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Directrices de Laboratorio para la Deteccion y el Diagndstico de la
Infeccion por virus Usutu

1.0 de septiembre de 2023

Contexto y consideraciones generales

El virus Usutu (USUV) es un virus transmitido por mosquitos que pertenece al serocomplejo del virus
de la encefalitis japonesa, género Orthoflavivirus (ex-Flavivirus), familia Flaviviridae, grupo IV de la
clasificacion de Baltimore (genoma viral: ARN monocatenario positivo). Se postula que de un flavivirus
ancestral con un ciclo natural que incluia aves y mosquitos evolucionaron las distintas especies del
serocomplejo conocidas actualmente como el virus del Nilo Occidental (WNV) y el USUV en Africa, Asia
y Europa, el virus Kunjin y el virus de la encefalitis de Murray en Australia, el virus de la
encefalitis japonesa (JEV) en Asia, y el virus de la encefalitis de San Luis (SLEV) en las Américas.

USUV se aislé por primera vez en 1959 en un mosquito Culex spp. en Sudafrica en las cercanias del rio
Usutu. Desde entonces el virus se ha detectado en varios paises africanos como Senegal, Nigeria,
Uganda, Burkina Faso, Cote d'lIvoire y Marruecos. La primera infeccion humana se describi6 en la
Republica centroafricana en 1981 en un paciente con fiebre y exantema. Hasta principios de los afios
2000, el virus no se habia asociado con enfermedad grave/mortal en animales, ni en humanos y
se consideraba restringido a las zonas tropicales y subtropicales de Africa.

En Europa, USUV fue detectado por primera vez de manera retrospectiva en un brote en mirlos
(Turdus merula) en la Toscana italiana en 1996, causando alta mortalidad. Cinco afios después, en
2001, USUV fue responsable nuevamente de mortalidad en mirlos, esta vez en los alrededores de
Viena, Austria. Actualmente USUV ha sido encontrado recurrentemente en varios paises de Europa,
sugiriendo una persistencia del ciclo de transmision en las areas afectadas. Asimismo, en Europa se ha
observado con frecuencia la co-circulacion de USUV y WNV. Estudios de seroprevalencia en donantes
de sangre sanos en Alemania e Italia reportan una prevalencia de anticuerpos anti-USUV del 0.02%
and 1.1%. A la fecha, no se han detectado infecciones fuera de Africa y de Europa ni en animales ni en
humanos.

Huésped, vector y ciclo de vida

El ciclo de vida del USUV es similar al de otros flavivirus que pertenecen al serocomplejo del JEV, como
WNV. El virus circula en un ciclo enzodtico que involucra a los mosquitos como vectores
(principalmente Culex pipiens) y las aves como principal huésped amplificador. A través de los
vectores, USUV también puede infectar a los humanos, los equinos y otros mamiferos, que se
consideran huéspedes accidentales.
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¢ El principal vector es Culex pipiens. Aunque se han sefialado también otras especies de
Mosquito mosquitos como Aedes, Anopheles, Coquillettidia, Culex, Culiseta, Mansonia y Ochlerotatus.
vector Y,
« Las diferentes especies silvestres de aves migratorias: Falco tinnunculus, Acrocephalus A
scirpaceus, Sylvia curruca, Sylvia communis y Ficedula hypoleuca, se consideran responsables
AVés de la introduccién de USUV en Europa desde Africa mientras que otras (Pica pica, Passer
i domesticus, Gallus gallus y T. merula) se consideran responsables de la dispersiéon de USUV en
huéspedes Europa.
principales J
\
* Se ha demostrado infeccién por USUV en diferentes especies de mamiferos. Al igual que
Humifios ocurre con la transmision de WNV, el hombre y los equinos son los principales huéspedes
algunos y accidentales. También se ha documentado la detecciéon de USUV en murciélagos (Pipistrellus
mamiferos pipistrellus), perros y ciervos (Cervus elaphus).
J

huéspedes
cidental

Presentacion clinica

A la fecha se han descrito alrededor de 100 casos de infeccién por USUV en humanos, la gran mayoria
en Europa. Los signos y sintomas reportados pueden ir desde fiebre, erupcién cutanea y dolor de cabeza
leve, hasta manifestaciones neuroldgicas graves, en particular en pacientes inmunosuprimidos. Las
manifestaciones neurolégicas mas frecuentes son la meningoencefalitis, la encefalitis y la meningitis,
aunque también se han identificado casos de paralisis flacida. La infeccién por USUV puede cursar de
forma asintomatica y se ha descrito en donantes de sangre sanos en Alemania, Austria e Italia.

Diagndstico por laboratorio

El diagnéstico de USUV requiere de la confirmacién por técnicas de laboratorio, puesto que el cuadro
clinico no es especifico. En los paises donde el USUV circula, las infecciones en humanos deben ser
sospechadas en pacientes con fiebre y sintomas neurolégicos con una etiologia desconocida. Entre los
métodos de laboratorio se pueden distinguir los métodos de diagndstico virolégicos (directos) por
amplificacion del genoma del virus o cultivo celular, y los métodos serolégicos (indirectos), consistentes
en detectar anticuerpos producidos contra el virus. En general, las muestras para el diagndstico son el
sueroy el liquido cefalorraquideo (LCR). E1 LCR se utiliza solamente en casos con sintomas neurologicos
y por indicacién clinica.
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Bioseguridad

Las muestras biolégicas frescas, cualquiera sea su tipo, deberan considerarse potencialmente
infecciosas. Las muestras deben ser procesadas y manipuladas Unicamente por profesionales
entrenados después de una evaluacion local del riesgo considerando todas las indicaciones de
bioseguridad y equipo de protecciéon personal apropiado. Todo proceso que incluya la manipulacién de
muestras debe realizarse en cabinas de bioseguridad de clase Il certificadas. Lo anterior incluye la etapa
de lisis realizada durante la extraccion de ARN. Las muestras obtenidas de la lisis se consideran no
infecciosas. La manipulacién de ARN extraido no necesita llevarse a cabo en cabinas de bioseguridad.
Asimismo, se deberan tomar todas las precauciones necesarias para evitar la exposicion percutanea.

Métodos virolégicos

La deteccion del ARN viral se puede realizar en muestras de suero y de LCR por RT-PCR en tiempo real
o punto final haciendo uso de iniciadores (y sondas) especificos para USUV. También pueden usarse
protocolos genéricos (pan-flavivirus) seguidos de secuenciacién nucleotidica. En algunos casos se ha
descrito la presencia del ARN viral en orina.

El aislamiento viral se lleva a cabo con los mismos tipos de muestras que la RT-PCR. Se utilizan lineas
celulares de mamiferos (por ejemplo, células Vero) al igual que células de mosquitos (por ejemplo,
células C6/36). En general, el aislamiento viral no se aplica de manera rutinaria ni es un requisito para
la confirmacién del diagnoéstico. La complejidad técnica, los costos, asi como la necesidad de identificar
los virus aislados por RT-PCR o por inmunofluorescencia, limitan el uso y la oportunidad temporal del
diagnoéstico mediante aislamiento viral.

Un resultado positivo por RT-PCR (o aislamiento viral) confirma la infeccién. Aunque no se ha descrito
totalmente la dindmica de la viremia en las infecciones por USUV y por analogia con virus similares como
WNYV, es probable que esta sea baja y de corta duracién (Figura 1). En particular, si el caso se detecta en
la fase neuroldgica es probable que el virus ya no esté presente en la sangre. Por lo tanto, un resultado
negativo no descarta la infeccion y, ante la sospecha clinica y epidemioldgica, se deben usar métodos
serologicos (Figura 2).

Métodos serolégicos

La deteccion de anticuerpos de tipo IgM o IgG se realiza por ELISA o inmunofluorescencia usando
metodologias in house. La deteccién se puede realizar tanto en suero como en LCR. La cinética de
produccién de anticuerpos no se ha descrito totalmente. Sin embargo, por analogia con WNV, es
probable que la detecciéon de anticuerpos se pueda realizar tempranamente después del inicio de
sintomas, en particular neurolégicos (Figura 1).
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Debido ala potencial reactividad cruzada entre USUV y otros flavivirus (en particular SLEV, WNV y otros
del serocomplejo de JEV), un resultado positivo para IgM debe ser confirmado por ensayos de
neutralizacién como la prueba de neutralizaciéon por reduccion de placa (PRNT) o la
microneutralizacion. Como minimo, y en funcién de la situacion epidemioldgica del area probable de

infeccion del caso, se recomienda detectar en paralelo los anticuerpos neutralizantes contra USUV, SLEV
y WNV (Figura 2).

Anticuerpos IgM

Viremia

8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0o 1 2 3 4 5 6 7 8 DIAs
Inicio de sintomas

Figura 1. Dindmica de la infeccion por el virus Usutu en base a la informacion disponible y al
comportamiento de virus similares como el virus del Nilo Occidental.

Tomando en cuenta estos elementos, en ausencia de confirmaciéon por métodos virologicos, el andlisis
de los resultados seroldgicos debe realizarse a la luz de la informacion clinica y epidemiolégica. En
general, se considera que la deteccion de anticuerpos especificos en LCR (confirmada por
neutralizacion) confirma la infeccion por USUV en un caso con manifestaciones neurolégicas. Los casos
con sospecha clinicay epidemiolégica, con deteccion de anticuerpos IgM especificos (teniendo en cuenta

el diagndstico diferencial por IgM) pero sin confirmacién por neutralizacién pueden considerase como
casos probables.
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Algoritmo de laboratorio

— T
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muestra
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I

I TEl nimero de dias es indicativo ya que no se ha descrito la dinamica del ARN viral o de la produccion de anticuerpos de forma detallada.. :
1

1 2Realizar la RT-PCR en suero y, en casos con presentacion neurologica, en LCR. La presencia del virus en LCR puede ser mas prolongada que en suero. :
: 3 Considerar otros patogenos dependiendo de la situacion epidemiologica, p.ej., SLEV y WNV. :
: 4 Ante la sospecha clinica y epidemioldgica, y considerando que la viremia puede ser baja y de corta duracion, usar métodos serologicos. :
: 5Considerar en particular WNV y SLEV, asi como otros flavivirus dependiendo de la situacion epidemioldgica de la zona / pais. :
: 8En los casos de reactividad cruzada, los resultados de ELISA IgM no permiten confirmar el agente etioldgico. Sin embargo, este resultado no descarta la infeccion por USUV. 1
i i
I 1
1 1
1 1
I I
I 1
I I
I 1
! I

Deben usarse criterios clinicos y epidemiolégicos adicionales para la interpretacion final del caso. También se puede considerar realizar neutralizacién en un laboratorio de
referencia para analizar las muestras con reactividad cruzada.

" Considerar realizar neutralizacion en un laboratorio de referencia paso confirmar el caso.

8 Si la muestra se tom6 con menos de 5 dias desde el inicio de sintomas, solicitar la toma de una segunda muestra y repetir el ELISA IgM.

9 Investigar los casos y realizar el diagndstico clinico diferencial.

T o -

Figura 2. Algoritmo para confirmacion por laboratorio de la infeccion por el virus Usutu (USUV). LCR: liquido cefalorraquideo;
SLEV: virus de la encefalitis de San Luis; WNV: virus del Nilo Occidental.

Conservacion de la muestra

e Mantener refrigerada (2 - 8 °C) si serd procesada (o enviada a un laboratorio de referencia)
dentro de 48 horas.

e Mantener congelada (-10 a -20 °C) si sera procesada después de 48 horas o en un periodo no
mayor de 7 dias.

e Mantener congelada (-70 °C o menos) si sera procesada mas de una semana después de la toma.
La muestra se conserva adecuadamente a -70 °C durante periodos prolongados de tiempo.

e Serecomienda separar las muestras en al menos dos alicuotas.

e Evitar multiples ciclos de congelacién - descongelacién.
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Envio de la muestra por via aérea al laboratorio de referencia
e (Garantizar la cadena de frio con hielo seco preferiblemente o con geles refrigerantes. Utilizar
siempre triple empaque.
e Enviar las muestras preferentemente dentro de las primeras 48 horas.
e Las muestras originales deben ser empacadas, marcadas, etiquetadas apropiadamente y
documentadas como categoria B.
e Acompanar el envio con la ficha clinica y epidemiolégica completa.
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