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Resumen y Abstract  IX 

 

Resumen 

 

Caracterización molecular de patógenos asociados a casos de enfermedad febril 

aguda indiferenciada en Leticia y Villavicencio 

 

El síndrome febril agudo indiferenciado (EFAI) se refiere a un conjunto de enfermedades 

que, además de fiebre, se manifiestan con síntomas como dolor de cabeza, malestar 

general, falta de apetito, entre otras, lo que dificulta el diagnóstico. Estas enfermedades 

pueden estar asociadas a infecciones virales, bacterianas y parasitarias, por lo que su 

diferenciación requiere el uso de técnicas especializadas que son poco accesibles en las 

regiones más vulnerables. En este trabajo se diseñaron y validaron estrategias de 

detección molecular con PCR múltiplex para virus como dengue, zika, chikunguña y 

oropouche, bacterias como Leptospira spp, Rickettsia spp, Borrelia spp, Anaplasma spp, 

Brucella spp y Bartonella spp y parásitos Plasmodium spp. Se tamizaron muestras de 

pacientes febriles de Leticia y Villavicencio entre enero de 2021 y mayo de 2022, usando 

una estrategia de pools. Se logró la validación exitosa de las técnicas PCR multiplex con 

eficiencias mayores a 90% y coeficientes de variación (CV) menores al 10%, sin perder 

sensibilidad respecto a la PCR singleplex. Se detectó la presencia de dengue (2.24% y 

13.81%) y malaria (1.2% y 1.29%) en Villavicencio y Leticia respectivamente, pero sólo en 

Leticia se detectó oropouche (0.22%). Sin embargo, un alto porcentaje de casos fueron no 

identificados, lo cual demuestra el reto que representan las EFAI en nuestro país, pues 

sólo teniendo estrategias accesibles, confiables y rápidas, será posible identificar de forma 

oportuna las causas para ofrecer el tratamiento más adecuado, prevenir futuros brotes o 

epidemias por patógenos nuevos o poco estudiados.  

 

Palabras clave: Bacterias, Virus, Parásitos, Enfermedad febril, Detección molecular, 

Leticia, Villavicencio. 
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Abstract 

 

Molecular characterization of pathogens associated with cases of acute 

undifferentiated febrile illness in Leticia and Villavicencio 

 

Acute undifferentiated febrile syndrome (AIFS) refers to a group of diseases that, in addition 

to fever, manifest with symptoms such as headache, general malaise, and lack of appetite, 

among others, which makes diagnosis difficult. These diseases can be associated with 

viral, bacterial, and parasitic infections, so their differentiation requires the use of 

specialized techniques that are not accessible in the most vulnerable regions. In this work, 

multiplex PCR molecular strategies were designed and validated for the detection of 

viruses such as dengue, zika, chikunguña, and oropouche, bacteria such as Leptospira 

spp, Rickettsia spp, Borrelia spp, Anaplasma spp, Brucella spp, and Bartonella spp, and 

parasites Plasmodium spp. Using a pooled strategy, samples of febrile patients from Leticia 

and Villavicencio were screened between January 2021 and May 2022. Successful 

validation of multiplex PCR tests was achieved with efficiencies greater than 90% and 

coefficients of variation (CV) less than 10%, without losing sensitivity with respect to 

singleplex PCR. The presence of dengue (2.24% and 13.27%) and malaria (1.2% and 

1.4%) was detected in Villavicencio and Leticia respectively, but only in Leticia was 

oropouche detected (0.22%). However, a high percentage of cases were not identified, 

which demonstrates the challenge that EFAI represents in our country, since only by having 

accessible, reliable, and rapid strategies, it will be possible to identify the causes in a timely 

manner to identify the most appropriate treatment, prevent future outbreaks or epidemics 

by new or poorly studied pathogens. 

 

Keywords: Bacteria, Virus, Parasites, Febrile illness, Molecular detection, Leticia, 

Villavicencio. 

 



Contenido XI 

 

Contenido 

Pág. 

Resumen ........................................................................................................................ IX 

Lista de figuras ............................................................................................................ XIII 

Lista de tablas ............................................................................................................... 15 

Lista de Símbolos y abreviaturas ................................................................................. 16 

Introducción y planteamiento del problema ................................................................ 18 

1. Objetivos ................................................................................................................. 22 
1.1 Objetivo general ............................................................................................... 22 

1.1.1 Objetivos específicos ..................................................................................... 22 

2. Marco teórico .......................................................................................................... 23 
2.1 Síndrome febril agudo ...................................................................................... 23 

2.1.1 Factores de transmisión de EFAI ................................................................... 24 
2.2 Patógenos virales causantes de EFAI .............................................................. 25 

2.2.1 Flavivirus ....................................................................................................... 25 
2.2.2 Alphavirus ...................................................................................................... 26 
2.2.3 Bunyavirus ..................................................................................................... 27 

2.3 Patógenos bacterianos causantes de EFAI ...................................................... 28 
2.3.1 Espiroquetas – Leptospira spp ....................................................................... 28 
2.3.2 Brucella spp ................................................................................................... 29 
2.3.3 Bartonella spp ................................................................................................ 30 
2.3.4 Rickettsia spp ................................................................................................ 30 
2.3.5 Anaplasma spp .............................................................................................. 31 

2.4 Parásitos causantes de EFAI ........................................................................... 31 
2.4.1 Plasmodium spp ............................................................................................ 31 

2.5 Etapas de la enfermedad febril infecciosa ........................................................ 32 
2.5.1 Etapa 1: Incubación ....................................................................................... 32 
2.5.2 Etapa 2: Aguda .............................................................................................. 33 
2.5.3 Etapa 3: Convalecencia ................................................................................. 33 

2.6 Técnicas de detección de patógenos ............................................................... 34 
2.6.1 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) ................................................ 34 
2.6.2 Secuenciación ............................................................................................... 36 

3. Metodología ............................................................................................................ 38 
3.1 Muestras clínicas.............................................................................................. 38 
3.2 Técnicas moleculares ....................................................................................... 39 



XII Título de la tesis o trabajo de investigación 

 

3.2.1 Extracción y pools de ácidos nucleicos ......................................................... 39 
3.2.2 Estandarización y validación de PCR ............................................................ 40 
3.2.3 Detección de virus ......................................................................................... 42 
3.2.4 Detección de bacterias .................................................................................. 43 
3.2.5 Detección de parásitos .................................................................................. 44 

3.3 Análisis de datos ............................................................................................... 44 

4. Resultados y discusión ......................................................................................... 47 
4.1 Muestras clínicas .............................................................................................. 47 
4.2 Técnicas moleculares ....................................................................................... 49 

4.2.1 Extracción y pools de ácidos nucleicos ......................................................... 49 
4.2.2 Estandarización y validación de PCR ............................................................ 51 
4.2.3 Detección de virus, bacterias y parásitos ....................................................... 55 
4.2.4 Análisis estadístico ........................................................................................ 60 
4.2.5 Propuesta de abordaje de EFAI .................................................................... 66 
4.2.6 Propuesta de secuenciación metagenómica para abordaje de la EFAI ......... 69 

5. Conclusiones y recomendaciones ....................................................................... 73 
5.1 Conclusiones .................................................................................................... 73 
5.2 Recomendaciones ............................................................................................ 74 

Bibliografía .................................................................................................................... 83 
 

 
 
 
 



Contenido XIII 

 

Lista de figuras 

Figure 2-1: Etapas de la enfermedad infecciosa y diferentes formas de detección según el momento respecto 

al inicio de los síntomas. Nombre de la fuente: Adaptado de (68) _________________________________ 34 

Figura 4-1: Distribución de las muestras por edad y sexo para Leticia y Villavicencio. _________________ 47 

Figura 4-2: Comparación de la detección de muestras clínicas positivas para malaria de forma individual y 

en pool. A. Valor Ct de la muestra individual (azul) y en pool (verde). B. Diferencia entre los valores Ct de 

cada muestra, menores a 3 (verde) y mayores (rojo). ___________________________________________ 50 

Figura 4-3: Comparación del valor Ct en la detección de dengue en muestras clínicas positivas de forma 

individual y en pools. A. Valor Ct de la muestra individual (azul) y en pool (amarillo). B. Diferencia entre los 

valores Ct de cada muestra, menores a 3 (verde) y mayores (rojo). ________________________________ 50 

Figura 4-4: Síntomas de los participantes positivos para dengue y Malaria. _________________________ 57 

Figura 4-5: Síntomas de muestras positivas para anticuerpos IgM (A) y para otros antígenos (B). _______ 59 

Figura 4-6: Datos faltantes (Missing map) para cada una de las manifestaciones clínicas. Se muestran en 

negro los datos faltantes y en gris los datos presentes. _________________________________________ 61 

Figura 4-7: regresión logística multivariada para los síntomas posiblemente asociados con la infección por 

dengue. Se muestra el valor OR, el intervalo de confianza al 95% (IC 95%) y el nivel de significancia según el 

valor p (‘***’ 0.001, ‘**’ 0.01, ‘*’ 0.05 y ‘.’ 0.1) ________________________________________________ 63 

Figura 4-8: esquema general de la propuesta metodológica para el abordaje de la EFAI. ______________ 69 

Figura 4-9: esquema general de la propuesta de secuenciación metagenómica como estrategia de abordaje 

de EFAI. _______________________________________________________________________________ 71 

 
 

 

 

 

 

 





 

Lista de tablas 

Pág. 
 

Tabla 3-1: Plásmidos utilizados en la validación de PCR. ................................................................................................. 41 

Tabla 3-2: Lista de primers utilizados para la detección de patógenos virales asociados a EFAI. .................................... 42 

Tabla 3-3: Lista de primers utilizados para la detección de patógenos bacterianos asociados a EFAI. ........................... 43 

Tabla 3-4: Lista de primers utilizados para la detección de parásitos asociados a EFAI. ................................................. 44 

Tabla 3-5: definición, dimensiones y tipo de variables operativas incluidas en el estudio. .............................................. 45 

Tabla 4-1: Características demográficas y epidemiológicas de los participantes con enfermedad febril aguda 

indiferencia en Leticia y Villavicencio. ............................................................................................................................... 48 

Tabla 4-2: Lista de patógenos para detección en PCR multiplex. ..................................................................................... 51 

Tabla 4-3: Eficiencia y sensibilidad para PCR en tiempo real en ensayo individual y multiplex........................................ 52 

Tabla 4-4: Repetibilidad de los ensayos de validación de PCR en tiempo real singleplex y multiplex. Se muestra el 

coeficiente de variación entre las tres réplicas del mismo ensayo (Ensayo1) en el mismo momento. ............................. 53 

Tabla 4-5: Reproducibilidad de los ensayos de validación de PCR en tiempo real singleplex y multiplex. Se muestra el 

coeficiente de variación entre el ensayo 1 y ensayo 2 en momentos diferentes. ............................................................. 54 

Tabla 4-6: Resultados de detección de patógenos por PCR. ............................................................................................. 55 

Tabla 4-7: Otros antígenos y anticuerpos (IgM) detectados. Se muestra la clasificación respecto a las muestras 

positivas para dengue, malaria o desconocidos. .............................................................................................................. 58 

Tabla 4-8: frecuencia de cada manifestación clínica respecto a casos positivos para dengue y malaria. Se incluye en 

porcentaje de positividad respecto a casos positivos totales y el valor p correspondiente para el análisis bivariado 

realizado. La casilla de % solo muestra el % positivo, pero este se debe contrastar con los otros porcentajes, que deben 

incluirse. Esta es la tabla a la que hacía referencia arriab de la comparación. ................................................................ 62 

Tabla 4-9: comparación de las características generales de la secuenciación con Oxford Nanopore e illumina. ............ 70 

 

 

 

 

 

 



16 Detección molecular de patógenos asociados a casos de EFAI 

 

 

Lista de Símbolos y abreviaturas 

 
Símbolos con letras latinas 

 

Símbolo Término Unidad SI Definición 

bp Pares de bases bp Ecuación 

m Pendiente de una recta 
1

log(#copias)
   

MW Peso molecular 
𝑔

𝑚𝑜𝑙∗𝑏𝑝
  Ecuación 

ng Nanogramos ng Ecuación 

𝑅2 Coeficiente de correlación  1   

 

Símbolos con letras griegas 

 

Símbolo Término Unidad SI Definición 

𝜀 Eficiencia %   

 

Abreviaturas 

 

Abreviatura Término 

CHIKV Virus chikunguña 

DENV Virus dengue 

ZIKV Virus Zika 

EFAI Enfermedad febril aguda indiferenciada 

LOD Límite de detección  

MAYV Virus mayaro 



Capítulo 1 17 

 

Abreviatura Término 

NGS Secuenciación de nueva generación 

OROV Virus oropouche 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa  

HIV Virus de la inmunodeficiencia humana 

HBV Virus de la hepatitis B 

HCV Virus de la hepatitis C 

RT-PCR 
Transcripción reversa y reacción en cadena 

de la polimerasa  

Ct Ciclo umbral 

 

 

 



18 Detección molecular de patógenos asociados a casos de EFAI 

 

 

Introducción y planteamiento del problema 

 

Una razón común para buscar atención médica en Colombia es la fiebre, lo cual plantea un desafío 

considerable para los profesionales de la salud y los sistemas de vigilancia, pues cuando una 

persona se presenta con un síndrome febril, este se puede asociar con una alta morbilidad y 

mortalidad (1). La fiebre puede tener causas de origen infeccioso o no infeccioso. Entre las fiebres 

de origen infeccioso está el síndrome de enfermedad febril aguda indiferenciada (EFAI), el cual se 

refiere a un grupo de enfermedades que son de difícil diagnóstico por la similitud de los síntomas, 

por lo que no se conoce la causa de la infección con sólo hacer el examen físico inicial o con las 

técnicas de laboratorio básicas. Debido a que las causas infecciosas de este síndrome son muy 

variadas, se dificulta el poder hacer un diagnóstico preciso y oportuno, así como dirigir el tratamiento 

más adecuado para cada caso (2). Entre las principales manifestaciones clínicas se encuentran 

síntomas inespecíficos como dolor de cabeza, mareo, pérdida de apetito, malestar general y mialgia 

(3). 

Si bien son muchas las causas asociadas a la EFAI, aproximadamente el 90% de los casos se 

atribuyen a la infección por patógenos virales, bacterianos y parasitarios (4). La mayoría de estos 

patógenos son transmitidos por vectores como insectos, garrapatas y roedores. Debido a la 

ubicación geográfica y condiciones climáticas, Colombia es un país con las características propicias 

para la aparición de estos vectores y la propagación de las enfermedades que transmiten (5). Las 

EFAI afectan principalmente a las poblaciones más vulnerables, residentes de zonas rurales, barrios 

marginales o zonas de conflicto, por lo que se incluyen en el grupo de enfermedades 

desatendidas(6).  

Debido a la reconocida situación de diseminación de A. aegypti y Anopheles spp. en Colombia, se 

da prioridad a la detección y vigilancia de enfermedades transmitidas por estos como dengue, zika, 

chikunguña, fiebre amarilla y malaria (7). Sin embargo, son muchos otros patógenos los que pueden 
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estar asociados a la EFAI y que son endémicos de zonas tropicales, como hantavirus, Arenavirus, 

Rickettsia spp, Leptospira spp, Brucella spp, Leishmania spp, Trypanosoma cruzi, entre otros. 

Incluso puede plantearse la posibilidad de nuevos patógenos causantes de EFAI que no han sido 

explorados.  

En América Latina las EFAI han sido reconocidas como un gran reto y muchos esfuerzos has sido 

enfocados en determinar las etiologías asociadas como un mecanismo para su manejo y control. 

En los estudios que se han realizado, se han hecho pruebas para detectar patógenos como dengue, 

zika, chikunguña, hantavirus, virus respiratorios, Leptospira spp, malaria, Rickettsia spp, Brucella 

spp, mayaro y oropouche (8–13) y se han obtenido altos porcentajes de muestras con resultado 

indeterminado. Por ejemplo, se realizó un estudio en Ponce, Puerto Rico, para tamizar dengue, 

chikunguña, virus respiratorios y Leptospira spp donde el 48% de las muestras fueron 

indeterminadas (8); en Campo Grande, Brasil, se hizo un estudio para detectar dengue, zika, 

chikunguña y mayaro, con un 20,8% de muestras indeterminadas (9); en Recife, Brasil, se hizo un 

estudio similar con un 68,4% de muestras indeterminadas (10); en Puerto Maldonado, Perú, se hizo 

detección de dengue, zika, chikunguña y  oropouche, con un 70,8% de casos indeterminados al 

final (11); en Río de Janeiro, Brasil se hizo detección de zika y chikunguña obteniendo un 40% de 

casos indeterminados (12) y en Piura, Perú, se realizó detección de dengue,  zika y chikunguña con 

un 53,2% de casos indeterminados (13).  

Estudios similares se han llevado a cabo en Colombia para determinar la etiología asociada a EFAI, 

como es el caso de Córdoba, donde se hizo un estudio para detectar dengue, Leptospira spp, 

hantavirus, malaria, Rickettsia spp, Brucella spp e influenza, donde el 35% de los casos fueron 

indeterminados (14); en Villa del Rosario se realizaron pruebas para detectar dengue, zika y 

chikunguña, obteniendo un 47,7% de casos indeterminados (15); en Villeta, Cundinamarca, se 

realizó un estudio para detectar dengue, Leptospira spp y Rickettsia spp, con un porcentaje de casos 

indeterminados de 53,8% (2)  y en el Urabá Antioqueño se hizo el tamizaje para detectar dengue, 

Leptospira spp, Rickettsia spp, Arenavirus y hantavirus, con un 52,2% de casos indeterminados (7).  

Es muy importante identificar la causa de la EFAI para dar una mejor atención a los pacientes 

mediante un diagnóstico y tratamiento adecuados, así como dar un enfoque específico a las 

medidas de prevención y control, generando un sistema de vigilancia activa que incluya la detección 

no sólo de patógenos conocidos, sino también de patógenos emergentes (16). El estar preparados 

para determinar con rapidez y precisión la etiología de la EFAI, permite a los sistemas de salud 

hacer una gestión adecuada y oportuna de posibles epidemias.  
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Con lo expuesto anteriormente, este trabajo se enfoca en el estudio de los casos de pacientes con 

EFAI a los cuales solo se les ha logrado hacer un diagnóstico clínico presuntivo, y por tanto es 

necesario recurrir a técnicas de laboratorio más específicas para establecer un diagnóstico preciso. 

Si bien la detección de los patógenos asociados a enfermedad febril puede hacerse mediante 

pruebas de antígenos y anticuerpos, este estudio se desarrolla sólo en la detección de los 

patógenos en la fase aguda, es decir, durante los primeros días de la infección en los cuales la 

probabilidad detección del patógeno es más alta. Los patógenos se van a detectar mediante 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para genes específicos de virus como dengue, zika, 

Chikunguña y Oropouche, además de bacterias como Rickettsia spp, Leptospira spp, Brucella spp, 

Borrelia spp, Anaplasma spp, Bartonella spp y parásitos del género Plasmodium spp.  

El estudio propuesto es retrospectivo observacional a partir de un repositorio de muestras 

recolectadas en Leticia y Villavicencio. El proyecto se divide en dos etapas, la primera incluye 

muestras de suero de pacientes recolectadas entre enero y octubre de 2021, mientras en la segunda 

etapa se incluyen muestras de sangre completa recolectadas entre octubre de 2021 y mayo de 

2022. Es importante destacar que en el año 2021 aún se estaba afrontando la pandemia por el 

nuevo virus SARS-CoV-2, lo cual generó un gran impacto en la salud de nuestro país, pues todos 

los esfuerzos estaban enfocados en el diagnóstico y tratamiento de esta enfermedad, dejando en 

un segundo plano otras enfermedades causantes de enfermedad febril aguda y generando tal vez 

un mal diagnóstico o subregistro de los casos. Es por esto por lo que se quiere determinar qué 

proporción de estos casos de EFAI puede ser atribuida a infección por otros patógenos virales, 

bacterianos y parasitarios. 

En muchos lugares del territorio colombiano se presentan las condiciones ambientales favorables 

para el mantenimiento de la transmisión endémica del dengue y otras enfermedades transmitidas 

por vectores de importancia. Se eligieron las ciudades de Leticia y Villavicencio por sus condiciones 

geográficas, climáticas y demográficas de interés, así como por la alta circulación de patógenos 

causantes de enfermedad febril. En el Departamento de Meta, el dengue es un problema grave de 

salud pública, y Villavicencio, su capital, es el foco de transmisión más importante del departamento 

(17). Este departamento ocupa el primer lugar del país con 17145 casos reportados anualmente.   

De forma similar, Leticia ocupa el 14o lugar entre municipios con más alta incidencia de dengue en 

el país, siendo el primero Villavicencio (18). A pesar de que se conoce la circulación de estos 

patógenos, muchos casos de enfermedad febril aguda no son correctamente diagnosticados, por lo 

que lograr establecer el perfil etiológico de estos casos, puede tener un impacto en la disminución 

de la morbilidad y mortalidad, y por lo tanto en la calidad de vida de la población.  
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Aunque se ha hecho un gran esfuerzo por establecer la etiología de la EFAI, este sigue siendo un 

tema de relevancia clínica y con gran potencial de estudio, por lo que deben ampliarse la búsqueda 

de patógenos incluidos en el tamizaje inicial, permitiendo de esta manera que se pueda disminuir 

cada vez más la cantidad de casos indeterminados (1). Además, en la búsqueda de literatura, no 

se encontraron estudios amplios para determinar la etiología asociada a la EFAI en Leticia y 

Villavicencio. Esto se convierte también en una motivación para llevar a cabo este trabajo y poder 

ofrecer conocimientos científicos actualizados que puedan ser aplicados, no sólo en las ciudades 

de estudio, sino también para dar prioridad a este tema en todo el país. Aunque el perfil etiológico 

de la enfermedad febril puede variar en cada lugar, la información obtenida sirve como base para 

estudios futuros.  

Desde la biotecnología se puede hacer frente a esta situación, pues para la detección de este tipo 

de patógenos ya no es necesario hacer aislamientos o procesos que requieran mucho tiempo o 

mano de obra, sino que se cuenta con el desarrollo de técnicas moleculares específicas que 

permiten hacer una detección rápida y confiable de diferentes patógenos. Se cuenta con los 

conocimientos, herramientas y recursos necesarios para llevar a cabo la identificación de patógenos 

presentes en suero y sangre que pueden ser la posible causa de la enfermedad febril aguda 

indiferenciada, así como los canales de comunicación que permitan poner a disposición de las 

comunidades locales y nacionales los resultados obtenidos, de forma que se conviertan en un punto 

de partida para dar un enfoque más dirigido a la atención, prevención y control de este tipo de 

enfermedades.  De esta manera, se puede lograr el fortalecimiento de las capacidades regionales, 

la generación de conocimiento técnico-científico y mejorar la vigilancia, manejo y control de la EFAI.  
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1. Objetivos 

1.1 Objetivo general 

Caracterizar la asociación de patógenos virales, bacterianos y parasitarios con casos de EFAI en 

muestras de pacientes procedentes de dos ciudades en Colombia y describir su epidemiologia. 

1.1.1  Objetivos específicos 

 

▪ Detectar por técnicas moleculares la presencia del genoma de patógenos virales, 

bacterianos y parasitarios en casos de EFAI. 

▪ Estimar la proporción de casos de EFAI asociados a infección por patógenos virales, 

bacterianos y parasitarios. 

▪ Establecer si existen factores epidemiológicos y clínicos potencialmente asociados con 

el riesgo de presentación de EFAI.  

▪ Proponer un abordaje metodológico para el diagnóstico y detección de la causa 

infecciosa de la EFAI en Colombia. 

▪ Proponer una línea base para futuros estudios metagenómicos y de descubrimiento de 

patógenos asociados con síndrome febril agudo en Colombia. 
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2. Marco teórico 

2.1  Síndrome febril agudo 

 

La fiebre es un aumento en la temperatura corporal por encima de los límites normales que se da 

como respuesta inflamatoria del organismo ante la agresión por diversas causas y que conlleva 

alteración de las funciones corporales y un alto gasto energético, lo cual no puede tolerarse por 

mucho tiempo (4). Cuando la fiebre se origina de forma brusca y no se ha identificado signos o 

síntomas relacionados con un foco infeccioso en menos de siete días de evolución, se identifica 

como enfermedad febril aguda indiferenciada (EFAI) (19). Además de fiebre se pueden presentar 

otros síntomas como dolor de cabeza, escalofríos, malestar general, mialgias, erupciones cutáneas 

dolor retro orbital, mareo, pérdida del apetito, entre otros (20). 

La EFAI se asocia con una alta morbilidad y mortalidad, muchas veces por un diagnóstico incorrecto 

o tardío especialmente en países en desarrollo donde el acceso a las instalaciones y técnicas de 

diagnóstico específicas es más limitado (21). El diagnóstico presuntivo enfocado sólo en los 

síntomas da lugar a notificación excesiva de ciertas enfermedades como dengue, mientras la 

notificación de otras enfermedades menos estudiadas o conocidas es insuficiente. Si bien un alto 

porcentaje de casos de EFAI se atribuye a la infección por dengue (22) y malaria (23), el perfil 

etiológico de la EFAI se relaciona con diversas infecciones que pueden ser de origen viral, 

bacteriano y parasitario. Entre los patógenos virales principales están dengue, zika, chikunguña, 

encefalitis virales, hepatitis, hantavirus, arenavirus, fiebre amarilla, mayaro, oropouche, influenza, 

mientras que entre los patógenos bacterianos se encuentra Leptospira spp, Brucella spp, Rickettsia 

spp, Bartonella spp, Anaplasma spp, Erlichia, Salmonella, Borrelia spp, espiroquetas y para el caso 

de patógenos parasitarios se encuentra principalmente Plasmodium spp, Trypanosoma cruzi, 
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Theileria y Babesia (3)(6). Muchos de estos patógenos causantes de EFAI son transmitidos por 

vectores y se favorece su transmisión por diferentes factores.  

2.1.1  Factores de transmisión de EFAI 

La transmisión de patógenos causantes de EFAI se puede dar por vectores o por contacto persona-

persona mediante secreciones o sangre infectada. Los mosquitos, garrapatas y roedores son los 

vectores de mayor transmisión, sin embargo, los animales domésticos, el ganado, los monos y 

primates también pueden actuar como reservorios intermediarios para diversas enfermedades (24).   

La ubicación geográfica de Colombia favorece la diversidad biológica, climática, paisajística y 

cultural que posee. Las regiones se caracterizan por condiciones climáticas y ambientales diferentes 

dependiendo del ecosistema, lo cual incide en la salud de las personas por el entorno al que están 

expuestas y esto es clave para identificar factores multicausales para diversas enfermedades 

asociadas (25). Situaciones como el cambio climático, calentamiento global, los flujos acelerados 

de información e interrelaciones de mercancías y personas que se desplazan fácilmente a diversos 

ambientes en poco tiempo, favorece la dispersión de microorganismos e inciden en nuevas formas 

de adaptación por parte de los agentes patógenos los cuales generan resistencias e inmunidades 

no conocidas, cuya evolución puede generar epidemias e incluso pandemias. Esta dispersión de 

microorganismos se ve favorecida por la distribución de vectores (26). 

 Vectores como los mosquitos del género Anopheles, habitan en bosques y selvas, aunque se han 

adaptado a otros ambientes a medida que el ser humano los ha desplazado, mientras los del género 

Aedes, se asocian a condiciones que obligan al almacenamiento de agua que favorece su desarrollo 

y proliferación dentro y alrededor de viviendas en centros urbanos (5).  En cuanto a los roedores, 

son hospederos naturales de la familia Muridae y tres subfamilias: Murinae (ratas y ratones del Viejo 

Mundo), Arvicolinae (topillos) y Sigmodontinae (ratas y ratones del Nuevo Mundo). Se ha 

encontrado una alta asociación evolutiva entre los roedores, hantavirus y arenavirus, cuya 

transmisión se da por saliva, orina y heces. Se puede dar el contagio por inhalación o por contacto 

directo con alimentos contaminados. Generalmente la aparición de enfermedad como hantavirus se 

atribuye a entornos rurales, pero algunas formas, producidas por el virus Seoul, se dan en ciudades 

(27). 
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2.2  Patógenos virales causantes de EFAI 

2.2.1  Flavivirus 

Los virus del género Flavivirus comprenden más de 60 especies, de las cuales 30 se sabe que 

causan enfermedades en los humanos. Son virus de RNA de una sola cadena de sentido positivo 

con un tamaño aproximado de 11 kb (28), poseen envuelta lipídica con proyecciones de 

glicoproteína M y E, esta última involucrada en la unión a los receptores de la célula huésped. Su 

genoma da lugar a 10 proteínas: proteína C, premembrana M, proteína E y 7 proteínas necesarias 

para la replicación: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5. Se han adaptado a crecer en una 

amplia variedad de insectos y garrapatas. Se caracterizan por causar infecciones en el sistema 

nervioso central, fiebre hemorrágica y enfermedad febril aguda. Dentro de los más reconocidos se 

encuentran los virus dengue, zika, virus del oeste del Nilo, fiebre amarilla y virus de encefalitis 

japonesa(29).  

La detección de este tipo de virus incluye el aislamiento viral debido a que los pacientes pueden 

estar viremicos y los títulos no son lo suficientemente altos para lograr la detección. Sin embargo, 

la RT-PCR se ha convertido en la técnica de elección para detectar la viremia, mientras que, cuando 

han transcurrido varios días desde el inicio de los síntomas, se prefiere la detección de anticuerpos 

IgM.  

A continuación, se describen algunos de estos virus: 

▪ Dengue: debido a las características clínicas inespecíficas, es difícil identificar en qué momento 

se dieron los primeros casos, sin embargo, en 1903 se probó que la infección estaba ligada al 

mosquito A. aegypti y en 1906 su etiología viral, aunque el aislamiento del virus se hizo en 1944. 

Se conocen cuatro serotipos (DENV-1 a DENV-4) según sus características antigénicas y 

genéticas. La mayoría de las infecciones por el virus dengue son subclínicas, siendo la fiebre la 

evolución clínica habitual, aunque en algunos pacientes se puede dar un síndrome más grave 

generalmente asociado a la inmunidad heteróloga (30). La infección suele ser asintomática o 

inespecífica, con síntomas como fiebre, malestar general, escalofríos, dolor de cabeza, dolor 

retroorbital, síntomas respiratorios de las vías altas, entre otros. Los tratamientos existentes 

están enfocados en la disminución y el monitoreo de los síntomas. La prevención se basa en el 

control de los mosquitos A. aegypti, eliminando los lugares de procreación, además se usan 
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estrategias combinadas de vigilancia del vector, tratamiento del área y monitorización. Aún no 

hay vacunas disponibles por la complejidad inmunológica de los serotipos (31). 

▪ Zika: las primeras infecciones en humanos se informaron en 1977 en Java central, Indonesia, 

aunque el virus se aisló originalmente de un mono centinela en el bosque Zika de Uganda (32). 

Los síntomas que produce son no específicos y se caracteriza principalmente por fiebre, dolor 

de cabeza, erupción cutánea pronunciada y artralgia ocasional. En 2015 se informaron por 

primera vez complicaciones graves por zika, pues en Brasil, durante la epidemia que se dio en 

ese año, se encontró asociación entre las infecciones por zika y el aumento dramático en la 

microcefalia y el síndrome de Guillian-Barré (33). Estas complicaciones se dan por la capacidad 

del virus para cruzar la barrera placentaria humana e infectar el sistema nervioso central del feto 

en desarrollo, generando calcificaciones cerebrales, microcefalia y otras malformaciones 

congénitas. El síndrome de Guillain-Barré se da en adultos con síntomas de neuropatía y 

parálisis (32). El control de los mosquitos es el principal método de prevención para la infección 

por este virus. 

▪ Fiebre amarilla: se produjo un brote en 1648 donde se identificó la enfermedad por primera 

vez, aunque la transmisión por el mosquito A. aegypti no se demostró hasta 1900. Theiler 

desarrolló una vacuna atenuada en 1930 que tuvo gran importancia en el control de la 

enfermedad en las áreas endémicas, aunque se siguen presentando brotes.  Las infecciones se 

extienden con facilidad a causa de la migración, con la posible implicación de A. aegypti en 

áreas urbanas y en zonas secas donde los almacenamientos de agua proveen lugares para que 

los mosquitos críen (34). Durante la estación seca, los virus sobreviven en los huevos de los 

mosquitos infectados, que son resistentes a la desecación. Los síntomas pueden ser desde una 

gripe indiferenciada hasta una fiebre hemorrágica que causa mortalidad en el 50% de los casos. 

No se dispone de un tratamiento antiviral (35). 

2.2.2 Alphavirus 

Los Alphavirus de importancia clínica son transmitidos por artrópodos y se destacan chikunguña, 

mayaro, encefalitis equina oriental, encefalitis equina occidental y encefalitis equina venezolana. 

Los síntomas causados por la infección de estos virus incluyen sobre todo fiebre, exantema y 

artropatía, que aparecen abruptamente después de 2 a 10 días de incubación. Durante la fase 

temprana de la enfermedad, también se presentan fiebre, dolores musculares, malestar general y 

dolor de cabeza. Esto puede ir seguido de manifestaciones graves como petequias, púrpura, 

hematemesis y sangrado de las encías en una minoría con infecciones graves por el virus 
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chikunguña. Los síntomas articulares son severos y es difícil diferenciarlos de otras enfermedades 

inflamatorias de las articulaciones (36)  

El género Alphavirus pertenece a la familia Togaviridae, son de cadena de RNA positiva y su 

estructura se compone por viriones con cubierta lipídica (37) . El genoma contiene dos marcos de 

lectura abiertos (ORF) que codifican cuatro proteínas no estructurales (nsp1–4) y cinco proteínas 

estructurales (cápside, E3, E2, 6K y E1) (38).  Los Alphavirus entran en las células por un 

mecanismo de endocitosis mediada por receptor. Después de que la proteína de la cubierta E2 se 

une al receptor celular, la partícula vírica es englobada en una vesícula endocítica. 

▪ Chikunguña: se caracteriza por manifestaciones artríticas invalidantes de la enfermedad. La 

reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) es valiosa para la confirmación 

temprana de infección por chikunguña, sin embargo, es una detección que se da sólo en fase 

viremica y la detección posterior requiere el uso de técnicas serológicas para anticuerpos IgM (36). 

Aunque la enfermedad por chikunguña es autolimitada y no letal, más del 30 % de las personas 

infectadas desarrollarán una enfermedad crónica con dolor articular intenso persistente, 

tenosinovitis y poliartralgia incapacitante que puede durar de meses a años, lo que afecta 

negativamente la calidad de vida de una persona y la productividad socioeconómica. La falta de 

medicamentos específicos o vacunas autorizadas para tratar o prevenir la enfermedad chikunguña 

asociada con la presencia global del mosquito vector en áreas tropicales y templadas, 

representando una posibilidad de que el chikunguña se propague continuamente a diferentes 

territorios, hacen de este virus un agente de carga para la salud pública. En América del Sur, 

donde el virus del dengue es endémico y el virus del zika se introdujo recientemente, aún es 

necesario estimar el impacto de la expansión de las infecciones por chikunguña y la coinfección 

con otros arbovirus (39)  

2.2.3  Bunyavirus 

Bunyavirus se compone de más de 200 virus clasificados en diferentes géneros, principalmente 

Orthobunyavirus (como Oropouche, Bunyamwera, Bwamba, California, Simbu, entre otros), 

Phlebovirus, Nairovirus y hantavirus que se distinguen fácilmente por sus características 

genéticas, morfológicas, bioquímicas e inmunológicas. Se caracterizan por ser esféricos 

recubiertos por una membrana lipídica y contener tres segmentos de RNA de polaridad negativa 

que codifican para seis proteínas o menos, el ARN pequeño (segmento S) codifica una 

nucleoproteína viral, el ARN de tamaño medio (Segmento M) codifica dos proteínas de la cubierta 
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glicosiladas y se cree que el ARN grande (Segmento L) codifica una polimerasa viral presente 

en los virus con cubierta lipídica (40).  

▪ Oropouche: se trata de un Orthobunyavirus (del grupo Simbu) que ha producido epidemias en 

pueblos y ciudades de Brasil, Panamá y Perú, aunque tiene también una distribución mucho más 

amplia en la selva. Se aisló por primera vez en 1955 en un trabajador forestal febril de Trinidad. 

La fase aguda de la enfermedad dura de 2 a 5 días, dando lugar al inicio de fiebre con escalofríos, 

cefalea, mialgias y a menudo vómitos y artralgias, incluso se han descrito casos de meningitis 

aséptica. La enfermedad es autolimitada, aunque puede haber astenia y artralgias prolongadas. 

Se desconoce el ciclo forestal natural, aunque en áreas urbanas la estación lluviosa da lugar a 

la reproducción de mosquitos hematófagos y las epidemias afectan a miles de seres humanos. 

El diagnóstico puede hacerse mediante detección de anticuerpos IgM y también están 

disponibles ensayos de RT-PCR. La forma más efectiva de prevenir y controlar el impacto de las 

epidemias por fiebre de oropouche, es mediante el control de los vectores. Este virus puede ser 

transmitido por varios vectores, por ejemplo, en el ciclo silvestre se ha encontrado en Culicoides 

paraensis, Coquilletidia venezuelenzis y A. serratus, mientras que en el ciclo urbano se transmite 

por mosquitos C. paraensis y Culex quinquefasciatus, ambos muy comunes en los ambientes 

tropicales de Colombia (41).  

 

2.3  Patógenos bacterianos causantes de EFAI 

2.3.1  Espiroquetas – Leptospira spp 

La leptospirosis es una enfermedad zoonótica de importancia global que se caracteriza por causar 

síndromes febriles indiferenciados que puede confundirse muchas veces con otras enfermedades 

endémicas de cada región. Se asocia con la exposición a orina de animales infectados, aunque se 

considera un problema latente de interés en cualquier población por el fenómeno de la globalización, 

los cambios climáticos, y las migraciones de animales y personas (42). Son bacterias móviles, 

aerobias obligadas que comprenden 21 especies, divididas en dos grupos, uno infeccioso que 

incluye patógenos y patógenos intermedios, y otro no infeccioso.  El genoma se compone de dos 

cromosomas circulares uno grande y uno pequeño (cromosoma I 3500-4300 kb y cromosoma II 

300-350 kb) (43). Se estima que el tiempo de incubación es de 10 días, iniciando la presentación 

de síntomas con fiebre súbita intermitente elevada seguida de síntomas inespecíficos como cefalea, 

escalofríos, temblores y mialgias, dolor abdominal; anorexia, náuseas y vómitos, diarrea, tos y 
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faringitis. La fase aguda dura de 5 a 7 días. Si bien la medición de anticuerpos IgM es una de las 

técnicas de detección más utilizada, la PCR se ha empezado a utilizar como estrategia de detección 

temprana en la fase aguda y puede realizarse en muestras de sangre, suero, orina y líquido 

cefalorraquídeo, aunque en la orina puede presentarse una carga muy alta del patógeno, así como 

otros compuestos que pueden inhibir la reacción (44). Para prevenir la transmisión, se debe reducir 

el contacto directo con animales posiblemente infectados y el contacto directo con el suelo y el agua 

contaminados por orina, así como medidas de control de los roedores(29).  

 

2.3.2  Brucella spp 

Las bacterias del género Brucella son cocobacilos gramnegativos pequeños, no esporulados y no 

encapsulados. Crecen en condiciones aerobias, aunque algunos de ellos requieren CO2 

suplementario para su crecimiento primario. Los microorganismos del género Brucella son 

patógenos intracelulares facultativos que pueden sobrevivir y multiplicarse en el interior de las 

células fagocitarias del huésped. Se han caracterizado numerosas proteínas de las membranas 

externa e interna, citoplásmicas y periplásmicas, algunas de las cuales parecen desempeñar una 

función en la virulencia y en la supervivencia intracelular (45). La brucelosis es una enfermedad 

zoonótica que se presenta más frecuentemente en los países que carecen de sistemas de salud 

pública eficaces y de programas de salud animal.  La infección por Brucella spp genera síntomas 

inespecíficos como fiebre, sudoración profusa, malestar, anorexia, cefalea y lumbalgia. El inicio de 

la infección puede ser lento o agudo, y tiene lugar generalmente entre las 2 y 4 semanas desde la 

exposición al patógeno. En los pacientes no tratados durante largos períodos de tiempo es aparente 

un patrón de fiebre ondulante (46). 

Debido a la inespecificidad de los síntomas, el diagnóstico debe estar acompañado de una historia 

clínica en la cual se identifiquen factores de riesgo. Muchos laboratorios utilizan sistemas 

automatizados de hemocultivo con monitorización continua, aunque también se pueden utilizar 

métodos serológicos para medición de anticuerpos IgM o técnicas moleculares como la PCR, 

considerando que las técnicas utilizadas deben ser debidamente validadas y estandarizadas para 

evitar la detección de falsos positivos o falsos negativos, además, se recomienda el uso combinado 

de pruebas para un diagnóstico definitivo. La prevención de la brucelosis humana depende de la 

eliminación de este patógeno en los animales, para lo cual se han desarrollado algunas vacunas, 

pero ninguna totalmente eficaz(29). 
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2.3.3  Bartonella spp 

Las bacterias del género Bartonella spp son cocobacilos Gram negativos intracelulares facultativos 

y se ha encontrado una alta adaptación en los mamíferos con una alta persistencia en la sangre por 

la infección de los eritrocitos(47). Se han identificado 24 especies de Bartonella distribuidas 

ampliamente en la naturaleza, nueve de estas se relacionan con enfermedades en los seres 

humanos y tres los infectan frecuentemente. Las manifestaciones clínicas dependen de la especie 

y de las características del hospedero, puede presentarse enfermedad por arañazo de gato (CSD), 

la angiomatosis bacilar (BA) y, en algunos casos, como enfermedad febril aguda que aparece 

después de 15 a 25 días desde el contacto con el patógeno (48,49). Entre las técnicas para 

diagnóstico de Bartonella spp se encuentran métodos de cultivo bacteriológicos convencionales 

modificados, cocultivo con células endoteliales, técnicas inmunoserológicas o inmunocitoquímicas 

y/o amplificación del ADN. Si bien las técnicas de cultivo pueden ser acertadas, los requerimientos 

específicos y los tiempos requeridos para lograr el aislamiento, se convierten en un limitante para 

utilizarlo. En el caso de las pruebas serológicas, se requieren títulos altos de anticuerpos para lograr 

un resultado confiable, pues se han encontrado falsos negativos con algunas variantes genotípicas. 

Cuando se dispone de poca cantidad de muestra, la PCR resulta ser una buena opción con 

resultados sensibles y específicos. Puede hacerse la detección en tejido, suero y sangre completa 

(50,51). El tratamiento depende del tipo de infección y consiste generalmente en el uso de 

antibióticos (52). 

2.3.4  Rickettsia spp 

Las bacterias del género Rickettsia son bacilos Gram negativos intracelulares obligados que se 

caracterizan por tener un genoma pequeño, la infección se presenta como una EFAI que se 

acompaña de cefalea, mialgia y malestar general. Aunque también se pueden presentar 

manifestaciones cutáneas (erupciones y escaras), y a medida que se disemina la infección, se 

puede presentar exantema o en los casos graves, neumonía intersticial, meningoencefalitis, lesión 

renal aguda, insuficiencia multiorgánica y muerte (53). La detección de la infección por este 

patógeno se hace principalmente mediante pruebas serológicas, aunque el uso de 

inmunofluorescencia indirecta es cada vez más utilizada (54). La amplificación del DNA mediante 

técnicas moleculares (PCR) permite la detección de Rickettsia spp en muestras de sangre, plasma 

y tejidos (biopsias e hisopados de escaras), sin embargo, puede usarse sangre completa o suero 

con menor sensibilidad. La carga bacteriana y la etapa de la infección son factores que influyen en 
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el éxito de detección por este método (55). La identificación oportuna de la infección por Rickettsia 

spp es un factor clave para brindar el tratamiento adecuado, por lo que es importante contar con 

estrategias de detección junto con el análisis de signos clínicos y factores de riesgo. El tratamiento 

implica el uso de antibióticos en dosis que dependen de la etapa de la infección. No hay vacunas 

disponibles, por lo que es indispensable usar otras estrategias de prevención que eviten el contacto 

con vectores (53).  

2.3.5  Anaplasma spp 

 Las bacterias del género Anaplasma spp son gramnegativas intracelulares obligadas, por lo que 

sobreviven y se propagan dentro de las células del huésped evadiendo las funciones de los 

neutrófilos. Se transmite por vectores como garrapatas y se ha encontrado que algunos mamíferos 

salvajes y domésticos pueden ser portadores. Además de los síntomas generales de la enfermedad 

febril, se pueden presentar otros como erupción, síntomas gastrointestinales o respiratorios. 

Algunos casos pueden incluso tener complicaciones potencialmente mortales. Se puede presentar 

coinfección con otros patógenos transmitidos por garrapatas. El periodo de incubación es de 1 o 2 

semanas aproximadamente (56).  

Para la detección de este patógeno se tienen en cuenta los signos clínicos e historial del paciente, 

y para confirmación pueden usarse diferentes métodos incluyendo pruebas serológicas, 

identificación de mórulas en sangre periférica, inmunohistoquímica para detección en tejidos, 

detección de DNA por PCR y aislamiento en cultivo. Cada método tiene sus ventajas según el caso, 

por ejemplo, el uso de PCR para detectar el DNA tiene una alta sensibilidad y especificidad, 

permitiendo además un diagnóstico en poco tiempo. Cuando se utiliza serología, el aumento del 

título de anticuerpos en 4 veces se considera positivo.  La inmunohistoquímica se hace en muestras 

de pulmón, hígado, ganglios linfáticos, médula ósea y bazo. El tratamiento se enfoca en el uso de 

antibióticos (57). 

2.4  Parásitos causantes de EFAI 

2.4.1  Plasmodium spp 

Los parásitos del género Plasmodium spp son protozoos unicelulares transmitidos por la picadura 

de mosquitos Anopheles spp hembra que causan malaria, una enfermedad infecciosa devastadora 
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para los humanos (58). Estos parásitos pertenecen al grupo Apicomplexa de protozoos, que se 

caracteriza morfológicamente por la presencia de un complejo especializado de orgánulos apicales 

implicados en la invasión de la célula huésped. La malaria se presenta como una enfermedad febril 

aguda con escalofríos y picos febriles de hasta 40°C; seguida de sudoración profusa que induce 

fatiga extrema y sueño. Se puede presentar también mialgia, dolor de cabeza, anorexia y tos, lo que 

hace que el diagnóstico sólo por signos clínicos no sea confiable. En ocasiones, los pacientes 

presentan síntomas gastrointestinales, síntomas respiratorios e ictericia. La malaria por P. 

falciparum es un cuadro que puede ser mucho más agudo y grave que la malaria causada por otras 

especies de Plasmodium spp (29).  

El estándar de oro para el diagnóstico es un análisis microscópico de frotis de sangre gruesos y 

delgados, aunque también se considera el uso de pruebas rápidas en casos donde la microscopía 

no es accesible (59). Aunque las técnicas moleculares como la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) no han sido ampliamente utilizadas, la necesidad de un método rápido, específico y sensible, 

que permita un diagnóstico oportuno y que no requiere un alto volumen de muestra ha llevado a 

considerar su uso (60). Para el tratamiento, se tienen diferentes fármacos antipalúdicos cuyo uso 

debe iniciarse sólo después de lograr el diagnóstico específico (59). Un reto para el tratamiento es 

que estos parásitos han adquirido resistencia a cada uno de los fármacos antipalúdicos, 

especialmente P. falciparum. En la actualidad, los parásitos resistentes a los medicamentos 

prevalecen en las zonas donde el paludismo es endémico (61). 

2.5  Etapas de la enfermedad febril infecciosa  

El proceso infeccioso pasa por una serie de etapas que van desde la exposición del patógeno, su 

multiplicación y la recuperación de la infección (62). Cada una de ellas tiene características 

particulares que determinan la capacidad de detección del patógeno en cada momento y las 

técnicas más adecuadas según la etapa en la que se encuentre el paciente respecto al inicio de los 

síntomas. En la figura 2-1 se muestran las etapas de la infección y la forma de detección más 

adecuada. Son tres etapas principales como se describe a continuación: 

2.5.1  Etapa 1: Incubación 

Esta etapa hace referencia al tiempo que transcurre entre la exposición a un patógeno y el inicio de 

los síntomas. La duración varía mucho dependiendo del patógeno, siendo de días o incluso años. 

Las personas en esta etapa pueden portar una enfermedad sin presentar ningún síntoma, pero no 
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necesariamente significa que sea infecciosa, ya que el ser o no ser infecciosa durante la incubación 

depende del patógeno y de los días desde la exposición (63). 

Se han hecho esfuerzos por lograr la detección de patógenos en esta etapa de la infección, pues 

esto permite una atención temprana del paciente y la toma de medidas rápidas como aislamiento y 

rastreo de contactos (64). Sin embargo, esto no siempre es exitoso y no funciona bien para todos 

los patógenos, pues un alto porcentaje de casos no logran ser detectados en esta etapa y pueden 

pasar como falsos negativos, lo cual puede empeorar el panorama de la infección. 

2.5.2  Etapa 2: Aguda  

En esta etapa se da la replicación o multiplicación activa del patógeno y alcanza la máxima carga 

en el paciente. Se incluye una fase inicial de síntomas leves conocida como prodromal y se van 

haciendo más pronunciados, incluyendo fiebre, dolor de cabeza, malestar general y falta de apetito. 

Los síntomas pueden llegar a ser muy pronunciados, tanto específicos del órgano afectado como 

en general debido a la fuerte reacción del sistema inmunitario (65). En esta etapa, debido a la 

cantidad de antígenos presentes, se puede realizar detección mediante PCR u otras pruebas 

moleculares como pruebas rápidas de antígeno o secuenciación (66,67). Al avanzar esta etapa, 

inicia la producción de anticuerpos IgM, que pueden ser también utilizados como método de 

detección con pruebas serológicas como la ELISA. Los tiempos específicos adecuados para cada 

método de detección depende del patógeno de interés, pero se hace una descripción general del 

desarrollo de la enfermedad y la respuesta a la infección.  

2.5.3  Etapa 3: Convalecencia  

Esta etapa se produce después de que el patógeno alcanza el punto máximo y la carga patogénica 

cae drásticamente. Es posible que algunos síntomas sigan estando presentes, pero no son tan 

fuertes como en la fase aguda de la enfermedad. El paciente se recupera gradualmente y vuelve a 

la normalidad, pero puede seguir siendo un foco de infección aunque se sienta mejor. En esta etapa, 

debido a que la cantidad de antígenos presentes es muy baja, la detección del patógeno se hace 

con métodos serológicos mediante medición de anticuerpos IgM por ELISA (67). 
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Figure 2-1: Etapas de la enfermedad infecciosa y diferentes formas de detección según el 
momento respecto al inicio de los síntomas. Nombre de la fuente: Adaptado de (68) 

2.6 Técnicas de detección de patógenos 

El contar con técnicas confiables de detección de patógenos es un factor clave en la toma de 

decisiones clínicas para el tratamiento del paciente afectado, por lo que la selección del tipo de 

prueba es crucial. El momento de la infección determina el tipo de prueba que debería utilizarse 

para lograr buenos resultados, como se observa en la figura 2-1, durante los primeros días desde 

el inicio de los síntomas las pruebas más adecuadas son las que se enfocan en la detección del 

genoma del patógeno o algunos antígenos particulares, este sería el caso de la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR) y pruebas rápidas de antígenos. Cuando el paciente refiere síntomas no 

recientes, lo más adecuado es recurrir a técnicas de medición de anticuerpos, específicamente los 

IgM, pues los anticuerpos IgG se producen muchos días después del inicio de los síntomas dando 

lugar a la respuesta inmune de memoria (69). Algunas técnicas más novedosas como la 

secuenciación han ganado fuerza en los últimos años como herramienta de detección oportuna de 

patógenos por la disminución de los costos y el aumento de la capacidad computacional.  

2.6.1  Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  

Cuando se busca hacer detección de patógenos en la fase aguda, la PCR es una buena opción, 

pues permite obtener resultados confiables, con alta sensibilidad y poco tiempo. Si bien las pruebas 

rápidas disminuyen aún más el tiempo de procesamiento, son menos sensibles y pueden requerir 
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de otras pruebas confirmatorias (70). Para garantizar que la PCR utilizada es adecuada para lo que 

se espera, se debe hacer un proceso de estandarización y validación, lo cual consiste en encontrar 

las mejores condiciones de amplificación y después validar su funcionamiento respecto a varios 

parámetros como la sensibilidad (límite de detección – LOD), eficiencia, linealidad y reproducibilidad 

(71).  

Sensibilidad: se relaciona con el límite de detección y para calcularlo se utiliza un control positivo 

a partir del cual se hacen diluciones seriadas y se realiza en montaje con al menos tres réplicas en 

dos corridas diferentes. El límite de detección se encuentra en la última dilución en la cual se logre 

una amplificación positiva en todas las réplicas (72). 

Eficiencia: se realizan diluciones seriadas del control positivo y se hace el montaje de la PCR por 

triplicado para después recopilar los resultados en una gráfica en la cual se ubica el logaritmo del 

número de copias en el eje horizontal, mientras el valor Ct se ubica en el eje y. Se hace una 

regresión lineal de los datos para obtener la ecuación de la recta. Con el valor de la pendiente se 

hace el cálculo de la eficiencia como se muestra en la ecuación 1. La pendiente debe estar entre -

3.9 y -2.9 para una eficiencia aceptable entre 80% y 120% (72). 

Ecuación 1: cálculo de la eficiencia de la PCR (73) 

𝜀 = 100 ∗ (10−
1
𝑚 − 1) 

Linealidad: permite identificar si la técnica utilizada se comporta de forma lineal, es decir que la 

respuesta del instrumento es proporcional a la cantidad de muestra utilizada. Esto se mide a partir 

del ensayo de eficiencia al hacer la regresión lineal, pues el coeficiente de correlación es el que 

permite evaluar esta característica. Se espera que este valor sea cercano a 1 para garantizar la 

linealidad de la prueba utilizada (72). 

Reproducibilidad: para asegurarse de que los resultados obtenidos son reproducibles, la prueba 

debe realizarse al menos dos veces haciendo diluciones seriadas y con tres réplicas para cada 

dilución. Se calcula el coeficiente de variación entre ambos montajes para cada réplica y se espera 

obtener valores cercanos a cero (71).  

Cuando se enfrenta una enfermedad de etiología desconocida, se puede recurrir a estrategias que 

permitan optimizar el tiempo y uso de recursos para encontrar una posible causa. Una opción es la 

multiplexación del ensayo de PCR, un método útil que permite la detección de más de un patógeno 

al tiempo. Para utilizar esta estrategia, es necesario comprobar la posible reactividad cruzada de 
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los conjuntos de cebadores y sondas para eliminar cualquier inhibición debida a problemas de 

coamplificación (74). Otra forma es hacer pools de muestras, pues de esta manera se logra hacer 

un tamizaje mayor, con menos recursos y en menos tiempo. Esta estrategia ha sido ampliamente 

utilizada para detección de patógenos con baja prevalencia, tanto para la medición de anticuerpos 

como de antígenos sin afectar el resultado obtenido (75). En el caso de patógeno de alta prevalencia 

no es tan recomendable utilizar pools, pues es posible que un gran número de pools sean positivos 

para el patógenos en estudio y al individualizar las muestras, la optimización de tiempo y recursos 

va a ser muy baja (76). 

2.6.2  Secuenciación  

Debido al gran número de patógenos que pueden estar asociados a la EFAI, hay estrategias aún 

más actualizadas como la secuenciación de nueva generación (NGS), la cual permite partir de una 

muestra desconocida y hacer metagenómica para identificar el material genético presente y con la 

ayuda de programas bioinformáticos, se logra hacer la caracterización de microorganismos 

presentes posiblemente asociados con la EFAI (77). Si bien es una técnica prometedora por su 

alcance y sensibilidad, la selección de la estrategia y el análisis son complejos, por lo que no todas 

las muestras de pacientes con EFAI pueden abordarse mediante esta estrategia.  

El rápido avance de las tecnologías biotecnológicas ha cambiado la forma en la que se abordan las 

enfermedades y su epidemiología. El uso generalizado de secuenciación durante la pandemia 

causada por el virus SARS-CoV-2 para la vigilancia activa del virus, sus mutaciones, cambios en 

las manifestaciones clínicas y su susceptibilidad a las vacunas desarrolladas, es sólo un ejemplo 

de esto. La investigación se ha acelerado por la introducción de tecnologías digitales, reduciendo el 

costo de la secuenciación y aumentando el poder computacional, por lo que el uso de secuenciación 

como estrategia de salud pública ha generado cada vez más interés (78). Esto se conoce como 

epidemiología genómica o molecular, la cual permite mejorar la comprensión de la propagación de 

enfermedades y poder responder rápidamente a brotes y hacer una mejor preparación y manejo en 

tiempo real para posibles epidemias (79) acercándose a la medicina de precisión. 

La secuenciación del genoma completo es un procedimiento de laboratorio que determina el orden 

de las bases en el genoma de un organismo en un solo proceso. Existen diferentes métodos y 

tecnologías de secuenciación que se han desarrollado a lo largo de los años, cada una con sus 

propias ventajas y limitaciones. Algunas de las técnicas de secuenciación más conocidas incluyen 
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la secuenciación de Sanger, la secuenciación de próxima generación (NGS) y la secuenciación de 

nanoporos (80).  

La secuenciación de próxima generación (NGS) es una tecnología más reciente que ha 

revolucionado el campo de la genómica. Utiliza una amplia gama de plataformas y enfoques, como 

la secuenciación por síntesis, la secuenciación por ligadura y la secuenciación por amplificación, 

entre otros. Estas técnicas permiten la secuenciación masiva y paralela de millones de fragmentos 

de ADN o ARN, lo que acelera considerablemente el proceso de secuenciación y reduce los costos 

(81). La secuenciación de nanoporos, como la desarrollada por Oxford Nanopore Technologies, es 

otra tecnología emergente en el campo de la secuenciación. Utiliza nanoporos, pequeños canales 

o poros, a través de los cuales se pasa la molécula de ADN o ARN a medida que se secuencia. La 

secuencia se determina mediante la medición de las corrientes eléctricas generadas por los 

nucleótidos individuales mientras atraviesan el nanoporo. Esta tecnología se destaca por su 

portabilidad y la posibilidad de realizar secuenciación en tiempo real (82). 

Si bien los pasos que se deben seguir para realizar la secuenciación dependen de la estrategia 

seleccionada, hay algunos pasos básicos como: preparación de la muestra y obtención del DNA, 

fragmentación del DNA y preparación de las librerías, cargar la muestra e iniciar la secuenciación y 

finalmente, realizar el análisis bioinformático. Durante este proceso, es de gran importancia 

garantizar la correcta manipulación de la muestra, así como incluir controles que permitan verificar 

la calidad de la secuenciación realizada (83). 
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3.  Metodología 

3.1 Muestras clínicas 

El laboratorio genómico One Health de la Universidad Nacional de Colombia cuenta con una 

colección de 2757 muestras de pacientes febriles que fueron recolectadas entre enero de 2021 y 

mayo de 2022. De las cuales 928 (33.7%) muestras eran procedentes de Leticia y 1829 (66.3%) de 

Villavicencio. Las muestras fueron recolectadas en el marco de un proyecto macro entre el 

Laboratorio Genómico One Health y Abbott Laboratories para la detección de patógenos virales, 

bacterianos y parasitarios en pacientes de Leticia y Villavicencio con enfermedad febril aguda 

indiferenciada, así como el monitoreo de patógenos nuevos y emergentes. Dentro de los criterios 

de inclusión, se tuvo en cuenta que fueran personas mayores de 10 años que tuvieran fiebre 

(temperatura oral, axilar, timpánica o rectal ≥ 37,5 °C) o hubiesen tenido fiebre en los últimos 6 días 

previos a la consulta médica sin un foco infeccioso identificable, acompañada de síntomas 

compatibles con EFAI, y que dieran consentimiento para proveer muestras biológicas, en el 

momento de su incorporación voluntaria al estudio. 

Fueron criterios de exclusión el tener un foco identificable de infección, como: otitis media, sinusitis, 

faringitis purulenta, celulitis, infección del tracto urinario, absceso dental, artritis séptica, enfermedad 

pélvica inflamatoria o peritonitis; así como personas que tuvieran una condición grave que impidiera 

dar consentimiento voluntario o que padecieran algún tipo de condición de salud de alto riesgo para 

la obtención de sangre venosa y/o hisopado nasal; y/o que no dieran su consentimiento para la 

participación en el estudio. Posterior al proceso de consentimiento informado de los pacientes se 

colectaron muestras clínicas y datos epidemiológicos. Las muestras de estos pacientes fueron 

refrigeradas y posteriormente almacenadas a -80°C hasta su uso. Estos pacientes también dieron 

su consentimiento para utilizar sus muestras remanentes en estudios futuros.  
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A estas muestras se les realizó un tamizaje inicial para la detección de patógenos como Influenza, 

Chagas, SARS-CoV-2, virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C y VIH, utilizando técnicas 

moleculares o inmunoensayos. Los resultados se almacenaron en una base de datos, además de 

los síntomas que presentaba cada participante, incluyendo: dolor de cabeza, dolor muscular, dolor 

de huesos, odinofagia, dolor retro-orbital, ojos rojos, escalofríos, dolor abdominal, debilidad, 

erupción cutánea, mareo, vómito, equimosis/hemorragia, petequias, tos, rinorrea, dificultad 

respiratoria y anosmia/ageusia.  

Debido a que algunos de los patógenos de interés para este proyecto son intracelulares, para tener 

una mayor sensibilidad en la detección, se requería el uso de sangre entera. Sin embargo, entre 

enero y octubre de 2021 sólo se tenía muestra de suero por lo que se incluyeron 1270 (45.2%) 

participantes de Villavicencio y 611 (21.7%) participantes de Leticia con muestra de suero, mientras 

609 (21.6%) participantes de Villavicencio y 317 (11.3%) de Leticia fueron incluidos con muestra de 

sangre entera.  

3.2  Técnicas moleculares  

3.2.1  Extracción y pools de ácidos nucleicos  

Para la extracción de ácidos nucleicos a partir de las muestras correspondientes, se utilizó el kit 

MagMAX Viral/Pathogen (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, U.S) mediante el sistema 

automatizado KingFisher Flex (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, U.S) siguiendo el 

protocolo del fabricante. Se utilizaron 200 ul de muestra de suero o sangre según corresponde, con 

elución en 60 ul de buffer. El eluido obtenido se almacenó a -80°C hasta su uso.  

Se realizaron pools de RNA/DNA a partir del material genético obtenido, para esto se agruparon 5 

muestras adicionando 15 ul de cada una. La agrupación de las muestras fue de forma secuencial 

hasta completar el total de muestras, teniendo en cuenta el código de cada muestra y fecha de 

colección. Para establecer el tamaño del pool se consideró una especificidad individual de la prueba 

de 95% y una prevalencia de los patógenos de 5% (84). 

Para verificar cómo el hacer pools de muestras puede afectar la capacidad de detección de los 

patógenos de interés tanto de DNA como de RNA, se realizó la detección de Malaria y dengue, 

individual y en pool, en muestras previamente identificadas como positivas. Se hizo el montaje de 
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la prueba y se hizo una comparación de los resultados por presencia/ausencia del patógeno y por 

valores Ct.  

3.2.2  Estandarización y validación de PCR 

Las técnicas moleculares (PCRs) utilizadas fueron estandarizadas y validadas utilizando controles 

positivos para cada patógeno. En este caso se tenían plásmidos con los genes de interés para cada 

patógeno (como se muestra en la tabla 3-1) o aislamientos de virus de referencia. La estrategia 

metodológica incluyó los siguientes pasos:  

Estandarización, multiplexación y reactividad cruzada: para establecer las condiciones de la 

PCR se utilizó la información del artículo de referencia correspondiente para cada set de primers 

como punto de partida, pero también se realizó una optimización variando la concentración de 

primers y sondas, así como el volumen de reacción, seleccionando el buffer y enzima de reacción 

adecuados y modificando la temperatura de annealing cuando era necesario. Para el proceso de 

estandarización se utilizó el control positivo correspondiente (plásmido o virus control). Una vez se 

seleccionaron las variables adecuadas para la amplificación, se realizó el proceso de validación 

donde se evalúo la especificidad, sensibilidad, eficiencia, linealidad y reproducibilidad del protocolo 

establecido. En los casos en los que la validación no fue exitosa, se ajustaron los parámetros de la 

estandarización para volver a validar. En la estandarización también se esperaba lograr el montaje 

de PCR multiplex cuando fuera posible, por lo que se hizo un análisis in sillico previo de reactividad 

cruzada entre los patógenos de interés mediante alineamiento, así como el análisis de la formación 

de heterodímeros de primers y la cercanía de la temperatura de annealing para el ajuste del perfil 

térmico.  

Linealidad, eficiencia y sensibilidad: para evaluar la eficiencia, se realizaron 8 diluciones seriadas 

con base 10 a partir del control positivo y se realizó el montaje de la PCR por triplicado para cada 

dilución. Se realizó una gráfica con los valores Ct obtenidos para cada dilución, ubicando en el eje 

x el logaritmo del número de copias (el número de copias para los plásmidos se calcula con la 

ecuación 2) y en el eje y el valor Ct correspondiente, se realizó la regresión lineal para obtener la 

ecuación de la recta y el valor de la pendiente con la cual se realiza el cálculo de la eficiencia con 

la ecuación 1. En el caso de ensayos multiplex se incluyeron todos los objetivos para ver si hay 

competencia entre ellos. La linealidad para cada ensayo se obtuvo con el coeficiente de 

determinación (R2) al realizar la regresión lineal para obtener la ecuación de la recta.  
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Ecuación 2: cálculo del número de copias para el plásmido 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 = 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 ∗
0,000000001𝑔

1𝑛𝑔
∗ 𝑀𝑊 ∗

𝑁𝑜𝑚𝑜𝑙𝑒𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑚𝑜𝑙
∗

1𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎

𝑙𝑜𝑛𝑔𝑖𝑡𝑢𝑑𝑝𝑙á𝑠𝑚𝑖𝑑𝑜
 

Donde:  

Concentración: se refiere a la concentración de plásmido en cada dilución (ng/ul) 

MW: peso molecular promedio estimado de cada base (650 g/mol*bp) 

Número de moléculas/mol: número de Avogadro (6,14*10^23 moléculas/mol) 

Longitud del plásmido: número de bases en el plásmido utilizado (bp) 

 

Para evaluar la sensibilidad, se realizaron 8 diluciones seriadas con base 10 del control positivo 

(plásmido o aislamiento viral) y se adicionó cada muestra por triplicado. La última dilución en la cual 

todas las réplicas fueron positivas se consideró como el límite de detección. 

Repetibilidad y reproducibilidad: La repetibilidad dentro de cada ensayo se evaluó al adicionar 

cada dilución por triplicado y calcular el coeficiente de variación intraensayo. Para evaluar la 

reproducibilidad, se realizó un segundo montaje de la curva estándar con 7 diluciones seriadas y 

por triplicado. Se hizo la comparación de cada dilución con el primer montaje para calcular el 

coeficiente de variación interensayo.  

Tabla 3-1: Plásmidos utilizados en la validación de PCR. 

 

 

 

 

 

Plásmido Objetivo 
Tamaño 

Plásmido 

4 
Leptospira spp 

1946 bp 
Brucella spp 

7 

Rickettsia spp 

493 bp 

Borrelia spp 

Bartonella spp 

8 

Anaplasma spp 

499 bp Plasmodium spp 
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3.2.3  Detección de virus 

 
Para la detección de patógenos virales, se utilizaron los primers descritos por otros autores como 

se muestra en la Tabla 3-2, donde también se indica el gen objetivo, el tipo de PCR a utilizar y el 

tamaño del fragmento amplificado.  

 

Tabla 3-2: Lista de primers utilizados para la detección de patógenos virales asociados a EFAI. 

Patógeno Primers Secuencia 5´-3´ 
Gen 
objetivo 

Tipo de 
PCR 

Tamaño 
del 

fragment
o (bp) 

Ref
. 

Oropuche 

OPV_L2_20F24 CRATAAACCGRACAATAAATTGGA 

Segmento 
L 

Tiempo 
real 

  (85) 
OPV_L2_115R2
2 

GTGCTTTTGAACAGAARTGTGA 

OPV_L2_P82U2 
TEX615-
CAAACAAARATTGARCCATGG 

Dengue 

DENV-1, -2, -3 F CAGATCTCTGATGAACAACCAACG 

Poliproteín
a 

Tiempo 
real 

85 

(86) 

DENV-2 F C → T CAGATCTCTGATGAATAACCAACG 

DENV-3 F C → T CAGATTTCTGATGAACAACCAACG 

DENV-4 F GATCTCTGGAAAAATGAAC 

DENV-1, -3 R TTTGAGAATCTCTTCGCCAAC 

DENV-2 R A → 
G AGTTGACACGCGGTTTCTCT 

DENV-2 R A → 
G AGTCGACACGCGGTTTCTCT 

DENV-4 R AGAATCTCTTCACCAACC 
DENVA  P  
(FAM) CTCGCGCGTTTCAGCATAT 

DENVB P (FAM) CTCTCGCGTTTCAGCATAT 

DENVC P (FAM) CTCTCACGTTTCAGCATATTG 

DENVD P (FAM) CTCACGCGTTTCAGCATAT 

Zika 

ZIKV Forward CAGCTGGCATCATGAAGAAYC 

Poliproteín
a 

Tiempo 
real 

100 

 
ZIKV Reverse 
1 CACTTGTCCCATCTTCTTCTCC  
ZIKV Reverse 
2 CACCTGTCCCATCTTTTTCTCC (86) 

ZIKV Probe CYGTTGTGGATGGAATAGTGG  

Chikunguña CHIKV F CATCTGCACYCAAGTGTACCA 96 
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CHIKV R GCGCATTTTGCCTTCGTAATG Poliproteín
a 

Tiempo 
real 

(86) 

CHIKV P 
GCGGTGTACACTGCCTGTGACYG
C   

 

3.2.4  Detección de bacterias 

Para la detección de patógenos bacterianos, se utilizaron los primers descritos por otros autores 

como se muestra en la Tabla 3-3, donde también se indica el gen objetivo, el tipo de PCR a utilizar 

y el tamaño del fragmento amplificado.  

 

Tabla 3-3: Lista de primers utilizados para la detección de patógenos bacterianos asociados a 
EFAI. 

Patógeno Primers Secuencia 5´-3´ 
Gen 
objetivo 

Tipo 
de 
PCR 

Tamaño 
del 

fragmento 
(bp) 

Ref. 

Brucella 
spp 

Bruc 
BCSP1163F 

TCTTTGTGGGCGGCTATCC 

Cromoso
ma 1 

Tiempo 
real 

55 bp (87)  
Bruc 
BCSP1199R 

CCGTTCGAGATGGCCAGTT 

Bruc BCSPTq 
P 

FAM-ACGGGCGCAATCT-BHQ 

Leptospira 
spp 

Lept 16s F CGGGAGGCAGCAGTTAAGAA 

16 S 
Tiempo 
real 

197 bp (88)  Lept 16s R AACAACGCTTGCACCATACG 

Lept 16S P FAM-TGAAGCAGCGACGCCGCGTG 

Rickettsia 
spp 

RKND03_F GTGAATGAAAGATTACACTATTTAT 

gltA (CS) 
Tiempo 
real 

165 bp (89)  RKND03_R GTATCTTAGCAATCATTCTAATAGC 

RKND03 P 
CTATTATGCTTGCRGCTGTYGGTT
C 

Borrelia 
spp 

Bcroci_glpQ_F CCTTGGATACCCCAAATYAT 

glpQ 
Tiempo 
real 

109 bp (89)   Bcroci_glpQ_R GGYAATGMRTCAATTCTAAA 

Bcroci_glpQ_P ATGGRSAAATSACAGGTCTTA 

Bartonella 
spp 

(Barto_ssrA-F) 
GCTATGGTAATAAATGGACAATGA
AATAA ssrA 

(tmRNA) 
Tiempo 
real 

295 bp (89) 
(Barto_ssrA-R) GCTTCTGTTGCCAGGTG 

(Barto_ssA-P) CGTCGCAGRTYTAAGCGGGGT 

Anaplasma 
spp 

TtAna_F TGACAGCGTACCTTTTGCAT 

23S 
Tiempo 
real 

190 bp (90) TtAna_R GTAACAGGTTCGGTCCTCCA 

TtAna_P GGATTAGACCCGAAACCAAG 
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3.2.5  Detección de parásitos  

Para la detección de parásitos, se utilizaron los primers descritos por otros autores como se muestra 

en la Tabla 3-4, donde también se indica el gen objetivo, el tipo de PCR a utilizar y el tamaño del 

fragmento amplificado.  

 

Tabla 3-4: Lista de primers utilizados para la detección de parásitos asociados a EFAI. 

Patógeno Primers Secuencia 5´-3´ 
Gen 

objetivo 

Tipo 
de 

PCR 

Tamaño del 
fragmento 

(bp) 
Ref. 

Plasmodium 

Mal_Uni_F GCTCTTTCTTGATTTCTTGGATG 

18S 
Tiempo 

real 
 (91) Mal_Uni_R AGCAGGTTAAGATCTCGTTCG 

Mal_Uni_Probe 
FAM-ATGGCCGTTTTTAGTTCGTG-
BHQ1 

 

3.3 Análisis de datos 

 

Este estudio fue retrospectivo descriptivo y se realizó un análisis epidemiológico en el cual se 

identificaron los patógenos asociados con los casos de enfermedad febril, estimando su frecuencia 

y las tendencias en la población. Los resultados obtenidos fueron tabulados utilizando una hoja de 

cálculo de Microsoft Excel (microsoft office standard 2021). Posteriormente se realizó el análisis 

descriptivo de las variables estudiadas, incluyendo la edad, sexo, ocupación y nivel de educación. 

Se emplearon resúmenes gráficos y tablas de acuerdo con el tipo de variable. Se estimaron las 

medidas epidemiológicas de frecuencia de la enfermedad básicas expresadas como una 

proporción. La seroprevalencia para la población estudiada se calculó utilizando la fórmula P 

=CP/TP, donde P es la prevalencia, CP es el número de casos positivos y TP es el número total de 

individuos en el estudio.  

 

Para identificar las manifestaciones clínicas asociadas a la presentación de la infección por los 

diferentes patógenos, se realizó una regresión logística multivariada. Inicialmente se evaluaron los 

datos faltantes en cada una de las variables, las variables con porcentaje de datos faltantes mayor 

a 20%, se eliminaron del análisis y para las que tenían un porcentaje de datos faltantes menor a 

20%, se realizó una imputación de datos mediante un método de imputación no paramétrico con un 

proceso iterativo usando el paquete missForest de RStudio, con un ntree=100. Después se hizo un 

análisis bivariado por la prueba de chi-cuadrado o exacta de Fisher para variables categóricas, 
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donde se seleccionaron las variables con un valor p<0.2 que serían posteriormente incluidas en un 

análisis multivariado de regresión logística. Para la regresión logística multivariada, se utilizaron las 

variables previamente seleccionadas con el análisis bivariado y se hizo un modelo con estrategia 

“stepwise” para elegir el mejor modelo respecto al criterio de información Akaike (AIC). Se utilizó el 

software de RStudio (2023.03.2-454.pro2) para los análisis estadísticos y Python para realizar 

figuras. Las variables operativas incluidas en el análisis de datos se muestran en la tabla 3-5. Con 

los resultados obtenidos, se realizó una propuesta metodológica para el abordaje de la EFAI y una 

propuesta metodológica para la secuenciación metagenómica como estrategia de abordaje de la 

EFAI. 

 

Tabla 3-5: definición, dimensiones y tipo de variables operativas incluidas en el estudio. 

Variable Definición Dimensiones 
Tipo de 
variable 

Técnica o 
instrumento 

Infección viral, 
bacteriana o 
parasitaria. 

Detección molecular de dengue, zika, 
Chikunguña, Oropouche, Leptospira 
spp, Rickettsia spp, Borrelia spp, 
Brucella spp, Bacrtonella spp, 
Anaplasma spp y Plasmodium spp en 
muestras de suero y sangre. 

Positivo 
Negativo 

Cualitativa 
Pruebas 
PCR y RT-
PCR 

Proporción de 
individuos 
infectados  

Medida de porcentaje 
Número de 
casos 

Cuantitativa 
Observación 
directa o 
encuesta 

Variables 
demográficas 

Edad, sexo, ciudad, nivel de estudios, 
ocupación 

Respuesta 
abierta de 
cada 
participante 

Cualitativa/ 
cuantitativa 

Observación 
directa o 
encuesta 

Manifestaciones 
clínicas 

Dolor de cabeza, dolor de huesos, dolor 
muscular, debilidad, vómito, diarrea, 
erupción cutánea, escalofríos, 
hemorragia, dolor retroorbital, ojos 
rojos, entre otras. 

Si 
No 

Cualitativa 
Observación 
directa o 
encuesta 

 

Identificación de sesgos y control:  

 

Sesgo de selección: se puede tener una estimación de la posible asociación de infecciones virales 

bacteriana y parasitarias con los casos de EFAI diferente del que se obtendría en la población 

objetivo. Esto se debe a las diferencias de las características de los sujetos incluidos en el estudio 

y los que no se incluyeron. En este caso, se incluyeron pacientes que acudieron al centro de salud 

en búsqueda de atención médica, por lo que aquellos pacientes que presentan EFAI pero no están 

lo suficientemente enfermos para acudir al centro de salud, no son incluidos en el estudio. Pueden 
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presentarse otros motivos como la distancia del centro de salud, el costo de desplazarse, entre 

otros.  

 

Sesgo de información: se puede presentar una clasificación incorrecta de los sujetos en alguna 

de las categorías, variables o atributos, asignando una diferente a la que debería haberse asignado. 

Se pueden presentar sesgo de recuerdo cuando se hacen preguntas de exposición especialmente 

si es una medición de alta variabilidad. También puede tenerse sesgo por los instrumentos utilizados 

por ejemplo al medir la temperatura que es una variable importante dentro de los criterios de 

inclusión. Si el entrevistador no ha sido correctamente entrenado, este también puede generar un 

sesgo al inducir algún tipo de respuesta en los participantes. Para controlar este sesgo, se utilizaron 

protocolos rigurosos en la recolección de la información con el personal debidamente capacitado. 

Además, se utilizaron herramientas de medición con los adecuados criterios de precisión y 

consistencia.  

Sesgo de confusión o mezcla de efectos: frente a la presencia de variables de confusión, que 

pueden estar relacionadas de forma indirecta con la EFAI, se puede sobreestimar, subestimar, o 

incluso, revertir el sentido de la asociación de una variable con la presentación de una infección. 

Esto se puede evitar en el diseño, pero no siempre es posible, por lo que debe controlarse durante 

los análisis estadísticos identificando estas posibles variables.  
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4. Resultados y discusión 

4.1  Muestras clínicas 

En el periodo de estudio de casos de enfermedad febril aguda indiferenciada, se encontraron 2807 

muestras, de las cuales 1879 (66.9%) corresponden a Villavicencio y 928 (33.1%) a Leticia. Como 

se muestra en la Figura 4-1, tanto en Leticia como en Villavicencio se tuvo un mayor porcentaje de 

mujeres que de hombres, siendo más evidente la diferencia en Leticia. Al hacer la distribución por 

edades, se observó que el grupo con mayor representación fue el comprendido entre 26 y 35 años 

tanto en Leticia (27.6%) como en Villavicencio (32.9%). En Villavicencio se observa una poca 

cantidad de muestra en edades tempranas <18 años y edades avanzadas >60 años.  

 

Figura 4-1: Distribución de las muestras por edad y sexo para Leticia y Villavicencio. 

 

Al hacer un análisis de otras características demográficas y epidemiológicas, se encontró que para 

ambas ciudades el mayor porcentaje de participantes tienen un nivel secundario de escolaridad 



48 Detección molecular de patógenos asociados a casos de EFAI 

 
(40.6% Leticia y 53.7% Villavicencio), seguido de nivel técnico (26.3% Leticia y 23.8% Villavicencio). 

En cuanto a la ocupación, en Leticia los mayores porcentajes corresponden a empleados (55.3%), 

Independiente (14.1%) y estudiante (13%). En Villavicencio, un alto porcentaje corresponde a 

participantes independientes (17.6%), empleados (23.8%) y amas de casa (21.2%). La información 

se muestra en la Tabla 4-1.  

Tabla 4-1: Características demográficas y epidemiológicas de los participantes con enfermedad 

febril aguda indiferencia en Leticia y Villavicencio. 

    Leticia Villavicencio 

Variable   Número  % Número  % 

Sexo Femenino 549 59.4 999 54.6 

Masculino 375 40.5 830 45.4 

Escolaridad Secundaria 375 40.6 981 53.7 

Técnico 243 26.3 435 23.8 

Primaria 134 14.5 101 5.5 

Universitario 119 12.9 80 4.4 

Especialización 33 3.6 0 0.0 

Ninguno 15 1.6 50 2.7 

Maestría 4 0.4 1 0.1 

Básica secundaria 0 0.0 171 9.4 

Estudiante 0 0.0 6 0.3 

Posgraduado 0 0.0 2 0.1 

Ocupación Empleado 510 55.3 435 23.8 

Independiente 130 14.1 504 27.6 

Estudiante 120 13.0 214 11.7 

Ama de casa 98 10.6 387 21.2 

Desempleado 47 5.1 259 14.2 

Pensionado 13 1.4 5 0.3 

Otro  5 0.5 4 0.2 

Clérigo o similar 0 0.0 2 0.1 

Militar 0 0.0 6 0.3 

Policía 0 0.0 11 0.6 
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4.2 Técnicas moleculares 

4.2.1  Extracción y pools de ácidos nucleicos 

El uso de pools como estrategia de detección molecular se ha considerado para patógenos con una 

baja prevalencia, pues permite hacer tamizaje de una gran cantidad de muestras disminuyendo el 

tiempo de procesamiento y los reactivos utilizados. Cuando la prevalencia es mayor al 5%, esta 

estrategia no es la adecuada, pues al individualizar las muestras para identificar cuál es positiva, se 

pueden generar más gastos y tomar más tiempo. Sin embargo, se presenta un efecto dilución al 

hacer el pool y para conocer su efecto en la detección de los patógenos, se usaron 25 muestras 

positivas a malaria para evaluar el efecto en muestras de DNA y se comparó el valor Ct individual y 

en pool. Como se observa en la Figura 4-2, si hay un aumento en el valor Ct del pool respecto a la 

muestra individual. La diferencia de este valor Ct es variable, encontrando que en algunos casos la 

diferencia puede ser menor a 1.5, mientras en otros puede llegar a ser cercana a 4, pero la mayoría 

de las muestras presentan una diferencia de 1.5 a 3 unidades.  
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Figura 4-2: Comparación de la detección de muestras clínicas positivas para malaria de forma 

individual y en pool. A. Valor Ct de la muestra individual (azul) y en pool (verde). B. Diferencia 

entre los valores Ct de cada muestra, menores a 3 (verde) y mayores (rojo).  

 

Para considerar el posible efecto del uso de pools sobre patógenos de RNA, se hizo el mismo 

análisis con muestras positivas para dengue. Se encontró que la diferencia en los valores Ct del 

pool respecto a la muestra individual varía entre 1.5 y 4, aunque se encontró una muestra con una 

diferencia mayor a 4 y dos muestras con una diferencia cercana a cero. Estas diferencias podrían 

deberse principalmente a la mayor sensibilidad del RNA a la degradación, por lo que el realizar una 

buena manipulación de las muestras y de los pools es indispensable para evitar la pérdida de 

sensibilidad del método de detección y de la estrategia en el uso de pools.  Los resultados se 

muestran en la Figura 4-3. 

 

 

Figura 4-3: Comparación del valor Ct en la detección de dengue en muestras clínicas positivas de 

forma individual y en pools. A. Valor Ct de la muestra individual (azul) y en pool (amarillo). B. 

Diferencia entre los valores Ct de cada muestra, menores a 3 (verde) y mayores (rojo).   
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4.2.2  Estandarización y validación de PCR  

• Estandarización, multiplexación y reactividad cruzada 

Al realizar el análisis de los primers para la detección de patógenos por PCR multiplex, se tuvieron 

en cuenta tres aspectos principales: el tipo de material genético al que estaba dirigido, la 

temperatura de anidamiento y la posible reactividad cruzada, esta última se evaluó mediante 

alineamiento en blastn (92) con los patógenos de interés (Resultados no mostrados). Finalmente se 

seleccionaron cuatro grupos, en el primero se incluyó Leptospira spp, Rickettsia spp y Borrelia spp, 

en el segundo Anaplasma spp, Bartonella spp y Brucella spp, en el tercero Oropouche con el control 

interno de RNAsa P y en el cuarto se incluyó dengue, zika y chikunguña. Para evitar la pérdida de 

sensibilidad, se agruparon máximo 3 patógenos de interés. En la Tabla 4-2 se muestran los 

patógenos incluidos en la multiplexación, así como la temperatura de annealing correspondiente.  

Tabla 4-2: Lista de patógenos para detección en PCR multiplex. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

• Linealidad, eficiencia y sensibilidad  

 

Patógeno 
DNA/RNA T annealing Multiplex 

Leptospira spp DNA 50°C 

1 Rickettsia spp DNA 50°C 

Borrelia spp DNA 50°C 

Anaplasma spp DNA 60°C 

2 Bartonella spp DNA 60°C 

Brucella spp DNA 60°C 

Oropuche RNA 55°C 
3 

RNAsa P RNA 55°C 

Dengue RNA 55°C 

4 Zika RNA 55°C 

Chikunguña RNA 55°C 
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La validación de las técnicas moleculares demostró el nivel de confiabilidad y sensibilidad para la 

detección de patógenos asociados a casos de EFAI. En la Tabla 4-3 se muestran los resultados de 

la validación de la PCR en tiempo real. Como estrategia de optimización de reactivos, tiempo y 

muestra, algunos patógenos se agruparon en una sola reacción de PCR multiplex, por lo que se 

muestran los resultados de la amplificación individual y multiplex.  Para todos los patógenos de 

interés, se alcanzó el criterio mínimo de aceptación con una eficiencia entre 90% y 110%, así como 

un coeficiente de determinación (R2) > 0.98 (71) (Ver anexos A, B y C). Cuando se trata de PCRs 

cualitativas como las descritas en este caso, algunos autores proponen aumentar el criterio de 

aceptación hasta 80% y 120%, sin embargo, no fue necesario usar ese criterio en este caso ya que 

se alcanzó el propuesto inicialmente.  

Cuando se usa este tipo de estrategia, es importante verificar que no hay variación en la sensibilidad 

por una posible competencia, inhibición o reactividad cruzada de los primers. Es por esto que se 

compara la eficiencia y sensibilidad de la PCR individual respecto a la multiplex (Ver anexos D y E). 

Como se observa en la Tabla 4-3, la diferencia en la eficiencia entre ambos ensayos no supera el 

10% en ninguno de los casos, siendo la mayor diferencia en dengue con una disminución de 9 

unidades respecto a la PCR individual, aunque esto indica una pérdida en la eficiencia de la PCR 

al usar la estrategia de multiplexación, se observa que en la PCR multiplex se sigue superando la 

eficiencia de 90%, conservando los criterios de aceptación. Además, se recomienda que la 

diferencia en la eficiencia de la PCR singleplex respecto a la multiplex, no supere el 15%, pues en 

este caso se estaría en un alto riesgo de competencia entre los genes objetivos de la PCR (71). 

Se observa una situación similar con Brucella spp donde se tiene una diferencia de 7.29 %, zika 

con 6.60%, RNAsa P con 6.05% y Chikunguña con 5.48%, lo cual es de esperarse por la 

competencia de los genes objetivos en la amplificación, sin embargo, la diferencia no supera en 

ningún caso el 15 % y la eficiencia sigue siendo superior a 90% (71). Cabe resaltar también que, 

aunque disminuye la eficiencia al usar la estrategia de multiplexación, el número de copias 

detectado se mantiene para ambos ensayos en todos los patógenos de interés indicando que no 

hay pérdida de la sensibilidad en estos casos. Sólo para Anaplasma spp y Bartonella spp se observó 

una disminución en el número de copias detectadas correspondiente a un factor de dilución.   

Tabla 4-3: Eficiencia y sensibilidad para PCR en tiempo real en ensayo individual y multiplex. 

  Individual Multiplex     



Capítulo 1 53 

 

Patógeno R2 
Eficiencia 

(%) 

LOD 

(número 

copias) 

R2 
Eficiencia 

(%) 

LOD 

(número 

copias) 

%CV Diferencia 

Eficiencia 

Leptospira spp 1.000 92.0 159.5 1.000 93.1 159.5 0.84 1.18 

Rickettsia spp 0.999 91.6 228.33 1.000 91.3 228.33 1.08 0.32 

Borrelia spp 0.999 94.5 22.83 1.000 94.2 22.83 0.54 0,32 

Anaplasma spp 0.994 96.45 22.79 0.999 94.9 227.91 1.15 1.63 

Bartonella spp 1.000 97.2 22.83 0.994 98.4 228.33 2.09 1.22 

Brucella spp 0.998 101.89 159.5 0.999 97.6 159.5 5.09 4.40 

Plasmodium 

spp 
0.996 97.6 22.79 - - - 

  

  

Oropuche 0.999 91.3 
1.35 

PFU/ml 
0.999 91.3 

1.35 

PFU/ml 
0 

0 

RNAsa P 1.000 105.35 228.33 0.999 99.3 228.33 4.18 6.09 

Dengue 0.993 101.3 
0.01 

PFU/ml 
1,000 92.3 

0.01 

PFU/ml 
6.57 

8.92 

Zika 1.000 98.8 
0.50 

PFU/ml 
0.997 105.4 

0.50 

PFU/ml 
4.57 

6.26 

Chikunguña 0.998 96.8 
1.00 

PFU/ml 
0.992 91.32 

1.00 

PFU/ml 
4.12 

6.00 

 

• Repetibilidad y reproducibilidad 

Para evaluar la repetibilidad del ensayo, se calculó el porcentaje del coeficiente de variación 

entre las tres réplicas de cada dilución del control positivo correspondiente. Como se 

muestra en la Tabla 4-4, los valores de coeficiente de variación no superan el 10% para 

ninguna dilución en ninguno de los patógenos en PCR singleplex, siendo el valor más alto 

en la segunda dilución de Plasmodium spp con 5.4%. De forma similar, en la PCR multiplex 

no se observan valores mayores a 10%, siendo dengue el de valor más alto con 6.1%. Estos 

coeficientes de variación indican que la prueba tiene una buena repetibilidad dando mayor 

confiabilidad a las técnicas validadas.  

 

Tabla 4-4: Repetibilidad de los ensayos de validación de PCR en tiempo real singleplex y multiplex. 

Se muestra el coeficiente de variación entre las tres réplicas del mismo ensayo (Ensayo1) en el 

mismo momento. 
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  Individual Multiplex 
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10-1 2.6 0.3 3.8 2.3 2.8 0.7 1.9 1.3 0.6 2.4 0.5 0.8 2.1 1.2 4.8 1.7 2.5 0.7 - 1.4 0.5 6.1 5.9 2.5 

10-2 0.5 1 2.4 4.6 0.7 0.5 5.4 1 0.2 2.3 0.5 0.5 0.6 1.1 1.4 4.9 4.4 0.8 - 2.4 0.3 1.2 1 0.8 

10-3 0.6 0.5 0.5 0.4 0.5 0.9 1.3 0.4 0.3 0.6 0.7 0.4 0.2 0.2 0.1 0.1 3.1 0.5 - 1.7 0.4 0.6 0.4 0.2 

10-4 0.7 0.9 0.9 0.7 0.1 0 0.4 0.3 0.3 0.2 0.3 2.3 0.5 0.3 0.2 0.9 3.7 0.3 - 0.6 0.7 1.6 0.3 1.9 

10-5 1.5 0.7 0.6 0.1 0.8 0.5 0.4 4.2 1.1 1.5 0.7 0.4 1.7 1.2 1 0.4 1.9 0.1 - 1.5 0.5 0.6 0.5 0.6 

10-6 0.5 0.2 0.5 0.3 0.6 0.6 0.2 1.7 - 0.3 0.7 1.7 0.8 1 0.7 0.4 2.5 0.5 - 2.5 - 0.2 1.3 1.5 

10-7 1.3 0.9 1.2 2 1.3 1.4 1 - - 0.5 3.8 - 1.7 1.2 1.2 0.6 0.9 0.5 - - - 1.6 1.5 - 

10-8 - 2 - 1.1 0.8 - - - - - - - 8.7 0.9 1.2 - - - - - - - - - 

 

 

Para verificar la reproducibilidad del ensayo, se calculó el porcentaje de coeficiente de variación, 

pero en este caso se hizo al repetir el mismo ensayo en un momento diferente. Como se observa 

en la Tabla 4-5, los porcentajes de coeficiente de variación no superaron el 10% en ninguno de los 

casos, indicando que la PCR es reproducible bajo las condiciones establecidas.  

 

Tabla 4-5: Reproducibilidad de los ensayos de validación de PCR en tiempo real singleplex y 

multiplex. Se muestra el coeficiente de variación entre el ensayo 1 y ensayo 2 en momentos 

diferentes. 
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10-1 0.3 0.6 0.2 2 2.5 0.3 0.5 4.2 1.3 2.2 0.1 1.3 0.5 0.3 0.2 5.5 2.6 1.6 - 2.3 0.2 0.7 0.4 0.2 

10-2 0.4 0.2 0.3 1.8 0.8 1.4 2.6 4 1.2 0.9 0 0.2 1.8 0.2 2.8 1 2.9 0.6 - 1.6 0.8 0.4 0.1 0.4 

10-3 1.3 1.6 1 3.3 0.3 3 1.4 4.3 0.7 0.4 0 0.1 2.6 0.1 2.7 6.3 0.6 0.7 - 3.7 0.1 0.2 0.1 0.2 

10-4 1 0.1 0.8 0 0.6 0.5 0.4 4.4 1.2 0.2 0.2 0.5 2.1 0.4 1.3 1.9 2 0.7 - 2.3 0 0 0 0.2 

10-5 0.8 3.4 1.2 0.5 0.5 0.8 0.4 4.1 3 0.3 0.3 0.7 1 0.5 1.2 2.1 0.9 0.6 - 1.1 1.7 0 0.3 0.1 

10-6 0.1 0.4 1.2 0.4 1.9 0.4 0.2 3.3 - 0.4 0.1 0.7 1.3 0.5 1.2 2.1 0.9 0.5 - 3 - 0 0.4 0.1 
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10-7 0.4 1.5 0.1 2.1 2.5 1.9 0.2 - - 2.5 0.3 - 1.9 1.1 0.6 2.2 1.9 1.4 - - - 0.1 0.4 - 

10-8 - 0.2 - 0.4 3.2 - - - - - - - 0.1 1.4 1.3 - - - - - - - - - 

 

 

4.2.3  Detección de virus, bacterias y parásitos 

Se procesaron 1829 muestras de Villavicencio y 927 muestras de Leticia. Al realizar el tamizaje para 

la detección de los patógenos de interés, se encontró que para Villavicencio 22 muestras fueron 

positivas para Malaria (1.2%) y 41 para dengue (2.24%). En las muestras de Leticia se encontró 

una situación similar, pues 12 muestras fueron positivas para Malaria (1.29%) y 128 fueron positivas 

para dengue (13.81%), pero además se detectaron dos muestras positivas para oropouche (0.22%). 

Los resultados se muestran en la Tabla 4-6. 

Leticia y Villavicencio son ciudades con una ubicación geográfica y características climáticas que 

favorecen la diversidad de vectores y su diseminación, lo cual tiene un gran impacto en las 

enfermedades que transmiten. Esto se ve reflejado en los resultados obtenidos, pues dengue y 

Malaria se encuentran en la lista de agentes causales de enfermedades tropicales y que, debido al 

alto riesgo de la población colombiana para enfermar por esta causa, se han convertido en un grave 

problema de salud pública. En Leticia se detectó además la presencia de oropouche, un virus 

también transmitido por mosquitos y que, aunque se ha reportado su circulación en Colombia 

mediante pruebas serológicas, no ha sido lo suficientemente estudiado para conocer su verdadero 

impacto en la salud de nuestro país.  

Tabla 4-6: Resultados de detección de patógenos por PCR. 

  Villavicencio Leticia 

Total muestras 1829 927 

Dengue 41 (2.24%) 128 (13.81%) 

Malaria 22 (1.20%) 12(1.29%) 

Oropouche 0 (0%) 2 (0.22%) 

Indeterminados 1766 (96.55) 782 (84.36%) 

 

Al hacer un análisis de los síntomas de los participantes que fueron positivos para dengue y Malaria, 

queda nuevamente en evidencia la dificultad de la identificación de patógenos causantes de EFAI 

solamente por síntomas clínicos, pues la similitud es muy alta. Como se observa en la Figura 4-4 , 
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en el 93.3% de casos de dengue, se presentó dolor de cabeza, mientras para Malaria se presentó 

en el 97% de los casos. Algo muy similar ocurre con el dolor muscular, escalofríos, dolor de huesos, 

debilidad, mareo, dolor retroorbital, dolor abdominal y vómito. Sólo se presentaron algunas 

diferencias en la erupción cutánea que tuvo un porcentaje de 25.6% en dengue y 0% en Malaria, 

Odinofagia tuvo 21.4% en dengue y 11.2% en Malaria, ojos rojos tuvo 25.0% en dengue y 14.7% 

en Malaria y la tos se presentó en 16.7% de casos de dengue y 8.8% de Malaria. Estos últimos 

síntomas podrían servir un poco como diferenciadores para estas enfermedades, sin embargo, no 

podrían usarse de forma definitiva porque no todos los pacientes presentaron los mismos síntomas. 

Con estos resultados se observa que no es suficiente con hacer un diagnóstico sólo con síntomas, 

pues este puede ser incorrecto y llevar a un tratamiento no adecuado para el paciente.   

A pesar de hacer el tamizaje para otros virus como zika y Chikunguña, y para bacterias como 

Leptospira spp, Rickettsia spp, Borrelia spp, Anaplasma spp, Brucella spp y Bartonella spp, no se 

obtuvieron resultados positivos, por lo que un alto porcentaje de muestras fueron indeterminadas 

(96.56% en Villavicencio y 85.11% en Leticia). Esto puede deberse a diferentes motivos, por 

ejemplo, el tipo de muestra utilizado para la detección, pues para el caso de Leptospira spp se 

puede hacer detección en suero solo durante los primeros días de la infección, pero se ha observado 

una mayor carga del patógeno en orina hasta tres semanas después de iniciada la infección. Otras 

de las bacterias tamizadas son intracelulares, por lo que se detectan más fácilmente en sangre, 

pero como se describió previamente, una parte del tamizaje se realizó en suero porque no se tenía 

sangre de las muestras recolectadas inicialmente.  
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Figura 4-4: Síntomas de los participantes positivos para dengue y Malaria. 

 

Hay muchos otros patógenos que pueden estar asociados a casos de EFAI y que no fueron incluidos 

en este proyecto, como hantavirus, Arenavirus, Fiebre Amarilla, otros arbovirus y virus respiratorios 

como influenza, parainfluenza, virus sincitial respiratorio, entre otros. Además, es importante resaltar 

el hecho de que el tiempo en el cual se enmarca el desarrollo de este proyecto, coincide con la 

pandemia causada por el virus SARS-CoV-2, lo cual tuvo un gran impacto en la salud pública del 

país. Debido a la estrategia de captación de pacientes utilizada en el proyecto, no era posible 

conocer inicialmente si el paciente era positivo o no para este virus. Además, el tener síntomas 

respiratorios tampoco fue un criterio de exclusión para el estudio pues en infecciones por virus como 

dengue, se pueden presentar síntomas como tos, rinorrea y congestión nasal. Es por esto que, 

tratando de identificar los posibles patógenos asociados a los casos de EFAI que siguen siendo 

indeterminados, se hizo un análisis con los resultados de pruebas de antígeno y serológicas 

previamente realizadas y reportadas en la base de datos del proyecto.  
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Al analizar los resultados para otros antígenos en Leticia y Villavicencio (PCR y pruebas rápidas), 

se identificaron 244 (9.58%) muestras positivas, de las cuales 102 (4.00%) correspondían a HIV, 72 

(2.83%) correspondían a SARS-CoV-2 y 70 (2.75%) a HBV. Además, se identificaron 473 (18.6%) 

muestras con IgM positivo, 308 (12.09%) correspondientes a dengue, 96 (3.77%) a SARS-CoV-2, 

29 (1.12%) corresponden a chagas, 28 (1.1%) a dengue y SARS-CoV-2, y 12 (0.47%) a chagas y 

dengue (Ver Tabla 4-7).  

Tabla 4-7: Otros antígenos y anticuerpos (IgM) detectados. Se muestra la clasificación respecto a 
las muestras positivas para dengue, malaria o desconocidos. 

Prueba Dengue 
(169) 

Malaria 
(34) 

Desconocidos 
(2547) 

No 
tested 

Antígeno HIV 4 0 102 85 

Antígeno SARS-CoV-2 2 0 72 2425 

Antígeno HBV 4 0 70 126 

RT-PCR DENV 169 0 0 0 

RT-PCR Malaria 0 34 0 0 

IgM Dengue 56 5 308 50 

IgM COVID 2 0 96 185 

IgM Chagas 0 0 29 849 

IgM Dengue y covid 4 2 28 N/A 

IgM Chagas y Dengue 1 0 12 N/A 

 

Al hacer un análisis de los síntomas de los casos de anticuerpos IgM positivos, los resultados son 

similares a lo que se observó previamente con dengue y Malaria (Ver Figura 4-5), algunos síntomas 

como dolor de cabeza, dolor muscular, dolor de huesos, dolor retroorbital, escalofríos, mareo y 

vómito, se mantienen para dengue, COVID-19 y chagas. Aunque se esperaría que la combinación 

de síntomas como tos, rinorrea y dificultad respiratoria se presentaran más en los casos positivos 

para COVID-19, se observó que esta combinación también se presenta en dengue, por lo que, si 

estos fueran los patógenos asociados a la EFAI, no podría hacerse la diferenciación sólo por estos 

síntomas. Sin embargo, al ser positivos para anticuerpos IgM, no es posible especificar el tiempo 

en el cual se presentó la infección, por lo que no se puede descartar la presencia de un nuevo 

patógeno causando enfermedad en fase aguda. En este caso, como se muestra en la Tabla 4-7, se 

realizó prueba de anticuerpos IgM para dengue en 2703 muestras obteniendo 380 positivas, de las 

cuales solo 30 fueron IgM positivos para dengue y positivos por PCR, mientras los 350 restantes no 

fueron detectadas por PCR. Es posible que, por el tiempo de toma de la muestra, ya algunos 

patógenos no puedan ser detectados por antígeno y una posible estrategia para disminuir el número 
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de casos indeterminados, podrían ser las pruebas de seroconversión con muestras tomadas en 

diferentes momentos. Esta estrategia combinada permitiría una mayor comprensión de la 

enfermedad febril aguda indiferenciada en Colombia. 

 

A.                                                                             B.                                           

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4-5: Síntomas de muestras positivas para anticuerpos IgM (A) y para otros antígenos (B). 

 

Haciendo un análisis similar para las muestras que fueron positivas para otros antígenos, se observa 

que los síntomas respiratorios son mucho más evidentes para los casos de COVID-19 con un alto 

porcentaje de tos, rinorrea, dificultad respiratoria y un pequeño porcentaje de anosmia. La detección 

de COVID-19 se hizo por el marco de la pandemia causada por este virus, sin embargo, hay muchos 

otros virus respiratorios que podrían estar asociados a los casos de EFAI y que no fueron incluidos. 

Entre los antígenos previamente reportados, se encontró también HIV, y aunque este es un virus 

que causa infección crónica, se ha reportado también la presentación de síntomas en fase aguda 

incluyendo fiebre, dolores, náuseas y vómito, erupción cutánea entre otras. En zonas donde hay 

enfermedades endémicas comunes con dengue, un alto porcentaje de casos de HIV pasan 

desapercibidos por la presencia de síntomas inespecíficos. Pero teniendo en cuenta que el recibir 

tratamiento antirretroviral durante la infección aguda disminuye la carga viral, reduciendo la 

transmisión e infectividad y además, evitar la disminución de células CD4, es importante hacer un 

diagnóstico oportuno de la enfermedad (93) . En este caso, las muestras positivas para HIV 

presentaron síntomas como dolor de cabeza, dolor muscular, dolor de huesos, dolor retroorbital, 
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mareo y vómito, como se reporta en la literatura, además se presentó un menor porcentaje de 

odinofagia, ojos rojos, dolor abdominal, debilidad y diarrea. La cantidad de casos positivos para HIV 

equivalen a 4.5% en Villavicencio y 1.7% en Leticia, lo cual justifica tener un enfoque de diagnóstico 

de este virus para ambas ciudades. Además de ser por sí mismo causante de enfermedad febril 

aguda indiferenciada, la presencia de HIV puede aumentar la tasa de coinfecciones oportunistas 

como Mycobacterium tuberculosis, Cryptococcus neoformans, virus de la hepatitis B (HBV) y P. 

falciparum (94), algunos de los cuales pueden tener un cuadro de enfermedad febril.  

Si bien se reporta una fase agua de infección por hepatitis B que se caracteriza por la presencia de 

síntomas inespecíficos como fatiga, mialgias , náuseas y, con poca frecuencia, ictericia (95)(96), no 

puede asegurarse su asociación en los casos de EFAI positivos por PCR, pues se ha encontrado 

que, aunque el paciente se recupere de la infección aguda, los rastros del virus de la hepatitis B a 

menudo son detectables en la sangre mediante PCR durante muchos años después de la 

recuperación clínica (97). Sin embargo, es importante detectar la presencia de este virus en los 

pacientes con EFAI por las posibles complicaciones adicionales que pueden presentar. Por ejemplo, 

se ha reportado un riesgo mayor de complicaciones hepáticas en casos de dengue que presentan 

coinfección con hepatitis B, requiriendo una mayor vigilancia clínica en esta situación (98).  

Resultados similares se han encontrado en la coinfección de hepatitis B y Clonorchis sinensis, un 

parásito que puede adquirirse con la ingesta de pescados y que infecta el hígado, situación que 

puede verse agravada con la presencia de hepatitis B (99). No sólo la hepatitis B es un tipo de 

Infección del hígado que debe tenerse en cuenta cuando se estudian los casos de EFAI, pues en 

países tropicales como Colombia, algunos de los patógenos asociados a EFAI llevan al paciente a 

presentar síntomas como fiebre, ictericia y alteración de enzimas hepáticas, muy similares a los 

presentados durante una hepatitis aguda (100). 

4.2.4  Análisis estadístico 

Los resultados del tamizaje de los casos de EFAI mostraron una mayor proporción de casos de 

dengue y malaria, tanto en Leticia (13.81% y 1.29%) como en Villavicencio (2.24% y 1.20%). Y 

aunque se detectaron algunos casos de oropouche en Leticia, no fueron suficientes para hacer un 

análisis epidemiológico completo, por lo que se hizo el análisis sólo para los casos de dengue y 

malaria. Al realizar el análisis de datos faltantes, se encontró que para rinorrea y dificultad 

respiratoria se tenía un porcentaje de datos faltantes de 28%, mientras que, para cianosis, 

petequias, Anosmia y ageusia, ictericia y sitio de equimosis, el porcentaje de datos faltantes fue 
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mayor al 70%, por lo que estas variables fueron excluidas del análisis. Para las demás variables, el 

porcentaje de datos faltantes fue menor al 20% y se realizó la imputación de datos antes de 

continuar con el análisis, para este se utilizó un ntree=100 y se obtuvo un valor PFC de 0.157. En 

la Figura 4-6 se muestran los datos faltantes de cada variable con sus respectivos porcentajes. 

 

Figura 4-6: Datos faltantes (Missing map) para cada una de las manifestaciones clínicas. Se 

muestran en negro los datos faltantes y en gris los datos presentes.  

 

 

Después de hacer la imputación de datos, se realizó el análisis bivariado tanto para dengue como 

para malaria en comparación con el resto de las muestras indeterminadas. Al realizar el análisis 

bivariado de cada una de las manifestaciones clínicas de dengue y respecto a las demás muestras, 

se encontró que las que tenían una mayor asociación con valor p<0.2 fueron la debilidad, erupción 

cutánea, tos, dolor retroorbital, ojos rojos, vómito, odinofagia, escalofrío, dolor abdominal, 
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hemorragias y mareo como se muestra en la Tabla 4-8, por lo que estas fueron las variables que se 

incluyeron para el análisis multivariado.  

 

Tabla 4-8: frecuencia de cada manifestación clínica respecto a casos positivos para dengue y 

malaria. Se incluye en porcentaje de positividad respecto a casos positivos totales y el valor p 

correspondiente para el análisis bivariado realizado.  

    Dengue Malaria 

    SI NO Total % Valor P SI NO Total % Valor P 

Dolor de cabeza SI 161 2391 2552 
95.3 0.5497 

35 2391 2426 
97.2 0.4338 

NO 8 79 87 1 79 80 

Dolor de huesos SI 152 2199 2351 
89.9 0.2057 

30 2199 2229 
83.3 0.4198 

NO 17 271 288 6 271 277 

Odinofagia SI 49 661 710 
29 0.0107 

6 661 667 
16.7 0.0015 

NO 120 1809 1929 30 1809 1839 

Ojos rojos 
SI 53 511 564 

31.4 0.0032 
5 511 516 

13.9 0.0215 

NO 116 1959 2075 31 1959 1990 

Dolor abdominal SI 53 511 564 
31.4 0.0713 

5 511 516 
13.9 0.2894 

NO 116 1959 2075 31 1959 1990 

Debilidad SI 124 1347 1471 
73.4 0 

25 1387 1412 
69.4 0.0005 

NO 45 1083 1128 11 1083 1094 

Erupción cutánea SI 54 137 191 
32 0 

0 137 137 
0 0.0005 

NO 115 2333 2448 36 2333 2369 

Equimosis SI 5 32 37 
3 0.875 

0 32 32 
0 0.6432 

NO 164 2438 2602 36 2438 2474 

Diarrea SI 34 526 560 
20.1 0.9291 

7 526 533 
19.4 0.9515 

NO 135 1944 2079 29 1944 1973 

Dolor muscular SI 159 2319 2478 
94.1 0.8884 

35 2319 2354 
97.2 0.6762 

NO 10 151 161 1 151 152 

Mareo SI 113 1546 1659 
66.9 0.1302 

20 1546 1566 
55.6 0.6607 

NO 56 924 980 16 924 940 

Escalofríos SI 156 2106 2262 
92.3 0.0229 

32 2106 2138 
88.9 0.4653 

NO 13 364 377 4 364 368 

Tos SI 44 365 409 
26 0 

5 365 370 
13.9 0.0005 

NO 125 2105 2230 31 2105 2136 

Dolor retro orbital SI 107 1752 1859 
63.3 0.0001 

19 1752 1771 
52.8 0.0005 

NO 62 718 780 17 718 735 
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Vómito SI 83 1318 1401 
49.1 0.0069 

14 1318 1332 
38.9 0.02 

NO 86 1152 1238 22 1152 1174 

 

Una vez identificadas las variables con mayor asociación mediante el análisis bivariado, se realizó 

el análisis de regresión logística multivariada, donde se encontró que la erupción cutánea está 

significativamente asociada con los casos de dengue con un valor OR de 6.655 (IC 95%, 4.417-

9.955), seguido por escalofríos, ojos rojos, debilidad y tos, como se muestra en la Figura 4-7. El 

dolor retroorbital, la odinofagia y el vómito resultaron ser variables significativamente asociadas de 

forma negativa con dengue, sin embargo, no se pueden interpretar como factores protectores sino 

como un posible efecto por ser variables altamente sensibles, pero no específicas del dengue, pues 

en otras infecciones similares por zika, chikunguña o incluso SARS-CoV-2 e Influenza se pueden 

presentar estos síntomas. En un estudio publicado en el 2021, se encontró algo similar con la 

asociación de dengue con la erupción cutánea, sin embargo, se encontró también una correlación 

negativa entre la presentación de dengue y síntomas como dolor de huesos, rinorrea, náuseas y 

diarrea (101), mostrando nuevamente que, a pesar de que hay manifestaciones clínicas que pueden 

ser características en la presentación de dengue, no necesariamente se puede hacer una 

correlación ya que no son específicas.  

  

Figura 4-7: regresión logística multivariada para los síntomas posiblemente asociados con la 

infección por dengue. Se muestra el valor OR, el intervalo de confianza al 95% (IC 95%) y el nivel 

de significancia según el valor p (‘***’ 0.001, ‘**’ 0.01, ‘*’ 0.05 y ‘.’ 0.1) 
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Dentro de las variables que fueron inicialmente incluidas en el análisis multivariado, se encontraban 

hemorragia y mareo, sin embargo, al hacer el método de “stepwise”, estas variables fueron 

eliminadas dejando en el modelo final solo erupción cutánea, dolor retroorbital, escalofríos, ojos 

rojos, debilidad, odinofagia y tos. El mejor modelo fue seleccionado con el AIC, teniendo un valor 

inicial de 1143 y el final de 1141. Para hacer el diagnóstico temprano de dengue se han evaluado 

características como la prueba de torniquete positiva, ausencia de rinorrea, artralgias, ausencia de 

diarrea y también realización de cuadro hemático para recuento de leucocitos y plaquetas (102). Si 

bien con estos criterios se logra hacer un diagnóstico presuntivo inicial, la sensibilidad y 

especificidad no es tan alta, por lo que se ha planteado la necesidad de utilizar una estrategia 

combinada con otras técnicas de detección especializadas. En este estudio, no se incluyó el análisis 

de la evaluación médica para la prueba de torniquete ni el uso de pruebas de laboratorio para 

recuento de leucocitos y plaquetas, cuya información podría ser valiosa para el análisis de 

resultados.   

 

Al hacer el mismo análisis para los casos de malaria, se encontró que las manifestaciones clínicas 

más relacionadas con la presentación de esta infección fueron dolor retroorbital, debilidad, erupción 

cutánea, tos, odinofagia, vómito y ojos rojos, con un valor p<0.2 como se muestra en la Tabla 4-8. 

Sin embargo, al hacer el análisis multivariado de regresión logística con estas variables previamente 

seleccionadas, no se encontró que alguna de estas estuviera significativamente asociada con la 

presentación de la enfermedad. Aunque la fiebre, las náuseas y vómito se han identificado como 

síntomas significativos para el diagnóstico de malaria, en este caso no se tuvo la significancia 

estadística para una posible correlación. En algunos estudios se ha reportado la importancia de la 

duración de la fiebre para hacer el diagnóstico de malaria, sin embargo, en este caso no se contaba 

con la información para incluirlo en el análisis y la fiebre tampoco es una variable diferenciadora ya 

que todas las muestras colectadas e incluidas en el análisis tenían fiebre. Otro aspecto para resaltar 

es el número de casos de malaria, pues mientras en dengue se observó una prevalencia de 5.9%, 

para malaria sólo fue de 1.3%, es posible que el tamaño de la muestra no proporcione suficiente 

información sobre el comportamiento de la enfermedad y su relación con las manifestaciones 

clínicas analizadas.  

Aunque inicialmente se esperaba que el porcentaje de casos indeterminados fuera alto, se esperaba 

lograr la detección de algún patógeno en al menos el 50% de los casos teniendo en cuenta las 
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publicaciones previas que se encontraron donde se desarrollaron proyectos similares, sin embargo, 

el porcentaje de indeterminados fue mucho mayor. Al hacer un análisis de los estudios similares 

realizados en Latinoamérica, se encontró que el tipo de prueba utilizada y la inclusión de patógenos 

respiratorios en el tamizaje, puede disminuir el número de casos indeterminados.  

En el caso de Puerto Rico, por ejemplo, se tomaron muestras de sangre y oro-faríngeas, se 

realizaron pruebas PCR y de anticuerpos, con lo cual se pudo identificar algún patógeno en el 54.8% 

de los casos. Cabe resaltar que el mayor porcentaje de patógenos identificados correspondía a virus 

respiratorios (22.2%), seguido de chikunguña (18%) y dengue (1.8%) (8). En el estudio realizado en 

Brasil en el 2018, se logró la identificación de algún patógeno en el 79% de los casos, incluyendo 

pruebas PCR y anticuerpos IgM para dengue, zika y chikunguña (9). Cuando se hizo detección por 

PCR, el porcentaje de casos indeterminados es mayor que si se incluyen pruebas para detección 

de anticuerpos IgM, además, en un alto porcentaje de casos se puede identificar infección por virus 

respiratorios, por lo que incluir en el tamizaje este tipo de patógenos puede disminuir en un alto 

porcentaje el número de casos indeterminados. Esto concuerda con los resultados obtenidos, pues 

usando PCR se identificaron pocos casos positivos, pero al hacer el análisis de resultados de 

anticuerpos IgM se observó un mayor porcentaje de casos positivos. 

En Perú se realizó un estudio en el 2017 donde se tomaron sueron de 139 pacientes para tamizaje 

de arbovirus por PCR, donde se encontró circulación de chikunguña (9.4%), oropouche (8.6%), 

dengue (6.5%) y zika (5%). En este caso, al hacer el análisis de los síntomas se concluyó que no 

era posible hacer diferenciación etiológica solo con las características clínicas y se resaltó la 

importancia de usar técnicas moleculares para mejorar la vigilancia de arbovirus, incluyendo la 

detección de oropouche (11). Teniendo en cuenta que en Leticia se detectaron casos de oropouche 

y que Perú limita con esta región, se vuelve aún más relevante el avanzar en la detección específica 

de lo patógenos causantes de EFAI en nuestro país, para así lograr entender el impacto en la salud 

pública que puede tener la circulación de este virus. En este estudio se logró la detección de 

patógenos en el 29.5% de las muestras, pues sólo se hizo detección por PCR.  

En los estudios similares realizados en Colombia, se ha encontrado la circulación de diferentes 

patógenos asociados a casos de EFAI. En Córdoba en 2017, se publicó un estudio en el que se 

tamizaron X muestras con pruebas de antígenos y de anticuerpos mediante evaluación de 

seroconversión. En este caso se identificaron el 69% de los casos incluyendo Leptospira spp. (27%), 

dengue (26%), hantavirus (4%), malaria (4%), Rickettsia spp. (2%), Hepatitis A (1%) y Brucella spp. 

(1%), con lo que se resalta el hecho de que el 27% de los casos fueron positivos para Leptospira 
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spp., pues la administración de antibióticos de forma oportuna podría ser crucial para disminuir la 

mortalidad por esta enfermedad y eso puede lograrse haciendo un diagnóstico oportuno (14).  En 

este estudio si se logró la detección de casos de Rickettsia spp. y Brucella spp., lo cual puede estar 

también relacionado con el tipo de prueba utilizada. Además, se detectó la circulación de hantavirus, 

el cual no fue incluido en el tamizaje de este proyecto, pero definitivamente podría incluirse en 

nuevos estudios.  

En otro estudio publicado en el 2018, se realizaron pruebas PCR a 157 muestras para la detección 

de dengue, zika y chikunguña, donde se pudo identificar uno o más patógenos en el 52.3% de los 

casos, donde 21,02% fueron positivos para dengue, 29,94% para chikunguña y 18,47% para zika 

(15). En este caso se logró la detección de un mayor porcentaje de casos positivos, probablemente 

por la época en la que se tomaron las muestras y la circulación de chikunguña y zika.  

 

4.2.5  Propuesta de abordaje de EFAI 

Un abordaje metodológico para detección de patógenos asociados a casos de síndrome febril agudo 

indiferenciado requiere una visión amplia de los posibles patógenos involucrados, por lo que el tener 

una estrategia combinada de técnicas moleculares y serológicas sería ideal. Es por esto que, 

teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este proyecto, se propone el siguiente abordaje 

metodológico para los casos de EFAI: 

1. Evaluación clínica del paciente:  debe hacerse una evaluación detallada, donde se logren 

identificar manifestaciones clínicas relevantes y se confirme que se trata de una enfermedad 

febril no localizada. Debe recopilarse información sobre la duración de la fiebre y 

antecedentes epidemiológicos relevantes. Durante este estudio se presentó una limitación 

en el análisis de los resultados por datos faltantes, que a nivel epidemiológico pueden ser 

cruciales para entender la dinámica de la enfermedad.  

2. Toma de muestras: una vez identificados los síntomas, recolectar las muestras clínicas 

adecuadas, si tiene algún síntoma respiratorio, incluir hisopado, sino sólo muestra de sangre. 

El personal encargado de la toma de muestras debe estar debidamente capacitado, utilizar 

métodos estandarizados y con técnicas de asepsia, incluyendo el uso de materiales 

estériles. Esto evita contaminaciones cruzadas y garantiza la calidad de la muestra.  
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3. Pruebas rápidas: inicialmente, se puede realizar un tamizaje con pruebas rápidas 

comerciales para patógenos específicos de importancia local, como dengue, zika, 

Chikunguña y malaria. Si el paciente no presenta más de 5 días desde el inicio de síntomas, 

realizar sólo pruebas rápidas de antígeno, pero si superó ese tiempo, deben incluirse 

también pruebas rápidas para medición de anticuerpos IgM. El personal debe estar 

debidamente capacitado para el uso e interpretación de cada prueba rápida.  

4. Microscopía: otra forma de acceder rápidamente a una posible identificación del patógeno 

es realizando microscopía en sangre, para detectar por ejemplo parásitos o 

microorganismos visibles.  

 

El realizar pruebas rápida y microscopia, permite tener un primer tamizaje de las muestras para 

tratar de hacer una identificación rápida del agente infeccioso, sin embargo, su sensibilidad es baja 

y será necesario recurrir a técnicas más especializadas. Es por esto que, una vez realizado este 

primer tamizaje, se deben realizar alícuotas de las muestras y rápidamente almacenarlas para 

análisis posteriores. El garantizar la calidad de la muestra es clave para tener un buen abordaje de 

la EFAI.  

 

5. Extracción de ácidos nucleicos: utilizar kits comerciales para la extracción simultánea de 

DNA y RNA. En caso de que se quieran utilizar métodos de extracción in house por ser más 

económicos o estar más fácilmente disponibles localmente, se debe hacer una 

estandarización y validación previa para garantizar la confiabilidad. Inmediatamente 

finalizada la extracción, realice pools de RNA/DNA mezclando máximo 5 muestras con 

volúmenes iguales. Utilice sólo una parte de la muestra para el pool y almacene el RNA/DNA 

individual para análisis posteriores. En el caso de patógenos con alta prevalencia (>5%), no 

se recomienda usar la estrategia de pools para la PCR, pues implica más costos y más 

tiempo.  

6. Amplificación por PCR: para tratar de disminuir un poco los costos de la PCR, se pueden 

diseñar primers específicos para los patógenos de interés y hacer la estandarización y 

validación in house. Sin embargo, sería recomendable que de forma centralizada se hiciera 

el diseño y validación de estas técnicas y posteriormente sean transmitidas a las diferentes 

regiones para su utilización, de esta manera se tienen un mejor control de la confiablidad de 

las técnicas utilizadas. Para optimizar el uso de reactivos y el tiempo, se puede considerar 

el uso de PCR multiplex para detectar varios patógenos en una sola reacción. En este 
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estudio se presentaron algunas opciones de primers (la mayoría obtenidos de la literatura) 

y la multiplexación con su respectiva validación. En este tamizaje molecular pueden incluirse 

patógenos conocidos que probablemente circulan en la región, en este proyecto se proponen 

algunos, pero esto dependerá del análisis epidemiológico específico.  

 

Nota: aunque VIH no es considerado como un principal causante de EFAI, se sabe que 

cuando se presentan los síntomas por primera vez si se da como un cuadro febril y por la 

alta prevalencia encontrada tanto en Leticia como en Villavicencio, es recomendable incluirlo 

dentro de las pruebas de rutina. Además, el identificar la infección por VIH de forma 

oportuna, permitiría ofrecer un mejor tratamiento, disminuir el número de contagios e 

identificar posibles coinfecciones favorecidas por el estado inmune del paciente.  

 

7. Pruebas serológicas – IgM: además de las pruebas rápidas de anticuerpos inicialmente 

incluidas en el tamizaje, incluir otras pruebas serológicas como ELISA (ensayo de 

inmunoabsorción ligado a enzimas) para detectar la presencia de anticuerpos específicos 

en el suero de los pacientes. Si bien esta no es una prueba definitiva para identificar una 

infección actual, sirve de apoyo para la identificación al complementarse con otras pruebas.  

8. Análisis de resultados: analizar los resultados de las técnicas moleculares y serológicas 

de manera integrada. La correlaciona los resultados de la PCR y las pruebas serológicas, 

permite identificar la infección por un patógeno específico y determinar el estado de la 

infección (infección activa o pasada). 

9. Secuenciación: si después de realizar todas las pruebas, algunas muestras siguen con 

resultado indeterminado, se debe recurrir a técnicas más actualizadas como la 

secuenciación, de esta manera se puede lograr un panorama más amplio y una mayor 

posibilidad de identificar el patógenos asociado a la infección. En la sección 4.2.6 se muestra 

una estrategia general de secuenciación metagenómica para manejo de la EFAI. 

10. Sistema de vigilancia: la información recopilada debe acoplarse al sistema de vigilancia 

epidemiológica local y nacional para monitorear y reportar los casos y los patógenos 

detectados. Los resultados deben llegar a las autoridades de salud para la mejor 

comprensión de la situación epidemiológica y la toma de decisiones adecuadas para su 

manejo y control. 
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Figura 4-8: esquema general de la propuesta metodológica para el abordaje de la EFAI. 

4.2.6  Propuesta de secuenciación metagenómica para abordaje de la 

EFAI 

Dentro de la propuesta de abordaje de la EFAI, se presentó la posibilidad de utilizar la secuenciación 

en las muestras indeterminadas. Aunque por años la secuenciación ha sido considerada una prueba 

costosa y poco accesible, la pandemia causada por el virus SARS-CoV-2 demostró que esto ha 

cambiado. Sin embargo, en esta propuesta no se busca hacer secuenciación de todas las muestras 

por las dificultades técnicas y económicas que esto implica, sino sólo aquellas muestras que 

definitivamente no logran ser identificadas en el tamizaje inicial. Esto permitirá detectar patógenos 

reemergentes, poco estudiados o nuevos, permitiendo una mejor preparación frente a la amenaza 

de brotes o epidemias que puedan poner en riesgo la salud de la población.  

Existen diferentes metodologías de secuenciación, siendo illumina (San Diego, California) y Oxford 

Nanopore Technologies (Oxford, Reino Unido) dos de las más utilizadas por sus diferentes ventajas. 

En el caso de Oxford Nanopore, se obtienen resultados confiables en poco tiempo, además de 

ofrecer un sistema portable apropiado para secuenciación en campo. Mientras con illumina, se tiene 

una mayor precisión de la secuencia, pero requiere más tiempo y usa equipos más grandes, en la 

tabla 4-7 se muestra una comparación de ambas tecnologías. Para el objetivo de esta propuesta 

que es poder utilizar la secuenciación como herramienta de abordaje de la EFAI, el uso de la 
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tecnología de Oxford Nanopore parece ser prometedora, pues es un sistema más fácil de llevar a 

las zonas apartadas donde se pueden presentar estos casos. Sin embargo, si se quieren resultados 

de mayor precisión para evaluar por ejemplo mutaciones en un patógenos y su posible efecto en la 

virulencia o resistencia a medicamentos, el uso de illumina sería más adecuado. Es por esto que se 

presentan ambas opciones para ser utilizadas según el objetivo y la disponibilidad de los equipos 

en cada región.  

 

Tabla 4-9: comparación de las características generales de la secuenciación con Oxford Nanopore 
e illumina. 

 

 

 

Hay algunos factores importantes para tener en cuenta en cada paso. En el caso de la muestra, 

es importante garantizar la estabilidad del material genético, por lo que se debe hacer una 

correcta manipulación, almacenamiento y transporte. El hacer depleción del material genético 

del huésped o enriquecimiento de la muestra, son también estrategias muy útiles cuando se 

hace secuenciación metagenómica, pues, aunque mediante técnicas de computación pueden 

eliminarse las secuencias del huésped, se limita la capacidad de detección de microorganismos 

por un consumo innecesario con el genoma humano. El hacer un enriquecimiento dirigido 

aumenta la cantidad de DNA, pero limita los microorganismos que pueden ser detectados. 
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Algunas estrategias como filtración de la muestra seguido de tratamiento con DNAsas, han 

demostrado una mejora en la cantidad DNA microbiano detectado (103).  

Otro aspecto importante cuando se realiza secuenciación metagenómica es el uso de controles 

positivos y negativos como control de calidad de la corrida. Al ser métodos tan sensibles, si se 

presenta alguna contaminación durante el montaje, se encontrará en los resultados y el control 

negativo permite identificar esas posibles contaminaciones para eliminarlas del análisis. En la 

figura 4-9 se muestra un esquema general de la metodología de secuenciación metagenómica 

propuesta. 

 

 

Figura 4-9: esquema general de la propuesta de secuenciación metagenómica como estrategia 

de abordaje de EFAI.  
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5. Conclusiones y recomendaciones 

5.1 Conclusiones 

Para realizar la detección de patógenos asociados a EFAI en muestras procedentes de Leticia y 

Villaviencencio, se hizo la validación previa de las pruebas moleculares PCR tanto en formato 

singleplex como multiplex, con lo cual se pudo evidenciar la posibilidad de utilizar de forma 

confiable la detección singleplex, conociendo el límite de detección de cada prueba, así como la 

linealidad, eficiencia y reproducibilidad. Posteriormente, se realizó la caracterización de casos de 

EFAI en muestras de pacientes procedentes de Leticia y Villavicencio, encontrando una 

asociación entre la presentación de la enfermedad con infecciones virales por dengue y 

oropouche, y parasitarias por malaria, detectadas por técnicas moleculares. Se estimó que la 

proporción de casos de dengue en Leticia fue de 13.81% y en Villavicencio fue de 2.24%, 

mientras que para malaria fue de 1.29% en Leticia y 1.2% en Villavicencio. Los casos de 

oropouche se presentaron solo en Leticia en una baja proporción (0.22%), pero hace evidente la 

importancia de estudiar más el impacto que puede tener este virus en nuestro país y poder hacer 

un manejo oportuno de los casos. 

 

Además, se hizo la caracterización epidemiológica de los casos, encontrando que en ambas 

ciudades se tuvo una mayor proporción de pacientes femeninos que masculinos. Además, en el 

nivel de escolaridad se encontró un mayor porcentaje de nivel secundaria seguido de técnico y 

en la ocupación, el mayor porcentaje correspondió a empleados e independientes. En el análisis 

epidemiológico relacionado con los síntomas, se encontró que la erupción cutánea, los 

escalofríos, los ojos rojos y la debilidad son las variables significativamente asociadas con la 

presentación de dengue.  Al hacer el mismo análisis para Malaria, no se logró identificar ningún 

síntoma o manifestación significativamente asociado con esta infección. Cabe resaltar que el 

número de casos positivos para Malaria fue menor, lo cual pudo limitar el análisis estadístico. 
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 Si bien durante el planteamiento de la propuesta se esperaba tener un alto porcentaje de casos 

indeterminados, este fue mayor al esperado, lo cual resultó ser un reflejo del gran reto que 

representan las EFAIs para la salud pública y debe ser una motivación adicional para seguir 

generando estrategias que aborden esta problemática. Fue por esto que se elaboró la propuesta 

de abordaje de EFAI y una estrategia como línea base para futuros estudios metagenómicos para 

detección y descubrimiento de patógenos asociados con el síndrome febril agudo en Colombia.  

 

5.2 Recomendaciones 

Si bien en este proyecto se presentó una propuesta con el uso de técnicas moleculares por su 

sensibilidad y accesibilidad, el número de patógenos propuestos fue limitado por recursos y 

tiempo, sin embargo, se podrían incluir otros patógenos en futuros estudios, incluyendo por 

ejemplo virus respiratorios que, en algunos casos pueden presentarse con un síndrome febril no 

identificado. Además, teniendo en cuenta el ciclo de la infección, es posible que no en todos los 

casos se logre hacer detección de los antígenos y una estrategia complementaria muy útil podría 

ser incluir técnicas serológicas para medir anticuerpos IgM como se ha hecho en otros estudios 

similares.  

 

Otra herramienta para considerar es el uso de secuenciación, pues, aunque es un poco más 

costosa y compleja, con la pandemia generada por el SARS-CoV-2 se demostró que puede 

hacerse más accesible y la información que entrega es valiosa, no sólo en términos de presencia 

o ausencia de un patógeno particular, sino sobre su genoma y posible resistencia a 

medicamentos. Al tener una estrategia efectiva de selección de los casos apropiados para ser 

secuenciados, se puede lograr un abordaje más amplio de los casos de EFAI, identificando 

oportunamente patógenos nuevos o poco conocidos y evitando la distribución descontrolada que 

lleva a epidemias o pandemias con un impacto incluso mayor sobre la salud pública y la 

economía.  
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A. Anexo: Curvas estándar de 
validación PCR multiplex Leptospira spp, 
Rickettsia spp y Borrelia spp. 

Figura A-1: Curvas estándar para ensayo de PCR singleplex y multiplex de Leptospira spp, 

Rickettsia spp y Borrelia spp. Se muestra la ecuación de la curva estándar, la eficiencia (ε) y 

linealidad (R2), así como las curvas de amplificación de PCR. A. Leptospira spp singleplex. B. 

Leptospira spp multiplex. C. Rickettsia spp singleplex. D. Rickettsia spp multiplex. E. Borrelia spp 

singleplex. F. Borrelia spp multiplex.  
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Figura A-2: Comparación de las curvas estándar para ensayo de PCR singleplex y multiplex de 

A. Leptospira spp, B. Rickettsia spp y C. Borrelia spp.  

A.                                              B.                                              C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B. Anexo: Curvas estándar de 
validación PCR multiplex Anaplasma 
spp, Brucella spp y Bartonella spp. 
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Figura B-1: Curvas estándar para ensayo de PCR singleplex y multiplex de Anaplasma spp, 

Brucella spp y Bartonella spp. Se muestra la ecuación de la curva estándar, la eficiencia (ε) y 

linealidad (R2), así como las curvas de amplificación de PCR. A. Anaplasma spp singleplex. B. 

Anaplasma spp multiplex. C. Brucella spp singleplex. D. Brucella spp multiplex. E. Bartonella spp 

singleplex. F. Bartonella spp multiplex. 

 

 

Figura B-2: Comparación de las curvas estándar para ensayo de PCR singleplex y multiplex de 

A. Anaplasma spp, B. Brucella spp y C. Bartonella spp.  

A.                                    B.                                              C.  
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C. Anexo: Curvas estándar de 
validación PCR multiplex oropouche y 
RNAsa P. 

 

Figura C-1: Curvas estándar para ensayo de PCR singleplex y multiplex de oropouche y 

RNAsa P. Se muestra la ecuación de la curva estándar, la eficiencia (ε) y linealidad (R2), así 

como las curvas de amplificación de PCR. A. RNAsa P singleplex. B. RNAsa P multiplex. C. 

oropouche singleplex. D. Oropouche multiplex. 
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Figura C-2: Comparación de las curvas estándar para ensayo de PCR singleplex y multiplex de 

A. RNAsa P y B. Oropouche.  
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D. Anexo: Curvas estándar de 
validación PCR multiplex dengue, zika y 
Chikunguña. 

Figura D-1: Curvas estándar para ensayo de PCR singleplex y multiplex de dengue, zika y 

Chikunguña. Se muestra la ecuación de la curva estándar, la eficiencia (ε) y linealidad (R2), así 

como las curvas de amplificación de PCR. A. Dengue singleplex. B. Dengue multiplex. C. zika 

singleplex. D. zika multiplex. E. Chikunguña singleplex. F. Chikunguña multiplex.  

 

 

Figura D-2: Comparación de las curvas estándar para ensayo de PCR singleplex y multiplex de 

A. Dengue, B. zika y C. Chikunguña.  
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E. Anexo: Curvas estándar de 
validación PCR Plasmodium spp. 

Figura D-1: Curvas estándar para ensayo de PCR singleplex para detección de Plasmodium spp.  

Se muestra la ecuación de la curva estándar, la eficiencia (ε) y linealidad (R2), así como las 

curvas de amplificación de PCR.  
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F. Anexo: listado de publicaciones 
relacionadas con el proyecto realizado 
(publicadas y en proceso) 

1. Coautora en el artículo publicado en el año 2022 en la revista “Emerging microbes and 

infections” titulado “Oropouche virus as an emerging cause of acute febrile illness in 

Colombia”. DOI: 10.1080/22221751.2022.2136536 

2. Autora principal del artículo en proceso titulado “Real-time multiplex PCR assays for 

simultaneously detecting six neglected bacterial pathogens”. El artículo ya fue terminado, 

pero está en revisión así que no se ha sometido a la revista. Se espera hacer la 

publicación en la revista “American Journal of Tropical Medicine and Hygiene”.  

3. Coautora del artículo en proceso titulado “Comparative analysis of different in-house viral 

RNA extraction methods for downstream molecular testing”. Se encuentra en revisión para 

ser posteriormente sometido a la revista “BioTechniques”.  
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