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ARTICULO ORIGINAL

Analisis filogenético del virus del chikungunya en Colombia:
evidencia de seleccion purificadora en el gen E1
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Introduccion. El virus del chikungunya, perteneciente al género Alphavirus de la familia Togaviridae,
es un virus ARN de 11,8 kb, de cadena sencilla y polaridad positiva, transmitido por Aedes spp. Se han
identificado tres genotipos a nivel mundial: el de Asia, el del este-centro-sur de Africa (East/Central/
South African, ECSA) y el de Africa occidental (West African, WA). La fiebre del chikungunya es una
enfermedad febril aguda, acompafiada principalmente de inflamacién en las articulaciones y erupcion
cutanea. Después de su aparicion en las Américas en el 2013, los primeros casos en Colombia
ocurrieron en septiembre de 2014 y hasta junio del 2015 se habian notificado 399.932 casos.
Objetivo. Identificar el genotipo o los genotipos responsables de la primera epidemia por el virus del
chikungunya en Colombia y la variabilidad genética asociada a su dispersion en el territorio nacional.
Materiales y métodos. Se seleccionaron muestras de suero de pacientes con sintomas indicativos
de fiebre del chikungunya durante 2014 y 2015. Se hizo una transcripcion inversa seguida de reaccion
en cadena de la polimerasa del gen E1, asi como su secuenciacion, andlisis filogenético y andlisis de
evolucion adaptativa.

Resultados. Se demostré la presencia exclusiva del genotipo de Asia en Colombia. Se registré un
promedio de 0,001 sustituciones de bases por sitio, una identidad de 99,7 a 99,9 % en los nucleétidos
y de 99,9 % en los amino&cidos entre las secuencias colombianas y las secuencias de las Américas.
Los andlisis de evolucion adaptativa indicaron una fuerte seleccion purificadora en el gen E1.
Conclusiones. Se determind la circulacion del genotipo de Asia del virus del chikungunya como la
causa de la primera epidemia en Colombia. Es necesario continuar con la vigilancia de genotipos,
con el fin de detectar posibles cambios en la epidemiologia, la eficacia (fitness) viral y la patogenia
del virus.

Palabras clave: virus del chikungunya, vigilancia, genotipo, filogenia, Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2990

Phylogenetic analysis of Chikungunya virus in Colombia: Evidence of purifying selection in
the E1 gene

Introduction: Chikungunya virus (CHIKV) is a single-stranded positive sense RNA virus that belongs
to the Alphavirus genus of the family Togaviridae. Its genome is 11.8 kb in length, and three genotypes
have been identified worldwide: Asian, East/Central/South African (ECSA) and West African.
Chikungunya fever is an acute febrile disease transmitted by Aedes spp. that usually presents with
polyarthralgia and cutaneous eruption. Following introduction of the virus to the Americas in 2013,
the first cases in Colombia occurred in September of 2014, and they reached a cumulative total of
399,932 cases by June of 2015.

Objective: To identify the genotype or genotypes responsible for the current epidemic in Colombia and
to describe the genetic variability of the virus in the country.

Materials and methods: Serum samples from patients presenting with symptoms compatible with
Chikungunya fever during 2014-2015 were selected for the study. RT-PCR products of the E1 gene from
these samples were used for sequencing and subsequent phylogenetic and adaptive evolution analyses.

Contribucion de los autores:

Katherine Laiton-Donato y José A. Usme-Ciro: concepcion y disefio del estudio

Todos los autores participaron en el analisis y la interpretacion de los resultados, la revision critica del manuscrito, la aprobacion de
la version final y de todos los aspectos del manuscrito.
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Results: The study identified only the presence of the Asian genotype in Colombia. Comparing the
Colombian sequences with other sequences from the Americas revealed an average of 0.001 base
substitutions per site, with 99.7% and 99.9% nucleotide identity and 99.9% amino acid identity. The
adaptive evolution analysis indicated that the E1 gene is under strong purifying selection.
Conclusions: The first epidemic of Chikunguya fever in Colombia was caused by the circulation of
the virus Asian genotype. Further genotypic surveillance of the virus in Colombia is required to detect
possible changes in its epidemiology, fithess and pathogenicity.

Key words: Chikungunya virus, surveillance, genotype, molecular epidemiology, phylogeny, Colombia.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2990

El virus del chikungunya pertenece al género
Alphavirus de la familia Togaviridae, y es un
importante patégeno reemergente transmitido
por mosquitos del género Aedes. Es un virus
encapsulado de 60 a 70 nm de diametro, el cual
posee una capside de simetria icosaédrica que
alberga un genoma de ARN de cadena sencilla y
polaridad positiva de 11,8 kb, aproximadamente
(1). ElI genoma del virus codifica para cuatro
proteinas no estructurales (nsP1 — nsP4), las
cuales participan en la replicacién del ARN viral
y en la produccién de ARN mensajero (ARNm)
subgendmico, el cual codifica, a su vez, para las
cinco proteinas estructurales C, E3, E2, 6K y E1.
La proteina E1 forma heterodimeros con E2, los
cuales son transportados a la membrana celular
para hacer parte de los viriones maduros luego
de la gemacion de las nucleocapsides (2).

El virus fue aislado por primera vez e identificado
como el agente etiolégico responsable de un
brote de enfermedad febril en Tanzania entre 1952
y 1953 (3).

La fiebre del chikungunya es una enfermedad febril
aguda, con un periodo de incubacion de dos a 12
dias, cuyas principales manifestaciones clinicas
incluyen fiebre alta, mialgias, artralgias o artritis,
linfadenopatias, dolores multifocales y erupcion
cutanea (1). La fase aguda de la enfermedad
puede resolverse en un periodo de siete a 14 dias,
en tanto que la fase crénica, caracterizada por
manifestaciones reumatologicas, puede persistir
durante meses e incluso afos (4).

El virus aumenté su rango de distribucién entre
los afios 60 y 70, con brotes en diversos paises
asiaticos y en el subcontinente indio. En el 2004
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emergié nuevamente de forma epidémica en el
este de Africa, y rapidamente se distribuy6é en
paises tropicales y subtropicales de Africa, Asia
y Oceania (5,6). En 2013 lleg6 a la regién de las
Américas a través de la isla Saint Martin y en
poco tiempo se diseminé por diversas islas del
Caribe y varios paises de la region (7-9).

En Colombia el primer caso de fiebre del chikun-
gunya importado se registré en Cali el 19 de junio
de 2014, y los primeros casos de transmision
autéctona se notificaron en septiembre de 2014,
con un total de 399.932 casos y 39 muertes
desde el inicio de la epidemia hasta la semana
epidemiolégica 25 de 2015 (10), lo cual es el
resultado de su transmisiéon en una poblacién
humana vulnerable en zonas con gran densidad
del vector Aedes aegypti.

El analisis filogenético de las cepas del virus
del chikungunya que circulan a nivel mundial
ha permitido la identificacion de tres linajes
denominados genotipo de Asia, genotipo del
este-centro-sur de Africa (East/Central/South
African, ECSA) y genotipo de Africa occidental
(West African, WA) (11-13); se estima que el
ancestro comin mas reciente de los tres geno-
tipos pudo haberse originado hace 500 afios,
aproximadamente, y que la divergencia entre
el genotipo de Asia y el de ECSA pudo haber
ocurrido hace 150 afios (14). En un analisis del
gen E1 se encontr6 una tasa de sustitucion de 1,4
x 107 por sitio por afio (15).

El genotipo de Asia ha sido el principal respon-
sable de la enfermedad en las islas del Caribe
y en Centroamérica y Suramérica (9,16); sin
embargo, recientemente se reportd la presencia
del genotipo ECSA en Brasil (17). Por ello, es
de vital importancia determinar los genotipos de
los virus responsables de la epidemia actual en
Colombia y la variabilidad genética asociada a
su diseminacion en el territorio nacional, lo cual
contribuye al conocimiento de la dinamica de
circulacién y transmisién del virus.
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Materiales y métodos
Muestras clinicas

Se seleccionaron 29 muestras de suero remitidas
al Laboratorio de Virologia del Instituto Nacional de
Salud entre 2014 y 2015, por sospecha clinica de
fiebre del chikungunya en el marco del programa
de vigilancia virolégica del virus a nivel nacional.

Reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real

En 18 de las 29 muestras, la deteccion del virus
se hizo mediante reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR) en tiempo real con el gen nsP4 y
utilizando el estuche SuperScript 11l Platinum One-
step® (Invitrogen). Se utilizaron 0,4 mM de cada
dNTP, 10 pmol de los oligonucle6tidos CHIKV
6856/CHIKV 6981c y 5 uM de la sonda CHIKV
6919-FAM disefiados previamente, y 1 pl de la
mezcla de enzimas (18), para un volumen final de
la reaccion de 25 pl. El perfil térmico incluyé un
paso de transcripcion inversa a 50 °C durante 30
minutos, la activacién de la ADN polimerasa Taq
Hot Start a 94 °C durante 15 minutos, 45 ciclos a
95 °C durante 15 segundos y a 60 °C durante un
minuto para su hibridacion y extension.

Aislamiento viral

Las 11 muestras restantes se diluyeron en medio
esencial minimo de Eagle (E-MEM) en proporcién
de uno a diez y, posteriormente, se utilizaron en el
intento de aislamiento viral inoculando 200 pl en
cultivos de células Vero. La fase de adhesién se
llevd a cabo a 37 °C durante una hora, momento
en el cual se afadieron 800 ul de E-MEM con
suplemento de 2 % de suero fetal bovino (FBS)
y la soluciéon tampén HEPES. Los cultivos se
incubaron a 37 °C en una atmosfera con CO,. Los
sobrenadantes de los aislamientos se recolectaron
cuando se observé el efecto citopatico, o a los
cinco dias de infeccion en caso de no observarse
dicho efecto.

Filogenia del virus del chikungunya en Colombia

Extraccién de ARN

El ARN viral se extrajo a partir de 18 muestras
de suero y de 11 sobrenadantes de cultivo, utili-
zando el siguiente protocolo recomendado por
el fabricante del estuche comercial QlAamp Viral
RNA Mini Kit® (Qiagen Inc., Chatsworth, CA,
USA): se mezclaron 140 pul de muestra con 560 pl
de soluciéon tampén AVL y 5,6 ul de ARN carrier;
luego, se agregaron 500 pl de etanol absoluto y
el volumen total se pasé a través de una columna
de silice mediante centrifugacion. Posteriormente,
se adicionaron 500 pl de solucién tampdon AW1 y
500 pl de AW2 para eliminar contaminantes y, por
ultimo, se eluyé mediante la adicién de 60 pl de
solucién tampon AVE con centrifugacion.

Amplificacion del gen E1 mediante
transcripcion inversa seguida de PCR

La PCR en tiempo real para la amplificacién de
un fragmento de 1.666 pares de bases (pb) que
incluia el gen E1 completo, se hizo utilizando el
estuche QIAGEN One-Step RT-PCR kit® (Qiagen
Inc., Chatsworth, CA, USA) y los oligonucleétidos
disefiados en este estudio (cuadro 1).

Se utilizaron 10 pmol de los oligonucle6tidos
CHIKseq_17F y CHIKV_4R, 5 pl de solucién
tampon 5X (que incluia 12,5 mM de MgCl,), 1 pl
de la mezcla de enzimas, 0,4 mM de cada dNTP
y la solucién Q en una concentracion final de 1X
para un volumen final de 25 pl. El perfil térmico
consisti6 en un paso de transcripcién inversa a
41 °C durante 45 minutos, un paso de activacion de
la ADN polimerasa Tag Hot Start a 94 °C durante
15 minutos, 40 ciclos a 94 °C durante 30 segundos
para la desnaturalizacion, a 58 °C durante 30
segundos para la hibridacién de oligonucleétidos,
y a 72 °C durante dos minutos para la extension,
seguidos de una extension final a 72 °C durante
cinco minutos. Los amplicones se purificaron a
partir de las reacciones de RT-PCR en tiempo real
con el estuche comercial QIAquick PCR Purification
Kit® (Qiagen Inc., Chatsworth, CA, USA).

Cuadro 1. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion y secuenciacion del gen E1 del virus del chikungunya

Oligonucledétido Uso

Secuencia 5-3° Posicion gendémica'’

CHIKseq_17F PCR en tiempo real y secuenciacion
CHIKseq_19F Secuenciacion
CHIKV_4R PCR en tiempo real y secuenciacion
CHIKseq_2R Secuenciacion
CHIKseq_3R Secuenciacion

GTAGTTKTGTCAGTGGCCTCGTTC? 9646
CCRTACTCTCAGGCACCATCT? 10687
TTAGTGCCTGCTRAACGACACG? 11313
CGCTCTTACCGGGTTTGTTGCTAT 10797
CTTCTCCACATGTGCTTCGCTCA 10323

1Con respecto a la secuencia NC_004162.2 depositada en el Genbank

2 Segun el codigo de ambiguedad en nucleétidos de la International Union of Pure and Applied Chemistry - IUPAC
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Secuenciacion y ediciéon de secuencias

Las secuencias se obtuvieron usando los oligo-
nucleotidos descritos en el cuadro 1. Se agregaron
10 ng de cada amplicén a una mezcla de reaccién
que contenia 1 pl de BigDye Terminator Cycle
Sequencing® v3.1 (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, USA), 3,2 pmol del oligonucleétido especifico
y 1,5 pl de solucion tampon 5X, en un volumen final
de 10 pl. El perfil térmico fue el siguiente: a 96 °C
durante un minuto; 25 ciclos a 96 °C durante 10
segundos, a 50 °C durante 5 segundos y a 60 °C
durante 4 minutos. Las reacciones se purificaron
con el estuche Big Dye XTerminator® (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA) y posteriormente
se procesaron mediante el analizador genético
ABI3130 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA). Las secuencias se editaron y ensamblaron
mediante el mddulo SegMan del programa
LaserGene®, v8.1 (DNASTAR Inc.).

Analisis filogenético

Con el fin de establecer la relacion filogenética
entre las cepas del virus del chikungunya circulan-
tes en Colombia y las que han circulado a nivel
mundial, se generé una matriz de secuencias
correspondientes al gen E1 obtenidas en el
presente estudio (posiciones de los nucledtidos
9994-11313 con respecto a la secuencia NC_
004162.2), y las secuencias depositadas en el
GenBank correspondientes a los tres genotipos,
las cuales fueron alineadas mediante el programa
Clustal X2.1 (19).

Se estim6 el modelo de sustitucion de nucleétidos
gue mejor se ajustara a la matriz de secuencias
teniendo en cuenta el criterio de informacion de
Akaike (AIC), mediante la herramienta jModelTest
v2.1.3 (20).

Se hizo una inferencia bayesiana mediante el
método de Monte Carlo via cadenas de Markov
(MCMC) con el programa MrBayes 3.2.6 (21); se
utilizé el modelo de sustitucion de nucleotidos
GTR, y se evaluaron cuatro MCMC (tres frias,
una caliente) en 1'000.000 de generaciones con
muestreos cada 100 generaciones para un total
de 10.000 arboles.

La convergencia de los pardmetros estadisticos se
determiné usando el programa Tracer 1.6 (http://
tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/). Se descartaron
2.000 generaciones y los valores de probabilidades
a posteriori se obtuvieron a partir de los 32.000
arboles resultantes.

28

Biomédica 2016;36(Supl.2):25-34

La inferencia filogenética se hizo con el programa
MEGA 6.0 (22) mediante los métodos de neighbor-
joining, el modelo de sustitucién de nucleétidos
Kimura 2, parametros con 1.000 réplicas bootstrap
de méaxima verosimilitud, y el modelo de sustitucion
de nucleétidos GTR con 1.000 réplicas bootstrap.

Los arboles de consenso se visualizaron mediante
el programa FigTree v1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.
uk/software/figtree/) y se editaron en el programa
MEGA 6.0 (22).

Andlisis de diversidad genéticay evolucién
adaptativa

Se estimaron las distancias genéticas dentro
del genotipo, entre genotipos y para el grupo
representado por las secuencias obtenidas en el
estudio utilizando el modelo evolutivo Kimura 2 y
los parametros en el programa MEGA 6.0 (22).

Con el fin de establecer las posibles fuerzas que
han moldeado la evolucion del virus, se hizo un
primer analisis utilizando diferentes pruebas de
neutralidad: la prueba estadistica D de Tajima
(23) y los tests F* y D* de Fu y Li (24) utilizando el
programa DnaSP, version 5.10.01 (25).

Para determinar los codones especificos de la
secuencia que podrian estar sujetos a seleccion,
se analizd6 la matriz por medio del servidor
Datamonkey (http://www.datamonkey.org) (26).

Se determind la razon del nUmero de sustituciones
no sinénimas por sitio no sindénimo sobre el nimero
de sustituciones sinénimas por sitio sinébnimo
(divergence at nonsynonimous and synonimous
sites, dN/dS).

En todos los analisis se usé el modelo de sus-
titucion GTR (generalised time reversible) y un
nivel de significacién de p<0,1. Se seleccionaron
los sitios que presentaron significacion estadistica
mediante los métodos de méxima verosimilitud
de probabilidad de efectos fijos (Fixed Effects
Likelihood, FEL), de probabilidad interna de efectos
fijos (Internal FEL, IFEL) y de single likelihood
ancestor counting (SLAC).

Resultados
El virus del chikungunya en Colombia

En Colombia hubo varias alertas por casos
importados del virus del chikungunya antes del
reporte de los primeros casos autdctonos en el
departamento de Bolivar, en septiembre de 2014
(27). Después de su establecimiento, el virus ha
tenido un comportamiento epidémico durante el
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periodo 2014-2015 (figura 1), y logr6 colonizar una
gran proporcion de los municipios con presencia
del vector A. aegypti (figura 2).

Circulacion del genotipo de Asia del virus del
chikungunya en Colombia

En el presente estudio se secuencié el gen E1
completo en un total de 29 sueros o sobrenadantes
de cultivo celular provenientes de 17 departamen-
tos colombianos (cuadro 2), es decir, 53 % de los
departamentos con reporte de casos confirmados
de la enfermedad.

Las topologias obtenidas mediante inferencia
bayesiana (figura 3) y los métodos de méxima
verosimilitud y de neighbor joining (archivos
complementarios 1 y 2, disponibles en: doi: http://
dx.doi.org/10.7705/biomedica.v36i0.2990), eviden-
ciaron concordancia en los soportes bootstrap
(mayores de 85 %) para las ramas correspondientes
a los genotipos y los principales linajes dentro
de cada genotipo. Las secuencias colombianas
mostraron una estrecha relacion filogenética con
cepas del genotipo de Asia provenientes de la isla
Saint Martin, las Islas Virgenes, México y Brasil.

Diversidad genética y evolucion adaptativa

Al estimar la diversidad genética, se evidencio
un promedio de 0,001 sustituciones de bases por
sitio entre cada par de secuencias colombianas
del virus y las secuencias reportadas en el
continente americano (Saint Martin, Islas Virgenes,
Brasil, México), con una identidad de 99,7 a 99,9
% a nivel de nucleétidos y de 99,9 % a nivel de
aminoacidos. Entre las secuencias colombia-
nas y las demas secuencias pertenecientes al
genotipo de Asia se estimo6 un promedio de 0,005
sustituciones de bases por sitio entre cada par
de secuencias.

En los andlisis de evolucién adaptativa, las
pruebas estadisticas de neutralidad presentaron
las siguientes estimaciones: en la D deTajima,
-0,28665 (p>0,10, no significativo), y en el test D*
de Fuy Li, 0,93863 (p>0,10, no significativo) y en
el test F*, 0,52645 (p>0,1, no significativo). El valor
global de dN/dS fue 0,0517; el codén 145 fue el
Unico seleccionado positivamente mediante los
métodos FEL e IFEL, con un valor de 0,053 (p<0,1,
significativo). Mediante los métodos SLAC, FEL
e IFEL (p<0,1), se demostro la existencia de un
gran nimero de codones sometidos a una fuerte
seleccion negativa (cuadro 3).

Filogenia del virus del chikungunya en Colombia

Casos acumulados de fiebre
Colombia, 2014-2015
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Figura 1. Casos acumulados de fiebre del chikungunya,
Colombia, 2014-2015

B Casos confirmados por laboratorio

Casos confirmados por clinica

. Presencia del vector Aedes aegypti

Figura 2. Distribucién municipal de Aedes aegypti y casos
confirmados de fiebre del chikungunya durante el 2015

Discusion

Desde la confirmacién de la circulacién autdctona
del virus de chikingufia en septiembre de 2014, su
transmision en Colombia ha mostrado un patron

epidémico en el cual han contribuido de forma
determinante diversos factores. En primer lugar,
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Cuadro 2. Secuencias del virus del chikungunya, Colombia, 2014-2015

Identificacion Localizacion (departamento, municipio) Afo Numero de acceso en el Genbank
440191 Tolima, Purificacion 2015 KT211023
441200 Tolima, Armero-Guayabal 2015 KT211024
433676 Bolivar, Mahates 2014 KT211025
440252 Tolima, Armero-Guayabal 2015 KT211026
440417 Tolima, Guamo 2015 KT211028
440164 Tolima, Armero-Guayabal 2015 KT211029
439609 Huila, Neiva 2015 KT211030
439930 La Guajira, Barrancas 2015 KT211031
439933 La Guajira, Manaure 2015 KT211032
440324 Norte de Santander, Cucuta 2015 KT211027
439690 Norte de Santander, Cucuta 2015 KT211033
91-3 Arauca, Arauca 2014 KT211034
92-46 San Andrés, San Andrés 2014 KT211035
92-20 Magdalena, Santa Marta 2014 KT211036
91-8 Boyacd, San Luis de Gaceno 2014 KT211037
91-11 Boyaca, Soata 2014 KT211038
91-19 Cundinamarca, La Mesa 2014 KT211039
92-31 Magdalena, Santa Marta 2014 KT211040
93-44 La Guajira, Barrancas 2014 KT211041
986333 Guaviare, San José 2015 KT211042
433717 Bolivar, San Juan Nepomuceno 2014 KT211043
435088 Cérdoba, Mofiitos 2014 KT211044
435432 Cesar, Valledupar 2014 KT211045
434965 Sucre, Sincelejo 2014 KT211046
441578 Valle, La Unién 2015 KT211047
442892 Guainia, Puerto Inirida 2015 KT211048
442205 Chocd, El Cantén de San Pablo 2015 KT211049
441519 Valle, Cali 2015 KT211050
442891 Guainia, Puerto Inirida 2015 KT211051

Para cada virus se muestra el codigo interno, asi como su procedencia geografica (municipio y departamento), el mes y afio de recoleccién y el nimero

de registro en el Genbank.

el virus encontr6 una poblacion completamente
vulnerable ante la infeccién, sin historia de retos
previos frente a este virus o cualquier otro estre-
chamente relacionado. Al igual que el virus Mayaro
detectado en Colombia hace mas de 50 afios (28),
el virus del chikungunya pertenece al complejo del
virus del bosque de Semliki (29).

Otros alfavirus que han circulado en las dltimas
décadas en Colombia, como el virus de la encefalitis
equina venezolana y el virus de la encefalitis
equina del este, pertenecen a otros serocomplejos
y su incidencia en el humano ha sido limitada a
nivel geografico (30), por lo que es improbable que
confieran inmunidad cruzada frente al virus del
chikungunya. En segundo lugar, el virus encontrd
una alta densidad y una amplia distribuciéon del
mosquito vector A. aegypti doméstico, lo cual
le permiti6 completar su ciclo de transmisién de
forma eficiente e invadir rapidamente los 33 depar-
tamentos, ocasionando un aumento exponencial
de los casos de fiebre del chikungunya durante el
2014 y el primer semestre del 2015 (31,32).
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A nivel filogenético, las secuencias de las cepas
colombianas mostraron una estrecha relacion con
las secuencias de cepas de la Isla Saint Martin,
de Islas Virgenes y de las otras reportadas en la
region de las Américas, las cuales pertenecen al
genotipo de Asia, y cuya dinamica de dispersion
espacial y temporal a través de las islas del Caribe,
de Centroamérica y de Suramérica sugiere la
presencia exclusiva de dicho genotipo en la regién.
Recientemente se reporté la presencia del genotipo
ECSA en Brasil (17), sin embargo, su impacto a
nivel epidemioldgico solo podra determinarse
en la medida en que se conozcan los resultados
de otros estudios moleculares realizados en los
diversos paises de la region.

A pesar de que se espera un incremento en la
diversidad genética de las cepas que circulan en la
regién debido a las mdltiples rondas de replicacién
y a la alta tasa de error reportada para este virus
(15), la posibilidad de rastrear el origen reciente
de las cepas que hayan ingresado y se hayan
diseminado por el territorio nacional se ve limitada
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Figura 3. Filogenia del virus del chikungunya establecida mediante inferencia bayesiana con base en el gen E1. Se reconstruyd el
arbol con el modelo de sustitucién de nucleétidos GTR. Se muestran los valores de probabilidad posterior 290. Como grupo externo
se incluy6 el genotipo WA por ser el mas divergente en estudios previos. Los triangulos negros representan las cepas colombianas
secuenciadas en el presente estudio. Teniendo en cuenta la alta identidad de las secuencias obtenidas, se incluyé una cepa por

cada departamento.
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Cuadro 3. Codones sujetos a seleccion negativa obtenidos por
el método FEL

Codon p<0,1 Codén p<0,1 Codén p<0,1 Codon p<0,1
20 0,013 121 0,003 230 0,030 360 0,004
35 0,001 122 0,011 240 0,038 365 0,019
37 0,011 124 0,017 253 0,003 370 0,060
39 0,022 128 0,001 270 0,035 381 0,003
41 0,002 162 0,035 287 0,020 394 0,058
61 0,015 173 0,019 298 0,014 402 0,013
87 0,018 18 0,070 308 0,053 421 0,010
100 0,005 202 0,081 315 0,001 427 0,003
107 0,010 216 0,035 331 0,042 436 0,031

por el bajo nimero de secuencias gendmicas del
virus disponibles hasta la fecha y responsables
de los brotes o epidemias en los paises de la
region (33,34), asi como por la gran estabilidad
del genotipo, reflejada en un alto porcentaje de
identidad entre las secuencias de las cepas prove-
nientes de diferentes paises de la region.

En el andlisis de evolucién adaptativa, aunque los
valores obtenidos por las pruebas de neutralidad a
nivel global (longitud total) para la regién gendémica
analizada sugieren la ausencia de seleccion
natural, la relacion entre los dN y los dS y un
analisis mas solido de los codones mediante los
métodos FEL, IFEL y SLAC, demostraron la exis-
tencia de una fuerte seleccion purificadora para el
gen E1. La existencia de seleccion purificadora se
sustenta en estudios con otros virus transmitidos
por vectores artrépodos, en los cuales se ha
demostrado la existencia de compromisos (trade
offs) en su evolucion, debido a que durante el
ciclo de trasmisién deben preservar la funcion
proteica que les permita replicarse en dos hués-
pedes filogenéticamente distantes (artrépodo y
vertebrado) (33,35). Estos compromisos, con un
efecto directo en la eficacia bioldgica (fitness viral),
comunmente resultan en la eliminacién de gran
parte de la variabilidad a largo plazo y, por ende,
en una mayor estabilidad genética, lo cual se ve
reflejado en la poca acumulaciéon de mutaciones
en el gen E1 de las cepas que circulan en las
Ameéricas, a pesar de haber alcanzado poblaciones
de gran tamafio y ser responsable de mdultiples
brotes epidémicos.

Durante la epidemia de 2005 a 2006 ocasionada
por el genotipo ECSA del virus del chikungunya en
la isla La Reunion, se encontrd la sustitucion A226V
localizada en la proteina E1 y se la relacion6 con
la capacidad del virus de infectar y replicarse en
el vector Aedes albopictus (34,36,37); sin embargo,
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esta sustitucion no se ha encontrado en cepas
pertenecientes al genotipo de Asia ni tampoco
se evidenci6 en las secuencias colombianas
analizadas. En el presente estudio la secuencia
93-44_Guajira_2014 presentd la sustitucidon de
aminoacido T155I, la cual no se ha asociado al
comportamiento epidemioldgico o a la virulencia.

Considerando la presencia en el pais de A. aegypti
y de A. albopictus y la circulacién simultanea de los
genotipos de Asia y ECSA del virus del chikungunya
en un pais vecino (Brasil), es necesario establecer
una vigilancia de genotipos, con el fin de detectar
la potencial introduccién de un nuevo genotipo, su
interaccion con el genotipo existente y su contribu-
cion a la transmisibilidad o virulencia del virus.

Se concluye que el patron de dispersion del virus del
chikungunya fue de alcance epidémico en Colombia,
debido a la amplia distribucién del vector A. aegypti
y a la presencia de una poblacion vulnerable ante la
infeccion. Ademas, se identificd el genotipo de Asia
como el Unico presente en la muestra de estudio,
lo cual sugiere que ha sido el predominante, si no
el tnico, durante la epidemia en el pais. Asimismo,
los patrones de diversidad genética y evolucion
adaptativa indican que el gen E1 esta sometido a
una fuerte seleccién purificadora.

Los datos presentados en el presente manuscrito
son los primeros sobre la caracterizacion genética
del virus del chikungunya en Colombia, y su impor-
tancia para la salud publica es enorme, ya que
nunca antes habia habido transmisién de este virus
en el pais y, seguramente, la enfermedad se hara
endémica. Por ello, es necesario continuar con la
vigilancia de los genotipos del virus, con el fin de
detectar posibles cambios en su epidemiologia, su
eficacia viral (fitness), su habilidad para colonizar
nuevos vectores y su patogenia.
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Archivo complementario 1. Inferencia filogenética por méaxima verosimilitud del virus del chikungunya basada en el gen E1.
Se reconstruy6 el arbol mediante el método de ML con 1.000 réplicas bootstrap y el modelo de sustitucién de nucleétidos GTR.
El genotipo WA se utilizé como grupo externo solo con fines de visualizacion. Los triangulos negros representan las cepas

colombianas secuenciadas en el presente estudio.
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Archivo complementario 2. Inferencia filogenética del virus del chikungunya por neighbor-joining basada en el gen E1. Se utilizaron
1.000 réplicas bootstrap y el modelo de sustitucion de nucleétidos Kimura 2. El genotipo WA se utilizé6 como grupo externo solo con
fines de visualizacion. Los triangulos negros representan las cepas colombianas secuenciadas en el presente estudio.



