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390 Millones

de infecciones anuales a nivel global.

96 millones con manifestaciones El virus transmitido por mosquitos de
clinicas agudas. mas rapida propagacion a nivel mundial.




Huella epidemiolégica: Una endemia
impulsada por factores antropogénicos

Endémico en 100-128 paises
(Zonas tropicales y subtropicales).
Asia soporta el 70% de la carga global.
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Urbanizacién: Poblacion: Clima: Viajes:
Crecimiento Aumento de Calentamiento global Movilidad
descontrolado. densidad. alterando habitats. internacional acelerada.
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Virus Dengue

Familia: Flaviviridae
Género: Orthoflavivirus
Naturaleza: ARN de cadena
sencilla y sentido positivo.

4 serotipos principales
(DENV-1 a DENV-4).
Homologia: Comparten entre
65% Yy 70% de su genoma.

Envoltura viral
(con glicoproteinas Ey M)

ARN de cadena sencilla (+)
(Genoma viral)




Aedes aegypti vs. Aedes albopictus: Los Rostros del Dengue

AEDES AEGYPTI: MOTOR DE

EPIDEMIAS URBANAS

EFICIENCIA: VECTOR PRINCIPAL
Mas eficiente replicando el virus.

DIETA:
HUMANO-DEPENDIENTE

Busca sangre humana casi

exclusivamente. l

CLIMA: CALOR TROPICAL

Habita zonas tropicales.
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HABITAT:

ENTORNO URBANO

Vive dentro de las casas.
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AEDES ALBOPICTUS:

AMENAZA DE EXPANSION &
GEOGRAFICA

EFICIENCIA: CLIMA: ADAPTACION TEMPLADA
VECTOR SECUNDARIO

Destaca por su rapida expansion.

DIETA: ALIMENTACION
GENERALISTA

Pica también a animales y aves.

Resiste el frio; coloniza Europa
y Norteameérica.
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HABITAT: AREAS RURALES

Sobrevive en zonas rurales
y boscosas.




1. MOSQUITO NO
INFECTADO

El mosquito pica a una

persona infectada (con viremV

5. PERSONA

INFECTADA
(Periodo Viremia)
Sintomas aparecen
(4-10 dias: Incubacion
Intrinseca). La persona

es fuente de infeccion
(5 dias)

El virus se replica en el mosquito
(8-12 dias: Incubacién Extrinseco)

\

3. MOSQUITO
INFECTADO
(Transmisor)

El mosquito ahora es
infectante para toda su
vida

A &
4. TRANSMISION 4/

El mosquito pica a una
persona sana e inyecta el virus

2 1. Virus Dengue % 2. Mosquito Vector 3. Huésped Humano
COMPONENTES CLAVE > Serotipos 1,2,3, 4 Aedes aegypti ﬁ'} Sano e Infectado
< 72N\  ELIMINAR o USAR | INSTALAR
PREVENCION Y CONTROL Q CRIADEROS REPELENTE MOSQUITERGS
@-> Vaciar recipientes (Spray/Ropa) (Ventanas)
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La paradoja inmunologica:
Proteccion permanente vs. transitoria

Dia0

Inmunidad Homdloga: Proteccion cruzada
absoluta y de por vida contra el serotipo

/ infectante original.

Inmunidad Heterdéloga: Proteccion

cruzada parcial contra los otros 3 serotipos.
Decae bruscamente entre los 8 y 12 meses
post-infeccion.
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Potenciacion Dependiente de Anticuerpos
(ADE): El motor de la gravedad clinica

N

Encuentro Imperfecto: El Caballo de Troya: Replicacion Exacerbada:
Infeccidn secundaria por un El complejo Virus-Anticuerpo Facilitacion de entrada celular,
serotipo distinto. Anticuerpos se acopla a los receptores Fc desencadenando viremia masiva
heterdlogos preexistentes se de los macréfagos. y alto riesgo de choque o fiebre

unen al virus sin neutralizarlo. hemorragica.
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La arquitectura genémica de ~11 kb dicta la
patogenicidad y el diagndstico

Proteinas Estructurales Proteinas No Estructurales (Replicacion y evasion
(Forman la particula viral): C, prM, E. inmune): NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5.

NS1: Biomarcador clave para el diagnéstico clinico temprano.




Dinamica Fisiopatoldgica: Carga Viral vs. Respuesta Inmune

La estrategia diagnostica debe transformarse a medida que la viremia desciende y los
anticuerpos neutralizantes aumentan.

Agudo Transicion Convalecencia

‘ [ A A

. | |
Respuesta de Anticuerpos (IgM/IgG)

Carga Viral /
Antigeno NSI

Nivel de Deteccion

O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14+
Dias de Sintomas “ NNNNNNNNNNNN




Dias 0 a 7: Buscar el Virus, No la Respuesta

es la deteccidn directa de componentes virales en sangre.

Durante el estadio agudo o fase virémica, el objetivo exclusivo SW

NAAT / RT-PCR

* Método de eleccion.

Alta especificidad y capacidad
para identificar el serotipo
infectante.

e=2 \/entana ideal: Primeros5a 7
B dias.
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Antigeno NSI

Proteina viral secretada
abundantemente desde el dia 1

de fiebre.

Sensibilidad equivalente a la
PCR durante los primeros 7 dias
(hasta el dia 9 en primarias).




El Aislamiento Viral: Estandar de Oro, pero no de Rutina

Aunque el aislamiento viral se considera el estandar de oro para la
identificacion directa del dengue, su rol en la practica clinica diaria es nulo.

?E Requiere infraestructura de

LLEx laboratorio compleja.

O} capacitado.

O‘ % Exige personal altamente

Su uso esta restringido
exclusivamente a fines de
vigilancia epidemiolégica y
no a la toma de decisiones
clinicas inmediatas.




Estrategia diagnéstica por RT-gPCR en HNRG

DEN-3
5" UTR DEN‘4 DEN'Z DEN'l
‘ J' NS2A NS4A J'
(¢ ME NSTINSs T NS5 1
NS28 NS48 TR
1. Screening: Trioplex ZCD 2. Tipificacion: CDC
* PruebalVD

Deteccion conjunta de Zika-Chik-Dengue

 Formato multiplex

* Probes: FAM (DV1, RP), HEX (DV2),
TEXAS RED (DV3), CY5 (DV4)

No identifica serotipo Dengue
Alta S (util frente a NS1 neg)

Herramienta util para vigilancia
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La transicion a Trioplex quintuplico la capacidad de
vigilancia de arbovirus frente al aumento de ETMo

| Vigilancia Tradicional

* gRT-PCR singleplex (ZIKA y CHIKV)
| * Algoritmo de tipo secuencial

Casos sospechosos
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Muestras detectables/estudiadas para Chikungunya 2023-2026
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Casos sospechosos  ® Chik PCR  ® Chikungunya Trioplex POS
POS

‘ Aumento progresivo de ETMo >

gqRT-PCR Trioplex ZCD

» Testeo conjunto
« Alta sensibilidad y costo-efectiva
 Vigilancia mas amplia y oportuna
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Muestras positivas para virus Chikun

ene-23 ==

mar-23 [ s v

Deteccion de Virus Chikungunya
Periodo 2023 a 2026
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m Chik PCR  m Chikungunya Trioplex POS
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may-25
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Dias 4 a 6: La Estrategia Dual en la Ventana de
Transicion
Un periodo critico y enganoso. La viremia desciende rapidamente hacia

niveles indetectables, mientras que los anticuerpos apenas comienzan a
cruzar el umbral de deteccion. .

Aparicion de
Anticuerpos

Caida de
Carga Viral

/

/

Recomendacion CDC:
Implementar combinaciones de pruebas directas e indirectas para compensar la caida de

carga viral.

Protocolos sugeridos: PCR + IgM o NS1 + IgM.




Dia >7: El Diagnéstico Depende
de la Memoria Serologica

En el estadio de convalecencia, los métodos directos
pierden toda sensibilidad. El diagndstico recae
exclusivamente en la serologia.

IgM (Prueba Primaria) A

Aparecen entre los dias 3y 5, alcanzan su pico a las 2 . _
Persistencia

semanas y persisten por aproximadamente 3 meses.
— de IgM

IgG (Confirmacion)
Una sola muestra de IgG en fase aguda no tiene valor. Requiere un par serolégico (muestras separadas por

10-14 dias) para demostrar un aumento de 4 veces en los titulos. _

— r

Dié 7 Semana 2 Mes 3
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El Reto de la Reactividad Cruzada en Zonas Endémicas

Los anticuerpos contra el dengue pueden generar falsos positivos con otros flavivirus circulantes.

Dengue A
Centros de
W

Referencia
Reactividad

Solucion: PRNT
Cruzada

ELISA La Prueba de Neutralizacion por
( ) Reduccion de Placas ejecutada en
laboratorios de referencia.

Fiebre

: Confirma la especificidad del
Amarilla

diagnostico serologico cuando existen
dudas epidemioldgicas severas.
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Caso Clinico: Sindrome Febril Agudo y la Trampa
Serologica

Perfil Clinico

Paciente: Presentacion: Sospecha Epidemiolégica:
Femenina, 35 afos. Procedente de un Evolucion de 4 dias con fiebre, cefalea, Infeccion por Virus Dengue (DENV).
area vulnerable de la Ciudad Auténoma dolor retroocular, mialgias, artralgias,

de Buenos Aires (CABA). Sin nauseas y vomitos.

antecedentes recientes de viaje.

Matriz de Evolucion Diagnéstica

Parametro Analitico Dia 3 (15/01/10): Fase Aguda Dia 16 (28/01/10): Convaleciente
Ag NS1(DENV) Negativo No Realizado
RT-PCR (DENV) Negativo No Realizado

IgM (DENV) Negativo
IgG (DENV) Negativo Positivo*
*Analisis: La aparente seroconversion tardia para DENV resulta incongruente con la ausencia de antigeno
NS1y ARN viral en la fase aguda temprana.

Journal of Clinical Virology 54 (2012) 349-351 " RICARDO GUTIERREZ



Resolucion Diagnostica: Arbovirus Cocirculantes y

Reactividad Cruzada

Diagndstico Definitivo: Virus de la Encefalitis de
San Luis (SLEV)

Fase Aguda (Dia 3)

« RT-PCR Duplex: Detectable para Flavivirus; positiva para
SLEV.

» Secuenciacion Genética: Amplificacion del gen NS5.
Confirmacion de Genotipo lll (96-100% de identidad con la
cepa endémica CbaARG-05).

Fase Convaleciente (Dia 16)

 Ensayo de Neutralizacion (PRNT): Confirmo la
seroconversion especifica para SLEV.

« Diagnéstico Diferencial: Se descart6 la infeccion por
DENV y Virus del Nilo Occidental (WNV).

Journal of Clinical Virology 54 (2012) 349-351

El Imperativo Clinico

/\ LaTrampa Diagnéstica (Serologia)

Mecanismo: Alta homologia antigénica estructural entre los
miembros de la familia Flaviviridae (complejo SLEV, DENV,
WNV, Zika).

Consecuencia: Las pruebas seroldgicas rapidas (ELISA
captura IgM/IgG) producen falsos positivos debido a la
reactividad cruzada, enmascarando brotes silenciosos de
arbovirus menos prevalentes.

@ El Estandar de Referencia (Diagnostico Molecular)

Estrategia Aguda: Deteccion directa de ARN viral mediante
RT-PCR y secuenciacion en suero (0 LCR ante

compromiso neuroldgico) durante la fase virémica temprana
(<5 dias).

Estrategia Convaleciente: Ante resultados seroldgicos
positivos, la confirmacion absoluta requiere ensayos
laboriosos pero especificos como la Neutralizacion por
Reduccion de Placas (PRNT).

\ J
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Las Infecciones Secundarias Alteran las Reglas Base

La memoria inmunoldgica de una infeccidn previa por un serotipo diferente cambia
radicalmente la cinética de la respuesta del paciente.

Genera un aumento explosivo y temprano de IgG (detectable desde el dia 4), mientras
que la respuesta de IgM se suprime, volviéndose muy baja o indetectable.

Infeccion Primaria Infeccion Secundaria
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NS1 en infecciones secundarias

Mecanismo: En una infeccion secundaria, la abundante IgG preexistente se une
iInmediatamente al antigeno NSI recién secretado.

Efecto: Se forman complejos antigeno-anticuerpo masivos que las pruebas estandar no
pueden detectar.

Impacto Clinico: La ventana de sensibilidad de la prueba NS1se desploma  |ndetectable

dramaticamente de 7-9 dias a apenas 1 a 4 dias. / por prueba NSI
¢ N R
A A \: )( ‘.'-’f I’ \_ \\
A A Ny A I \
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il Indetectable
Antigeno NSI 1gG Complejo por prueba
Preexistente Antigeno-Anticuerpo NSI



Matriz Diagnostica: Infeccion Primaria vs. Secundaria

Parametro Infeccion Primaria Infeccion Secundaria
Persistencia Larga (Hasta 7-9 Corta (Se oculto por
ARN/NS1 dias) IgG)

Ventana 1a7(o9)dias Apenas 1 a 4 dias

Sensibilidad NS1

Primaria, respuesta | Suprimida, baja o

Cinética IgM fuerte indetectable

Explosiva, detectable
desde Dia 4

Cinética IgG Lenta, tardia




Algoritmo de Decision Clinica

Dias de . __ . Prueba Secundaria
Sintomas Prueba Primaria (Complemento)
Dias 0-3 PCR o NSI No aplica serologia
Dias 4-6 PCR o NSI + IgM
Dig >7 IgM lIgG (Par seroldgico a

10-14 dias)

Alerta Clinica

Sensibilidad maxima. En
infeccion secundaria, NS1 solo
sirve en esta ventana.

Riesgo alto de falsos
negativos. Ordenar estrategia
dual obligatoria.

Métodos directos (PCR/NS1)

inutiles. Riesgo de reactividad
cruzada (requiere PRNT si hay

duda).




Test rapido (TR) b

g
* Inmunoensayo cromatografico de flujo lateral con B
iInterpretacion optica
« Para utilizar en laboratorios de baja complejidad
« Detecta NS1 - IgM - 1gG
T ipe . Interpretacion
« Sensibilidad y Especificidad variables "
« VPP y VPN variables (en relacion con prevalencia) Ir | M- | S PROBABLE
] o . NS1 + IgM - IgG + PROBABLE

 No recomendado para periodos inter epidemicos NSL+ | IgM+ g6 - PROBABLE
NS1 + IgM + IgG + PROBABLE
NS1 - IgM + IgG + PROBABLE
NS1 - IgM + 1gG - PROBABLE

Utilizacion en situacion de brote \




Evaluacion del desempeno del TR de Antigeno NS$S1
para virus Dengue en HNRG 2024

MATERIALES Y METODOS

Analisis restrospectivo de resultados
? de TR para DENVy RT-gPCR de 358

pacientes con sospecha de infeccidn
aguda por DENV que concurrieron al
hospital en un periodo de cuatro
meses.

I

S
10 15 20 25 30

Se utilizd el TR JusChek®, realizado de
acuerdo a las indicaciones del
fabricante.

La deteccion molecular de DENV se
realizd mediante RT-qPCR de acuerdo
al protocolo CDC.

CONCLUSIONES

El andlisis de concordancia entre el método molecular y el TR evidencié un buen desempeno del
TR, pero mostré una S menor a la reportada por el fabricante (95.8%).

Se observaron diferentes desempenios del TR para DENV1 y DENV2, lo que hace necesario
interpretar los resultados del TR de acuerdo al escenario particular de cada brote y de los

serotipos circulantes.

El bajo VPN del TR indica que frente a resultados negativos no es correcto descartar un caso
sospechoso de DENVy que pueden requerirse estudios adicionales.

RESULTADOS

Tabla n°1: Resultados obtenidos para TR Juschek y RT-qPCR.

RT-gPCR

Sensibilidad: 81.4%
No (IC: 76.2-85.7%)
et detectable Uiz Especificidad: 91.4%
o IC: 84.5-95.4%)
t 206 9 5 (
o IYOS & & Valor predictivo negativo: 67.1%
Negativos 47 9 143 | valor predictivo positivo: 95.8%
Total 253 105 358
Tabla n°2: Sensibilidad para TR de acuerdo con los diferentes serotipos DENV.
DENV-1 DENV-2
Detectables por RT-qPCR 108 117
A Positivos 106 100
= Negativos 2 17
Sensibilidad (%) (93958;319 5) (77895;350 7)
IC (95%) ’ ’ ‘ ’

Mendez V. y col, XXXl Jomadas HNRG (2024)
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Interferencia Vacunal
en el Diagnostico del

Dengue

Impacto de la vacuna TAK-003 (Qdenga)
y actualizacion del algoritmo clinico.




Vacunas Dengue: Tres disenos

Comparativa de vacunas vivas atenuadas tetravalentes

Arquitectura 1: Dengvaxia Arquitectura 2: TAK-003 Arquitectura 3: TV 003/TV 005

v
DENV-1 \
(DENV-2/DENV-1)

DENV-2
(Intact DENV-2)

DENV-2

PDK-53-V
DENV-4 DENV-3 DENV-4 DENV-3
(DENV-2/DENV-4) (DENV-2/DENV-3)

Quimera YFV/DENV Quimera DENV2/DENV (1,3,4)




La proteccion inmunologica de TAK-003
introduce un punto ciego en el laboratorio.

El Avance

La vacuna viva atenuada TAK-003 (Qdenga)
proporciona respuesta inmunoldgica y
proteccién contra la infeccién por dengue.

El Desafio

Las pruebas inmunoldgicas tradicionales pierden
capacidad predictiva, siendo incapaces de
distinguir entre la respuesta a la vacuna y una
infeccion natural por virus salvaje.




La serologia temprana pierde utilidad clinica
por el mimetismo inmunologico.

Incapacidad de Diferenciacion
(ELISA)

Durante los primeros 30 dias post-
vacunacion, los perfiles de anticuerpos
inducidos por TAK-003 son idénticos a
los de una infeccidn natural.

Reactividad Cruzada Persistente

La interferencia serolégica se mantiene
durante varios meses. Las vacunas
contra la Fiebre Amarilla anaden una
capa adicional de reactividad cruzada
y falsos positivos.

Niveles de Anticuerpos

Perfiles de IgM e IgG: La Ventana de Confusion

Reactividad
Cruzada

S Respuesta
N 1 a Infeccion
N Natural

_ Respuesta
> *aVacuna
TAK-003

0 30 Dias Varios Meses

Tiempo




La arquitectura quimerica de la vacuna provoca
reactividad cruzada en pruebas RT-PCR.

/\ Falso Positivo por Viremia Vacunal
Esqueleto DENV-2 (Region NS5) M

| P ramms |
e DENV-]  —— DENV-3  — DENV-4 [ —

Y o

Falso Negativo (Falta de deteccion DENV-1)

Deteccion de la Cepa Vacunal  El Punto Ciego de DENV-1 Requisito de Confirmacion
Como vacuna de virus vivo atenuado, La RT-PCR para DENV-1 probablemente Un resultado positivo por RT-PCR exige
TAK-003 genera viremia. Las sondas PCR no detecte la vacuna. TAK-003 utiliza un secuenciacion gendmica para distinguir
para DENV-2, 3 y 4 pueden reconocer esqueleto de DENV-2 en la region NS5, el virus salvaje circulante de la cepa
errdneamente el material genético de la exactamente donde amplifican los vacunal.

vacuna. reactivos estandar para DENV-1.




El antigeno NSI1 es el GUnico biomarcador
libre de interferencia vacunal.

Anticuerpos \

Vacunales \ /\)f’
Viremia { > x
k\'

Vacunal

v
Antigeno NS1 » # [P

i

i

I
La Excepcion Critica de TAK-003 Validacion Diagnéstica
La investigacion clinica demuestra de manera concluyente Esto convierte a la deteccion del antigeno NSI por técnica
que la vacunaciéon con TAK-003 no produce antigeno NSI ELISA en la herramienta fundamental del laboratorio. Un
detectable en sangre. resultado NSI positivo en un paciente vacunado indica, con

altisima probabilidad, una infeccidn real por virus salvaje.

OOOOOOOOOOOOOOO



Fiabilidad diagnostica en pacientes
vacunados con Tak-003

Prueba Diagnéstica

Interferencia Vacunal

Utilidad Clinica Post-Vacuna

Serologia (ELISA IgM/IgG)

Alta (Mimetismo inicial y
reactividad cruzada
prolongada)

Evitar como prueba unica de
diagndstico agudo.

| Molecular (RT-PCR)

Moderada / Alta (Viremia
vacunal detectable)

Uso con precaucion. Requiere
secuenciacion gendémica
confirmatoria.

Antigeno NS1 (ELISA)

Nula (No detectable post-
vacunacion)

Prueba de eleccion primaria y
altamente fiable.




En resumen: Algunas situaciones problematicas
para el diagnostico

el S Y
Bo ﬁ

il
Persistencia de Serologia: Diagndstico Bancos de Desempeno Casos Coinfecciones
IgM de brotes reacciones diferencial de sangre y de los tests sospechosos
recientes cruzadas entre = otros agentes procuracion rapidos sin ficha
arbovirus virales: B19, de 6rganos: epidemioldgica
co-circulantesy ~ Oropuche presencia de o0 con datos
deteccion de viremia previo incompletos
anticuerpos al inicio de
producidos por fiebre

vacunacion
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Conclusiones

« El diagnéstico de los arbovirus es complejo, debido a las muittiples reacciones cruzadas que presentan

* Los esfuerzos deben estar destinados a estudiar pacientes en periodo agudo (< 7 dias), para aumentar las
posibiidades de obtener CASOS CONFIRMADOS y no CASOS PROBABLES O SOSPECHOSOS NO CONCLUSNVOS

 Esindispensable combinar mUliiples tecnicas para lograr la correcta identificacion viral

« Resulta imprescindible que las muestras sean acomparadas por la ficha epidemiologica

« Elalgoritmo de diagnéstico debe tener en cuenta el escenario epidemiologico al momento del estudio

HOSPITAL DE NINOS
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El tiempo es la
variable mas critica
en el diagnostico

El virus del dengue y el sistema
iInmunoldgico del huésped compiten
en una carrera de dos semanas.

( )

Una prueba perfectamente ejecutada en
el dia equivocado de la evolucion de los
sintomas garantiza un falso negativo.
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