Transovarialmente

Trasmision del dengue (y
otros flavivirus) del mos-
quito hembra infectado
a la progenie, a través de
los huevos.
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El diagnostico del dengue
% en tiempos del zika

El dengue v el zika representan un problema de salud publica para los
paises tropicales y subtropicales. El diagndstico oportuno y confiable de
estas enfermedades es necesario para el tratamiento de los pacientes, la
vigilancia epidemiolégica y su control. Discutimos los diferentes métodos
de diagnostico, las dificultades que presentan por la reactividad cruzada
entre estas enfermedades y algunos avances en el desarrollo de nuevos

métodos.

Introduccién
as infecciones virales transmitidas por mosquitos representan uno de los
principales problemas de salud ptblica para aquellos paises ubicados en las
zonas tropicales y subtropicales del mundo. Actualmente se estima que mds
de 100 paises son endémicos para dengue y cerca de 2/3 de la poblacién mundial
vive en zonas de riesgo para contraer dengue y zika (Guzmén y cols., 2010).

Los virus Dengue y Zika estdn clasificados dentro de la familia Flaviviridae y
en el género Flavivirus. El virus tipo de esta familia es el de la Fiebre Amarilla, de
donde toma su nombre este taxén (del latin flavus, que significa amarillo), pero
también se encuentran clasificados en este grupo otros virus de importancia para
la salud publica, como el virus de la encefalitis japonesa y el virus del Oeste del
Nilo (Guzman y cols., 2010). Todos éstos se transmiten a los seres humanos me-
diante las picaduras de mosquitos infectados (por lo que también se conocen como
arbovirus, del inglés arthropod-borne wvirus), los cuales se infectan, a su vez, al picar
a mamiferos infectados o que adquirieron el virus transovarialmente de la madre
respectiva (Guzman y cols. 2010). En el caso de los virus causantes de dengue y de
zika, el ciclo de transmisién urbano involucra principalmente al mosquito Aedes
aegypti, aunque la transmisién por Aedes albopictus también es posible (Guzman y

cols., 2010; Alcal4 y cols., 2018).
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Los sintomas del dengue, zika y chikungunya
son parecidos. Si tienes:
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No te automediques y acude a tu unidad de salud
m4as cercana para consultar a un médico.



mmmEE Virus transmitidos por mosquitos

Virion

Forma extracelu-
lar e infecciosa
de los virus. Estd
compuesto por el
genoma viral (ARN
0 ADN) recubierto
por proteinas vira-
les y, en algunos
casos, también
presenta una
bicapa lipidica.

>

El virus Dengue presenta un virién
de unos 50 nm de didmetro aproxima-
damente, el cual estd envuelto en una
membrana lipidica y contiene el geno-
ma viral; éste estd compuesto por una
molécula de ARN de cadena simple y
de polaridad positiva. Una vez libre en
el citoplasma de la célula infectada, el
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genoma viral codifica para 10 protei-
nas; 3 de éstas, llamadas C (cdpside),
ptM  (precursora de membrana) y E
(envoltura), forman parte del virién,
mientras que las otras 7 (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) son pro-
tefnas no estructurales (NS), presentes
en las células infectadas, pero que nunca pasan a for-
mar parte de la particula viral o virién. Una propie-
dad de la proteina NS1 es que es secretada eficiente-
mente, junto con las particulas virales, de las células
infectadas y circula en altos niveles en el suero de
los pacientes durante la etapa aguda de la enferme-
dad (Alcald y cols., 2018). El virus Zika presenta un
virién y un genoma muy parecidos a los del virus
Dengue; sin embargo, se ha demostrado que el pri-
mer virus también es transmitido sexualmente, lo
cual nunca ha sido descrito para el segundo (Guz-
mén y cols., 2010).

= Curso clinico del dengue y del zika

B En su mayoria, las infecciones con el virus Den-
gue o con el virus Zika cursan de manera asinto-
mdtica. Sin embargo, las infecciones de dengue
pueden generar un espectro variado de cuadros cli-
nicos, que van desde un cuadro febril leve (fiebre
por dengue), pasando por un cuadro febril compli-
cado (fiebre por dengue con sintomas de alarma),
hasta un cuadro febril severo (dengue severo), que
puede comprometer la vida del paciente (Guzmin
y cols., 2010).

El virus Dengue se presenta en cuatro serotipos (o
variantes antigénicas) distintos, llamados dengue 1,
2, 3 y 4; los distintos serotipos se originan por varia-
ciones genéticas de la proteina E (Guzmén y cols.,
2010). La infeccién con cualquiera de los cuatro se-
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rotipos puede causar dengue y producir inmunidad
de por vida para el serotipo infectante. Sin embargo,
como no existe proteccién cruzada entre los distin-
tos serotipos, una persona puede infectarse con el
virus causante del dengue m4s de una vez. En estu-
dios epidemiolégicos se ha demostrado que las in-
fecciones secundarias de dengue presentan un riesgo
aumentado de evolucionar a dengue severo (Rey
y cols., 2018).

Para el virus Zika no se conocen serotipos y se
asume que una sola infeccién produce inmunidad
de por vida (Aliota y cols., 2017). La infeccién por
este virus suele causar un cuadro febril leve pareci-
do a la fiebre por dengue, que incluye, ademas de la
fiebre, exantema en la piel y dolores musculares y
articulares. Sin embargo, la infeccién en adultos
se ha asociado a cuadros de Guillain-Barré y a mal-
formaciones congénitas severas en el feto, cuando
la madre es infectada durante el embarazo (Aliota
y cols., 2017).

La fase febril de la enfermedad del dengue, que
suele durar entre 4 y 7 dfas, viene acompafiada por
la circulacién del virus en la sangre del paciente (vi-
remia). Ademds, de 1 a 3 dias luego de la aparicién
de la fiebre, también se encuentra en la sangre la
proteina NS1 soluble (antigenemia), la cual pue-
de llegar a alcanzar concentraciones tan altas como
10 pg/ml; es decir, presenta concentraciones equipa-
rables con algunas proteinas nativas del suero (Ras-
togi y cols., 2016). Sin embargo, tanto la viremia



como la antigenemia suelen ser de corta duracién
y desaparecer pocos dias después de que se presen-
te la fiebre (véase la Figura 1). Ademds, los nive-
les de viremia y de NSI circulantes pueden variar
dependiendo del serotipo del dengue infectante y
entre infecciones primarias y secundarias (Rastogi
y cols., 2016).

También, durante la infeccién por el virus Zika
ocurre viremia y antigenemia de NS1 durante los pri-
meros 7 dias de sintomas. Sin embargo, al parecer,
los niveles de virus y de NSI reportados en suero son
menores en comparacién con dengue (Bosch y cols.,
2017). No obstante, en el caso del virus Zika, el ARN
viral puede ser detectado en otros fluidos corporales,
como orina, semen, leche materna y saliva.

En respuesta a las infecciones virales, como parte
de los mecanismos de defensa contra la infeccién,
el huésped responde mediante la produccién de
anticuerpos o inmunoglobulinas. En el caso de las
infecciones por el virus del dengue, aparecen pri-
meramente en el suero de los pacientes inmunoglo-
bulinas del tipo IgM e IgA (2 a 4 dias luego de la
fiebre) y, mas tardiamente (6 a 7 dias en adelante),
la inmunoglobulina de tipo IgG. Sin embargo, en
casos de dengue secundario, los niveles de IgG sue-
len aumentar muy rapidamente en suero luego de
aparecer la fiebre (2 a 3 dfas) (Miagostovich y cols.,
1999). Las inmunoglobulinas de tipo IgM e IgA sue-
len desaparecer unas 2 semanas después de que se
presentan, mientras que los niveles de IgG pueden
permanecer altos y detectables por meses (véase la
Figura 1).

En vista de que los virus Dengue y Zika com-
parten el mismo ciclo de transmisién y la misma
distribucién epidemioldgica, y dada la similitud en-
tre ambos (Aliota y cols., 2017), existe gran inte-
rés por conocer si la exposicién previa al virus del
dengue puede modular la respuesta inmune contra
la infeccion por el virus Zika, y viceversa. Sin em-
bargo, los estudios hechos con modelos animales,
que incluyen primates no humanos, asi como los
estudios epidemiolégicos sugieren que el haber su-
frido dengue no condiciona de manera significativa
la respuesta inmune a infecciones posteriores por

zika, ni la exposicién previa a este dltimo tiene al-
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gin efecto para la infeccién por dengue (Sariol y

cols., 2018).

= Diagnéstico del dengue y consideraciones
H en areas de coendemicidad con el zika
B Las infecciones virales se diagnostican bdsica-
mente de tres maneras: 1) deteccién del virus en
el paciente; 2) deteccién de productos virales, co-
mo alguna proteina o el 4cido nucleico viral, y
3) deteccién de productos que el huésped produce
especificamente en respuesta a la infeccién viral,
como las inmunoglobulinas, principalmente las de
tipo IgM.

Determinar la causa de la infeccién en un pa-
ciente con sintomas de dengue puede orientar al
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Las posibilidades (sensibilidad) de detectar cada marcador diagnéstico varian con el
tiempo de la toma de la muestra después de la aparicion de Ia fiebre y entre infecciones
primarias y secundarias (A). Por ejemplo, ndtese que la inmunoglobulina IgG aparece
mucho més rapido en una infeccion secundaria que en una primaria, mientras que la
proteina NS1 desaparece antes en una infeccion secundaria que en una primaria. Por
ello, al combinar la deteccidn de marcadores virales (ARN o NS1 ) con la deteccion de
IgM se amplia la ventana de oportunidad para el diagnéstico del dengue durante la fase
aguda (B). Figura modificada de la pagina <https://www.cdc.gov/dengue/clinicallab/
laboratory.html>.

Figura 1. Curso de los marcadores seroldgicos de la infeccion
por dengue.

Inmuno-
globulinas

Proteinas
producidas por los
linfocitos, capaces
de recanacery
unirse a antigenos
(proteinas extrafias
al cuerpo); pueden
ser de varias
clases: IgM, IgA,
lgG e IgE.
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personal de asistencia médica a considerar la presen-
cia de dengue en pacientes con enfermedad febril
aguda y a prevenir o tratar el dengue severo. Por su
parte, las pruebas confirmatorias en los laboratorios
publicos de referencia ayudan a identificar casos,
brotes o epidemias de dengue, para asf poder imple-
mentar medidas de prevencién y control. Para las
personas con sfntomas, es crucial conocer el dia
de inicio de éstos y el dfa de recoleccién de la
muestra, ya que esta informacién ayuda a determi-
nar qué pruebas deben correrse para aumentar las
posibilidades de un diagndstico certero (véase la
Figura 1).

Pruebas de deteccion de productos virales

Los primeros 6 dias después de iniciados los sintomas
se denominan fase aguda del dengue. Durante este
tiempo, el virus del dengue se encuentra presente
en la sangre o en los fluidos derivados de la sangre,
como el suero o el plasma. El ARN del virus del den-
gue puede detectarse mediante pruebas moleculares,
como el RT-PCR (véase la Figura 1). Las pruebas ac-
tuales tienen una sensibilidad de 80-90% durante
los primeros 3 dias de la enfermedad, y una especifi-
cidad mayor de 95 por ciento.

La protefina no estructural NS1 también puede
detectarse mediante algunas pruebas comerciales
durante la fase aguda del dengue (Bosch y cols.,
2017). Un resultado positivo de RT-PCR o NSI se
considera como concluyente, mientras que un resul-
tado negativo no lo es. El uso de las pruebas molecu-
lares o de deteccién de NS1, combinado con ELISA
para deteccién de anticuerpos IgM en una sola
muestra de suero tomada en los primeros 7 dfas de
la enfermedad, permite determinar con precisién la
infeccion por dengue en mas de 95% de los casos
(Hunsperger y cols., 2016). Determinar el serotipo
del virus del dengue que estd infectando no tiene
consecuencias inmediatas para el cuidado del pa-
ciente, pero proporciona informacién valiosa para
que los funcionarios de salud publica comprendan
la epidemiologia del dengue y disefien estrategias
de control. La mayorfa de los laboratorios clinicos
utiliza pruebas de RT-PCR para diferenciar los cuatro
serotipos del virus del dengue.
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Pruebas de deteccion de anticuerpos

Como parte de la respuesta del sistema inmune para
combatir la infeccién, los anticuerpos IgM especi-
ficos para el virus del dengue aumentan después de
unos dfas de la enfermedad vy, por lo general, pueden
ser detectados por una prueba de ELISA entre los 4
y 5 dfas después de la aparicién de los sintomas y
aproximadamente 12 semanas después de la in-
feccién son detectables con toda certeza (véase la
Figura 1).

El periodo comprendido luego de los 7 dias de
aparicion de los sintomas y hasta las 12 semanas des-
pués se considera como la fase convaleciente de la
enfermedad. Se requiere una muestra de la fase con-
valeciente para el diagnéstico de la infeccién por
el virus del dengue cuando los resultados obtenidos
durante la fase aguda son negativos o si no se ob-
tuvo dicha muestra. Durante la fase convaleciente,
los anticuerpos IgM por lo general estdn presentes
y pueden detectarse fdcilmente con una prueba
de ELISA. No obstante, la deteccién del anticuer-
po IgM no es dtil en la determinacién del sero-
tipo del dengue. Los casos de pacientes que presen-
tan un cambio de resultados —seroconversién, de
[gM negativos a positivos en muestras pareadas
recogidas; la primera, antes o muy temprano en la
enfermedad vy, la segunda, después de que los sin-
tomas disminuyen (tipicamente separadas por 7 o
mads dias)— se clasifican como infecciones de den-
gue en curso. Normalmente los anticuerpos IgM de-
caen luego de 12 semanas (véase la Figura 1).

Una limitacién importante de las pruebas sero-
l6gicas para dengue es la reactividad cruzada entre
Flavivirus (véase la Tabla 1). Esta limitacién debe
tomarse en cuenta cuando se trabaje en dreas donde
cocirculan mudltiples virus de esta familia; por ejem-
plo, el virus Dengue vy el virus Zika (Aliota y cols.,
2017). En estos casos, un resultado de I[gM positivo
sélo se clasifica como una presunta infeccién recien-
te de dengue.

Los pacientes con resultados de IgM negativos
antes del dia 7 de la enfermedad y, ademis, con re-
sultados negativos en pruebas de deteccién de acidos
nucleicos o NS1, o la ausencia de éstos, se conside-
ran casos indeterminados (resultados no concluyen-
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Tabla 1. Comparacion de marcadores utilizados para el diagnéstico del dengue

Marcador

diagnéstico

Técnica de
deteccion

Muestra
utilizada

Ventajas

Desventajas Comentarios

Genoma RT-PCR Sangre Alta sensibilidad y especi- | Poca duracion en | Permite la identificacion simultanea
viral (ARN) Suero ficidad en fase temprana | sangre de serotipos
Plasma
Muestra de tejido
Proteina ELISA Sangre Alta sensibilidad y especi- | Poca duracion en | Sensibilidad puede variar entre infec-
NS1 Inmunocromatografia* | Suero ficidad en fase temprana | sangre ciones primarias y secundarias
Plasma
IgM MAC-ELISA Sangre Larga duracion en sangre | Reactividad Puede perdurar mas alla de los
especifica Inmunocromatografia* | Suero cruzada sintomas clinicos
Plasma
lgG ELISA Sangre Marcador de infecciones | Reactividad No se utiliza para diagnosticar infec-
especifica Inmunocromatografia* | Suero secundarias cruzada ciones agudas
Plasma

* Pruebas rapidas en tiras de papel.

tes). Para éstos debe obtenerse una segunda muestra
después del dia 6 de los sintomas y realizar una prue-
ba serolégica adicional. Pero, debido a la reaccién
cruzada con otros flavivirus y la posible reactividad
inespecifica, los resultados pueden ser dificiles
de interpretar. Por consiguiente, las pruebas
con resultados presuntamente positivos,
ambiguos o inconclusos pueden ser remi-
tidas para su confirmacién mediante
un ensayo de reduccién de placas
por neutralizacién (PRNT, del
inglés Plaque Reduction Neu-
tralization Test). El PRNT mide

el titulo de los anticuerpos
neutralizantes en el suero
de la persona infectada y es
un ensayo biolégico in witro
basado en la interaccién del
virus con los anticuerpos del
huésped que resulta en la inacti-
vacién del virus, de manera que ya
no puede infectar el cultivo celular ni

formar placas. El ensayo de microneutralizacion se
basa en el mismo principio que PRNT; sin embargo,
en lugar de contar el nimero de placas por pozo, el
ensayo usa la medicién colorimétrica o fluorométri-
ca del nimero de células infectadas para determinar
la dilucién de punto final. Este ensayo se desarrollé
para usar menos cantidad de reactivos y para exami-

nar un mayor nimero
de muestras. El PRNT se
usa para intentar confirmar
la presencia del virus infectante
en una muestra positiva de IgM
para dengue o zika y en algunos
casos puede determinar el sero-
tipo de dengue infectante en el
suero convaleciente. Para los re-
sidentes de dreas endémicas de los
virus Dengue y Zika, o bien para
los viajeros con exposiciones multiples
y prolongadas, las PRNP pueden ser me-
nos utiles para diferenciar infecciones por
flavivirus.
En las personas que han experimentado dos
o mds infecciones de dengue, pero no infecciones
de otro flavivirus, es probable que la PRNP tenga
un resultado positivo para més de un serotipo de
dengue, y por lo tanto sea menos especifica. En las
personas que tienen un resultado de IgM positivo
y hayan tenido una infeccién previa con otro fla-
vivirus, la PRNP puede detectar anticuerpos para la
infeccién reciente de dengue, como también anti-
cuerpos para otras infecciones de flavivirus, y por lo
tanto ser menos especifica.
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Diagndstico post mortem

El diagnéstico forense para dengue es importante
para resolver casos fatales de enfermedad febril o de
fiebre hemorrégica. Las muestras de sangre o suero
pueden ser probadas por las técnicas moleculares y
seroldgicas ya descritas (véase la Tabla 1). Existen
también pruebas de tejido para el virus Dengue que
pueden realizarse en muestras de autopsias, como
RT-PCR y el anilisis inmunohistoquimico (IHQ).
Ambas técnicas usan tejidos fijados en formalina,
lo cual simplifica el transporte de las muestras, per-
mite realizar estudios retrospectivos y minimiza la
exposicién de los trabajadores de los laboratorios a
los agentes infecciosos. Los tejidos de higado, rifién,
bazo y pulmén son éptimos para el diagnéstico del
virus del dengue. Un resultado positivo de RT-PCR
o IHQ confirma la presencia del virus del dengue en
el tejido. Sin embargo, pueden tomarse en cuenta
otras causas de muerte. Un resultado negativo no
excluye la presencia de una infeccién. En el con-
texto de los hallazgos histopatolégicos se interpreta
la historia clinica y epidemioldgica, asi como otros
examenes de laboratorio.

= Reactividad cruzada con zika

B En afios recientes, el surgimiento y la expansién
de la transmisién del virus Zika en territorios previa-
mente endémicos para Dengue han generado un reto
para el diagnéstico de las dos enfermedades que pro-
vocan. Si la prueba RT-PCR es positiva para dengue,
se confirma el diagnéstico de dengue en curso, pero

si el resultado es negativo y el ELISA de IgM es positi-
vo, entonces el caso se considera s6lo presuntamente
positivo para dengue, ya que existe la posibilidad de
que haya otros flavivirus, como Zika, la Fiebre Ama-
rilla, la encefalitis japonesa, el virus del Oeste del
Nilo y el de la encefalitis de San Luis circulando en
la regién donde probablemente se infecté el pacien-
te. En dichos casos, y dependiendo del contexto epi-
demioldgico y la capacidad del laboratorio, puede ser
recomendable hacer una PRNT para intentar estable-
cer cudl es el virus causante de la infeccion.

Sin embargo, una de las grandes necesidades ac-
tuales es poder diagnosticar infecciones pasadas con
los virus Dengue o Zika, sobre todo en el contexto
de mujeres embarazadas o con deseos de embarazarse
que presenten cuadros febriles en zonas endémicas.
Este tipo de diagnéstico se ha visto dificultado por
la alta reactividad cruzada que se ha observado entre
los virus Dengue y Zika en pruebas seroldgicas que
detectan IgM o IgG. Por lo tanto, se hacen necesa-
rios estudios serolégicos de alta resolucién, tal vez ya
no basados en la respuesta a la proteina E del virus,
sino a otras, como NSI o alguna otra proteina es-
tructural o no estructural, que permitan identificar
claramente el estatus inmunoldgico de las personas,
en especial mujeres, que viven en zonas de riesgo

para estas y otras arbovirosis.

m El futuro del diagnéstico del dengue
B Si bien en la actualidad el diagnéstico de los casos
agudos de dengue o zika puede hacerse con niveles
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aceptables de sensibilidad y especificidad, existe atn
campo para introducir mejoras en los métodos de
diagnéstico viral. Ademds, es necesario distinguir
con claridad entre infecciones pasadas con el virus
Dengue o Zika.

Entre otras, las mejoras en los métodos de diagnés-
tico estarfan dirigidas a: 1) detectar virus en muestras
humanas obtenidas por métodos no invasivos que no
dependan de agujas hipodérmicas, como muestras de
saliva u orina; 2) simplificar los métodos de extrac-
cién de dcidos nucleicos a partir de las muestras reco-
lectadas, mds independientes de equipos; 3) desarro-
llar técnicas aplicables en campo o en hospitales (al
pie del paciente), con reactivos y componentes que
sean termoestables; 4) permitir la lectura automati-
zada de los resultados y su envio remoto a centros de
salud y autoridades de salud pablica, y, naturalmen-
te, 5) mejorar la sensibilidad, la especificidad y los
costos. En este sentido, la aplicacién de las técnicas
de CRISPR/Cas al diagnéstico ha permitido tener un
aumento en la sensibilidad hasta concentraciones de
atomolar (aM), al menos 100 veces m4s sensible que
una prueba de PCR, asi como la inmovilizacién de re-

activos sobre tiras de papel, que permite su transporte
a campo (Myhrvold y cols., 2018).
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= Comentarios finales

m Contar con métodos de diagnéstico capaces de
detectar infecciones presentes y pasadas con el vi-
rus Dengue y con el virus Zika de manera confiable y
oportuna es fundamental para poder asistir a los pa-
cientes y para controlar las enfermedades que provo-
can. En la actualidad se tienen métodos robustos ba-
sados en la deteccién del ARN viral o de la proteina
NS1 capaces de diagnosticar de manera confiable
el dengue vy el zika en su etapa aguda. Mds ain, al-
gunos de estos métodos se han adaptado a pruebas
rdpidas, simples y confiables que pueden ser utiliza-
das al lado del paciente (point-of-care) o en campo.
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