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Resurgimiento de la fiebre amarilla: diagndstico clinico precoz en

humanos y la vigilancia epizoética en el contexto sudamericano
Franklin Rémulo Aguilar-Gamboa 22 ®

1. Grupo de Investigacion en
Inmunologfa y Virologia del Norte,

Lambayeque, Peru. Introduccion:

2. Hospital regional Lambayeque, . . A o as
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virologfa . de mayo de 2025 se notificaron 235 casos humanos con una tasa de letalidad del 41 %).

a. E?'ﬁ%ﬁgg}gi‘gé’}g"g%?gweda"“a Objetivo: Revisar el panorama epidemiolégico actual de fiebre amarillay, en funcién de
ello, analizar las limitaciones de las pruebas diagndsticas clasicas y evaluar tecnologias

*Correspondencia: moleculares emergentes para optimizar la vigilancia y respuesta ante brotes. Métodos:
Franklin Rémulo Aguilar-Gamboa Revision narrativa de literatura cientifica (2015 - 2025) en PubMed, Scopus, Web of Science,
correo: faguilar@hrlamb.gob.pe LILACS y SciELO. Se incluyeron 55 estudios primarios validados, organizados en cuatro

ejes tematicos. Resultados: Las limitaciones diagndsticas de la fiebre amarilla incluyen la
reactividad cruzada serolégica IgM/IgG con flavivirus y persistencia postvacunal hasta cuatro
anosy la RT-PCR convencional con ventana < 14 dias que requiere laboratorios equipados.
Como solucidn, el estudio propone tecnologias emergentes como la digital PCR que
cuantifica ARN viral en cargas extremadamente bajas con precision absoluta en epizootias
con viremias incipientes; la RT-LAMP detecta el virus en menos de una hora con sensibilidad
10 veces mayor (LOD 0,29-12 PFU/mL), sin termociclador y es ideal para campo; CRISPR-dx
(SHERLOCK/DETECTR) permite deteccién ultrarrapida con especificidad de secuencia; es
aun experimental para flavivirus pero con potencial de bajo costo; y la NGS/Metagendmica
caracteriza cepas circulantes, diferencia virus salvajes de vacunales y detecta coinfecciones.
Conclusiones: La modernizacion diagnéstica de fiebre amarilla es urgente. Las tecnologias
emergentes superan limitaciones de sensibilidad y especificidad. Se requiere fortalecer redes
de laboratorios en América Latina, validar algoritmos integrados y coordinar respuestas
transfronterizas para contener la reemergencia de esta enfermedad.
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Yellow Fever Resurgence: Early Clinical Diagnosis in Humans and Epizootic
Surveillance in the South American Context

Abstract

INTRODUCTION: Yellow fever is undergoing a resurgence in the Americas, with 235 human cases and a 41% case
fatality rate reported as of May 25, 2025. OBJECTIVE: To review the current epidemiological landscape of yellow
fever and evaluate the limitations of conventional diagnostic methods versus emerging molecular technologies
for optimizing outbreak surveillance and response. METHODS: Narrative review of scientific literature (2015-2025)
across PubMed, Scopus, Web of Science, LILACS, and SciELO, including 55 validated primary studies organized into
four thematic axes. RESULTS: Conventional diagnostics are limited by IgM/IgG serological cross-reactivity with
flaviviruses, post-vaccination antibody persistence up to 4 years, and RT-PCR’s <14-day detection window requiring
specialized laboratories. Emerging solutions include: digital PCR for absolute quantification of viral RNA at ultra-low
loads in epizootics with incipient viremia; RT-LAMP for field-deployable detection within 1 hour with 10-fold higher
sensitivity (LOD 0.29-12 PFU/mL) without thermal cyclers; CRISPR-dx (SHERLOCK/DETECTR) for ultra-rapid sequence-
specific detection with low-cost potential, though still experimental for flaviviruses; and NGS/metagenomics for
strain characterization and differentiation of wild-type from vaccine-derived viruses. CONCLUSIONS: Urgent
diagnostic modernization is needed. Emerging technologies address critical sensitivity and specificity gaps, but
require strengthened Latin American laboratory networks, validated integrated algorithms, and coordinated cross-
border responses to contain yellow fever re-emergence
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INTRODUCCION

La fiebre amarilla es una enfermedad viral aguda transmitida
por mosquitos, endémica de las regiones tropicales y
subtropicales de Sudamérica y Africa. El agente causal es un
virus de ARN perteneciente al género Flavivirus, emparentado
con otros virus de importancia médica como los de la
encefalitis del Nilo Occidental, encefalitis japonesa, encefalitis
de San Luis, asi como con los virus del dengue y zika (. La
transmisién ocurre principalmente durante la temporada
de lluvias, mediante la picadura de mosquitos infectados,
como Aedes aegypti en zonas urbanas y mosquitos de los
géneros Haemagogus y Sabethes en ambientes selvaticos
sudamericanos, los cuales se reproducen en huecos de arboles
y otros reservorios naturales. Los seres humanos se infectan al
ser picados por estos vectores mientras transitan, trabajan o
residen en areas boscosas (2.

Desde los ultimos meses de 2024, se ha registrado un
incremento significativo en los casos humanos confirmados de
fiebre amarilla en varios paises de América del Sur. Durante ese
ano, la mayoria de los casos se concentraron principalmente
en la region de la cuenca amazénica. Sin embargo, en 2025 se
ha observado un cambio en la distribucién geografica de la
enfermedad, con una expansion progresiva hacia zonas fuera
del ambito amazonico @, tales como los departamentos de
Tolimay Caldas en Colombia “, asi como Sao Paulo en Brasil
lo que debido a su proximidad a centros urbanos representa
un importante riesgo de brote urbano. En la region de las
Américas, hasta el 25 de mayo de 2025 se notificaron 235
casos humanos confirmados de fiebre amarilla en cinco paises,
incluyendo 96 defunciones (tasa de letalidad del 41 %) © .

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sefala que, tras
un periodo de incubacion de tres a seis dias, la fiebre amarilla
puede evolucionar hacia una segunda fase téxica caracterizada
por una letalidad que puede alcanzar hasta el 50 % 7y suele
extenderse hasta por 10 dias. Debido a que los fallecimientos
ocurren con mayor frecuencia entre el séptimo y décimo dia
de la enfermedad ®y que la mayoria de las muertes estan
asociadas a una atencién médica tardia o a la falta de acceso
oportuno a unidades de cuidados intensivos, es fundamental
asegurar el soporte clinico especializado en el entorno
hospitalario para mejorar la tasa de supervivencia ©.

En este sentido, el diagndstico oportuno y preciso de la fiebre
amarilla es esencial para mejorar la supervivencia, contener la
propagacion del virus y activar de manera eficiente las medidas
de respuesta en salud publica. Sin embargo, en areas donde
circulan otros flavivirus como dengue y Zika, se han descrito
anticuerpos IgM e IgG con reactividad cruzada, lo que puede
generar falsos positivos y obliga a realizar pruebas diferenciales
o neutralizacién (PRNT) para su confirmacién 19 En tanto, la
RT-PCR requiere una ventana muy especifica de viremia para
ser efectiva ya que es mas sensible los primeros tres a 10 dias
tras el inicio de sintomas, con reportes de deteccion hasta
14 dias solo en casos graves 'V, Debido a que la viremia es
relativamente breve, un resultado negativo de RT-PCR no
descarta el diagnéstico, por lo que las guias recomiendan
combinar métodos: RT-PCR en la fase aguda y serologia (IgM)

en la fase post aguda, siguiendo algoritmos de interpretacion
(12)

A diferencia de la vigilancia humana, la epizoética debe
interceptar el virus antes de que salte la barrera de especie.
Actualmente, este sistema enfrenta fallas estructurales que
aumentan el riesgo de reintroduccion urbana. En el contexto
actual de reemergencia de la fiebre amarilla en América del
Sur, se vuelve necesario incorporar tecnologias diagndsticas
mas sensibles, especificas y versétiles, no solo aplicables en
las distintas fases clinicas de la enfermedad, sino también en
estudios de vigilancia en primates no humanos y vectores.
Herramientas como la PCR digital, la metagendmica, la
RT-LAMP y diversas plataformas portatiles de diagndstico
molecular ofrecen un enfoque mas integral y adaptable a
entornos de campo y laboratorio. En este marco, el presente
articulo tiene como objetivo ofrecer una breve revisién
actualizada de las herramientas diagnésticas disponibles
para la fiebre amarilla, analizando sus ventajas, limitaciones
y aplicaciones clinicas y epidemiolégicas frente a los brotes
recientes en la region.

METODOLOGIA

Se realiz6 una busqueda bibliografica en cinco bases de datos
(PubMed, Scopus, Web of Science, LILACS, SciELO) durante
mayo a junio de 2025, empleando términos controlados y libres
relacionados con fiebre amarilla y tecnologias diagnosticas. El
periodo de publicacién se limitd a 2015 - 2025 para priorizar
evidencia contemporanea sobre emergencias tecnoldgicas.
Se consideraron como criterios de inclusidn estudios originales
que evaluaron: sensibilidad y especificidad diagnéstica de
métodos seroldgicos o moleculares para virus de fiebre
amarilla, caracterizacién molecular de brotes recientes (2016-
2025), validacion de plataformas emergentes (dPCR, RT-LAMP,
CRISPR-dx, NGS) en muestras humanas o primates y andlisis de
reactividad cruzada con flavivirus. Se requirié n > 10 muestras
clinicas o epidemioldgicas por estudio.

Se excluyeron revisiones sistematicas previas, comunicaciones
de caso Unico, métodos sin validacién analitica, estudios con
< 10 muestras, y aquellos sin reporte de métricas diagnosticas
(sensibilidad, especificidad, limites de deteccién). Ademas, se
realizé un cribado independiente en titulo/resumen y lectura
completa, y se creé base de datos en Excel con variables:
autores/ano, tipo de estudio, muestra (humanos/PNH), técnica
diagndstica, sensibilidad/especificidad, limites de deteccion,
genotipos evaluados, brotes estudiados, limitaciones
reportadas.

Los criterios de seleccién aplicados alos 1 247 registros iniciales
derivaron en 55 articulos elegibles, organizados en cuatro
ejes tematicos: epidemioldgico (n = 10), serolégico (n = 14),
molecular convencional (n = 8) y tecnologias emergentes (n =
23) tal como se puede veren lafigura 1.

Limitaciones metodoldgicas: La revision narrativa no incluyé
metaandlisis cuantitativo ni evaluacion formal de sesgo de
publicacion. La heterogeneidad en disefios y gold standards
impidié comparaciéon directa entre todas las técnicas.
Ademas, 15 articulos fueron excluidos por acceso restringido,
potencialmente introduciendo sesgo de disponibilidad.

Actualizacién: Se realizé busqueda complementaria de preprints
(bioRxiv, medRxiv) y reportes técnicos de OPS/OMS (2024 - 2025)
para capturar datos de brotes recientes no auin publicados en
revistas indexadas, incluidos como referencias institucionales
(n=3).
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Registros identificados (n=1,247) |

IDENTIFICACION |

l Bases de datos: PubMed, Scopus, Web of Science, LILACS, SclELO ‘

Términos MeSH/DeCS:

CRIBADO [S=N

« ("Yellow Fever[Mesh] OR "Yellow Fever Virus"[Mesh]])

* ("Diagnoss‘[Mesh] OR “Molecular Diagnostic Techniques*[Mesh]")

« ["Serology'[Mesh] OR "Polymerase Chain Reaction"[Mesh]")

« "Loop-Mediated lsothermal Amplification” OR "CRISPR" OR Next-Generation Sequencing)")

Filtros: Humanos, animales, 2015-2025, inglés/espanol/portugués

2 2

| Duplicados eliminados (n=189) |

ELIGIBILIDAD

—_

Registros tras cribado inicial (n=1,058) ‘

Excluidos por titulo/resumen (n=847):

— , Revisiones sistématicas previos (n198)

+ No relacionados con diagnstico (n=523)

« Editoriales/cartas/casos aisiados (n=126)

| Articulos para lectura completa (n=211) J

—— | Eycluidos (n=156):

ﬁl Avrticulos evaluados en texto completo (n=211) | * Metodos diagndsticos no validados (n=67)

« Mustrras <10 casos (n=43)

[ﬁ + Sin datos de sensbliigid/epecficidad (n=31)

« Acceso restringido (n=15)

Estudios primarios incluidos en sintesis (n=55)

ANALISIS FINAL _—

« RT-LAMP (n=7)
« dPCR (n=4)
+ CRISPR-dx (n=3)

+ Epidemiologia molecular (n=12)
+ Serologia comparativa (n=14)
+ RT-PCR/tradicional (n=8)

+ NGS/Metagenémica (n=7)

) 2

Andlisis Final citado en revisién (n=55)

= Distribucién tematica:

« Eje 1: Epidemiologia y vigiiancia (n=10)

= Eje 2: Serologia clasica (n=14)

= Eje 3: Metodos moleculares convencionales (n=8)
* Eje 4: Tecnologias emergentes (n=23)

Figura 1. Diagrama prisma para identificacion y seleccion de estudios para la revision. La Imagen es de
diseno propio, elaborado mediante el uso de Chat GTP |A.

DESARROLLO
1. Panorama epidemioldgico actual de la fiebre amarilla

La distribucion de los vectores de fiebre amarilla se da
principalmente en las regiones tropicales de Africay Sudamérica.
La OMS estima que cada afio se producen 200 000 casos de la
enfermedad en todo el mundo, y el 90 % de ellos se notifican en

Africa"?.En esta regién, donde se origino la fiebre amarilla, los
vectoresy la mayoria de las especies de simios presentan mayor
resistencia a la infeccién y rara vez desarrollan la enfermedad

(149 Ademas, en Africa se presentan los tres ciclos: selvatico
(primates y mosquitos de bosque), intermedio (transmision en
zonas rurales/periurbanas) y urbano (hombre-Aedes aegypti-

hombre) 1%,

En la region de las Américas, la fiebre amarilla se transmite
principalmente a través del ciclo selvatico, en el que intervienen
los mosquitos Haemagogus y Sabethes, mientras que el ciclo
urbano se activa cuando Aedes aegypti infectado transmite el

virus entre humanos. En Sudamérica, la transmision del virus
se ha vinculado predominantemente al ciclo selvatico, donde
los primates no humanos (PNH), especialmente las especies
neotropicales, son altamente susceptibles a la infeccion 4. A
diferencia de Africa, en esta region los PNH pueden desarrollar
infecciones letales, sirviendo como centinelas biolégicos

durante brotes epizodticos 19,

En el contexto de las epizootias, la fiebre amarilla deja una
huella distintiva seguin el continente. En Africa, el virus circula
entre reservorios primates bien establecidos: los babuinos
(Papio), los monos colobos (Colobus), los vervets y monos
verdes (Cercopithecus), los mangabeys (Cercocebus), y hasta
nuestros cercanos parientes, los chimpancés (Pan troglodytes).
Mientras que, en las Américas, la red de hospedadores es
igualmente compleja, con los centinela mas vulnerables siendo
los monos aulladores (Alouatta), cuya letalidad supera el 90 %
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en brotes '), Otros actores clave son los 4giles monos ardilla
(Saimiri), los monos arafa (Ateles), y los nocturnos monos buho
(Aotus). Pero quizas el dato mas importante de los ultimos
brotes (2016 - 2019) es que, en Sdo Paulo, Brasil, se detecto
circulacion activa en tities urbanos del género Callithrix; un
salto ecolégico que deberia encender todas las alertas de salud
publica 18,

La presencia de especies del género Callithrix cerca de
centros urbanos, y la deteccion del virus en ellos, demuestra
la alta probabilidad del salto del ciclo selvatico al ciclo urbano
mediado por Aedes aegypti, lo cual no se veia en Brasil desde
1942. Los tities (Callithrix) son una especie comun en parques
urbanosy se ha reportado que pueden tener una viremia mas
baja o menos letal que los monos aulladores (Alouatta), lo que

a veces los hace mas dificiles de detectar clinicamente 9.

En este sentido, existen importantes desafios en la vigilancia
epizodtica. Hasta el 25 de mayo de 2025, solo tres de los cinco
paises afectados con fiebre amarilla confirmaron epizootias. El
caso mas dramatico es Brasil, con 1 032 muertes sospechosas
de PNH, de las cuales apenas 80 fueron confirmadas (en Sao
Paulo y Minas Gerais); seguido por Colombia con 51 epizootias
confirmadasy el reporte de un caso en Bolivia ?%. Mientras que
en el Perd, aunque se implementé un piloto de vigilancia de
epizootias no se han tenido reportes a la fecha de redaccion
dela presente @V,

La baja tasa de confirmacién de epizootias frecuentemente
se debe a factores logisticos como el muestreo tardio en

TOTAL REGIONAL (2024-2025):
‘& 273 CASO0S HUMANOS CONFIRMADOS
4 115 DEFUNCIONES
& TASA DE LETALIDAD (CFR) ~40%

|

[3, PERL: Casos confirmados en }

g ECUADOR:
Casos confirmados en 2025

Amazonia, (Dalos de 2024. parte
de los 61 casos regionales)

epizootia confirmada en La Paz.

¢ BOLIVIA: Casos confirmados,
(Datos 2024/2025)

B 2onas Afectadas: Alta Incidencia (Roje), Presencia Confirmada
B (Maranja), Expansidn Recheme/Foco Critico (Amanllo/Aleria)
[ "] CFR = Case Fatality Rate (Tasa de Letalidad)

Datos basados en reportes de DPS/0MS 2004-Mayo 2025

areas selvaticas o remotas, que conduce a la degradacion
del ARN viral en las muestras, volviendo ineficaz la RT-PCR
clasica. A esto se suma la complejidad biolégica, ya que
especies centinela criticas para la vigilancia urbana, como los
tities (Callithrix), pueden presentar viremias bajas o menos
evidentes, escapando al limite de deteccion de las pruebas

convencionales ¥, lo que subraya la necesidad de adoptar
herramientas moleculares de alta sensibilidad y especificidad
para un monitoreo efectivo y oportuno. Es precisamente
en estos casos, donde la PCR digital (dPCR) o las técnicas de
secuenciacion de alto rendimiento (metagenémica) ofrecen
una sensibilidad y precisidén superiores para la vigilancia
epizodtica.

Los datos recientes confirman un repunte de fiebre amarilla en
América Latina. En 2024 se confirmaron 61 casos humanos en
la Regidn (30 letales) distribuidos en Bolivia, Brasil, Colombia,
Guyana y Pert 1. A principios de 2025, la OPS/OMS reporté
212 casos y 85 muertes (CFR ~ 40 %) en cinco paises (Bolivia,
Brasil, Colombia, Ecuador y Peru), triplicando los casos de 2024

2 Tanto Brasil (110 casos, 44 muertes) y Colombia (60 casos,

24 muertes) concentraron ~ 80 % de los casos ??. Lo quellama
la atencion es que en 2025 la transmision se desplazé fuera de
la Amazonia tradicional: se registraron brotes en zonas rurales
de S&o Paulo (Brasil) y Tolima (Colombia) 9. El brote de Tolima
(37 casos, 15 muertes, CFR 40 %) ocurrid en area selvatica, sin
casos urbanos confirmados "%, Ver Figura 2.

@ COLOMBIA: 60+ CASOS,
X 24+ DEFUNCIONES (CFR ~40%).
ariamentos alectados. Tolima,
Cabdas, Huila, Meta, Pulumayo

N

l‘lﬂlllu.: Foco Reciente, 37 CASOS,
15 DEFUMNCIONES (CFR ~40.5%).
Zona selvatica, sin casos urbanos

& BRASIL: 110+ CASOS,

K 44+ DEFUNCIONES (CFR ~40%).
Brotes en zonas rurales de S53o
Paulo y Minas Gerais, fuera de
Amazania

Expansidn rafica. Alerta

A, SA0 PAULO; Foco Critico de
por titles urbanos (Caliithrix)

SITUACION ACTUAL: Marcado aumento de casos (triple de 2024),
alta letalidad (41%) y expansion préocupante fuera de la cuenca

s | amazdnica, acercdndose a centros urberios. Urgencia de vigilancia

y diagndstico molecular.

Figura 2. Mapa de situacién actual del resurgimiento de la fiebre amarilla en América del sur (2024-2025). Imagen de disefio

propio, elaborado mediante el uso de Gemini IA

Estos cambios exigen reforzar la vigilancia diagndstica. La
aparicion de fiebre amarilla fuera de dreas endémicas y en
multiples fronteras resalta la importancia de la coordinacién
regional. La OMS enfatiza la vigilancia activa, el diagnéstico
oportuno y el intercambio transfronterizo de informacién ?2.
En la practica, la contencién de estos casos no solo implica

implementar estrategias de vacunacién focales en
poblaciones vulnerables, sino que se debe integrar la
vigilancia sindrémica con la confirmacion laboratorial
rapida de casos sospechosos. Para este fin existen
distintas herramientas diagndsticas clasicas y muchas
otras innovadoras que se describen a continuacion:
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3. Pruebas diagndsticas para la confirmacion de casos de
fiebre amarilla.

En la actualidad muchos paises realizan la confirmacion de
casos de fiebre amarilla mediante criterios que requieren
tanto la identificacion del virus por métodos moleculares
o la exposicion al virus determinada por procedimientos
serolégicos 23,24,

3.1Serologia (IgM e lgG)

La deteccion de anticuerpos de inmunoglobulina M (IgM)
contra el virus de la fiebre amarilla es una herramienta de
diagnéstico importante 2, 29, | os anticuerpos IgM contra
la fiebre amarilla pueden detectarse tanto en el suero de

individuos enfermos cuatro dias antes que los IgG %" con una
alta especificidad “®, como a nivel intratecal en algunos casos

29 Se han desarrollado diversos métodos para detectar los
anticuerpos IgM, incluyendo ensayos de inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA) 829y de inmunofluorescencia
indirecta (IFl); sin embargo, aunque estas uUltimas han logrado
mejorar la especificidad de lalgM en ciertos contextos, estudios
sefalan que estos anticuerpos puede que no se presentan de

manera consistente en todos los pacientes 9.

Esta intermitencia seroldgica deja brechas diagnésticas que
solo la deteccién directa del genoma viral puede cerrar con
seguridad.

La interpretaciéon de la IgM como marcador inequivoco
de infeccién aguda se ve gravemente comprometida por
el fendmeno de la persistencia postvacunal. Evidencia
reciente demuestra que la duracién de la respuesta IgM es
significativamente mas prolongada de lo que se estimaba
clasicamente. Un estudio de cohorte revel6 que el 73 % de los
individuos vacunados mantuvieron positividad para IgM entre
tres y cuatro afos después de la inmunizacién. Curiosamente,
esta persistencia se correlacioné con una viremia postvacunal
tempranay titulos neutralizantes elevados, sugiriendo que
una respuesta inmune robusta prolonga la detectabilidad de
lalgM G,

Esto plantea un desafio critico en la practica clinica: en un
paciente febril con antecedentes de vacunacioén (incluso
remota), un resultado IgM positivo puede reflejar una
memoria inmunoldgica en lugar de una infeccién activa o
reciente. Incluso algunos estudios refieren que, el desarrollo
de anticuerpos IgM puede ser un indicador de transmisién
activa de la fiebre amarilla en una poblacién ©2. Este hallazgo
descalifica a la serologia IgM como herramienta Unica de
confirmacion en dreas con alta cobertura vacunal y subraya la
necesidad imperativa de métodos moleculares directos (como
RT-LAMP o dPCR) que discriminen la presencia viral activa dela
huella serolégica histérica.

Por ello, para considerar una serologia frente a fiebre amarilla
confirmatoria, se requiere la deteccién de IgM especifica en
ausencia de vacunacion reciente y diagndstico negativo de
anticuerpos IgM para otros flavivirus G3) ya que se hareportado
una alta reactividad cruzada con dengue y zika especialmente
en individuos previamente infectados o vacunados ¥,
aunque es preciso diferenciar que, cuando se ha estudiado el
comportamiento de laIg G, el impacto ha sido minimo en la

reactividad cruzada. ® Por ello la OMS refiere que en entornos
con cocirculacion de flavivirus, un resultado IgM positivo
aislado es sélo indicativo y debe confirmarse. Se recomienda
verificar seroconversion (doble muestra aguda y convaleciente
con diferencia > 4 semanas) y descartar respuesta inmune a

otros flavivirus ®%. Ademas, la vacunacion reciente contra la
fiebre amarilla induce anticuerpos IgM que pueden persistir
meses o incluso afos, provocando falsos positivos en

laboratorios 3439,

En epizootias de fiebre amarilla en primates no humanos,
la serologia IgM/IgG se usa sobre todo para evidencia de
exposicion pasada o reciente, pero tiene limitaciones por
reactividad cruzaday por el hecho de que muchos animales
se detectan posmortem 7, Los anticuerpos IgM anti - fiebre
amarilla en primates aparecen pocos dias tras la infeccién y
suelen ser detectables hasta unos tres meses, lo que indica
infeccién reciente si el animal esta vivo o si el suero se obtiene

poco después de lamuerte ', En las epizootias, la confirmacion
de fiebre amarilla en primates suele basarse principalmente en
RT-qPCR, histopatologia e inmunohistoquimica, usando IgM/
IgG mas como complemento epidemiolégico y para estudios

de circulacién que como Unica base diagndstica 7.
3.2RRT-PCRclasicay en tiempo real
La RT-PCR es la técnica de eleccion para la confirmacion rapida

de fiebre amarilla, ya que detecta directamente el ARN viral ®2),
Segun las guias de la OMS, un resultado positivo de RT-PCR
(bien controlada) confirma la infeccién por fiebre amarilla %,
La ventana diagndstica para PCR es temprana: su sensibilidad
es maxima durante los primeros 10 dias desde el comienzo de
sintomas y puede extenderse hasta en promedio 14 dias en

casos graves ¥, Después de este periodo la viremia decae y
la PCR puede volverse negativa. En la practica, se usa RT-qPCR
validada en laboratorios de referencia, dado que requiere
equipamiento especializado y se ve limitada por la corta ventana
viral. Por ello se utiliza para confirmar casos agudos, mientras que
la serologia apoya el diagndstico tardio.

Existen kits comerciales de RT-PCR para la fiebre amarilla que
han sido evaluados para la deteccién de cepas del virus salvaje
39. La deteccion del fiebre amarilla por RT-PCR ha sido util en
la vigilancia de eventos adversos relacionados con vacunas
y epizootias %), La qPCR también se ha desarrollado para la
deteccion simultdnea del virus del dengue y el virus de fiebre

amarilla V.
4.Tecnologias moleculares emergentes
4.1 PCRdigital (dPCR)

La PCR digital (dPCR) es una variante que particiona la muestra
en miles de microvolimenes, permitiendo una cuantificacién
absoluta de ARN viral. Su principal ventaja es la sensibilidad:
puede detectar cargas virales muy bajas que escaparian a la
RT-gPCR convencional. Por ejemplo, estudios en SARS-CoV-2
mostraron que la dPCR identificé casos con carga viral escasa
no detectados por RT-PCR estandar 2.

La PCR digital (dPCR), incluida la PCR digital de gotas (ddPCR)
43 es una técnica que se ha investigado para la deteccion del
virus de la fiebre amarilla y virus relacionados “4) LadPCR, al
ser una técnica de cuantificacion absoluta, podria ofrecer una
mayor precision que la RT-qgPCR y una mayor sensibilidad para

detectar ese ARN viral en muestras con cargas virales muy bajas
(38)

La alta sensibilidad de la PCR digital que ofrece para otras
enfermedades, como el sindrome de fiebre grave con

trombocitopeniay la encefalitis japonesa “>9 permite predecir
la elevada utilidad de la técnica. Sin embargo, aunque la ddPCR
ha demostrado ser Util para validar vacunas contra la fiebre del
Valle del Rift y cuantificar serotipos de dengue, su sensibilidad
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para la deteccion del material genético del virus chikungunya
ha sido baja en comparacion con otras tecnologias, y es mas
costosa 7). Por ello, actualmente todavia se utiliza la PCR digital
para propositos especificos distintos del diagndstico clinico 48;
sin embargo, se proyecta que en 2032 el mercado incrementara
con lo que los precios de consumibles disminuirdn y esta

tecnologia estara més al alcance del diagnéstico clinico 9.

En el caso de fiebre amarilla, la dPCR podria mejorar la deteccién
en muestras con viremias incipientes o decrecientes como las
que se presentan en epizootias en primates del género Callithrix;
sin embargo, suimplementacién exige equipo especializadoy es
mas costosa, por lo que actualmente se reserva para laboratorios
de alta complejidad o investigacién. En un futuro préximo, su uso
debe extenderse para casos graves o para cuantificar carga viral.

4.2 RT-LAMP (amplificacion isotérmica)

La RT-LAMP combina transcripciéon inversa con amplificacion
isotérmica y ofrece diagndstico molecular rapido y sencillo.
Los primeros ensayos desarrollados para fiebre amarilla
demostraron que la RT-LAMP puede dar resultados en menos
de unahora usando un equipo portétil a 62 °C. En esos estudios,
la sensibilidad fue comparable o incluso superior a la RT-PCR:
se alcanzé un limite de deteccién de aproximadamente 0,29
PFU/mL (casi 10 veces mas sensible que RT-PCR) en muestras
de suero ensayadas con una especificidad muy alta. Aunque su
rendimiento es menor con otros flavivirus como DENV1-4, JEV,

WNV ©9 otros estudios reportan una sensibilidad y especificidad
del 100 % en comparacion con la RT-qPCR, con un limite de
deteccion de 12 UFP/ml ©V, Esta metodologia, particularmente
la RT-LAMP, ofrece un enfoque rapido, sensible, especificoy de
bajo costo para la deteccién del genoma del fiebre amarilla.
Se ha demostrado que la RT-LAMP es una herramienta de
diagnéstico fiable y rdpido para la fiebre amarilla. Ademas
de la fiebre amarilla, LAMP y RT-LAMP se han empleado para
diagnosticar otras enfermedades causadas por arbovirus como

el dengue ©?, el Chikungunya ®%. La técnica LAMP también se ha
utilizado para detectar otros virus como el virus de la encefalitis

japonesa 54, el virus de la peste porcina africana ©°), el virus
del Zika 56, entre otros 57,58. La RT-LAMP puede ser til para

la vigilancia del fiebre amarilla en el campo ®?y es capaz de
detectar esta infeccién en muestras de primates no humanos,
lo que permite la identificacién temprana de la circulacion viral
51. Esta técnica tiene una sensibilidad similar a los métodos de
deteccién basados en RT-PCR convencionales ©°.

En cuanto a su utilidad durante epizootias, tanto IgM como IgG
pueden mostrar reactividad cruzada, por lo que se recomienda
confirmacién mediante PRNT o pruebas moleculares (RT-qPCR/
RT-LAMP) en tejidos de animales hallados muertos ©V. De este
modo, por su caracter integrador y no requerir termociclador
sofisticado, la RT-LAMP resulta atractiva para uso en campo o
laboratorios con recursos limitados. Sin embargo, depende de

primers muy especificos y auin requiere validacion adicional
en diferentes genotipos. En conjunto, RT-LAMP ofrece rapidez
y portabilidad sin perder demasiado en precisién, lo que
puede beneficiar la vigilancia en zonas remotas como las que
caracteriza a las areas de transmision selvatica del virus.

4.3 CRISPR-dx (SHERLOCK, DETECTR)

La tecnologia de CRISPR/Cas ha logrado la edicién genémica
en el mosquito de la fiebre amarilla, Aedes aegypti CON CAS 9
(6162 hero su utilidad no se limita a ese &mbito. Las plataformas
CRISPR de diagnoéstico como SHERLOCK basado en Cas13 o
DETECTR en Cas12, son otra tendencia emergente. Funcionan
con amplificacién previa del ARN viral y posterior deteccién
usando nucleasas Cas programables con alta especificidad
de secuencia comparables a las de los métodos tradicionales
basados en PCR, pero no requieren equipos sofisticados y tienen

un coste estimado muy bajo 3. Aunque atin se encuentran en
etapas iniciales para fiebre amarilla, ya se han adaptado para
arbovirus cercanos. Por ejemplo, SHERLOCK v.1 detect6 virus

Zika y dengue con umbrales de femtomolar de ARN ¢4, Estas
técnicas suelen ser rapidas, baratas y capaces de multiplexar
varios patégenos al mismo tiempo. Se prevé que CRISPR-dx
aporte diagnésticos ultrarrapidos; su facil reprogramacion lo
hacen muy prometedor para futuras pruebas moleculares .

4.4 Secuenciacion de nueva generaciéon (NGS) y
metagenomica

La secuenciacién masiva (NGS) es la estrategia mas poderosa
disponible en la actualidad y ha demostrado su potencial
préctico. En 2018, la secuenciacién metagendmica realizada en
un estudio en Nigeria revel6 que un grupo de pacientes febriles
no diagnosticados tenia infeccidn por fiebre amarilla. El ARN
viral se detect6 de forma independiente en sangre de 29/50

casos, confirmando un brote ), El ensamblado de genomas
completo permitié analizar su filogenia, demostrando que la
cepa estaba relacionada con linajes de Africa Occidental y no
descendia de aislados histdricos nigerianos ©). Asi se confirmé
rapidamente la etiologia y origen del brote, guiando la respuesta
de salud publica. De modo similar, NGS se empleé en Brasil para
seguir la expansion del brote 2016 - 2018 donde se obtuvieron
decenas de genomas completos (incluyendo secuenciaciéon
portatil MinlON) que trazaron la difusion silvestre del virus y

descartaron reacciones a la vacuna como causa ©®. En otro
estudio, los casos sospechosos en pacientes venezolanos
resultaron ser infecciones naturales, no reactivacion de vacuna

©8) En resumen, la NGS/metagendmica permite descubrir
casos atipicos, caracterizar cepas circulantes y diferenciar virus
salvajes de cepas vacunales. Su gran limitacion actual es el costo
y complejidad del equipo y andlisis, por lo que se restringe a
centros especializados. No obstante, en vigilancia gendmica,
NGS ofrece una vision integral para predecir rutas de transmision
y evolucién viral.

Tabla1.Técnicas para el diagndstico de fiebre amarilla, ventajas y limitaciones y aplicabilidad.

Técnica Ventajas Limitaciones Aplicabilidad

Serologia (IgM/IgG) Econémica, disponible Reactividad cruzada, baja especificidad Laboratorios de primer nivel
RT-PCR Alta especificidad, rapida confirmacién  Ventana corta de viremia, requiere equipos Laboratorios de referencia

PCR digital Alta sensibilidad, cuantificacién exacta  Costosa, poco disponible Investigacion y referencia
RT-LAMP Répida, portatil, sensible Validacion pendiente, posible ruidodefondo ~ Entornos rurales y campo
CRISPR-dx Especifica, adaptable, formato simple  Adn experimental, necesita amplificacién Diagnostico rapido en campo

NGS/metagendmica  Sin hipétesis previa, andlisis filogenético

Costosa, compleja, lenta

(futuro)

Vigilancia y genémica de brote
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Discusién:

El potencial de las pruebas descritas en la presente revisiéon
para su empleo en el diagnéstico de fiebre amarilla es
promisorio. A la luz de la evidencia presentada queda
pendiente el desarrollar algoritmos diagnésticos integrados
para esta enfermedad. Una propuesta puede incluir realizar
RT-PCR o LAMP inmediato en casos agudos, seguido de
serologia confirmatoria en fase tardia, y emplear NGS en brotes
inexplicados. Sin embargo, se debe evaluar cada metodologia
considerando su variacion en costos, infraestructura y rapidez
(tabla 1). Todas las metodologias son adaptables al diagnéstico
de fiebre amarilla; sin embargo, la RT-PCR exige laboratorio
equipado y reactivos con precios moderadamente elevados,
LAMP/CRISPR busca reducir equipamiento a costa de validar
su precision y NGS demanda inversion alta pero ofrece maximo
nivel informativo. En entornos de alta complejidad, las técnicas
moleculares (RT-PCR, NGS) son viables; en entornos rurales,
pruebas portatiles (LAMP/CRISPR) pueden ser mas practicas.

La transicién hacia tecnologias de diagndstico avanzadas exige
una agenda de investigacion y validacion regional concertada.
los programas de salud publica en la region deben priorizar
el fortalecimiento de la red de laboratorios de referencia. Un
ejemplo paradigmatico de esta integracion exitosa se observé
en Brasil durante el rebrote de 2017 - 2018. En este evento,
la Fundacion Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), el Instituto Evandro
Chagas, la Universidad de Séo Paulo y los laboratorios estatales
de salud publica (LACENs) colaboraron para implementar
protocolos de secuenciacién portatiles con tecnologia de
nanoporos. Esta rapida respuesta permitié el andlisis genémico
de muestras clinicas de pacientes y primates no humanos de
areas forestales afectadas en Minas Gerais, Sdo Paulo y Rio
de Janeiro, demostrando el potencial de las alianzas entre la
academiay la salud publica para la vigilancia genémica en

tiempo real ©”),

Una de las principales limitaciones de esta revisidon es que
no se proporciona un algoritmo diagnéstico detallado que
integre las diversas tecnologias analizadas a la luz de los
datos presentados. Si bien la creacion de dicho algoritmo
no constituyé el objetivo primario de la presente revision, se
reconoce la necesidad de cerrar esta brecha metodoldgica. Se
espera que futuras investigaciones se centren exclusivamente
en desarrollary validar un algoritmo diagnéstico integrado que
combine deteccién molecular precoz seguida de confirmacion
seroldgica o secuenciacion para un panorama integral.

Finalmente, es indispensable incrementar la cobertura de
vacunacién y mejorar la comunicacion del riesgo entre la
poblacion, lo que complementa la labor diagnéstica. La
OPS/OMS subraya la coordinacion entre paises vecinosy la
respuesta rapida frente a reemergencias son fundamentales

frente al incremento de fiebre amarilla 2.

7.Conclusiones

La modernizacion del diagndstico de fiebre amarilla es una
necesidad. Las técnicas moleculares avanzadas ofrecen mayor
sensibilidad, especificidad y velocidad que los métodos
clasicos, lo que puede traducirse en deteccién mas temprana
de casos y mejor caracterizacion de brotes. En América Latina
existe urgencia por actualizar las redes diagndsticas, capacitar
laboratorios regionales en tecnologias moleculares emergentes
y optimizar flujos de trabajo para mejorar la vigilancia
epidemioldgicay responder oportunamente ante incrementos
como lo suscitados en los ultimos afos.
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