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Resumen

Los virus transmitidos por artrépodos, particularmente los transmiti-
dos por mosquitos, son amenazas sanitarias cada vez mdas importantes
y se propagan rapidamente a nivel mundial. Existen multiples arbovi-
rus predominantemente de genoma ARN mantenidos en ciclos comple-
jos que involucran huéspedes vertebrados. Muchos emergieron desde
su reservorio silvestre y se dispersaron globalmente debido a la con-
juncion de factores tales como comportamiento antropoldgico, trans-
porte comercial y uso de suelos, entre otros. Actualmente el dengue es
un problema de salud creciente en las areas subtropicales y templadas
de Argentina. La reciente introduccion de los virus Chikungunya y Zika
en el noroeste de Argentina complejizaron el diagndstico y notificacion
de casos. La clinica similar y las dificultades en la diferenciacion de los
agentes con las técnicas de laboratorio actualmente disponibles cons-
tituyen un desafio para el sistema de vigilancia y el equipo de salud. Se
discuten en este articulo los aspectos criticos del diagndstico etioldgi-
co de las infecciones por ZIKV, DENV y CHIKV.
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rus ARN predominantemente transmitidos por mos-
quitos y mantenidos en ciclos complejos con huéspe-
des vertebrados tales como mamiferos o aves. Has-
ta hace poco, solo algunos de ellos habian causado
enfermedades humanas clinicamente significativas.
El comercio de esclavos fue uno de los eventos que
marco la primera apariciéon registrada en el Nuevo
Mundo de dos arbovirus: el virus de la fiebre amari-
lla (YFV) y el dengue (DENV). Desde entonces, mu-
chos otros han surgido de sus reservorios silvestres
y se han dispersado a nivel mundial debido a factores
que incluyen la evolucion viral, conducta antropol6-
gica, transporte comercial y recuperacion de suelos,
entre otros. Nos encontramos frente a la emergencia
oreemergencia de agentes virales descriptos por pri-
mera vez en su mayoria entre los 40"y 50'pero cuyos
cuadros clinicos y ciclos de transmision no han sido
completamente caracterizados. Realizar la deteccion
de viejos arbovirus en nuevos territorios es el desa-
fio actual (1-6).

Diversos arbovirus han sido detectados en Argen-
tina: YFV, Encefalitis de San Luis (SLEV), del Nilo
Occidental (WNV), llheus (ILHV), Dengue 1, 2, 3 y
4 (DENV 1-4) , y Bussuquara (BSQV) (Flaviviridae);
Aura, Virus de las Encefalitis Equina Venezolana
(VEEV), del Oeste (WEEV), del Este (EEEV), virus
Una (Togaviridae); Cache Valley, Kairi, Las Malo-
yas, Melao, San Juan, Turlok, Oropuche, Resisten-
cia, Barranqueras, Antequeras y Para (Bunyaviri-
dae); Calchaqui y Cocal (Rhabdoviridae). En algu-
nos solo se detectaron los ciclos enzodticos y otros
han sido identificados como los agentes causales
de brotes limitados o casos humanos esporadicos
(7-12). Actualmente el dengue es el que ha genera-
do laincidencia mas significativa en las provincias
de la parte subtropical y templado del pais, pero
la introduccién y circulacién autoctona de virus de
Chikungunya (CHIKV), de la familia viral Togaviri-
dae; y el virus Zika (ZIKV), de la familia viral Flavi-
viridae, en la parte noroeste de Argentina ha com-
plejizado el escenario epidemioldgico (13-15). La
experiencia reciente en América Latina alerta so-
bre un niumero inesperado de manifestaciones ati-
picas y graves, especialmente con ZIKV asociado
con microcefalia en mujeres embarazadas infecta-
das. El reconocimiento de vias no vectoriales para
la transmision de ZIKV plantea ademas la necesi-
dad de evaluar su dimensiény relevancia en el sos-
tenimiento de la circulacién viral vs la trasmision
vectorial (16-17). Las similitudes clinicas, asi como
las dificultades de diferenciacion con las pruebas
de laboratorio actualmente disponibles y accesi-
bles constituyen también un desafio para el siste-
ma de vigilancia y personal de salud.

La bioseguridad dentro y fuera del laboratorio:
aspecto relevante en las infecciones por
arbovirus

Dada la heterogeneidad de agentes virales incluidos
dentro del grupo de arbovirus, su manipulacidén debe
realizarse con niveles variables de bioseguridad depen-
diendo de las caracteristicas bioldgicas de cada virus,
la actividad a realizar y como consecuencia de un pro-
ceso de evaluacién de riesgo exhaustivo que cada pro-
cedimiento debe tener. EI ZIKV y los DENV estan clasi-
ficados internacionalmente como agentes virales que
requieren nivel 2 en términos de bioseguridad, mien-
tras que CHIKV es un agente de nivel 3 cuando se tra-
baja con cepas establecidas. El manejo de muestras
para diagnéstico puede realizarse en nivel 2 e inclusi-
ve puede optarse por métodos de inactivacion quimi-
ca o por calor que permiten disminuir el riesgo para el
operador. Los principales riesgos de laboratorio com-
prenden inoculacion accidental, el contacto del virus
con la piel lesionada o las membranas mucosas, mor-
deduras de animales de laboratorios infectados o ar-
trépodos y la posibilidad de trasmisién por aerosoles
cuando se manipulan materiales con alta carga viral.
La disponibilidad de vacunas esta limitada solo para
la prevencion de algunos agentes (18).

El hombre constituye el reservorio en los ciclos urba-
nos de DENV, ZIKV y CHIKV, siendo la fuente de vi-
rus para infectar a otros mosquitos en el transcurso
de la fase de viremia. Este aspecto debe ser tenido en
cuenta en los centros de salud ya que son zonas con-
centradoras de potenciales pacientes virémicos y es
prioritario que el hospital posea un procedimiento de
control de vectores en la institucién, asi como la im-
plementacién de medidas de aislamiento en los pri-
meros dias de la enfermedad.

Un porcentaje de las personas que se infectan con es-
tosvirus desarrollan una enfermedad febril leve y auto
limitada, otros con clinica mas caracteristica pero un
aspecto comun de estas infecciones virales es la ocu-
rrencia de casos asintomaticos que también deben
tenerse en cuenta ya que contribuyen a los ciclos de
transmision. Los puntos relevantes que surgen de las
ultimas experiencias tienen que ver también con el re-
conocimiento de formas de trasmisidn no vectorial es-
pecialmente para ZIKV, incluyendo la transplacenta-
ria y la transmision perinatal, transfusion de sangre,
por lactancia y potencialmente, la donacién de 6rga-
nos. Por otro lado, se aislo virus en saliva y muestras
de orina, coincidiendo con los hallazgos en infeccio-
nes por DENV, WNV y CHIKV. A diferencia de otros
arbovirus, la transmision sexual del ZIKV ha sido do-
cumentada y es motivo de especial preocupacion du-
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rante el embarazo. El virus ha sido aislado en semen
y en Argentina hemos hallado evidencias de ARN vi-
ral en fluido vaginal (16,17,19-21).

Lo expuesto determina que ante la incidencia crecien-
te de las infecciones por arbovirus en nuestro pais es
necesario fortalecer la educaciéon y acciones tendien-
tesadisminuirla densidad de los potenciales vectores
con especial atencién en centros de salud, aplicacién
de medidas universales de bioseguridad en el trata-
miento de los pacientes, buenas practicas de laborato-
rioy divulgacién a la poblacién de las vias posibles de
transmision viral de modo de mejorar la prevencion.

Algoritmo de diagnaéstico de infecciones por
arbovirus

El diagnostico etioldgico de estos agentes en el ser
humano, animales o poblaciones de vectores cons-
tituye un componente esencial para direccionar pro-
gramas de prevencion y control. No existe una técni-
ca de diagnéstico ideal que cubra todos los aspectos
a evaluar en estas infecciones, pero se cuenta con un
importante niumero de metodologias directas e indi-
rectas que usadas en forma complementaria permiten
arribar a un diagnostico de certeza. La correcta aplica-
cion de las técnicas disponibles requiere que el médi-
co y el laboratorista conozcan la cinética de aparicién
de la viremia y los anticuerpos IgM e IgG en las infec-
ciones por éstos agentes (Figura 1). Habitualmente se
reconoce una fase de circulacidon viral breve que en
general desaparece al iniciarse la produccion de an-
ticuerpos neutralizantes. No obstante, en infecciones

Cargaviral
(Ufp/ml)

por ZIKV y CHIKV se ha descripto recientemente per-
sistencia viral en algunos tejidos (17,22,23). Resulta
fundamental para la seleccién correcta del método de
diagndstico que las muestras se remitan con la fecha
de extraccion y que se cuente con el dato de la fecha
de inicio de sintomas, ademas de la ficha epidemio-
l6gica correspondiente.

La muestra de eleccion para estudios etioldgicos es
el suero y adicionalmente el liquido cefalorraquideo
cuando exista afectacidon neuroldgica. La muestra de
orina se convirtio en una muestra muy util en las in-
fecciones por ZIKV en aquellos pacientes con 5-15 dias
de evolucion desde el inicio de los sintomas como una
alternativa para ampliar el periodo de deteccion de ge-
noma viral (24). En el caso de embarazadas con sos-
pecha de infeccion por ZIKV se pueden estudiar las
muestras de suero, orina, liquido amnidtico y tam-
bién de placenta al momento del parto (4). Las mues-
tras deben ser tomadas en condiciones de esterilidad
y mantenidas a 4 °C hasta su llegada al laboratorio. Se
deben evitar ciclos de congelado-descongelado. En el
caso de fallecidos es factible el estudio de los 6rganos
post mortem por metodologias directas, requiriendo
que las muestras se mantengan a -70 °C o la menor
temperatura disponible.

Si la primera muestra se tomd con menos de 7 dias
de evolucion desde el inicio de los sintomas, se inten-
tara demostrar la presencia de antigenos virales (de-
teccion de proteinas virales no estructurales), aislar el
virus (replicacion viral en cultivos celulares, ratones
o inoculacién de mosquitos) o detectar el genoma vi-
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Figura 1. Cinética de la viremia y formacion de anticuerpos en infecciones por Arbovirus.
*Los niveles de viremia son variables para los distintos arbovirus. ** Infecciones por virus ZIK.
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ral (RT-PCR convencional o en tiempo real) (3,4,25). El
incremento en la disponibilidad de técnicas molecu-
lares en los ultimos anos determina que constituyan
la principal herramienta para el estudio de muestras
en la fase aguda de la infeccién. Para la realizacion de
las metodologias moleculares, el RNA viral se extrae
utilizando columnas de silica (para suero, orina y so-
brenadante de cultivos celulares) o técnica de TRIZOL
(para los tejidos). Actualmente se cuenta con metodo-
logias que amplifican distintas regiones del genoma
viral, por ejemplo, un fragmento del gen de la envoltu-
ra (E) o un fragmento del gen que codifica para la pro-
teina no estructural NS5. Las metodologias en tiempo
real (QRT-PCR) utilizando sondas de hidrélisis o SYBR
Green muestran mayor sensibilidad, permiten proce-
sar un mayor numero de muestras y en menor tiem-
po con respecto a la técnica convencional (RT-PCR).
Una ventaja que sigue presentando el uso de la RT-
PCR convencional es que los amplicones pueden ser
purificados y utilizados para la secuenciacion geno-
mica que permita la identificacion viral y anélisis filo-
genético. Este procedimiento es el que permite dife-
renciar una infeccidon natural por el YFV de un efecto
adverso posvacunal en los casos severos y/o fatales,
informacion que resulta relevante en areas de riesgo
y que no podria lograrse con las técnicas serologicas
actuales (26). Similar estrategia podra implementar-
se cuando se intensifique el uso de nuevas vacunas
paraarbovirusenlaregion,como porejemplo vacunas
para dengue. También es una herramienta necesaria
para la identificacion de los genotipos y linajes de los
distintos arbovirus que circulan en la region (15,27).

Las metodologias moleculares puedentenerunforma-
to in house o comercial, utilizando protocolos que rea-
lizan la deteccién de un Unico genoma viral o combi-
naciones de ellos, por ejemplo, los kits en trioplex que
pueden detectar en una unica reaccion DENV, CHIKV
y ZIKV. El empleo de estos reactivos requiere que se
compruebe previamente si poseen sensibilidad y es-
pecificidad adecuadas. En este punto es bueno aclarar
que las metodologias comerciales habitualmente no
indican la regién del genoma que amplifican los oli-
gonucleétidos y sondas, asi como tampoco el listado
de cepas incluidas para el diseno. Estos puntos resul-
tan estratégicos para la sensibilidad de la metodolo-
gia y su seleccion considerando la posibilidad de cir-
culacion de cepas de diferentes genotipos.

El desarrollo en los ultimos anos de las denominadas
tecnologias de secuenciacion masiva permite actual-
mente obtener millones de secuencias de ADN a una
velocidad sin precedentes y a un costo cada vez mas
reducido. El beneficio de éste tipo de tecnologias ra-
dica fundamentalmente en la posibilidad de estudiar

genomas completos de manera tal de poder detectar
cambios en distintas partes del genoma que pudie-
ran afectar su potencial epidémico, por ejemplo adap-
tandose a un vector en particular como ocurrié con
el CHIKV en el brote del Océano Indico del 2005-2006
(28,29). Adicionalmente el estudio de genomas com-
pletos es una manera de detectar posibles eventos de
recombinacion entre las cepas virales circulantes, al-
gunos ya descriptos en la bibliografia (30).

Sin embargo, de ningin modo las metodologias mo-
leculares desplazan a las técnicas de la virologia clasi-
ca. Las cepas virales circulantes pueden ser caracteri-
zadas mas completamente al disponer de semillas vi-
rales obtenidas en diferentes huéspedes. En el Centro
Nacional de Referencia se realiza de rutina el intento
de aislamiento viral en una seleccion de pacientes po-
sitivos en primera instancia mediante las técnicas mo-
leculares. El uso de lineas celulares (por ej.: C6/36 deri-
vada de Aedes albopictus para aislamiento de los dis-
tintos serotipos de DENV o BHK-21 para CHIKV o VERO
E6 para ZIKV) constituyen el mejor sistema en base a
sensibilidad, convenienciay relacion costo-efectividad.

En el caso de infecciones por DENV, se dispone de re-
activos comerciales que permiten detectar la proteina
no estructural NS1. Se trata de una glicoproteina que
participa en la replicacion viral, que es secretada en
el suero de personas infectadas con dengue en el pe-
riodo agudo de laenfermedad, detectandose inclusive
en presencia de anticuerpos IgM, tanto en infecciones
primarias como secundarias. Esta técnica posee la li-
mitacién que no discrimina serotipo, pero permitiria el
procesamiento de un gran niumero de muestras tem-
pranas en laboratorios de menor complejidad técnica
y en un corto tiempo, agilizando la respuesta laborato-
rial, sobretodo en situaciones de brote. Se ha evalua-
do el desempeno de esta metodologia en terreno y si
bien, se ha observado menor sensibilidad frente a los
serotipos 2 y 4, no se ha evidenciado cruce seroldgico
con los otros flavivirus que han circulado en Argenti-
na en los ultimos anos (SLEV, YFV, WNV y ZIKV) (31).
Existen desarrollos que intentan extender esta posibi-
lidad a la deteccion de infecciones por otros flavivirus
que se encuentran en fase de evaluacion.

Un resultado positivo de las técnicas directas confirma
lainfeccidn, pero unresultado negativo no es suficiente
para descartar un caso sospechoso y debe estudiarse
una muestra de suero tomada durante la convalecen-
cia por métodos de diagndstico indirecto o seroldgico.

La deteccion de anticuerpos IgM ha sido una herra-
mienta fundamental para la vigilancia del dengue y
de otros arbovirus, pero no tiene valor confirmato-
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rio considerando la existencia de cruces seroldgicos
y la persistencia de los anticuerpos IgM inclusive por
mas de un ano en un porcentaje de los pacientes (32).

Entre las infecciones virales que pueden ser diagnosti-
cadas por serologia, lasinfecciones por Flavivirusresul-
tan ser de las de mayor complejidad por varias razones.
Los pacientes pueden tener infecciones multiples y/o
secuenciales diferenciandose respuestas de anticuer-
pos tipo primaria o secundaria, con diferentes relacio-
nes IgM / IgG vy distinto grado de reactividad cruzada
con antigenos homologosy heterélogos. Los Flavivirus
comparten sitios antigénicos y presentan un alto grado
de reactividad cruzada que debe ser considerada a la
hora de interpretar resultados seroldgicos. Particular-
mente la emergencia de ZIKV y los cruces seroldégicos
con DENV ha puesto en duda la utilidad de esta meto-
dologia como pilar de los programas de vigilancia este
agente especialmente en regiones endémicas. La vigi-
lancia de CHIKV por serologia resulta menos compleja
en nuestro pais y en general en América, ya que los vi-
rus de la familia mas relacionados serolégica y filoge-
néticamente no circulan hasta el momento en el conti-
nente. En este sentido, el virus Mayaro (MAY) y su va-
riante UNAV deben ser los primeros cuyo cruce sero-
I6gico debe descartarse en nuestro medio. Argentina
ha tenido en el pasado epizootias equinas por EEEV y
WEEYV, pero infecciones por estos agentes no han sido
detectadas en los ultimos anos.

La confirmacion del diag-
noéstico serologicos serea-
lizamediante el estudio de

Caso sospechoso

ridad por lo cual se halla centralizada en el centro de
referencia en el pais. Esta metodologia posee limita-
ciones eninfecciones secundarias por la exacerbacion
de los cruces serologicos, pero en nuestro pais se ha
confirmado y caracterizado brotes por SLEV, WNV y
YFV por PRNT,, constituyendo una de las fortalezas
de nuestro sistema de vigilancia laboratorial. Eluso de
esta metodologia resulta de fundamental importancia
a la hora de descartar infecciones por estos agentes,
mostrando gran utilidad en el estudio de embaraza-
das y recién nacidos con sindrome congénito asocia-
do a ZIKV. En este sentido, remarcamos la necesidad
de estudiar en forma conjunta el binomio madre-hijo
para contar con herramientas que posibiliten una me-
jor interpretacion de resultados. La busqueda de me-
todologias alternativas a la PRNT,, es uno de los prin-
cipales desafios y uno de los principales requerimien-
tos para los proximos anos.

En la figura 2 se resumen los criterios laboratoriales
para la clasificacidon y notificacién de los casos.

Organizacion de la vigilancia laboratorial en el
ambito puablico en Argentina

En Argentina funciona desde 1997 una Red Nacio-
nal de Laboratorios para el diagndstico de dengue y
otros arbovirus, con mas de 65 laboratorios estraté-
gicamente distribuidos en las areas de mayor riesgo

e

un par de sueros (periodo
agudo-convaleciente) por

e Caso que cumple con ladefinicionclinica

técnica de neutralizacion

en cultivos celulares (33). Caso Probable

B

La demostracion de una
cuadruplicacién en el titu-
lo de anticuerpos indicara

e Clinica+ IgM positivo o NS1 positivo

laexistenciade un proceso

agudo. En estasfamilias vi- Caso Confirmado

)

rales se utilizalapruebade
neutralizacién con un por-
centaje del 90% de reduc-

ciéon de placas (PRNT, ) en serelogleos

e Clinica+ RT- PCR o Aislamiento o IgM LCR (evaluar cruces) o
Seroconversion IgG medida por PRNT con evaluacién de cruces

VERO C76 para dar la ma-
yor especificidad a la téc-
nica indirecta confirmato-

Caso Sospechoso no conclusivo

J

ria. Se trata de una prue-
ba bioldgica que requiere
manejo de cultivos celu-

lares, mantenimiento de agente

¢ Clinica+ RT-PCR NEGATIVA o NS1 negativo o IgM Negativo en
muestra con menos de los dias de evolucion estipulados para cada

cepas virales y condicio-
nes estrictas de biosegu-

Figura 2. Criterios del laboratorio para la clasificacion y notificacion de casos en infecciones por arbovirus
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epidemiolégico del pais. Las provincias efectian los
primeros estudios y posibilitan la rapida implemen-
tacion de medidas de control ante la aparicién de ca-
sos sospechosos de dengue. La red utiliza reactivos
que se gestionan y controlan en forma centralizada
y posee un algoritmo de diagndstico uniforme. El la-
boratorio nacional de referencia coordina activida-
des, participa en la normatizacion de la vigilancia la-
boratorial, produce reactivos de referencia, corrobo-
ra y realiza confirmacién diagndstica y estudios de
caracterizacion viral, y también conduce el control de
calidad externo de las metodologias de diagnédstico
implementadas en los laboratorios provinciales. Los
proximos pasos incluyen el fortalecimiento de la in-
teraccién con el sector privado de manera de gene-
rar una estrategia diagnostica conjunta y también ga-
rantizar que la totalidad de la informacién esté dis-
ponible para la toma de decisiones de prevencién y
control de las arbovirosis en el pais.
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Arthropod-borne viruses, mosquito-borne viruses, are becoming
increasingly important global health threats and spreading rapidly
worldwide. They are hundreds of predominantly RNA virusestransmitted
by arthropods and maintained in complex cycles involving vertebrates
such as mammals or birds. Many arboviruses have emerged from their

sylvatic reservoirs and dispersed globally due to evolving factors that
include anthropological behavior, commercial transportation and land-
remediation. Nowadays dengue is a growing health problem in most
of the provinces of the subtropical and temperate part of Argentina.
The recent introduction of Chikungunya (CHIKV) and Zika (ZIKV) viruses
in the northwest part of Argentina has become more complex dengue
diagnosis and report. Clinical similarities as well as the difficulties of
differentiating them with currently available laboratory tests constitute
a challenge for the surveillance system and health staff. Critical aspects
of the etiological diagnosis of ZIKV, DENV and CHIKV infections will be

presented.
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