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Diagndstico por laboratorio de la infeccion por Virus Usutu

Septiembre 2019

El virus Usutu (USUV) es un virus transmitido por mosquitos que pertenece al serocomplejo encefalitis
japonesa, género Flavivirus, familia Flaviviridae, Se postula que de un flavivirus ancestral con ciclo natural
que incluia aves y mosquitos evolucionaron las distintas especies del complejo 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 en las Américas.

USUV se aisl6 por primera vez en 1959 en un mosquito Culex spp. en Sudafrica en cercanias del rio Usutu.
Desde entonces el virus se ha detectado en varios paises africanos como Senegal, Nigeria, Uganda,
Burkina Faso, Coéte d'Ivoire y Marruecos. La primera infeccion humana se describié en la Republica
centroafricana en un paciente con fiebre y exantema. Hasta principios de la década pasada 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 la Toscana italiana durante
en 1996, causando alta mortalidad en mirlos (Turdus merula, una especie de ave paseriforme de la
familia Turdidae). Cinco anos después, en 2001, USUV fue el responsable nuevamente de la mortalidad
en mirlos, esta vez en los alrededores de Viena, Austria. Actualmente USUV ha sido encontrado
recurrentemente durante varios afios en Europa, Austria (2001-2006) [1], Hungria (2003-2006) [2],
[talia (2009-2016) [3-4-5], Espafia(2006-2009-2012) [6-7,8]y Alemania (2010-2015)[9-10], sugiriendo
una persistencia del ciclo de transmision en las areas afectadas.
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Huésped, vector y ciclo de vida

\
« El principal vector es Culex pipiens. Aunque se han sefialado tambien otras especies de
Mosquito mosuitos como Aedes, Anopheles, Culex, Culiseta, Ochlerotatus, Coquillettidia y Mansonia [11].
vector Y,
eLas diferentes especies silvestres de aves migratorias: Falco tinnunculus, Acrocephalus R
scirpaceus, Sylvia curruca, Sylvia communis y Ficedula hypoleuca, se consideran responsables
AVés de la introduccién de USUV en Europa desde Africa [12] mientras que otras (Pica pica, Passer
i domesticus, Gallus gallus y T. merula) se consideran responsables de la dispersion de USUV en
huéspedes Europa.
principales J
*Se ha demostrado infeccién por USUV en diferentes especies de mamiferos. Al igual que ocurre
Humfios con la transmision de virus WNV, el hombre y los equinos son los principales huespedes
algunos z accidentales. tambien se documentado la detecion de USUV en murciélagos (Pipistrellus
e pipistrellus), perros y ciervos (Cervus elaphus) [13-14].

huéspedes
cidental

El ciclo de vida natural del USUV involucra a los mosquitos del género Culex como vectores y las aves
como principal huésped amplificador. El ciclo USUV es similar al de otros flavivirus que pertenecen al
serocomplejo JEV, como ocurre Con la transmision de WNV, en el cual los humanos se consideran
huéspedes accidentales [15].

USUV como los demas flavivirus miembros del Complejo de JEV, presenta un genoma ARN de sentido
positivo, de unos 11 kb de tamafio. Presentando una similitud en la organizacién y composicién de su
genoma con el DENV y el WNV. Con tres proteinas estructurales y cinco no- estructurales. En funcién
de la similitud estructural con los demas miembros de su grupo antigénico, se puede suponer que el
USUV tiene un periodo de incubacién similar a otros flavivirus como el WNV (2-14 dias) [16-17]. El
genoma de USUV por tanto también puede ser detectado en suero y liquido cefalorraquideo (LCR) en la
etapa aguda de la enfermedad y los anticuerpos IgM pueden hacerse presentes cinco dias después del
inicio de los sintomas, en analogia con el conocimiento actual sobre la patogenia de las enfermedades
relacionadas con la infeccién de WNV en humanos.

Presentacion Clinica

Aunque la infecciéon por USUV es menos comun que la producida por el WNV, la misma ha sido
documentada, aunque en principio se Creia que la infeccién era asintomatica.[18] y solo se presentaba
en individuos inmunocomprometidos, actualmente se sabe que puede Causar enfermedad neuro
invasiva. Aunque la casuistica de infeccion por virus USUV atin es escasa, se han documentado 25 casos
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que dan cuenta sobre sus sintomas y presentacion clinica; de estos, 22 estan relacionados a enfermedad
neuroinvasiva causada por USUV, todos reportados en Europa. Italia es el pais con mayor niimero de
casos reportados (n =15), pero también Croacia, Alemania, Francia y Austria. [19]. USUV también fue
descrito recientemente en donantes de sangre sanos en Alemania, Italia y Austria.

Asi, los signos y sintomas pueden ir desde fiebre, erupciéon cutdnea y dolor de cabeza leve, hasta
manifestaciones mas graves. Las manifestaciones neuroldgicas dependen de qué parte del sistema
nervioso estd infectada: las meninges (causando meningitis), el parénquima cerebral (encefalitis) o la
médula espinal (mielitis). La meningitis aséptica es menos comun que la encefalitis. Las presentaciones
severas (que a menudo se superponen) incluyen un nivel de conciencia reducido, que puede estar
asociado con convulsiones, una paralisis flacida que se asemeja a la de la poliomielitis y trastornos del
movimiento parkinsoniano [20].

Diagndstico por laboratorio

Consideraciones de bioseguridad

Todas las muestras biologicas se consideran potencialmente infecciosas. Todo el personal de laboratorio
que entre en contacto con la muestra debera utilizar los elementos de proteccién personal adecuados.
Asimismo, se recomienda realizar cualquier procedimiento dentro de cabinas de bioseguridad de clase
II certificadas, extremando las medidas para evitar accidentes por puncidn.

El diagnéstico de USUV requiere de la confirmacién por técnicas de laboratorio, puesto que el cuadro
clinico no es especifico. Entre los métodos de laboratorio se pueden distinguir los métodos de
diagnéstico directos por amplificacion del genoma del virus o cultivo celular, o los métodos indirectos,
consistentes en detectar anticuerpos producidos contra el virus.

En los paises donde el USUV circula, las infecciones en humanos deben ser sospechadas en pacientes con
fiebre y sintomas neuroldgicos con una etiologia desconocida.

Debido a la similitud de la estructura del genoma entre USUV y WNYV los criterios para el diagndstico
podrian ser similares a los de WNV, para la confirmacién del diagnéstico de enfermedad neuroinvasiva
la evidencia seroldgica ademas de la clinica son necesarios. Debido a un alto nivel de reactividad cruzada
entre los flavivirus, las pruebas de neutralizacién son el estandar de oro de la serologia de flavivirus.
[21]

o Elusode RT-PCR debe ser priorizado para aquellos casos clinicos en los que un rapido y preciso
diagnéstico es requerido. Existen metodologias validadas in house en tiempo real asi como para
tiempo final, seguidas de secuenciacidn.
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e Aislamiento del virus

Es el estdndar de oro para la deteccidn del virus, pero generalmente se ve obstaculizado por la
corta duracion y los bajos niveles de viremia, por lo tanto, no se aplica de manera rutinaria para
el diagnostico de USUV [22-23].

e Serologia

Por la falta de pruebas especificas para USUV, actualmente se utilizan pruebas de deteccion de
anticuerpos contra el WNV, como las pruebas ELISA con antigenos de WNV o las células
infectadas con WNV para detectar anticuerpos de USUV. El diagnéstico seroldgico de una
infeccion aguda de USUV se lleva a cabo mediante la determinaciéon de anticuerpos IgM
especificos de USUV en suero o LCR. Como prueba confirmatoria, se realiza el PRNT. El estdndar
de oro para la confirmacién de anticuerpos especificos de USUV, y la exclusion de anticuerpos
contra otros flavivirus, es el PRNT (neutralizacién por reduccion de placas) [24].

Los sueros deben analizarse frente a diferentes virus relacionados y los resultados deben
confirmarse posteriormente mediante diferentes ensayos, como el ensayo de
inmunofluorescencia, inhibicion de la hemaglutinacién o, preferiblemente, prueba de
neutralizacién por reduccidén de placa [25].

Algoritmo para casos sospechosos
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Conservacion de la muestra

o Mantener refrigerada (2 - 8 °C) si serad 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 procesado mas de una semana después de la toma.
La muestra se conserva adecuadamente a -70 °C durante periodos prolongados de tiempo. Se
recomienda separar las muestras en al menos dos alicuotas.

e Evitar multiples ciclos de congelaciéon - descongelacion.

e Las muestras de tejido fresco (aproximadamente 1 cm3) pueden ser utilizados para diagnostico
molecular. Congelar a -70 °C y enviar a un laboratorio de referencia en hielo seco. De no ser
posible, enviar el tejido fresco en seco con geles refrigerantes. Las muestras de tejido fresco
también pueden almacenarse en una solucién estabilizadora de ARN y enviarse a temperatura
ambiente.

e Para el estudio histopatolégico y por inmunohistoquimica, la muestra de tejido
(aproximadamente 1 cm3) debe ser conservada en formol tamponado y enviada al laboratorio
de patologia a temperatura ambiente. Las de tejido hepatico y renal son las muestras de eleccion
para histopatologia e inmunohistoquimica. Muestras de bazo, cerebro, pulmén, corazén y
nodulos linfaticos también pueden ser utiles.

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 Acompafiar el envio con la ficha clinica y epidemiolégica completa.

e Los tejidos fijados en formalina se deben empaquetar por separado de los tejidos frescos y las
muestras de sangre, ya que la formalina es volatil.
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