, se han considerado enfermedades endémicas en ciertas regiones de
Colombia debido al clima tropical propicio para la proliferacién del vector del género Aedes [19].
Ademas, este virus puede ser transmitido por diversas vias, siendo las principales a través de los
mosquitos vectores Aedes aegypti y Aedes albopictus[11][35]. Hasta la fecha, no se ha
documentado transmision vertical durante el embarazo, es decir, de la madre al feto, aunque
existen informes en los que se ha registrado la transmision del virus Chikungunya de la madre al
recién nacido cuando la madre presenta fiebre unos dias antes del parto. Por ultimo, una via
adicional de transmisién es a través de transfusiones sanguineas y sus hemocomponentes. Estas
multiples vias de transmision subrayan la importancia de comprender y controlar la propagacion

de este virus en la poblacion [36], [37].

En Colombia, la falta de politicas de seguridad en las transfusiones sanguineas que puedan
prevenir la transmisién o vigilar la presencia del virus Chikungunya es motivo de preocupacion.
Esto plantea la posibilidad de que componentes sanguineos infectados puedan ser transfundidos,
como se evidencié en un estudio realizado por el Grupo de Virologia de la Universidad El Bosque.
Segun este estudio, se encontrd la presencia de arbovirus en hasta un 25% de las muestras
obtenidas de donantes de sangre [2]. Ademas, se ha observado un aumento en los casos de
Chikungunya en afios anteriores, segun diversos comunicados de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la Organizacibn Panamericana de la Salud (OPS). Esta situacién pone de
manifiesto la necesidad urgente de implementar medidas efectivas para garantizar la seguridad

en las transfusiones sanguineas y prevenir la propagacion del virus Chikungunya en el pais [21].

Es importante destacar que, aunque las manifestaciones clinicas del Chikungunya no suelen ser
letales, esto no implica que el virus no represente un problema significativo de salud publica. De
hecho, esta enfermedad puede afectar de manera considerable la calidad de vida de las personas
gue experimentan una viremia. Por esta razéon, se lleva a cabo un andlisis de la estabilidad del
virus en unidades de gldbulos rojos y plaquetas, determinando el nimero de copias gendmicas
del virus presente en dichos hemocomponentes. Los datos resultantes proporcionaran
informacion relevante sobre la cinética de la carga viral del Chikungunya, lo que contribuira a

mejorar la seguridad en el proceso de transfusiones sanguineas.



4. Pregunta de investigacion

Considerando el planteamiento del problema, surge la siguiente pregunta de investigacion:
¢Como es la evolucién de la carga viral del virus Chikungunya en los hemocomponentes?
Esta interrogante cobra relevancia debido a que el Chikungunya tiende a pasar desapercibido
ante las entidades de control, ya que sus sintomas son similares a los de otras enfermedades y
su tasa de mortalidad es baja. Ademas, existe la presencia de pacientes asintomaticos que
pueden tener una viremia moderada, lo que dificulta la deteccion oportuna de posibles donantes
infectados que podrian transmitir el virus.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

e Evaluar posibles variaciones de la carga viral del virus Chikungunya en
hemocomponentes almacenados en condiciones estandar de banco de sangre.

5.2 Objetivos especificos

e Analizar cambios en el tiempo de la carga viral del virus Chikungunya en glébulos rojos
obtenidos de donantes de sangre.

e Analizar cambios en el tiempo de la carga viral del virus Chikungunya en plaguetas
obtenidas de donantes de sangre.
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6. Metodologia

6.1 Poblacion y muestras

El estudio llevado a cabo en la elaboracién de este proyecto se enmarca en la categoria de
estudio observacional de tipo experimental. Para esta investigacion, se utiliz6 una unidad de
glébulos rojos y una unidad de plaguetas, estas Ultimas obtenidas mediante el proceso de
aféresis. La obtencién de las unidades fue posible a través del convenio con el Banco de Sangre
de la Cruz Roja (Codigo 130884467713, contrato 898-2019). Cabe destacar que todos los
proyectos surgidos tras este convenio cuentan con la aprobacién y el respaldo del comité de ética,
como se evidencia en el Acta 003-2021, del 23 de febrero de 2021. Estas unidades, originarias
de donantes de sangre sanos y suministrados por el Banco de Sangre de la Cruz Roja
Colombiana, se enviaron al Grupo de Virologia de la Universidad El Bosque, donde se realizaron
los andlisis y estudios necesarios para nuestra investigacion. Es relevante subrayar que, durante
todo este proceso, las unidades se mantuvieron en estrictas condiciones de almacenamiento,
consistentes en 65 RPM (Revoluciones por minuto) y una temperatura controlada entre 20 y 26
grados Celsius en el caso de la unidad de plaquetas.

Los donantes que participaron en el estudio cumplian con los criterios de salud establecidos en
el capitulo 11l del Decreto 1571 de 1993 [31]. Estos criterios de salud son fundamentales para
determinar si el donante es fisicamente apto para someterse al procedimiento de extraccion de
tejido sanguineo. La evaluacion de la aptitud del donante incluye consideraciones como el peso
corporal, la presion arterial y los niveles de saturacién de oxigeno. Ademas, se analiza el perfil
farmacologico del donante, es decir, se verifica qué medicamentos toma habitualmente, ya que
esto podria tener implicaciones en el receptor de los hemocomponentes, potencialmente

causando efectos adversos.

Adicionalmente, se llevé a cabo una evaluacion para identificar cualquier patologia que podria
transmitirse a través de las transfusiones sanguineas y que podria afectar al receptor de los
hemocomponentes. Para ello, se realizan pruebas seroldgicas, conocidas como tamizajes, en las
unidades de sangre extraidas. Estas pruebas estan disefiadas principalmente para detectar la
presencia de enfermedades como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), la sifilis, la
hepatitis B y la hepatitis C, con el fin de garantizar la seguridad y la salud de los pacientes

receptores de los hemocomponentes [38].
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6.2 Infeccién de CHIKV en unidad de plaguetas y globulos rojos

Para iniciar la preparacion del experimento, se utilizd una cosecha del virus Chikungunya (CHIKV)
que tenia un titulo de 2.5x10” UFP/mL. Dado que la cantidad de virus requerida para la alicuota
era muy pequefia, fue necesario realizar una dilucién intermedia, en medio Eagle modificado de
Dulbecco, con suero fetal bovino (SFB) al 2% para obtener una concentracion de 2.5x10° UFP/mL
gue permitiera tomar volimenes adecuados para infectar la unidad de plaquetas y glébulos rojos.
Luego, los hemocomponentes enviados por la Cruz Roja fueron recibidos y admitidos por el grupo
de virologia de la Universidad del Bosque. En este laboratorio, tanto las plaquetas como los
glébulos rojos se infectaron con el virus Chikungunya (CHIKV) a una concentracion de 2.5 x 103

UFP/mL. Este proceso se explicara en detalle a continuacion.

La infeccion de las plaquetas se llevd a cabo mediante un proceso que consistié en tomar un tubo
Falcon de 50.00 mL, en el cual se depositaron 34.65 mL de plaquetas y se afiadié un volumen
de 0.35 mL de virus CHIKV con una concentracion de 2.5x10° UFP/mL obteniendo un volumen
total de 35.00 mL de plaquetas infectadas con CHIKV a una concentracién de 2.5x10% UFP/mL.
Este procedimiento se repiti6 una segunda vez para obtener dos tubos Falcon que contenian
cada uno 35.00 mL dando un total de 70.00 mL de plaquetas infectadas con CHIKV a una
concentracion de 2.5x10% UFP/mL.

Se tomaron los dos tubos falcon, cada uno de 35 mL de plaquetas infectadas y se agregaron 3mL
de una alicuota de plaquetas infectadas con CHIKV 2,5x10°® UFP/mL en cada caja t12.5, en total
se obtuvieron 21 cajas t12.5 con plaquetas infectadas. Las cajas se almacenaron a una
temperatura de 22 °C con agitacion constante a 60 RPM por un periodo de 7 dias, en cada uno
de los dias de observacion (desde el dia de la infeccion hasta el dia 6) se recolectaron 3 cajas
t12.5 que contenian plaquetas infectadas (9 mL en total), las cuales fueron posteriormente

almacenadas en los congeladores de virologia a una temperatura de -80 °C [7].

En cuanto a los glébulos rojos, el proceso comenz6 con un titulo inicial de CHIKV de
2.5x10°UFP/mL. Se llevé a cabo una dilucién intermedia mediante la toma de un tubo Falcon de
15 mL, en el cual se depositaron 7.92 mL de DMEM + SFB al 2%. Luego, se agregaron 0.08 mL
(80 uL) de CHIKV con un titulo de 2.5x10” UFP/mL, resultando en un titulo final de CHIKV de

2.5x10°UFP/mL, la cual fue nuestra dilucion intermedia.

A continuacién, se utilizé otro tubo Falcon de 50 mL, en el cual se depositaron 34.65 mL de

glébulos rojos y se afiadieron 0.35 mL de la dilucién de 2.5x10°UFP/mL CHIKV. Esto dio como
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resultado un volumen total de 35.00 mL. El procedimiento se repiti6 nuevamente para obtener un
volumen final de 70 mL de gl6bulos rojos infectados con CHIKV a un titulo de 2.5x10° UFP/mL.

Posteriormente se tomaron los tubos falcon con glébulos rojos infectados con un titulo de 2.5x10°
UFP/mL, ademas se tomaron dos placas de 6 pozos, donde en cada uno de los pozos se adicion6
una alicuota de 4 mL de glébulos rojos infectados con CHIKV con un titulo de 2.5x10° UFP/mL.
En total se prepararon dos placas de 6 pozos, lo que resulté en 12 pozos infectados con CHIKV
a una concentracion de 2.5 x10® UFP/mL. Estas placas se colocaron en un refrigerador que
mantuvo una temperatura de aproximadamente 4 grados Celsius durante 4 semanas.
Semanalmente, se recolectaron las muestras de los pozos, que posteriormente se llevaron a

congelacion a -80 grados Celsius para su posterior almacenamiento.

6.3 Detecciébn molecular de virus Chikungunya y B-Actina en plaquetas y glébulos rojos

infectados, provenientes de donantes de sangre sanos

Para comenzar el proceso de deteccidbn molecular, se descongelaron las alicuotas de las
plaquetas y glébulos rojos de los congeladores a -80°C, estas alicuotas provenian de las 3
réplicas que correspondian a cada uno de los 7 dias de observacion en el caso de las plaquetas
y las dos replicas que correspondian de las 4 observaciones en el transcurso 21 dias en los que
se analizaron los glébulos rojos. Para la extraccién acidos nucleicos que contenia la muestra, se
empled un kit de extraccién de ARN viral de Qiagen (ref: 52906) siguiendo el procedimiento y las
especificaciones del fabricante, para esto se tomaron 140 uL de cada alicuota previamente

descongelada. Al finalizar el proceso de extraccion, se obtuvo un volumen final de elucién 60 pL.

Para llevar a cabo la deteccién de virus CHIKV y B-Actina como gen de referencia, se utilizé una
técnica de RT-gPCR de un solo paso. La RT-gPCR se realizé en un volumen final de 10 uL
utilizando el sistema Luna Probe One-Step RT-qPCR. Se emplearon 5 pL de ARN de la muestra,
con una concentracién que oscilé entre 60 y 80 ng/uL, ademas de una concentracién de
oligonucledtidos (Forward y Reverse) y sondas de 0,4 mM (tabla 1). El protocolo de amplificacién
consistio de una etapa de transcripcion a 55°C durante 15 minutos, seguida de una
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 3 minutos. Posteriormente, se realizaron 40 ciclos de
amplificacién, cada uno compuesto por una desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos, el
alineamiento se llevé a cabo en una temperatura de 55°C durante 30 segundos y la extension a

72°C durante 30 segundos.
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Cabe resaltar que los primers utilizados para detectar CHIKV, se selecciond la region que codifica
la glicoproteina E1 estructural con un amplicon esperado de 125 pares de bases (bp)[9][39]. Se
emplearon sondas de hidrélisis que contenian un fluorocromo acoplado, siendo el fluorocromo

TEXAS RED el encargado de generar la sefal detectable por el termociclador.

La construccion de la curva estandar, necesaria para la cuantificacion absoluta de las copias
gendmicas de CHIKV, se llevo a cabo utilizando un plasmido estdndar con una concentracion
conocida. En este caso, se empled el plasmido CDZ para determinar el nimero de copias virales.
Se realizaron varias diluciones del plasmido, abarcando un rango de concentraciones. La
concentracion mas alta se encontraba en el CDZ-2, con una carga de 1.02x107 copias genémicas
por microlitro (uL), mientras que el CDZ-7 tenia 1.02x10? copias gendmicas/yL. Cada una de
estas diluciones genero sefiales correspondientes en términos de valores de Cq (Ciclo Umbral).
Una vez construida la curva estandar utilizando estas diluciones conocidas, se pudo interpolar y
cuantificar los datos de CHIKV utilizando la ecuacion lineal obtenida. Esto permitié realizar la

cuantificacién absoluta de las copias genémicas de CHIKV a través del software Excel.

Adicionalmente, también se realizé una cuantificacién relativa como parte del estudio. Para ello,
se utilizd la B-Actina utilizando sondas de hidroélisis acopladas con el fluorocromo HEX. Este
enfoque permitié determinar la cantidad de células presentes en las alicuotas, ya que la -Actina
es una proteina que se encuentra exclusivamente en las células. Con los resultados obtenidos
de la cuantificacion de la B-Actina, se aplicé el método Livak, también conocido como el "método
AACt". Este método es una herramienta analitica ampliamente utilizada en biologia molecular
para comparar los niveles de expresion génica entre muestras y condiciones experimentales
diferentes, en este caso, para evaluar la cantidad relativa de células presentes en las muestras
[40].

15



Tabla 1 Primers usados en la investigacion[41]

Primers
Forward Reverse Probe Label | Quencher
Virus Gene Ampllcon
size bp
5-'3 5-3 5-3 5 3

. TCACTCCCTGTTGGACTTG | TTGACGAACAGAGTTAGGAACAT | AGGTACGCGCTTCAAGTTC

CHIKV ATAGA ACC GGCG TR BHQ2 El 125

hACT GGATGCA%A_‘I_A(\SGGAGATCA CGATCCACACGGAGTACTTG CCCTGGCAC(C;:CAGCACAAT HEX BHO1 90

Tabla 2 Construccion de curva estandar

Plasmido estandar

CDz-2 1.02x107 copias gendmicas/uL
CDz-3 1.02x10% copias gendmicas/jL
CDz-4 1.02x10°% copias gendmicas/uL
CDz-5 1.02x10* copias gendmicas/jL
CDZz-6 1.02x10% copias gendmicas/uL
CDz-7 1.02x10? copias gendémicas/uL
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6.4 Analisis estadistico

Con el objetivo de caracterizar la poblacion de estudio, se utilizaron medidas de tendencia central,
que incluyen promedio y desviacién estandar (DE), lo anterior, basado en el estudio del supuesto
de normalidad utilizando la prueba de Shapiro-Wilk. Ahora bien, para evaluar si existian
diferencias entre cada una de las observaciones de plaquetas (7 observaciones en un total de 7
dias) y gloébulos rojos (4 observaciones en un total de 28 dias), se utilizaron medidas de tendencia
central, que incluyen promedio y desviacion estandar (DE), lo anterior, basado en el estudio del
supuesto de normalidad utilizando la prueba de Shapiro-Wilk. Ahora bien, para evaluar si existian
diferencias entre cada una de las observaciones de plaguetas (7 observaciones en un total de 7
dias) y glébulos rojos (4 observaciones en un total de 28 dias), se utiliz6 el test de Kruskal-Wallis
segun fuera pertinente. Los andlisis estadisticos fueron realizados utilizando el paquete

estadistico GraphPad version 10.0.2.
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7. Resultados y analisis de resultados

7.1 Generacion de curvas estandar para cuantificacion de Chikungunya en la unidad de

plaguetas y glébulos rojos

Para comenzar, se crearon las curvas estandar correspondientes para determinar la carga viral
del virus Chikungunya (CHIKV) tanto en las unidades de plaquetas (Figura 2) como en las de
glébulos rojos (Figura 3). Estas curvas se basaron en un plasmido de referencia denominado
CDZz, al cual se le realizaron diversas diluciones. Ademas, se emple6 una sonda de hidrélisis
acoplado a un fluorocromo el cual es TEXAS RED, para capturar las sefales necesarias y asi
generar las curvas de calibracién. Durante este proceso, se logré obtener curvas estandar con

coeficientes de determinacion (R?) adecuados (Tabla 4y 7).

Tabla 3. Curva estandar CHIKV para cuantificacion en plaquetas

CURVA ESTANDAR PL TEXAS RED

LOG copias
Well Fluor Target | Sample Cq Copias gendmicas/uL genomicas/uL Cq
B04 | Texas Red |NSP4 CDZz-2 17,37 1,E+07 7,01 17,37
C04 | Texas Red |NSP4 CDZ-3 21,79 1,E+06 6,01 21,79
D04 | Texas Red |NSP4 CDZ-4 25,21 1,E+05 5,01 25,21
EO04 | Texas Red |NSP4 CDZ-5 28,91 1,E+04 4,01 28,91
FO4 | Texas Red |NSP4 CDZ-6 32,36 1,E+03 3,01 32,36
G04 | Texas Red | NSP4 CDz-7 36,64 1,E+02 2,01 36,64
40—
30+
S 20—
10—
0 I | | 1
0 2 4 6 8

Log copias genomicas/gL

Figura 2 Curva estandar TEXAS RED para cuantificacién en plaquetas
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Tabla 4. Ecuacion de la grafica junto a la correlacién R?

Datos

Ecuacion de
recta

la y=-3,7648x+44,021

R2

0,9985

Tabla 5: Curva estandar CHIKV para cuantificacién en glébulos rojos.

CURVA ESTANDAR BC TEXAS RED
Well Fluor Sample Cq copias genémicas/pL Log copias genomicas/pL Cq
B04 |Texas Red CDz-1 15,17 1,E+08 8,0 15,17
A04 |Texas Red CDz-2 18,12 1,E+07 7,0 18,12
D04 |Texas Red CDz-4 21,44 1,E+06 6.0 21,44
E04 |Texas Red CDZ-5 25,46 1,E+05 5,0 25,46
FO4 |Texas Red CDZ-6 28,37 1,E+04 4,0 28,37
G04 | Texas Red CDZz-7 32,28 1,E+03 3,0 32,28
40—
30+
O 20-
10—
u ] ] ] I I
0 2 4 6 8 10

Figura 3 Curva estandar TEXAS RED para cuantificacion en gloébulos rojos.

Tabla 7 Ecuacion de la grafica junto a correlacion R2

Log copias genémicas/uL

Datos

Ecuacion de la recta y=-3,4372x+42,41

R2

0,998
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7.2 Cuantificacion absoluta y relativa de Chikungunya en plaquetas

106 = * %k %

105 = * % % * %

104_

103-

Copias virales/uL

102-

10 1 1 1 1 1 L 1
DIAO DIA1 DIA2 DIA3 DIA4 DIAS DIAG6

Figura 4 Evolucion de carga viral de CHIKV en plaquetas.

Al inocular las células con CHIKV purificado, se determiné que el MOI (Multiplicity of infection) fue
6.52x10% es decir, la cantidad de viriones que son agregados para la infeccion de las células, esto
con el objetivo de simular las viremias asintomaticas que cursan algunos pacientes, cabe resaltar
gue en el CHIKV no se ha determinado una relacion directa entre la carga viral que poseen los

pacientes, y si presentan sintomas o no [42].

Durante el seguimiento diario de las mediciones (figura 4), se pudo observar que, en la mayoria
de los dias, la carga viral del CHIKV mostré una tendencia a la disminucion. Aunque hubo
pequefios incrementos en algunos momentos en la cuantificacion absoluta, esta tendencia
generalmente se mantuvo constante y se remarco en los dias 4 y 5, debido a que el analisis
estadistico indico que las copias virales/|L eran significativamente diferentes con la excepcion en
el dia 6, ya que interrumpio la tendencia, pero indicando que el CHIKV volvia a tener valor muy
similar al dia 0, lo que se confirma debido a que se expresa que el dia 5 y dia 6 son
significativamente diferentes, es decir, se indica una posible replicacion del genoma viral. La
situacion se presenta por la presencia de glébulos blancos, ya que la familia de células
inmunitarias son una de las principales células blancas del CHIKV como los macrofagos y las
células dendriticas, ademas poseen la maquinaria celular para la replicacion viral. El Banco de
Sangre de la Cruz Roja gener6 un reporte donde indicé que la concentraciéon era de 0,1x10°

globulos blancos/uL. Por tanto, mas globulos blancos podrian contribuir a la replicacion viral.
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Figura5 Cq de B-Actina en el desarrollo experimental en plaguetas

Dado los resultados obtenidos en la cuantificacion absoluta del CHIKV, se procedio a realizar la
cuantificacion relativa. Sin embargo, antes de llevar a cabo esta cuantificacion relativa, fue
necesario determinar los valores de Cq (Cycle quantification) correspondientes a la $-Actina, que
se utilizé6 como gen de referencia (Figura 5). La eleccion de la B-Actina como gen de referencia
es importante, ya que nos permite relacionar su contenido con el nimero de células presentes en
las muestras. Es importante tener en cuenta que las unidades de plaquetas son mezclas
heterogéneas debido a la presencia de plaquetas y otras células, por lo que es muy probable que
las alicuotas tomadas tengan diferentes concentraciones de células y, por lo tanto, de B-Actina.
Estos valores de Cq de la B-Actina se utilizaron como referencia en la cuantificacion relativa de
CHIKV.

Esto se puede observar claramente en la (Figura 5), donde se destaca que en los dias 3,4y 5
hay una diferencia significativa con respecto a los otros dias. En este caso, el valor de Cq es
elevado, lo que indica que hay una menor cantidad de células presentes en la muestra. Esta
disminucién en la cantidad de células afecta directamente el nUmero de copias genémicas de

CHIKV detectadas, ya que en este dia el termociclador requiri6 mas ciclos para detectar una

sefial de B-Actina que superara el umbral de deteccion establecido.
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Figura 6 Cuantificacion relativa del CHIKV

Visualizando la (Figura 6) que representa la cuantificacion relativa con B-Actina, donde vemos un
descenso significativo durante el transcurso de los dias, hasta el dia 3, donde se observa un
aumento que es similar al dia 0 existiendo un aumento de copias gendémicas, es interesante que
el dia 3 en la cuantificacion relativa es el que haya tenido la mayor concentracion, debido a que
en el dia 3 fue donde la B-Actina tuvo un mayor Cq, es decir, segun la cuantificacion relativa este
dia tuvo la mayor concentracién de copias genémicas/pL, para finalizar el dia 6 vuelve a tener un
nivel de copias gendmicas no significativamente diferentes al dia 0, siendo asi un resultado

coherente con la cuantificacion absoluta.

Es importante realizar una aclaracion fundamental. No se encontraron estudios previos
disponibles que sean similares al andlisis del virus Chikungunya (CHIKV) en plaguetas, por lo que
se realiz6 una comparacion con el virus del Dengue. Aunque estos dos virus comparten
similitudes en su estructura y patogenia, es crucial destacar que pertenecen a géneros y familias

virales diferentes.
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7.3 Cuantificacion absoluta y relativa de Chikungunya en glébulos rojos
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Figura 7 Evolucion absoluta de carga viral de CHIKV en glébulos rojos

En el caso de los glébulos rojos se calculé con los datos suministrados por el Banco de Sangre
de la Cruz roja, el resultado arrojado nos indica que la muestra de glébulos rojos fue infectada

con un MOI de 4.1x107 para el desarrollo de la investigacion.

Posteriormente, se interpolé los datos de Cq de las muestras inoculadas con CHIKV, generando
la Figura 7 que describe el comportamiento del CHIKV en los glébulos rojos a una temperatura
de 4 grados Celsius. Respecto a los resultados obtenidos en la parte experimental con glébulos
rojos, se observd un comportamiento mas estable que las plaquetas. A lo largo del periodo de
estudio, nunca se observé una concentracion viral menor a 10° copias virales por microlitro (uL),
y en el dia 21 se evidencié un leve incremento en la carga viral a comparacion del dia 14 lo cual

nos sugiere que el genoma viral se replica.

23



30+
*
25- |—|
o
o 5/‘/\
20-
15 :

1 1 1
Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21
Figura 8 Cq de B-Actina en el desarrollo experimental en glébulos rojos

En la cuantificacion de B-Actina (Figura 8) se obtuvo un comportamiento con menos oscilaciones,
es decir, el rango de los Cg fue menor a comparaciéon de la cuantificacion llevada en plaquetas,
siendo asi los Unicos datos significativamente diferentes los del dia 14 y 21, lo cual es positivo,

ya que, la cantidad de células se mantuvo similar entre los muestreos, es decir, la variacion fue

baja.
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Figura 9 Evolucion relativa de carga viral del CHIKV con respecto a la 3-Actina en glébulos
rojos.

Para finalizar se desarroll6 la cuantificacién relativa (Figura 9), la cual, arrojo como resultado que
el virus permanece estable los dias ,7 y 14 con respecto al dia 0, confirmando el leve aumento
del genoma de CHIKV entre el dia 14 y 21. Este hallazgo genera ciertas incertidumbres, ya que,
segun los datos proporcionados por la Cruz Roja, se indicaba que habia un nivel cercano a cero
de glébulos blancos en las unidades de globulos rojos, cabe resaltar que la mayoria de las células
susceptibles a la infeccién por el CHIKV son parte del sistema inmunolégico, la situacion actual
es similar en otros virus como el Dengue, donde se genera la hip6tesis estos virus pueden tener
la capacidad de infectar otras células que no pertenezcan a su blanco principal de infeccién, junto
a remanentes de células que sean aptas para la infeccion por parte del CHIKV[34]. Este
comportamiento podria deberse a varios factores, como la temperatura de almacenamiento, que,
aunque no es la 6ptima para el CHIKV, podria permitir su conservacion, por la disminucion de la
cinética de degradacion Esto concuerda con un estudio llevado a cabo en Marcella, Francia,
donde el genoma del CHIKV tuvo la capacidad de permanecer por un tiempo prolongado en
condiciones de 4”°C en ausencia de luz, lo cual indicaria que, a pesar de ser un virus de ARN, el
genoma de estos posee cierta estabilidad en el tiempo[43]. Estos resultados plantean
interrogantes importantes que requieren una investigacion mas profunda para comprender

completamente el comportamiento del virus en este contexto.
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8. Consideraciones éticas

CONSENTIMIENTO INFORMADO ESPECIFICO

ESTUDIO

“DETECCION DE VIRUS DENGUE Y OTROS ARBOVIRUS EN DONANTES DE
SANGRE EN COLOMBIA: PREVALENCIA DE LA INFECCION Y
CARACTERIZACION GENOMICA DE CEPAS VIRALES AISLADAS”
{Cadigo 130884467713, contrato §98-2019)

Investigador Principal
Félix Giovanni Delgado Tina, Grupo de Virologia, Universidad El Bosque, Bogoti D.C.

Apreciado (a) donante:

Usted estd invitadofa) a participar ¢n un estudio de investigacion, debe decidir s1 quere participar o
no. Tome su tiempo para decidirlo. Lea cundadosamente este documento v pregiintele al responsable
del estudio cualquier inquietud que tenga. El estudio es realizado por ¢l Grupo de Virologia de la
Universidad El Bosque v el Banco Nacional de Sangre de la Cruz Roja Colombiana.

LPor qué se esth haciendo este estudio?

Los wvirus dengue, Zika y Chikungunya son transmitidos a través de la picadura de mosguitos
infectados. En Colombia, se presenta una elevada transmision de estos virus en varias zonas del pais.
Algunas personas pueden tener algunos de estos virus en su sangre ¥ no fener ningln sinfoma o
manifestacion, pudiendo incluso donar sangre v transmitirlos al receptor de la transfusion, sin saberlo.
En la actualidad, en Colombia no se realizan pruebas de laboratorio para la deteccion de estos virus
en la sangre donada. E]l objetive de este estudio es determinar la frecuencia con la cual estos virus se
encuentran en la sangre de donantes voluntarios de sangre en Colombia.

LQue tendré que hacer? JCuodles son mis requerimientos?

Si usted acepta participar en este estudio, se le tomard una muestra adicional de sangre venosa del
brazo en un tubo de T ml, la cual servira para realizar las pruebas de deteccion de los virus dengue,
Zika v Chikungunya. En caso de que usted resulte positivo para alguno de estos tres virus, serd
contaciado telefonicamente por el banco de sangre, dos semanas después de la donacion de sangre,
para informarlo al respecto ¥ para realizarle una encuesta relacionada con la posible exposicion al
(los) virus.

Acta 003-2021 del 23 de Febrero de 2021
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En el caso especifico de resultar positiva la prueba de deteccidn de virus Zika, debido a que este virus
también puede transmitirse por contacto sexual ¥ cuando se produce infeccion en mujeres
embarazadas existe el nesgo de malformaciones al feto, se tomardn las siguientes medidas
adicionales:

. Usied no podrd donar sangre dentro de los 120 dias después de hallado el virus.

2. Lasangre que usted dond serd descariada.

3 5 alguno de los componenies de la sangre que usted dond fue transfundido, el servicio
transfusional v el médico tatante que ordend la transfiision serdn contactados por parte del
banco de sangre para informar del resultado positivo para virus Zika, para que se realice la
respectiva investigacion en el receptor de la transfusion, con especial énfasis en mujeres
pestantes dado el nesgo de malformaciones graves en el feto.

+Cudinias personas participardin en esta investigacion?
Se escogerin aleatoriamente un total de 1200 donanies que asisten a los 6 bancos de sangre de la red
de la Cruz Roja Colombiana.

cTPuedo retirarme de la investigacion, de forma voluntaria, en cualguier momento?

51, usted tiene ¢l derecho de revocar este consentimiento informado en cualguier momento ¥ de forma
voluntaria, sin la necesidad de dar una razdn especial. El retiro de esta investigacidn antes del tiempo
programado, no le generard ninguna consecuencia negativa sobre su salud.

£ Cwiles son los riesgos o incomodidades asociados a esta investigacion?

La toma de la muestra de sangre se realizard por parte de unia) enfermero{a) con experiencia en el
procedimiento ¥ siguiendo todas las precauciones para conservar s integridad. Los niespos mas
frecuentes de este procedimiento son dolor, inflamacidn v hematomas en la zona de la puncion. Estos
son los mismos resgos gue se tenen con el procedimiento de la donacion de sangre v para este estudio
solo se necesilard un wbo de sangre adicional.

£+ Obtendré algiin beneficio al participar en esta investigacidn?

No habra ningin beneficio econdmico directo para usted, pero en caso de gue resulien positivas las
pruchas de deteccion de los virus dengoe, Zika o Chikungunya en su muestra, le serd informada esta
situacion ¥ no tendrd ningin costo para usted.

s Comao s¢ va a garantizar la privacidad v confidencialidad de mis datos personales?

Toda su informacion personal v clinica serd tratada bajo estricta confidencialidad. S6le personal
autorizado por el investigador principal del estudio podrd tener acceso a sus datos personales. En caso
de resultar posifivo para alguno de los virus estudiados, este resuliado serd nedificado al Sisterna
Nacional de Hemovigilancia SIHEVL, como parte de los procedimientos estandares para bancos de
sangre vigentes en Colombia.

£ 0ué hago si tengo alguna pregunta o problema?
51 tiene alguna inguietud sobre el estudio o 51 previa aceptacidn de ingreso al estudio decide netirarse,
puede contactarse con los mvestigadores del estudio:



1. Felix Giovanni Delgado Tiria.

Investigador principal. Grupo de Virologia, Universidad El Bosque, Bogota D.C.
Teléfono: 6489000 extension 1209. Correo: fdelgadot@unbosque.edu.co

Adriana del Pilar Urbina B.

Coinvestigadora. Banco Nacional de Sangre. Cruz Roja Colombiana, Bogota D.C.
Teléfono: 6607913. Correo: adriana urbinaf@cruzrojacolombiana.org
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INFORMACION DE CONTACTO DEL COMITE DE ETICA
Comité Institucional de Etica en Investigacion, Universidad El Bosque, Bogota D.C.

Teléfono: 6489000 extension 1520. Correo: comiteeticai@unbosque.edu.co

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Estudio "DETECCION DE VIRUS DENGUE Y OTROS ARBOVIRUS EN
DONANTES DE SANGRE EN COLOMBIA: PREVALENCIA DE LA INFECCION
Y CARACTERIZACION GENOMICA DE CEPAS VIRALES AISLADAS” (Cédigo
130884467713, contrato 898-2019).

Si usted autoriza su participacion, por favor complete los siguientes datos y conserve una copia de
este documento.

Yo, , mayor de edad. residente en

. Identificado (a) con CC No. , declaro que me han
informado detalladamente y he comprendido los propdsitos, procedimientos, riesgos y beneficios
relacionados con el estudio, y que tuve la oportunidad de que mis dudas fueran aclaradas.

Acepto voluntariamente mi participacion en este estudio.

Acepto que mi informacion personal, clinica y socio-demogrifica, los resultados de las pruebas
realizadas y mi muestra de sangre, sean almacenadas y utilizadas en un futuro para la realizacion de
prucbas adicionales en investigaciones relacionadas con virus dengue, Zika, Chikungunya u otros
arbovirus.

Firma de la persona que otorga el consentimiento.

Cédula de ciudadania. No.
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Fecha: Dia ( ) Mes ) Adio: )

Mombre complete del profesional que obtuvo el consentimiento:

Firma del profesional que obtuve el consentimiento:

C.C. No.

Testigo 1 (puede ser otro donante de sangre presentes en la jornada de donacion):

Mombre:

C.C. No.

Firma:

Testigo 2 (puede ser otro donante de sangre presentes en la jornada de donacion):

Mombre:

C.C. No.

Firma:
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9. Conclusiones

Segun los resultados obtenidos en la investigacion, se concluye que el genoma viral del
Chikungunya tiene la capacidad de persistir a lo largo del tiempo, experimentando
fluctuaciones leves en su carga viral tanto al aumentar como al disminuir en condiciones
de almacenamiento de bancos de sangre, tanto en plaquetas como en gldbulos rojos, lo
gue indica un riesgo en términos de seguridad transfusional, pero se requiere un estudio
mas a profundidad para observar si la capacidad de infeccion se mantiene a través del
tiempo en condiciones de banco de sangre.

Gracias a la revision bibliografica, se concluyé que la informacion acerca de los riesgos
de transmision del Chikungunya en transfusiones sanguineas es limitada. Ademas, se
desconoce la estabilidad de este en los tiempos de almacenamiento, por ende, es
pertinente impulsar la investigacion en el contexto colombiano por nuestra condicion de
pais endémico, con el propdsito de tomar acciones preventivas efectivas que eviten la

afectacion de la calidad de vida de los pacientes receptores de los hemocomponentes.
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10. Recomendaciones

e En futuras investigaciones se recomienda el uso de bolsas pediatricas para el
almacenamiento de los hemocomponentes, con el objetivo de tener condiciones similares
a las que se encuentran estandarizadas en el Banco de Sangre de la Cruz Roja. Este
enfoque podria ofrecer varias ventajas significativas en el contexto de la investigacion
sobre la estabilidad del virus Chikungunya.

e Solo si la situacion de los Bancos de Sangre es adecuada y se tiene un alto nivel de
reservas de hemocomponentes que no afecte al suministro hacia los donantes, se podrian
realizar mas replicas en los experimentos para tener una mayor robustez estadistica.

e Por la naturaleza del estudio, Unicamente se identificé la presencia del ARN viral de
Chikungunya en las muestras, lo cual no permite concluir si el virus se mantiene con la
capacidad de infectar nuevas células, para ello es necesario utilizar metodologias como

el ensayo de placa viral en futuras investigaciones.
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11. Anexos

Infeccién plaguetas 0,37 mL CHIKV 2,5 x 10° UFP/mL

Se afade 3 mL de plaquetas

L Alicuota de 34,65 mL de plaquetas infectadas a cada caja t 12.5

S > x2
Spe ' (
L o ) E_J
v Qe [FY
35,00 mL de plaquetas con una concentracién
Bolsa de 2
Plaguetas de 2,5 x 10° UFP/mL de CHIKV
Dia 0 Dial Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
.=J“ =J‘ a=)U =J“ -t s
Se realizd : L. Al 3l
por triplicado g i ) i D o w |
Extraccion y

almacenamiento

3mL 3mL 3mL
. =J“ .==—H .==J“ =J“ = e s
3mL 3mL 3mL 3mL
22°C -7 dlas Agltaclon constante

Figura 10 Proceso para la infeccidon de plaguetas con CHIKV

e P rojos 0.37 mL CHIKV 2,5 x 10° UFP/mL

l

- - Se ar“}ade 4 mL de Glébulos rojos
Alicuota de 34,65 mL de Globulos m]os : { x2 infectadas a cada pozo.

/'} Al . L'

35,00 mL de Globulos rojos con una

)

1

Gléiilli?sjm concentracion de 2,5 x 10° UFP/mL de CHIKV
- - b 4 -
A i : : i
Se rea!lzo ' ' .
por duplicado Dia 0 - 4mL Dia7-4mL Dialé-4mL  DiaZl- 4mL 4°C - 3 Semanas
- . - -
B : : s :
Extraccién y ' ' ' '
almacenamiento
Dia 0 - 4mL Dia 7 - 4mL Dial4-4mL  Dia2l-4mL

Figura 11 Proceso para la infeccion de glébulos rojos con CHIKV
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Rétulos e informacion de unidad de plaquetas recibida por parte de la Cruz Roja Colombiana
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Figura 12 Rotulo de unidad de plaquetas
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' SOGIEDAD NACIONAL DE LA
CRUZ ROJA COLOMBIANA

HBANCO NACIONAL DE SANGRE

Informe analisis hematologia

Nombre Apellido Sexo: Edad
1D muest; 230151951CUP Tipo de paciente ID pac:
Dpt.! _ Tiempo deandlisis: 24/08/2023 10.39 Maodo we
Moédulos Result Unid Gupodere!

1 WwBC 8 0.1 1073/l 41 - 120

2 Lymph# 1043/l 09 - 42

3 Mid# 103/l 01 - 17

4  Gran# 10°3/uL 18 - 79

5 Lymph% % 18,0 - 450

6 Mid% % 1.0 - 17.0

7 Gran% s %, 400 - 780

8 RBC B 002 10"6/ul 420 - 820

9 HGB B 00 gldL 143 - 198

10 HCT B 00 % 415 - 590

11 MCV e fl 80.0 - 1000

12 MCH Lases Py 27.0 - 320

13 MCHC WA gldL 320 - 360

14 RDW-CV e % 118 - 162

15 RDW-SD o fL 350 - 560

16 PLT 383 10%3/ul_ 150 - 500

17 MPV s fL 64 - 120

18 PDW i 156 - 177

19 PCT oty % 0.200 - 0.360

20 P-LCC e 10*3/ul. 30 - 90

21 P-LCR e % 11.0 - 450

wec RBC
0 100 ' 200 300 fL (¢ 100 200 300 fL
PLT
e ey
0 19 20 30 401L
R 3 . i Revisaco por.
Médico clinico Operader Administrator . 5
Hora de trazado Hora entrega Hora de impresion:  24/08/2023 10:40
Comentarios )
tra analizada correspondiente]

[Este mnforme solc s€ aplica a la mues

Figura 13 Parametros hematologicos de la unidad de plaquetas recibida
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VT

14/08/2023 RAI: NEGATIVO
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T =t
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de 20 a 24°¢ de 1 a B°c

OETECTAR VIH 1 Y 2 Ag-Ac; HTLV 1 Y 2 Ac; HBSAg:

M Ac. CON RES NO REACTIVOS, PUEDE SER
® RESULTADOS DE LAS PRUEBAS ANTERIORES REFLEJAN
o8 N L=

CAUBAR EFECTOS IMPREVISIBLES:
ENTA.

Figura 14 Rétulos e informacién de unidad de plaguetas recibida por parte de la Cruz Roja
Colombiana
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Informe analisis hematologia
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Dpt &mpo de andlisis. 24082023 1468 Mado wa
nddutos Resu't Unid Grupo de ref
1 WBC B 0.0 10°34ul 38 - 126
2 Lymph# B 0¢ 103l 09 -
3 Midw B 0g 10%3/ul 0.1 -
4 Gran# B 00 1073l 18 -
£ Lymph% 302 % 200 -
8 Mia% 145 % 10 -
i Gran% 552 Y 400 -
§ RBC A 809 10%6/ul 370
g HGB 17.8 gldL 133 -
10 HCT A 533 % 385
11 NCV 878 fL 800 -
12 MCH 293 Pg 210 -
13 NCHC 334 gldi 320 -
14 RDW-CV 126 % 118 -
15 ROW-SD 387 fL 350 -
16 PLT B =7 J0M3uL 150 -
T MPY 92 fL 58 -
18 PDW A 197 155 -
19 PCT B 0007 Y%
20 P-LCC S 1073l
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Figura 15 Parametros hematoldgicos de la unidad de plaquetas recibida
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Tabla 6 Cuantificacion absoluta de CHIKV en plaquetas

Carga viral Plaquetas

Well Fluor Target Content Sample Cq glégc’,Gm(i:g:é?SL gengﬁ"?i?:s ful
A03 Texas Red E1 Unkn CHIKV Dia 0 PLT 27,63 4,35 2,E+04
B03 Texas Red E1 Unkn CHIKV Dia 0 PLT 28,74 4,06 1,E+04
C03 Texas Red E1 Unkn CHIKV Dia 0 PLT 28,36 4,16 1,E+04
A01 Texas Red E1 Unkn Dia 1 R1 32,60 3,04 1,E+03
BO1 Texas Red E1 Unkn Dia 1 R1 31,19 3,41 3,E+03
Co1 Texas Red E1 Unkn Dia 1 R2 29,81 3,78 6,E+03
DO1 Texas Red E1 Unkn Dia 1 R2 30,02 3,72 5,E+03
EO1 Texas Red E1 Unkn Dia 1 R3 29,51 3,86 7,E+03
FO1 Texas Red E1 Unkn Dia 1 R3 29,88 3,76 6,E+03
AO01 Texas Red E1 Unkn Dia 2 R1 31,67 3,28 2,E+03
BO1 Texas Red E1 Unkn Dia 2 R1 32,22 3,14 1,E+03
Co1 Texas Red E1 Unkn Dia 2 R2 32,21 3,14 1,E+03
D01 Texas Red E1 Unkn Dia 2 R2 30,24 3,66 5,E+03
EO1 Texas Red E1 Unkn Dia 2 R3 32,05 3,18 2,E+03
FO1 Texas Red E1 Unkn Dia 2 R3 31,78 3,25 2,E+03
GO1 Texas Red E1 Unkn Dia 3 R1 30,39 3,62 4,E+03
HO1 Texas Red E1 Unkn Dia 3 R1 30,80 3,51 3,E+03
A02 Texas Red E1 Unkn-2 Dia 3 R2 30,56 3,58 4,E+03
B02 Texas Red E1 Unkn Dia 3 R2 30,35 3,63 4, E+03
C02 Texas Red E1 Unkn Dia 3R3 30,53 3,58 4,E+03
D02 Texas Red E1 Unkn Dia 3 R3 30,42 3,61 4,E+03
C03 Texas Red E1 Unkn Dia 4 R1 33,59 2,77 6,E+02
D03 Texas Red E1 Unkn Dia 4 R1 35,58 2,24 2,E+02
A02 Texas Red E1 Unkn Dia 4 R1 34,51 2,53 3,E+02
B02 Texas Red E1 Unkn Dia 4 R1 34,54 2,52 3,E+02
E03 Texas Red E1 Unkn Dia 4 R2 36,00 2,13 1,E+02
F03 Texas Red E1 Unkn Dia 4 R2 35,83 2,18 1,E+02
C02 Texas Red E1 Unkn Dia 4 R2 33,44 2,81 6,E+02
D02 Texas Red E1 Unkn Dia 4 R2 33,37 2,83 7,E+02
GO03 Texas Red E1 Unkn Dia 4 R3 32,23 3,13 1,E+03
HO03 Texas Red E1 Unkn Dia 4 R3 32,86 2,97 9,E+02
E02 Texas Red E1 Unkn Dia 4 R3 33,33 2,84 7,E+02
F02 Texas Red E1 Unkn Dia 4 R3 32,38 3,09 1,E+03
A03 Texas Red E1 Unkn Dia 5 R1 32,37 3,10 1,E+03
B03 Texas Red E1 Unkn Dia 5 R1 34,03 2,65 5,E+02
C03 Texas Red E1 Unkn Dia 5 R2 36,22 2,07 1,E+02
D03 Texas Red E1 Unkn Dia 5 R2 36,23 2,07 1,E+02
EO3 Texas Red E1 Unkn Dia5R3 33,21 2,87 7,E+02
FO3 Texas Red E1 Unkn Dia5R3 33,68 2,75 6,E+02
E02 Texas Red E1 Unkn Dia 6 R1 30,34 3,63 4,E+03
F02 Texas Red E1 Unkn Dia 6 R1 29,91 3,75 6,E+03
G02 Texas Red E1 Unkn Dia 6 R2 29,41 3,88 8,E+03
HO02 Texas Red E1 Unkn Dia 6 R2 29,52 3,85 7,E+03
A03 Texas Red E1 Unkn Dia 6 R3 30,28 3,65 4, E+03
B03 Texas Red E1 Unkn Dia 6 R3 30,00 3,72 5,E+03
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Tabla 7 Cuantificacion relativa en plaquetas

CUANTIFICACION RELATIVA PL

N° E;?,; i\({Z Cq Virus %cﬁr?;a ACq AACq | 2-AACq Pr%rgeg 0
1 DIAOR1 27,63 24,69 2,94 -1,70 3,24
2 DIA O R1 28,74 24,06 4,68 0,05 0,97
3 DIA 0 R2 28,36 23,28 5,09 0,45 0,73
4 DIA 0 R2 27,63 23,36 4,27 -0,37 1,29
5 DIA 0 R3 28,74 23,14 5,60 0,97 0,51
6 DIAOR3 28,36 23,13 5,24 0,60 0,66
7 DIA1R1 32,60 24,78 7,82 3,18 0,11
8 DIA1R1 31,19 25,12 6,07 1,43 0,37
9 DIA 1 R2 29,81 24,77 5,04 0,40 0,76
10 DIA 1 R2 30,02 23,81 6,21 1,58 0,34
11 DIA 1 R3 29,51 24,90 4,61 -0,03 1,02
12 DIA1R3 29,88 24,80 5,08 0,44 0,74
13 DIA 2 R1 31,67 24,19 7,48 2,85 0,14
14 DIA 2 R1 32,22 24,38 7,84 3,20 0,11
15 DIA 2 R2 32,21 24,27 7,94 3,31 0,10
16 DIA 2 R2 30,24 24,26 5,98 1,34 0,39
17 DIA 2 R3 32,05 24,55 7,50 2,86 0,14
18 DIA 2 R3 31,78 24,33 7,45 2,82 0,14
19 DIA 3 R1 30,39 26,19 4,20 -0,44 1,35
20 DIA3R1 30,80 26,94 3,86 -0,77 1,71
21 DIA 3 R2 30,56 26,69 3,87 -0,77 1,71 4,64
22 DIA3R2 30,35 26,86 3,49 -1,14 2,21
23 DIA3R3 30,53 27,34 3,20 -1,44 2,72
24 DIA 3R3 30,42 27,12 3,30 -1,34 2,53
25 DIA 4 R1 33,59 26,44 7,15 2,51 0,18
26 DIA 4 R1 35,58 26,32 9,26 4,62 0,04
27 DIA 4 R2 34,51 24,92 9,59 4,95 0,03
28 DIA 4 R2 34,54 25,18 9,36 4,73 0,04
29 DIA 4 R3 36,00 25,50 10,50 5,86 0,02
30 DIA 4 R3 35,83 25,25 10,58 5,95 0,02
31 DIA5R1 32,37 25,24 7,13 2,49 0,18
32 DIA5R1 34,03 26,18 7,85 3,21 0,11
33 DIA5 R2 36,22 27,37 8,85 4,21 0,05
34 DIA5 R2 36,23 27,47 8,76 4,12 0,06
35 DIA 5 R3 33,21 25,19 8,02 3,38 0,10
36 DIA5R3 33,68 25,61 8,07 3,43 0,09
37 DIA 6 R1 30,34 24,33 6,01 1,37 0,39
38 DIA 6 R1 29,91 24,09 5,81 1,17 0,44
39 DIA 6 R2 29,41 24,02 5,38 0,75 0,60
40 DIA 6 R2 29,52 24,02 5,50 0,86 0,55
41 DIA 6 R3 30,28 24,62 5,66 1,02 0,49
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| 42 | DIA6R3 | 3000 | 2453 | 547 0,83 0,56
Tabla 8 Cuantificacion absoluta de CHIKV en glébulos rojos
Well Fluor Content Sample Cq Log_ Cajgies Copias virales/pL
virales
AO01 Texas Red Unkn CHIKV DIAOR1 | 27,84 4,24 17311,45
BO1 Texas Red Unkn CHIKV DIAOR1 | 27,57 4,32 20689,13
Cco1 Texas Red Unkn CHIKV DIAOR2 | 30,61 3,43 2714,65
D01 Texas Red unkn CHIKV DIAOR2 | 28,51 4,04 11040,32
FO1 Texas Red Unkn CHIKV DIA7 R1 | 29,61 3,72 5303,95
EO1 Texas Red unkn CHIKV DIA 7 R1 28,22 4,13 13440,29
GO01 Texas Red unkn CHIKV DIA 7 R2 27,44 4,35 22564,43
HO1 Texas Red Unkn CHIKV DIA 7 R2 | 28,00 4,19 15576,95
A02 Texas Red Unkn CHIKV DIA 14 R1 30,75 3,39 2460,17
B02 Texas Red unkn CHIKV DIA 14 R1 | 31,21 3,26 1806,44
Cc02 Texas Red unkn CHIKV DIA 14 R2 | 29,12 3,87 7348,37
D02 Texas Red Unkn CHIKV DIA 14 R2 | 28,79 3,96 9136,87
EO02 Texas Red Unkn CHIKV DIA 21 R1 | 26,59 4,60 39960,64
F02 Texas Red Unkn CHIKV DIA 21 R1 | 26,86 4,52 33320,92
G02 Texas Red Unkn CHIKV DIA 21 R2 | 27,47 4,35 22196,23
HO2 Texas Red uUnkn CHIKV DIA 21 R2 27,79 4,25 17905,06
Tabla 9 Cuantificacion relativa en globulos rojos
CUANTIFICACION RELATIVA GLOBULOS ROJOS
o ias Vs Beta Promedio
N %ﬁfiica || ALg | AALa | 2%88LA | piao
1 DIA O R1 27,84 21,44 6,40 0,07 0,95
2 DiA O R1 27.587 21.82 575 -0.58 1,449
3 DIA0OR2 |30,61 23,69 6,91 0,53 0,67
4 DIA O R2 28.51 22,26 6,25 -0,08 1,06
a DIA 7 R1 28,22 22,84 5,38 -0,95 1,93
B DIA T R1 29 61 23 57 6,03 -0,30 1,23
7 DIA T R2 27.44 22,50 485 -1,38 2.61
a3 DIAT R2 28,00 22 38 5 61 -0 72 1.64
g DiA 14R1 [30.75 23,94 5,81 0,48 0,72 6,33
10 DA14RT | 31,21 2423 6,88 0 65 0,64
11 DlA14R2 | 2812 22,97 6,15 -0.18 1,13
12 DIA14R2 |2879 22 88 5,01 -0,42 1,34
13 DlAZ21R1 | 26,59 21,40 519 -1,14 2,20
14 DIA 21 R1 26,86 2208 477 -1.56 294
15 OlA21R2 | 27 47 2164 583 -0.50 1,42
16 DiA 21 R2 2778 2222 557 -0,76 1,70
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