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RESUMEN: Introduccion. El virus Zika
provoca complicaciones  neurolégicas
y muerte fetal. Al igual que Dengue, se
asocian a abortos espontaneos. Analizamos
la frecuencia de estos virus en suero y saliva
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de mujeres guerrerenses en edad reproductiva. Metodologia. Se incluyeron 30 mujeres con
reaccion febril. Se extrajo ARN por Trizol y la deteccién molecular por la reaccion en cadena
de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR). Resultados. El 66.7% presento virus
Dengue en suero y saliva. Detectamos el ARN del virus Zika en 63.3% (saliva) y 50% (suero).
Encontramos que més del 50% de las mujeres tuvieron coinfeccion viral. Los sintomas
frecuentes fueron fiebre >38°C, dolor de cabeza, mialgias, artralgias, dolor retro-ocular y
conjuntivitis. Conclusiones. La frecuencia del virus Dengue y Zika por RT-gPCR en suero
y saliva en periodo febril, representa un problema en la salud reproductiva y evidencia a la
saliva como alternativa no invasiva y de facil obtencion para la deteccion oportuna de estos
virus en mujeres en edad fértil.

PALABRAS-CLAVE: Dengue, Zika, Suero, Saliva, qRT-PCR

COMPARATIVE MOLECULAR STUDY OF THE FREQUENCY OF DENGUE AND
ZIKA IN SERUM AND SALIVA OF WOMEN OF REPRODUCTIVE AGE IN THE
STATE OF GUERRERO

ABSTRACT: Introduction. The Zika virus causes neurological complications and fetal death.
Like Dengue, they are associated with spontaneous abortions. We analyzed the frequency
of these viruses in serum and saliva of Guerrero women of reproductive age. Methodology.
30 women with febrile reaction were included. RNA was extracted by Trizol and Real-time
quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR). Results. 66.7% presented Dengue virus in
serum and saliva. We detected Zika virus RNA in 63.3% (saliva) and 50% (serum). We found
that more than 50% of the women had viral coinfection. The frequent symptoms were fever
>38°C, headache, myalgia, arthralgia, retro-ocular pain and conjunctivitis. Conclusions. The
frequency of Dengue and Zika viruses by RT-gPCR in serum and saliva in the febrile period
represents a problem in reproductive health and evidence of saliva as a non-invasive and
easily obtained alternative for the timely detection of these viruses in women of age. fertile.
KEYWORDS: Dengue, Zika, Serum, Saliva, RT-qPCR

INTRODUCCION

Los virus Dengue y Zika son transmitidos por mosquitos Aedes aegypti, ambos
pertenecen a la familia Flaviviridae y género flavivirus (Lindenbach et al., 2007). En México,
en el 2023, se han reportado 44, 257 casos confirmados de Dengue, siendo las mujeres
las mas afectadas (>50%); en el estado de Guerrero, la secretaria de salud reporté 1, 891
de Dengue y la circulacion de los 4 serotipos, donde el serotipo 1 fue el mas frecuente con
320 casos confirmados (Secretaria de Salud, 2023). Se ha evidenciado que el Dengue
grave durante el embarazo se asocia con una alta tasa de sufrimiento fetal, parto por
cesarea, mortalidad materna (Machain-Williams et al., 2018) y abortos espontaneos (Adjei
et al., 2021). Por otra parte, desde la introduccién del virus Zika en las Américas, se le ha
asociado con microcefalia en recién nacidos y sindrome de Guillan-Barré en adultos (Calvet
et al., 2016; Cao-Lormeau et al., 2016). En México se ha reportado la pérdida de audicién
en el 75% de nifios (4.9 + 0.8 meses) expuestos al Zika en el Utero, particularmente entre
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aquellos con microcefalia (Verjan-Carrillo et al., 2021), asi como abortos espontaneos
asociados a este virus (Rivadeneyra-Espinar et al., 2019). En nuestro pais en el 2023 se
registraron 27 casos confirmados de Zika y en el estado de Guerrero no se reportaron
casos de Zika (Secretaria de salud, 2023), sin embargo, en el 2019 se reportd mediante
la prueba de neutralizacion por reduccion de placas (PRNT), la co-circulaciéon de los 4
serotipos de Dengue y casos de Zika en suero de pacientes con enfermedad febril aguda
(Nunez-Avellaneda et al., 2019).

El virus Zika y Dengue producen manifestaciones clinicas similares, por lo que
representa un desafio para el diagnostico médico en las regiones donde circulan ambos
virus; en México, cotidianamente se utiliza la prueba de laboratorio mediante el ensayo
Inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), método que detecta el antigeno viral y con
menor frecuencia la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-
gPCR) (Nunez-Avellaneda et al., 2019). A nivel mundial se utilizan pruebas serologicas; sin
embargo, estas técnicas son menos sensibles para el diagnostico en etapas tempranas
de la enfermedad, por lo tanto, para superar estos problemas cruciales, generalmente se
necesitan enfoques moleculares dirigidos a la deteccion de acidos nucleicos de interés
mediante RT-qPCR (da Conceicéo et al.,, 2023). La recoleccion de muestras de sangre
puede resultar dificil de aplicar a toda una poblaciéon, como recién nacidos, nifios pequefios,
ancianos, hemofilicos y pacientes refractarios, especialmente si sus sintomas y signos
clinicos son moderados. En este contexto, recientemente se ha investigado el posible uso
de muestras no invasivas (saliva) en la deteccion molecular de Zika, que presentan un
mayor nivel de aceptacidn para la recoleccidon (Fraiture et al., 2021). En este sentido, en
este estudio demostramos con éxito la deteccién del ARN viral (RT-gPCR) de Dengue y Zika
en muestras de saliva y suero de mujeres guerrerenses en edad reproductiva. Ademas, el
uso de muestras de saliva ofrecié una ventana de deteccibn mas amplia en comparacion
con el uso de muestras de suero.

METODOLOGIA

Sensibilizacién de la poblacion y toma de muestras

Se divulgd la informacién por medio de tripticos y volantes informativos. Se
incluyeron 30 mujeres residentes del estado de Guerrero con reaccion febril que acudieron
al Laboratorio de Investigacion en Citopatologia e Histoquimica de la Facultad de Ciencias
Quimico-Biolégicas de la UAGro. Las participantes firmaron el consentimiento informado y
se obtuvieron datos sociodemogréficos y clinicos a través de la encuesta. Este proyecto fue
aprobado por el comité de ética de la Universidad Autonoma de Guerrero (No. CB-005/23)
y recibié financiamiento No. 000000000321792 en la convocatoria de infraestructura
CONAHCyT 2022. Para la obtencioén de suero se recomendd ayuno de 8 a 12 horas, no
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fumar ni ingerir medicamentos previos a para la extraccion sanguinea. Se utiliz el sistema
Vacutainer empleando tubos con gel separador, previniendo el intercambio entre el suero
sanguineo y células. En el caso de la saliva se recomendd no haber injerido alimentos o
bebidas salvo agua, no realizar aseo bucal, los labios deben estar libres de maquillaje y
no provocar sangrado de encias previo a la toma de muestra. Para la obtencion de esta
muestra, se estimuld la secrecion de saliva obteniendo un minimo de 3mL en un tubo

estéril. Las muestras fueron transportadas a 4 °C hasta su procesamiento.

Extracciéon de ARN viral y RT-qPCR para Dengue y Zika

EIARN del suero y saliva fue extraido utilizando el reactivo TRIzol (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo a las recomendaciones de la estandarizacion,
a través de cuatro fases, la primera fue la homogenizacion por vortex, seguida de la
separacion de fases, agregando 100 uL de cloroformo; la tercera fue la precipitacion del
ARN, transfiriendo la fase acuosa a un nuevo tubo para posteriormente agregar 250 uL
de alcohol isopropilico, dejandolo incubar por una noche a -20°C vy finalmente la fase de
lavados, resuspension y posterior almacenamiento a -80°C. Los lavados se realizaron
mediante centrifugacion; dos lavados con 500 pL de etanol al 75% en H,O en DEPC y
la resuspension con 45 pL de H,O en DEPC al 0.1%. Se cuantifico el ARN con el equipo
NanoDrop (Thermo Scientific Nano Drop 2000c) y la integridad del ARN se verificé por
electroforesis en un gel de agarosa al 2%. Para la deteccion de los dos arbovirus se utilizé
un kit de Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2X) (No. Catalogo, K0251; Thermofisher),
posteriormente se prepard de manera independiente un mix de PCR para cada arbovirus
que incluy6: 10pL gPCR Master Mix (2X), 0.5 L RT, 0.5 pL Forward primer, 0.5 yL Reverse
primer, 4.5 pyL Agua libre de nucleasas y 4 pyL de ARN en un volumen total de 20 pL.
Los primers degenerados para Dengue fueron: AAGGACTAGAGGTTAKAGGAGACCC
(Den Fw) y GGCGYTCTGTGCCTGGAWTGATG (Den Rw) amplificando la region 3’
UTR; los primers para Zika fueron: AGGATCATAGGTGATGAAGAAAAGT (Zik Fw) vy
CCTGACAACACTAAGATTGGTGC (Zik Rw) para la region NS5 parcial y 3" UTR. Las
condiciones de amplificacién fueron 60 °C por 30 min, seguida de 45 ciclos (95°C por 3
minutos, 95°C por 15 segundos y 60 °C por 60 segundos) para Dengue; mientras que
para Zika fueron 50 °C por 15 min, seguida de 40 ciclos (95°C por 3 minutos, 95°C por 15
segundos y 60 °C por 30 segundos) en el equipo QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System,
96-well, 0.2 mL (Applied Biosystems™ (No. Inventario: 56159). Como controles positivos
se utilizaron muestras de suero conocidas de pacientes positivos a estos arbovirus y como
controles negativos se sustituira el ARN por agua libre de nucleasas. Un resultado positivo
se interpreté cuando se observe una curva amplificacion por arriba de la linea del umbral

de deteccion (C.< 34), de lo contrario el resultado es negativo (C,>34) (Xu et al., 2016).
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Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevdo a cabo mediante el programa STATA v.16.0. Se
obtuvieron frecuencias absolutas, asi como relativas de las variables del estudio, estas
fueron comparadas a través de la prueba exacta de Fisher o X2. Los resultados con valores
de p <0.05 fueron considerados como significativos.

RESULTADOS

En la tabla 1, se muestran los resultados del diagnéstico molecular en muestras
de suero y saliva y las caracteristicas generales de las mujeres en edad reproductiva,
a pesar de que no hubo diferencias significativas, encontrando en este estudio que 22
mujeres (73.3%) de la poblacion fueron positiva a Dengue y 27 (90%) (Figura 1) fueron
positivas a Zika (Figura 2). Cabe sefalar que, de las 30 mujeres estudiadas, 20 (66.7%)
y 15 (50%) tuvieron coinfeccion de ambos virus en suero, mientras que 20 (66.7%) y 19
(63.3%) tuvieron coinfeccién de estos arbovirus en saliva (Tabla 1). Ademas, la mayoria de
las mujeres que fueron positivas a estos virus, refirieron una edad entre los 26 a 35 afos,
las cuales residen en Chilpancingo de los Bravo (regién centro) y Ajuchitlan del Progreso
(region tierra caliente) del estado de Guerrero. Las mujeres positivas a Dengue en suero
(20%) y saliva (15%) habian presentado un aborto; mientras que las mujeres positivas a Zika

en suero y saliva reportaron haber tenido un aborto en un 20% y 10.5%, respectivamente.
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DENGUE ZIKA
POS POS
n=22 (73.3%) n=27 (90%)
SUERO SALIVA SUERO SALIVA
NEG | POS | T NEG | POS | T NEG | POS | T NEG | POS | T
n=10 | n=20 | n=30 1% n=10 | n=20 | n=30 p n=15 | n=15 | n=30 p n=11 | n=19 | n=30 1%
(33.3) | (66.7) | (100) (33.3) | (66.7) | (100) (50) | (50) | (100) (36.7) | (63.3) | (100)
7 7 4 7 4 3 7
15-25 8(30) | 4(20) | 033 5(80) | 2(10) | (53 5 ©6.7) | 30 | (233 (36.4) | (15.8) | (23.3)
12 | 17 } 13 | 17 .l s 17 .| s 12 | 17 .
26-35 560 | 60) | 56.7) | %8 |40 | (65 | (56.7) | 905 | (53.3) | 260 | 567y | 1O | 45.9) | (63.2) | 56.7) | ©%?
36-45 2(20) | 4 (20) | 6 (20) 1(10) | 5(25) | 6 (20) 3(20) | 3(20) | 6 (20) p mm.mv 4(21) | 6 (20)
Acapulco 1100 | o [1@3) 1(100| o [1@3) 167)| 0 |1@3) 10| o [1@3
Chilpancingo | 8 (80) | 7 (35) mwv 7(70) | 8 (40) %v 6 (40) | 9 (60) mwv a,w.@ A »w.: mwv
Ajuchitian 1(10) | 9 (45) a%é 0.03* | 1(10) | 9 (45) a%é 0.03* Amm.e 6 (40) a%e 0.16* :w.mv A #w.: a%é 0.45*
Quechultenango | 0 | 1(5) | 1(3.3) 1(100| o |13 167)| o |13 0 163|133
Zumpango 0o |3(15) | 310 o |3(@5) | 3(10) 30| o |3(10) 1(9.1) :m.mv 3(10)
16 | 25 17 | 25 13 | 12 | 25 8 17 | 25
No 9 (90) 8 (80)
(80) aw.s oo (85) ams o aw.d (80) aw.s o QMJ awmv aws 00
Si 1(10) | 4(20) | (157 2(20) | 3(15) | (16.7) 13.3) | 30 | (16.7) ©@7.3) | (105) | (16.7)

Abreviaturas: NEG: Negativo; POS: Positivo; T: Total; Prueba exacta de Fisher*.

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacién y el diagnéstico molecular del Dengue y Zika en suero y saliva.
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Figura 1. Curvas de amplificacion del virus Dengue por RT-qPCR. En la figura se observa la
positividad al DENV (region 3"UTR) en muestras de suero y saliva. Positivo (Ct< 34), negativo (Ct>34).

Amplification Plot

ARn

B NS5

Figura 2. Curvas de amplificacion del virus Zika por RT-qPCR. En la figura se observa la positividad
al ZIKV (region NS5 parcial y 3UTR) en muestras de suero y saliva. Positivo (Ct< 34), negativo (Ct>34).

También encontramos el genoma de ambos virus, en los dos fluidos en los
primeros 7 dias, mas frecuentemente. Es importante destacar que ambos virus pueden ser
detectados en suero y saliva méas de 14 dias después del inicio de los sintomas (Tabla 2).
Con respecto a los signos y sintomas de las pacientes que fueron positivas a Dengue y
Zika observamos que la mayoria presenté fiebre >38 °C, la cual duré de 1-3 dias (p=0.03);
también se observo dolor de cabeza, mialgias, artralgias (manos, pies, tobillos, cadera y
espalda) (p=0.04), dolor retro-orbital, conjuntivitis, asi como nauseas (Tabla 2).
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DENGUE

SALIVA

SALIVA

No 2(20) | 6(30) | (287
18dias  [660) | & | ok
asdias |20 | & | 3

1(5)

10
(100)

19
(95)

1-7dias | 7(70) | &5 | 63 660) | &2 | @53 @7 | @) | @59 @18 | (526) | (65.9)
8—1adias | 3(30) | 5(25) | pof7) | 0.7 | 4(40) | 4(20) | o8, | 082 | 6(40) | (153 | (267) | 016" | (152 | (3V6) | (267)
>14 dias o |3(5) | 3(10) o |3(5) | 3(10) 153 | 167 ] 3(10) 0 | 12g| 300
No 2(20) | 630) | (287 06" 1(10) | 739 | (287 - @67) | 287) | 287) o (@79 | 263 | 287)

Si 860 | 70) | (39) 200 | &3 | 39 789 | (7h) | (33) @27 | @ | B

1 7 8 4 4 8 3 5 8
(10) | @5) | (@6.7) (26.7) | (267) | (26.7) 27.3) | 263) | (26.7)
053 | (G0 | (69 | 658 | ©93" | (s53) | (759) | (65) | 03" | (s45) | (6b4) | (659)
3 0 3 3 0 3 2 1 3
(30) (10) (20) (10) (182) | (53) | (10)
o |16 |13 167 o |13 0 [163)]1@33
10 1 10 | 19 29 | 10| 44 | 15 29 | 107 | 14 18 29
(100) | (95) | (96.7) (93.3) | (100) | (96.7) (100) | (947) | (96.7)
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No

(75)

Si

No :4%9 Ammv 6,%3
Si o | 166 |1@33
No 8 (80) Ammv 21 (70)
Si 2(20) | 7(35) | 9(30)

1.0

0.14*

1or | 260 :m%s awm.wd
1000 o |1@33
8 (80) A%V 21 (70)
0.68"
2(20) | 7(35) | 9(30)

0.69*

0.14*

0.33*

0.68*

No 0o |200) |27 0o |200) |27 0 :w.mv 2(6.7) 0 :%.mv 2(6.7)
0.54* 0.54* 0.48*

Si :4%9 Amwv Gwm.ws :4%9 Ammv awm.ws :4%3 a%d awws :we a%g awm.ws

No 2(20) | 9 (45) amu - 2(20) | 9 (45) aw.d - 6 (40) aw.s aw.d o Amwmv 8 (42) aﬁd
) 11 1 . 11 1 . 1 1 . 11 1

Si 8(80) | (s5) a%mv 8(80) | (55 a%s 9 (60) a%a a%s de (58) 6%9
2 4 2 2 2 4 2

No 7(70) A%v a%d 6 (60) me a%d Amov aﬁms a%d ame Qw.d a%d

0.25*

5
(45.4)

10 (91)

1.0*

1(9)

14 15 29 11 18 29
(93:3) | (100) | (96.7) | 4o | (100) | (94.7) | (967)
167] o |13 0 [163)]1@33)

8 13 9 12
(53.3) | (86.7) |21 (70) o LBT9 | €32 21(70)
47 | 153 | 9@ (152 | 3ds) | @0

Titulo livro

Capitulo 4

0.52*

0.47*

0.28*~

0.63*

1.0*

0.42*

44



0.46*

1.0*

0.91*

0.04*

No 3(30) | 8(40) awd o 3(30) | 8(40) aw.d o 3%.3 Amm.d aw.d . ﬁw@ ﬁw.: aﬁd
Si 700 | (&) | @bo) 700 | (&) | o) (553) | (75) | (659) (757) | 57'9) | (65%9)
No 3(30) | 5(25) Am%d . 3(30) | 5(25) ﬁw.d . ﬁma ﬁmd Am%d o Amwmv Am%s Ammd
. ’ . ' 14 22
Si 7(70) mwv wav 7(70) mmv wav Q%Q Qwe wav de (73.7) | (73.3)
No 4 (40) | 10(50) SN,J o 4 (40) mmv 3%3 o 6 (40) am.s 3%3 . Swe xwe 3%3
Si 6 (60) A%v a%mv 6 (60) A%V a%s 9 (60) ﬁm.d a%e ammv a%s a%s
No 6(60) | 7(35) Sm.ws 6(60) | 7 (35) im.w@ a%mv a%.s ﬁmwy Emwe xw.: &wy
Cuello o | 18 a.ws o | 16 a.wwv 167)| 0 a.we 0 |13 a.ws
Cadera 0 |3@15) | 3(10) 1(10) | 2(10) | 3 (10) 1(6.7) :m.s 3(10) a.we :m.e 3(10)
Espalda 2(20) | 4 (20) | 6 (20) 1(10) | 5(25) | 6(20) ﬁm.d :w@ 6 (20) 0 amg 6 (20)
Rodilla 1(100| o a.ws 0.56* | 1(10) | © a.ws 06| 0 [1(6.7 a.ws 0.41* 6.409 0 a.wwv
Cuelloyespalda | 0 | 1(5) a.ws o | 165 a.ws 0o |17 a.we a.mov 0 a.ws
1 1 1
ey 0o |16 a.wmv 0o |16 a.ws 0 |167)| (333 ©09) | 9 | (3393
Piernasybrazos | 0 | 1(5) a.we 0o | 15 a.ws 167 o a.wmv G.me 0 a.wwv
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Piernas 2 2
umaoa__w 0 |[2(10) |27 0 |[2(10)]|2(.7) 152 | 0 [267 0 (165) | 2(67)
Rodillas y coxis | 1(10) | 0 | 3hg 10100 | 0 | (353 167)| 0 | 3k ©09) | © | 3k
16 16 11 5 16 4 11 16
No 7(70) | 9(45) | (5332) 7(70) | 9(45) | (53.32) (73.2) | (33.3) | (53.32) (45.44) | (57.8) | (53.32)
Diarrea 1(10) | 1(5) | 2(6.7) 1(10) | 1(5) | 2(6.7) 0 :wm.e 2(6.7) G.Aos 1(5.3) | 2(6.7)
, 4 4 4 1 3 4
Nauseas 0 [4CO ] (133 0 [4CO ] (133 167320 | (133 (9.09) | (15.7) | (13.3)
Dolor abdominal | 0 | 1(5) | (353 10100 | 0 | (353 167)| 0 | 3k 0 |13 353
Dolor de 1 * 1 * 1 . 1 *
estomago 0 1) | (3.33) | 063 0 1) | (333 | 063 0 |1(67)| (333 |006 0 1(53)| (333 | 04
Presion baja 0 | 16) | 3k3 0 | 16) | 3bg 167 0 | (35 0 [163)| 35
Cansancio 1 1 1 1 1
nausoas 0 | 10 | (333 0 | 10) | (333 0 |1(67)| (333 ©09) | 9 | (3393
Nauseas 1 1 1 1
vomio | 100) | 0 | (333 0 | 10 | (333 1671 0 | (333 0 |13 (3.33)
Diarrea 1 1 1 1 1
nauseas 0 | 10 | (333 0 | 10 | (333 0 [167)| (333 ©@.09) | 0 | (333
Dﬁo_oﬂ de 5 5
estomago,
Q_m:mm©< 1(10) | 1(5) | 2(6.7) 1(10) | 1(5) | 2(6.7) 0 (153) | 267) (16.2) 0 |2(6.7)
nauseas
Abreviaturas: NEG: Negativo; POS: Positivo; T: Total; Prueba exacta de Fisher* Prueba de Chi?**.
Tabla 2. Relacién del cuadro clinico de la poblacion con el diagnéstico molecular del Dengue y Zika en suero y saliva.
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Por otro lado, analizamos algunos factores de riesgo importantes en la poblacion
positiva a estos arbovirus y observamos que mas del 80% vive cerca de lotes baldios,
tienen contenedores de agua (>90%), la cual almacenan por mas de 5 dias y no la tapan.
También encontramos que las pacientes no usan mosquiteros, pabellones y repelentes
comerciales. Es importante mencionar que la mayoria de la poblacion mencioné usar abate
en sus pilas de agua (63.3%), pero no fumigan sus hogares (>70%) (Datos no mostrados).
No se encontré relacion entre los factores de riesgo y la positividad a estos virus.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El estado de Guerrero tiene el segundo indice de pobreza mas alto a nivel nacional
(69.7%), lo que coloca a la entidad entre las de mayor disparidad de acceso a la salud. Se
sabe que las mujeres son mas propensas a ser afectadas por las condiciones del entorno,
situacion que repercute de manera importante en su salud (Coneval, 2018). Datos recientes
indican que existe un interés creciente por los arbovirus desde la perspectiva de la salud
reproductiva, tras la introduccion del Zika en América y su posterior circulacion endémica
(Blitvich et al., 2020). Mientras que el virus Dengue es el flavivirus més importante desde el
punto de vista médico y epidemiolégico debido a que se han reportado méas de 390 millones
de infecciones al afo a nivel mundial por alguno de sus serotipos (1-4) (Bhatt et al., 2013).
En el presente estudio encontramos que el 73.3% y 90% de la poblacion fueron positivas a
Dengue y Zika, respectivamente. Hasta donde sabemos, el presente estudio, es el primero
que evalla a ambos virus en una poblacién de mujeres en edad reproductiva y el primero
en reportar una coinfeccion de ambos virus en mas del 50% de la poblacion en ambas
muestras. Las pacientes positivas tenian una edad entre 26-35 afos, las cuales eran de
la regién centro y tierra caliente del estado donde ya se han reportado casos de al menos
Dengue, pero no de Zika (Secretaria de Salud, 2023); estos datos sugieren que, debido a
la falta de pruebas de deteccidbn moleculares, hay un subregistro del virus Zika en el estado,
lo cual ya sido reportado previamente por nuestro grupo de trabajo (Nufez-Avellaneda et
al., 2019).

Por otra parte, las mujeres positivas a estos virus habian presentado abortos
espontaneos. Se ha reportado que el virus Zika se asocia a abortos espontaneos
(Rivadeneyra-Espinar et al., 2019) y datos recientes indican que el virus Dengue también
podria asociarse con abortos (Adjei et al., 2021). Sin embargo, una limitante de este trabajo
es que no se tiene la fecha exacta en la que se dieron los abortos y si esas mujeres fueron
diagnosticadas con estos virus en ese momento.

La mayoria de los analisis suelen ser realizados por laboratorios de diagnostico
utilizando muestras de suero; sin embargo, la recoleccibn de muestras de suero no
representa la estrategia mas sencilla para una implementacion masiva porque requiere
infraestructura médica y equipos de salud (Fraiture et al., 2021). Por lo que se esta
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evaluando el uso de muestras no invasivas como la saliva. En este estudio encontramos
que el ARN del virus Dengue se detectd en el 66.7% de las muestras de saliva y suero;
mientras que el virus Zika se detect6 en el 63.3% en saliva y 50% en suero. Es importante
resaltar que ambos virus se detectaron mas frecuentemente en los primeros 7 dias de
la infeccion, que hasta donde se sabe, son los dias ideales para la detecciébn molecular,
debido a la alta carga viral (da Conceigéo et al., 2023). Interesantemente, encontramos
ARN de Zika y Dengue en suero en una mujer (3.3%) en el dia 22 posterior al inicio de los
sintomas y al dia 23 en una mujer (3.3%) en una muestra de saliva. En este sentido, en
un estudio se detect6 el ARN de Dengue en saliva y orina >14 dias después del inicio de
sintomas (Mizuno et al., 2007).

No existen evidencias de deteccion de virus Zika en suero en este grupo de mujeres
por RT-gPCR, solo se han detectado anticuerpos IgM contra Zika en embarazadas de
Kenia (Osoro et al., 2022) y en liquido amniético a través de RT-gPCR y secuenciacion
metagenomica viral de nueva generacion en mujeres embarazadas de Brasil, lo cual refuerza
la posible asociacion entre este virus y los casos de microcefalia en neonatos en Brasil,
ya que el virus atraviesa la barrera placentaria (Calvet et al., 2016). Interesantemente, no
hay evidencias en la literatura sobre la deteccion de estos virus en saliva en este grupo de
mujeres, no obstante, la utilidad de este fluido en la deteccidn de virus Zika recientemente
ha sido reportada en 18 de 22 pacientes de Nueva Caledonia y Guayana Francesa (Fraiture
et al,, 2021); lo que sugiere la capacidad potencial de las muestras no invasivas para
abarcar un mayor nimero de casos infectados que las muestras invasivas (Humaidi et
al., 2021). Por otra parte, los signos y sintomas de las pacientes que fueron positivas
a estos virus fueron fiebre >38 °C de 1-3 dias de duracién, dolor de cabeza, mialgias,
dolor retro-orbital, artralgias (manos, pies, tobillos, cadera y espalda) y nauseas. No hubo
diferencias significativas entre la sintomatologia referida por las mujeres y el diagnéstico
viral, no obstante, estos sintomas se han reportado en otros estudios asociados a estos
virus (Machain-Williams et al., 2018; Fraiture et al., 2021; Adjei et al., 2021). Lo cual nos
muestra la complejidad en el diagnostico clinico médico y nos alienta a realizar el diagnostico
molecular para ofrecer un mejor diagnéstico diferencial, mejorar los tratamientos, evidenciar
coinfecciones y la co-circulacién.

Finalmente, a pesar de no encontrar diferencias significativas entre las variables
de riesgo y la frecuencia de Dengue, Zika y a la coinfeccion viral en mujeres en edad
reproductiva; algunos de estos factores de riesgo ya han sido relacionados con la
propagacion del mosquito Aedes Aegypti en Cuba (Bandera et al., 2017). En nuestro
estado, la region del centro y tierra caliente poseen condiciones de humedad y temperatura
hacen que se acelere el ciclo de reproduccién del vector, eclosionando mas rapido las
larvas y el desarrollo de las pupas y posterior crecimiento a mosquitos adultos y por lo tanto
aumentando la circulacion del vector (Eiman et al., 2016).
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En conclusion, los resultados demuestran la alta frecuencia de deteccion del ARN
viral del Zika (63.3%) y Dengue (66.7%); asi como la coinfecciébn de ambos virus (>50%)
en una fase temprana en muestras de saliva comparada con suero de mujeres en edad
reproductiva con sintomatologia clinica, lo que representa un problema de salud publica en
este grupo de edad y evidencia a la saliva como una muestra bioldgica no invasiva, de facil
coleccion y que puede usarse como una alternativa para la deteccién molecular de estos
virus; ademas puede ser relevante para la busqueda de otras infecciones viricas como la
causada por virus Chikungunya, por lo que es indispensable incrementar el tamafio de la
muestra para seguir explorando esta propuesta y factores de riesgo asociados, en adicion,
se demuestra la necesidad de seguir fomentando el diagnéstico molecular oportuno de
estos virus en las mujeres en edad fértil y con reaccion febril, para el seguimiento de los
casos y la vigilancia de los brotes.
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