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1 . INTRODUCCION

Los virus transmitidos por artrépodos (arbovirus) incluyen mas de 500 especies, de las que mas de 100
pueden afectar al ser humano. Se transmiten fundamentalmente a través de la picadura o mordedura de
mosquitos, flebétomos y garrapatas infectados, estan ampliamente distribuidos en el mundo y se estima
que causan cientos de millones de infecciones en el hombre cada afio. Poseen un claro potencial emer-
gente, pudiéndose introducir en zonas hasta entonces libres de la enfermedad y dar lugar a brotes epidé-
micos explosivos y establecerse de forma endémica si se encuentran las condiciones necesarias para su
transmision. Representan una preocupacion creciente de salud publica en Europa, donde en los ultimos
afios se ha podido observar brotes o casos aislados de transmision autéctona de chikungunya, dengue
o Zika. La transmision local de estos virus se produce fundamentalmente a través de viajeros infectados
provenientes de zonas endémicas que son picados por mosquitos locales, los cuales pueden infectarse y
transmitir la infeccion a otras personas que no han viajado a una zona endémica. En Espafa se ha detec-
tado transmision vectorial de dengue en 2018 y 2019.

Los arbovirus comparten el mecanismo de transmisién vectorial, pero las especies de virus de este grupo
pueden ser muy diferentes en cuanto a taxonomia, distribucion geografica o cuadro clinico que ocasionan.
En esta edicion de Procedimientos en Microbiologia Clinica de la SEIMC, nos centramos en las principales
arbovirosis importadas y autéctonas que pueden requerir diagnoéstico en los laboratorios de Microbiologia
espanoles. Este procedimiento actualiza la informacion recogida en el procedimiento 47 “Diagndstico mi-
crobioldgico de arbovirosis y robovirosis emergentes” publicado en 2013.

Los pilares diagndsticos de las arbovirosis son, como para muchos otros virus, las pruebas de deteccion
directa (fundamentalmente basadas en amplificacion de acidos nucleicos) y las pruebas de deteccién
de anticuerpos. En lineas generales, las pruebas de deteccion del virus proporcionan un diagnoéstico de
confirmacion, pero sélo son rentables durante unos dias de la fase aguda de la enfermedad. Las prue-
bas seroldgicas, por el contrario, pueden realizarse en periodos de tiempo mas prolongados, pero deben
interpretarse con cautela debido a la posibilidad de reacciones cruzadas con anticuerpos frente a otros
arbovirus. La muestra clinica por excelencia para el diagndstico de arbovirosis es el suero, donde pueden
detectarse tanto el genoma del virus como anticuerpos contra el mismo. Otras muestras como sangre
total, orina, liquido cefalorraquideo (en cuadros neuroldgicos) son también utilizadas. Las muestras clini-
cas deberan mantenerse congeladas a -80°C para preservar el ARN del virus, siempre que el diagnoéstico
molecular vaya a demorarse en el tiempo.

La mayoria de las arbovirosis son enfermedades de declaracion obligatoria, debido a las implicaciones en
salud publica que conlleva su diagnostico. Dada la presencia en Espana de Aedes albopictus (mosquito
tigre) y en menor medida Aedes japonicus, potenciales vectores para dengue, chikungunya o Zika, estas
infecciones de deben notificar para una apropiada monitorizacién de los casos importados asi como para
dirigir labores de control entomoldgico que puedan derivarse de estos diagndsticos. En el caso de detec-
cion de casos autoctonos de arbovirosis no endémicas en nuestro pais la notificacion, ademas de obliga-
toria, es urgente. La deteccidn de virus presentes en la peninsula Ibérica pero que actualmente circulan
a un bajo nivel como el virus del Nilo Occidental (West Nile) es igualmente importante para la temprana
deteccion de posibles brotes. El virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo, cuya presencia se ha
descrito en Esparia en los ultimos anos, es también motivo de singular preocupaciéon en salud publica. La
sospecha clinica de infeccidn por este virus, clasificado en el maximo nivel de bioseguridad (nivel 4), debe
notificarse y su diagnéstico confirmarse por el Centro Nacional de Microbiologia del Instituto de Salud Car-
los Il (Majadahonda, Madrid). En general, para establecer el diagndstico de arbovirosis en un laboratorio
de Microbiologia, es necesario un conocimiento especifico de estos virus, disponer de métodos diagnoés-
ticos frente a varios agentes (ya que los sintomas son a menudo inespecificos), contar con una adecuada
validacién de los ensayos, y el soporte, al menos inicialmente, de centros especializados con experiencia
en estos patdégenos. Los arbovirus son generalmente clasificados como agentes bioldgicos de riesgo, por
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lo que su cultivo debe realizarse en condiciones de bioseguridad de nivel 3 para la mayoria de los agentes.
Esperamos que este procedimiento ofrezca guias generales para el diagndstico de arbovirus, informacion
util sobre el tipo de muestra y el tipo de técnica a utilizar en funcion de los dias transcurridos desde el inicio
de los sintomas, y contribuya en definitiva a aumentar la sospecha y diagndstico en nuestro pais de estas
infecciones que globalmente se consideran infradiagnosticadas.

2.VIRUS DENGUE
2.1

El virus dengue pertenece al género Flavivirus (familia Flaviviridae). El genoma del virus esta formado por una
hebra de ARN de polaridad positiva de alrededor de 10.700 bases que codifica para a una poliproteina la cual
es procesada en tres proteinas estructurales (C, My E) y en siete proteinas no estructurales (NS) segun el
siguiente orden gendmico : 5’-CprM (M)-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3'.

La infecciéon por virus dengue esta causada por cuatro serotipos del virus (dengue-1, 2, 3 y 4) los cuales indu-
cen inmunidad de larga duracion contra el mismo serotipo pero no protegen frente a infecciones por otros sero-
tipos. Los serotipos del virus se dividen a su vez en distintos genotipos, de los que se han descrito mas de 20.

El dengue se transmite por la picadura de hembras de mosquito del género Aedes infectadas, estableciéndo-
se un ciclo urbano entre el ser humano y el vector que mantiene la circulacion del virus y representa un gran
problema de salud publica mundial. El virus es transmitido fundamentalmente por dos especies de mosquitos:
Aedes aegypti (el vector principal a nivel mundial) y el Aedes albopictus (mosquito tigre).

2.2.

El dengue esta ampliamente distribuido en zonas tropicales y subtropicales de todo el mundo, afectando a mas
de 120 paises, de tal forma que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor de la mitad
de la poblacién mundial vive en zonas con riesgo de contraer la enfermedad. Es probablemente la enfermedad
transmitida por vectores que mas rapido ha aumentado en las ultimas décadas y algunos modelos estiman
que globalmente podrian producirse cerca de 400 millones de nuevos casos de dengue cada afo. El dengue
es una enfermedad re-emergente que se expande a nuevos territorios y en la que distintos serotipos del virus
se introducen o circulan simultdneamente en zonas endémicas. Representa un riesgo de salud publica para
territorios no endémicos pero en los que estan presentes mosquitos del género Aedes como ocurre en diversos
paises de la region Europea. En los ultimos afios, se han descrito casos de dengue de transmision autdctona
(por mosquitos tigre locales) en paises como Francia o Espafia.

El dengue es endémico en 5 de las 6 regiones de la OMS (exceptuando la regién europea): Africa, Mediterra-
neo Oriental, Asia Sudoriental, América y el Pacifico Occidental. Las regiones mas afectadas por la enferme-
dad son América, Asia Sudoriental y el Pacifico Occidental. Nuestro conocimiento de la distribucion y carga de
enfermedad por dengue en Africa es limitado.

2.3.

El periodo de incubacion desde la infeccidon hasta la aparicién de los sintomas generalmente dura entre 4 y
10 dias. El espectro clinico de la infeccion por dengue es muy amplio. Las infecciones asintomaticas se con-
sideran muy frecuentes, pudiendo representar mas de la mitad de los casos. El cuadro de “fiebre clasica por
dengue” incluye un sindrome febril agudo acompanado de uno o varios sintomas inespecificos tales como
cefalea intensa, dolor retro-ocular, mialgias y artralgias. Los sintomas gastrointestinales son frecuentes, e
incluyen nauseas y vomitos, dolor abdominal, diarrea, percepcion distorsionada del sabor de los alimentos
(disgeusia) o anorexia. No es infrecuente la aparicion de un exantema que predomina en tronco y se extien-
de a las extremidades. En la analitica sanguinea se observa tipicamente leucopenia, y la trombocitopenia

es también frecuente.
)
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Los cuadros de dengue se clasifican a nivel clinico en 1) dengue con/sin sintomas de alarma y 2) dengue
severo. El dengue es una enfermedad dinamica que clasicamente se divide en tres fases: febril, critica
y de recuperacion. Durante la fase critica, que dura uno o dos dias desde la defervescencia de la fiebre
pueden aparecer los denominados signos de alarma, que pueden indicar la progresion a dengue severo:
dolor abdominal intenso y continuo, vémitos frecuentes, somnolencia y/o agitacion, sangrado de mucosas,
acumulacion de liquido (ascitis, derrame pleural) o hepatomegalia >2 cm. El dengue severo se caracteriza
por extravasacion importante de plasma, sangrado intenso y fallo organico. Puede ser mortal sin un ade-
cuado manejo clinico en el que es fundamental mantener el equilibrio hidroelectrolitico. No existen en la
actualidad farmacos antiviricos disponibles especificos frente al dengue. La probabilidad de sufrir un den-
gue severo es mayor en los casos de dengue secundario que en los primeros episodios de dengue. Existe
una vacuna contra los cuatro serotipos de dengue, que ya ha sido aprobada en algunos paises, aunque
no estaria indicada en nifios menores de 9 afnos de edad por posibles problemas de seguridad, y estaria
indicada especialmente en personas con evidencia seroldgica de haber pasado la infeccidn previamente
por alguno de los serotipos del virus

24.

El diagnodstico de laboratorio de la infeccidn por virus dengue, al igual que el diagnéstico de otras infeccio-
nes por arbovirus, se basa en pruebas de diagndstico directo y en pruebas de diagndstico indirecto. Las
pruebas de diagndstico directo son ensayos para detectar el virus e incluyen el aislamiento del virus, la
deteccion de antigeno NS1 y la deteccion del genoma del virus. Las pruebas de diagndstico indirecto se
basan en la deteccion de anticuerpos sintetizados contra el virus e incluyen la deteccion de anticuerpos
IgM, la deteccion de anticuerpos IgG y la deteccion de anticuerpos neutralizantes. Ademas, hay disponi-
bles pruebas rapidas para el despistaje de infeccion por dengue, aunque el rendimiento de estas pruebas
es inferior al de los ensayos de referencia.

En general se considera que el diagndstico directo ofrece una mayor confianza en el diagnéstico (la de-
tecciodn del virus proporciona un diagnéstico confirmado de infeccidn por dengue) pero su oportunidad es
menor, en el sentido de que debe realizarse en la fase aguda de la enfermedad, cuando el virus circula
en la sangre del paciente. Por el contrario, el diagndstico indirecto (deteccién de anticuerpos contra el
virus) puede realizarse en un periodo de tiempo mucho mas prolongado, pero ofrece una confianza en el
diagnoéstico menor, debido a las posibles reacciones cruzadas entre anticuerpos contra otros Flavivirus
antigénicamente relacionados.

2.4.1. Diagnéstico directo

El aislamiento de virus dengue en cultivo celular es posible a partir de muestras de sangre o suero, inocu-
landolas en cultivos celulares utilizando la linea celular Vero (que deriva de rindn de mono verde africano)
o la linea celular C6/C36 (células de mosquito A. albopictus). Como en el cultivo celular para aislar otros
virus, el método se basa en la monitorizacién del cultivo y la observacién de un efecto citopatico (que no
es especifico del virus dengue), que indica crecimiento del virus. El aislamiento del virus no es un método
de eleccion para el diagndstico de dengue en la mayoria de laboratorios ya que es laborioso, tarda dias
en ofrecer resultados, precisa de un laboratorio de bioseguridad de nivel 3 (P3) y no es mas sensible que
otros métodos de deteccion directa como los ensayos moleculares. Por todo ello, el aislamiento de den-
gue en cultivo celular suele utilizarse generalmente solo en centros especializados, centros de referencia
0 que posean buena experiencia en el método o para estudios de investigacién. El aislamiento del virus,
sin embargo, permite confirmar la deteccidn de virus infeccioso y obtener cepas de dengue que puedan
ser estudiadas posteriormente para su caracterizacion. El cultivo ofrece su mayor rendimiento cuando se
realiza en muestras obtenidas en los primeros dias de la enfermedad (fase aguda virémica).

Las pruebas de detecciéon molecular del genoma del virus representan actualmente las pruebas de refe-
rencia en cuanto a deteccion directa de dengue. Como para cualquier otro virus, existen diferentes posibili-
dades generalmente basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR).

Y
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Aunque pueden utilizarse protocolos de RT-PCR en tiempo final, los ensayos de RT-PCR en tiempo real
utilizando sondas fluorescentes son de eleccidon debido a su rapidez y sensibilidad. Existe una variedad de
meétodos de RT-PCR tanto “caseros” (in-house) como comerciales para el diagndéstico de dengue. En general,
es recomendable no sdélo una revision de la literatura previa a la implementacién de un método sino también
la validacion del mismo con controles de calidad y el consejo de centros especializados de referencia a la
hora de elegir un protocolo determinado. Ademas, dada la variabilidad genética del virus dengue, es posible
la aparicion de cepas circulantes que no sean detectadas con un método molecular establecido, por lo que se
recomienda la vigilancia del rendimiento de los mismos. Un rendimiento subdptimo de un método molecular
puede detectarse, por ejemplo, ante amplificacion débil o ausencia de amplificacidon en los primeros dias de
la enfermedad (cuando la carga viral es elevada) en casos de dengue confirmados serolégicamente o por
deteccion de antigeno. Otros ensayos de deteccion molecular como las amplificaciones isotérmicas (LAMP
o RPA) o los métodos basados en secuenciacion (tipo Sanger o de nueva generacion) son también posibles
pero menos utilizados en la rutina diagndstica. La caracterizacion molecular a nivel de serotipo del virus, ge-
notipo o cepa circulante generalmente se utiliza con fines epidemioldgicos mas que diagnosticos.

La deteccion de antigeno NS1 es también una herramienta util dentro del diagnéstico directo de la
infeccion por dengue. Esta proteina no estructural del virus es una glicoproteina que es liberada de las
células infectadas y circula en el torrente circulatorio del paciente durante la fase inicial de la enfermedad.
Su sensibilidad suele ser inferior para las infecciones por dengue serotipo 2 y para los casos de infeccién
secundaria, por lo que un resultado negativo no excluye la enfermedad. En general, la deteccién de anti-
geno no suele ofrecer una mayor sensibilidad que los métodos de RT-PCR. Hay disponibles tests rapidos
de deteccion de NS1 que son menos sensibles que los métodos de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) pero que pueden ser Utiles en determinadas circunstancias.

2.4.2. Diagnéstico indirecto

Como en la mayoria de infecciones viricas, la deteccion de anticuerpos de tipo IgM contra el virus precede
a la aparicién de anticuerpos de clase IgG. La deteccién de anticuerpos contra el virus puede realizarse
por varios métodos incluyendo (ELISA), quimioluminiscencia (CLIA) e inmunofluorescencia (IFl). En ge-
neral, los métodos de ELISA o CLIA son preferibles a la inmunofluorescencia en términos de sensibilidad
y especificidad. Sin embargo, como ya se ha comentado, la exposicion previa a otros Flavivirus (infeccion
0 vacunacion) puede dar reacciones cruzadas en los ensayos serologicos. Dado que en algunas zonas
endémicas para dengue otros Flavivirus también pueden circular (i.e. fiebre amarilla, West Nile, encefalitis
japonesa, Zika) los resultados de las pruebas serologicas en ausencia de pruebas de deteccion directa
positivas para dengue se han de interpretar con cautela.

Los ensayos de neutralizacion se consideran las pruebas serolégicas mas especificas para infecciones
por flavivirus. Los anticuerpos neutralizantes no solamente reconocen epitopos de proteinas virales, sino
que son funcionales en el sentido de que bloquean la infeccién del virus. Sin embargo, son ensayos la-
boriosos, precisan de cultivo celular y virus (y por tanto de los mismos requerimientos de bioseguridad
que el aislamiento del virus) y s6lo estan disponibles en laboratorios especializados. Ademas, también
han demostrado que pueden presentar reacciones cruzadas con anticuerpos contra otros flavivirus, por
lo que claramente no son pruebas de eleccion para el diagndstico serolégico de rutina de las infecciones
por dengue.

2.4.3. Cinética de los marcadores de infeccion y aplicabilidad de las técnicas diagnésticas a las
muestras clinicas

Dada la frecuencia de la enfermedad, es recomendable descartar la infeccion por dengue en los viajeros
afectados de un sindrome febril compatible provenientes de areas tropicales y subtropicales. Como ade-
mas los sintomas son inespecificos, es conveniente descartar otras arbovirosis como chikungunya o Zika
que puedan circular en la misma area geografica.

Y
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El patron de marcadores de infeccion por dengue varia en funcién de si se trata de un primer episodio de
dengue (dengue primario, la primera vez que un paciente contrae el dengue) o si se trata de un caso de
dengue en un paciente que ya ha tenido la enfermedad con anterioridad (dengue secundario). Los casos
de dengue secundario ocurren por un serotipo diferente al del primer episodio, pudiendo una persona su-
frir hasta cuatro episodios de dengue (uno por cada serotipo) a lo largo de su vida.

2.4.3.1. Dengue primario

En la fase aguda de la enfermedad, el virus circula en la sangre del paciente y es por tanto el periodo
de eleccion para las pruebas de diagnéstico directo. Esta fase virémica generalmente dura alrededor de
una semana. En esta fase el virus se puede detectar por RT-PCR (sobre todo en los primeros cinco dias
del cuadro). El antigeno NS1 también puede detectarse en esta fase (aunque es menos sensible que la
RT-PCR) y en algunos casos puede ser positivo algunos dias después de la negativizacion de la RT-PCR.

Los anticuerpos IgM aparecen rapidamente, pueden ser positivos desde el tercer o cuarto dia tras el
inicio de la enfermedad y por lo general son positivos en todos los casos una semana después del inicio
del cuadro. Los anticuerpos IgG pueden empezar a detectarse al final de la primera semana del cuadro y
suelen ser positivos en todos los casos a los 15 dias del inicio de los sintomas. En la figura 1 se recogen
las pruebas diagndsticas indicadas en los respectivos tipos de muestra en relacién al tiempo transcurrido
desde el inicio de los sintomas. En la tabla 1 se recogen los criterios de laboratorio para clasificar los casos
de dengue como confirmados o probables. En la fase aguda de la enfermedad siempre debera intentarse
detectar la infeccién por RT-PCR o antigeno NS1 para obtener un diagnostico de confirmacion. La detec-
cion de anticuerpos IgM se suele indicar a partir del cuarto dia de la enfermedad. Cuando los anticuerpos
comienzan a ser positivos, la probabilidad de que la RT-PCR sea positiva es menor. Si sélo se obtiene un
resultado de IgM positivo ésto se considera un caso probable y se deben repetir las determinaciones en
una muestra posterior para valorar seroconversion en la IgG. En estos casos de diagndstico puramente
serolégico, se deberian excluir las posibles infecciones por otros posibles Flavivirus que puedan presentar
reacciones cruzadas.

2.4.3.2. Dengue secundario

En los casos de dengue secundario el patron de marcadores de la infeccion muestra algunas diferencias
con respecto a la infeccién primaria. La fase virémica es similar, pudiéndose detectar el virus por RT-PCR.
También puede detectarse el antigeno NS1, pero la sensibilidad de esta prueba es menor en casos secun-
darios, probablemente por la formacion de inmunocomplejos entre el antigeno y anticuerpos preexistentes
de la primera infeccidn por dengue.

Existen IgG previas (sintetizadas contra el serotipo de la infeccion anterior) que ya son positivas desde el
inicio de los sintomas, de forma que en el diagndstico de laboratorio para dengue secundario se observa
una prueba de RT-PCR positiva en presencia de una IgG positiva en la fase aguda del cuadro. Los anti-
cuerpos IgM muestran valores generalmente inferiores a los obtenidos en un primer episodio de dengue,
y pueden llegar a ser incluso negativos en algunos casos de dengue secundario.

Figura 1. Pruebas indicadas para el diagndstico de dengue en relacidn al tiempo desde el inicio de los sintomas
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RT-PCR (suero/plasma/sangre total} |

tigeno NS1 (suero/plasma) I
IgM (suero)
IgG (suero)

Observaciones

Las pruebas de RT-PCR pueden intentarse en muestras de orina, ya que en algunos casos, es posible detectar el genoma viral mas all de |a fase virémica
Las pruebas de deteccidn de anticuerpos pueden presentar reacciones cruzadas ante una exposicidn (infeccidn o vacunacion) a otros flavivirus relacionados
Ante la sospecha de cuadro neuroldgico por dengue, realizar pruebas moleculares y seroldgicas en muestra de liquido cefalorraquideo

Ante la sospecha de dengue secundario, solicitar pruebas de deteccion de anticuerpos desde el inicio de los sintomas
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Tabla 1. Criterios diagndsticos de laboratorio para la clasificacion de casos de dengue

Dengue confirmado: al menos uno de los siguientes:

1. Aislamiento del virus en cultivo celular

2. Deteccion del genoma viral (RT-PCR positiva)

3. Deteccion de antigeno NS1

4. Seroconversion de anticuerpos contra dengue en dos muestras
pareadas (con anticuerpos negativos frente a otros posibles
flavivirus)

Dengue probable:
1. Deteccidn de anticuerpos IgM en una muestra

Observaciones

Una prueba de RT-PCR positiva en suero en presencia de una IgG positiva contra dengue podria indicar un caso de dengue secundario

3 . VIRUS CHIKUNGUNYA
3.1

Segun se recoge por el ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses), el virus Chikungunya
(VCHIK) pertenece al serocomplejo del virus del Bosque de Semliki dentro del género Alphavirus en la fa-
milia Togaviridae.

Se han descrito tres genotipos asociados a la distribucién geografica clasica: Africa del Oeste (WA), Este/
Centro/Sur Africa (ECSA) y Asia. Se ha descrito también un subtipo del genotipo ECSA, el del Océano Indi-
co, en el que una mutacién en la glicoproteiana E1 (A226V) favorece su transmisién en el mosquito Aedes
albopictus. En los periodos inter-epidémicos, el virus se mantiene en un ciclo enzooético entre primates no
humanos y vectores del género Aedes aunque se ha descrito que puede infectar bufalos, roedores y aves.
Las epidemias se producen cuando llega a las ciudades produciendo ciclos urbanos con el hombre como
huésped y mosquitos de las especies Aedes aegyptiy Aedes albopictus como vectores.

3.2

La enfermedad se identifica en Tanzania en 1952. A continuacién, circula basicamente en Asia (primera
descripcion en 1958) y Africa. Sin embargo, en 2004 alcanz¢ varias islas del Océano Indico y llegé a India
produciendo mas de un millén de casos. En 2007 se produce por primera vez en Europa un brote autéctono
en ltalia. La llegada a las Américas se produce en una isla del Caribe, Saint Martin, en diciembre de 2013
por una cepa de linaje asiatico desde donde se expandio por el continente causando millones de casos.

3.3

El periodo de incubacion tipico es de 3-7 dias (rango:1-12). Sélo un 15% de los casos son asintomaticos.
Los sintomas tipicos incluyen fiebre abrupta, poliartralgia, dolor de cabeza, erupcién cutanea, mialgias, y
nausea/vomito. Las manifestaciones clinicas se pueden dividir en tres fases y producen un gran impacto en
la calidad de vida de los afectados.

Fase aguda: aparicion brusca de fiebre alta y dolores articulares fuertes. Dura 3-10 dias. Puede
aparecer dolor de cabeza, de espalda, mialgias, nauseas, vomito, erupcion cutanea y conjuntivitis.
Fase subaguda o convalescente: los sintomas mejoran pero mas del 40% pueden presentar artral-
gias persistentes, astenia, mialgias, y/o dolor de cabeza.

Fase cronica: la definen las artralgias persistentes con una duracion de mas de 3 meses. Algunos
pacientes presentan complicaciones por la respuesta inflamatoria crénica cursando con artritis y ar-
tropatia destructiva semejante a la artritis reumatoide o psoriasica. Generalmente son pacientes an-
cianos, con enfermedades articulares previas y presentan sintomas graves en la fase aguda.
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3.4

La deteccion directa del virus o alguno de sus componentes se considera criterio de laboratorio para confir-
mar la infeccion por VCHIK. La deteccion de IgM, seroconversion de IgG o aumento de cuatro veces el titulo
de anticuerpos en muestras pareadas tomadas en un intervalo de unos 15 dias son también confirmatorias
de infeccion por el virus si no hay co-circulacion de miembros del género Alphavirus antigénicamente rela-
cionados (miembros del serocomplejo del Bosque de Semliki como O’'nyong Nyong, Mayaro o Rio Ross) o
si se ha descartado su presencia con pruebas de laboratorio.

Los hallazgos hematologicos son generalmente inespecificos, aunque la linfopenia y la hipocalcemia son los
mas frecuentes, mientras que la trombocitopenia es rara. La proteina C suele estar elevada en la fase aguda
y se ha visto elevacién de algunas enzimas hepaticas.

3.4.1. Diagnéstico directo

El aislamiento de virus chikungunya en cultivo celular no se utiliza como herramienta diagndstica rutinaria,
pero es de gran interés para la obtencion de cepas que pueden utilizarse para caracterizar mejor los virus y
realizar otro tipo de investigaciones que requieran virus vivo. El virus puede aislarse a partir del suero hasta
7 dias desde el inicio de los sintomas, inoculando la muestra en células de mamifero (fundamentalmente
Vero pero también LLC-MK2, BHK-21 y 293T) o mosquito (C6-36), pudiéndose observar efecto citopatico
entre 1-3 dias tras la inoculacion. Probablemente en la linea celular de mosquito se alcanzan titulos virales
mas altos.

Las pruebas de deteccion molecular representan el método de eleccion para el diagndstico directo de la
infeccion por VCHIK. Hay numerosos métodos moleculares desarrollados y son el ensayo de eleccion en
los primeros dias de la infeccion cuando todavia la IgM no es detectable. Aunque hay pruebas LAMP (loop-
mediated isothermal amplification) y TMA (transcription-mediated amplification), la RT-PCR en tiempo real es
la técnica molecular mas empleada. Es relevante decir que, cuando se hace el diagnoéstico de infeccion por
RT-PCR en lugares donde se sabe que el virus esta circulando, se considera un diagnéstico de confirmacion.
Sin embargo, si el virus se detecta por primera vez en un area geografica nueva, es necesario la confirma-
cion del resultado por un segundo laboratorio para evitar falsos positivos.

Existe una gran variedad de métodos caseros publicados para la deteccion de VCHIK. En la revisioén reali-
zada por Natrajan y cols (2019) se aporta una tabla resumen con las principales caracteristicas de PCR en
tiempo real, en formato LAMP o convencionales mientras que Pezzi y cols (2019) hacen una revision de los
primeros utilizados en muchas de las RT-PCRs en tiempo real (las principalmente utilizadas en diagndstico).
La utilizacion de uno u otro método depende de las ventajas y desventajas que cada uno ofrece unido a las
capacidades e instalaciones de un determinado laboratorio aunque hay que tener en cuenta que muchos
meétodos presentan limitaciones a la hora de detectar el linaje WA del virus.

En general, los métodos en tiempo real tienen una mayor sensibilidad que las PCRs convencionales, aunque
entre ellos no han demostrado claras diferencias. El uso de sistemas multiplex que permitan diagnostico
diferencial con otros agentes en la misma reaccién no tiene que suponer una menor sensibilidad para la
deteccion de VCHIK aportando grandes ventajas para el diagndstico de infecciones en zonas donde exista
transmision de varios arbovirus y/o otras infecciones como la malaria. Desde la Organizacién Mundial de
la Salud se ha establecido un ARN como estandar internacional disponible para su utilizacion en técnicas
basadas en amplificacion de acidos nucleicos y se pueden encontrar controles de calidad para deteccion
molecular de VCHIK organizados por casas comerciales como QCMD o INSTAND. Algunas iniciativas in-
ternacionales han evaluado el rendimiento del diagndstico entre diferentes laboratorios, mostrando como
variables relevantes asociadas al mismo el desempefio de cada laboratorio, el peligro de contaminacion de
las RT-nested-PCRs y el problema de algunas pruebas en cuanto a sensibilidad y especificidad. Estos resul-
tados indican la necesidad de un buen disefio de los iniciadores unido a adecuadas practicas de laboratorio
que deben ser evaluadas periddicamente en este tipo de ensayos.

o)
11 eimc




DOCUMENTO CIENTIFICO

3.4.2. Diagnéstico indirecto

Para la deteccion de anticuerpos IgM e IgG existe una variedad de métodos comerciales y muchos han
sido evaluados por Johnson y cols (2016). En la revision realizada por Pezzi y cols (2019) se pueden
consultar los disponibles asi como su nivel de eficiencia. En términos generales, los métodos enzimati-
cos (ELISA) son los mas utilizados y dentro de ellos los desarrollados por Euroimmun e InBios presentan
la mejor sensibilidad y especificidad seguidos por Abcam. La metodologia para deteccion de respuesta
serologica también se ha utilizado en diferentes intercomparaciones internacionales. Algo mas del 50%
de los laboratorios participantes obtuvieron buenos resultados (siendo la falta de sensibilidad el principal
problema y detectandose grandes diferencias en el desempefio de laboratorios utilizando el mismo ensayo
debido, probablemente, a errores en las practicas de laboratorio).

Dos aspectos importantes a considerar en el diagnostico serolégico de VCHIK son la crioglobulinemia
descrita para VCHIK y que podria dar lugar a resultados falsos negativos en pacientes si su suero ha sido
conservado a 4°C y la reactividad cruzada descrita en algunos miembros de este género que dificulta la
identificacion especifica del alfavirus causante de la infeccidn. Al igual que para el diagndstico molecular,
se ha visto que el uso de muestras secas en papel de filtro puede ofrecer buenos resultados diagnosticos.

En cuanto a las pruebas de deteccion de antigeno, en general los métodos descritos adolecen de falta
de sensibilidad y han sido probados mayoritariamente con cepas del linaje asiatico unicamente.

3.4.3. Cinética de los marcadores de infeccidon y aplicabilidad de las técnicas diagnosticas a las
muestras clinicas

Tras el periodo de incubacion, la fase aguda de la infeccion se caracteriza por presentar una viremia, que
puede estar por encima de 10" copias/ml de suero, y por tanto la aplicacién de técnicas de RT-PCR es
especialmente rentable en los 4-5 primeros dias, aunque se ha detectado genoma del virus hasta 17 dias
desde el inicio de sintomas.

La IgM aparece a los 4-6 dias del cuadro y se puede detectar hasta 3-4 meses desde el inicio de los sin-
tomas aunque, sobre todo en casos con artralgias cronicas, puede persistir mas de un afo. También se
ha detectado en LCR en pacientes con cuadros neurolégicos aunque apareceria algo después que en
suero. La IgG aparece algo después que la IgM, entre los dias 6-7 tras aparicion de los sintomas y puede
persistir varios afos.

Las muestras de eleccion para el diagnéstico son el suero o el plasma. El virus se ha podido detectar en
otras muestras como saliva, semen, orina o leche materna, pero con unas tasas de deteccion inferiores
a las de las muestras sanguineas, por lo que no representan muestras de eleccion para el diagndéstico
molecular. En cuadros neuroldgicos, los cuales son infrecuentes, puede detectarse el genoma viral en
muestras de liquido cefalorraquideo (LCR).

En la figura 2 se recogen las pruebas diagndsticas indicadas en los respectivos tipos de muestra en rela-
cion al tiempo transcurrido desde el inicio de los sintomas. En la tabla 2 se indican los criterios de labora-
torio para clasificar los casos de infecciéon por VCHIK.
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Figura 2. Pruebas indicadas para el diagnostico de Chikungunya en relacién al tiempo desde el inicio de los sintomas
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Observaciones

Las pruehas de RT-PCR pueden intentarse en muestras de saliva en la primera semana; y en orina y semen, ya que en algunos casos, es posible detectar el genoma viral mas alla de la fase virémica
Las pruebas de deteccidn de anticuerpos pueden presentar reacciones cruzadas ante una exposicion a otros alfavirus relacionados

Ante |a sospecha de cuadro neurcldgico por chikungunya, realizar pruebas moleculares y seroldgicas en muestra de liquide cefalorraguideo

Tabla 2. Criterios diagnésticos de laboratorio para la clasificacion de casos de Chikungunya

Chikungunya confirmado: al menos uno de los siguientes:
1. Aislamiento del virus en muestra clinica.

2. Presencia de acido nucleico viral mediante en muestra clinica.
3. Presencia de anticuerpos IgM especificos en una dnica muestra
de suero.

4. Seroconversion a anticuerpos o aumento de cuatro veces el
titulo de anticuerpos contra Chikungunya en muestras pareadas
{con anticuerpos negativos frente a otros alfavirus )

Chikunugnya probable:
1. Deteccidn de anticuerpos IgM en una muestra

4 . VIRUS ZIKA
4.1.

El virus de Zika (VZIK) pertenece a la familia Flaviviridae, género Flavivirus, y se descubrié por primera vez
en 1947 en Africa. El virus es transmitido por mosquitos del género Aedes, principalmente A.aegypti, pero
otras especies, como Aedes albopictus también pueden transmitirlo. Ademas del vectorial, se han descrito
otros modos de transmisién como de la madre al feto durante el embarazo, contacto sexual, transfusion de
sangre y productos sanguineos y el trasplante de érganos. Se han descrito dos linajes de este virus originado
en el este de Africa, uno africano y otro asiatico, siendo este ultimo el responsable de su reciente expansion.
Desde su descubrimiento, las infecciones por VZIK en humanos han sido esporadicas, asociandose a una
enfermedad leve e inespecifica y cobrd gran importancia a partir del 2013 (Asia) y 2015 (América) cuando
se asocio a complicaciones neurolégicas y casos de microcefalia, siendo tal la situaciéon que la OMS declar6
el estado de emergencia de salud publica a nivel internacional el 1 de febrero de 2016. El VZIK esté incluido
en la lista que ha desarrollado la OMS y que determina aquellas enfermedades que representan un riesgo
para la salud publica debido a su potencial epidémico y para las cuales no existen o no hay contramedidas
suficientes, priorizando asi su investigacion y desarrollo en contextos de emergencia de salud publica.

4.2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Hasta la fecha se han registrado brotes de enfermedad por este virus en Africa, América, Caribe, Asia y el
Pacifico. El VZIK se identifico por vez primera en macacos en Uganda en 1947 y en 1952 se identificd en el
ser humano en Uganda y Tanzania. Entre los afios sesenta y los ochenta se detectaron infecciones humanas
esporadicas raras en Africa y Asia acompariadas de enfermedad leve. Esto cambié debido a su emergencia
en el Pacifico, registrandose el primer brote en la Isla de Yap (Micronesia) en 2007 y en 2013-2014 un gran
brote en la Polinesia Francesa, donde se describieron cuadros neuroldgicos severos asociados, entre otros
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el sindrome de Guillain-Barré (GBS). Posteriormente en 2015, el virus llegé a las Américas donde causo
una gran epidemia entre 2015-2016, describiéndose los primeros casos en Brasil y expandiéndose por todo
Latinoamérica y el Caribe, reportandose un aumento dramatico en malformaciones congénitas severas (mi-
crocefalia) y su asociacion con el sindrome de Guillain-Barré. Hasta Julio del 2019, 87 paises y territorios
han notificado casos autéctonos de infeccion por VZIK transmitida por mosquitos (World Health Organiza-
tion. Countries and territories with current or previous Zika virus transmission. July 2019. https://www.who.
int/emergencies/diseases/zika/countries-with-zika-and-vectors-table.pdf).

Actualmente la circulacion de VZIK ha disminuido sustancialmente en América y el Caribe, habiéndose
informado brotes mas pequefios en paises de Africa, Asia y Oceania. En Asia, las investigaciones retros-
pectivas y la vigilancia epidemiologica sugieren una amplia distribucion geografica del virus, mientras que
en Africa, la informacion sobre la circulacién sigue siendo limitada. En Europa hay dos vectores que han
demostrado ser competentes para el VZIK en estudios de laboratorio: Aedes albopictus y Aedes japonicus,
siendo su competencia menor que la de Aedes aegypti. Por lo tanto, la probabilidad de transmision del
VZIK por mosquitos es muy baja durante la primavera, mientras que durante el verano y el otofo, cuando
las temperaturas y la abundancia de vectores son mas altas, la transmision autdctona es posible, si el virus
es introducido por un viajero virémico. De hecho, en otofio del 2019 se han registrado los primeros casos
autdctonos en humanos en Francia. En Espana, ademas de casos en viajeros, se han notificado casos de
infeccion congénita y casos de transmision sexual.

4.3. CUADRO CLINICO

El periodo de incubacion estimado de la enfermedad por VZIK es de 3 a 14 dias si la transmision ha sido
vectorial, 0 mas largo (12-44 dias) si la transmision ha sido via sexual. La mayoria de las personas infectadas
son asintomaticas y cuando se desarrollan sintomas éstos son generalmente leves, y pueden pasar desa-
percibidos o diagnosticarse erroneamente como dengue, chikungunya u otras patologias virales que cursen
con fiebre y exantema. La enfermedad suele durar de 2 a 7 dias y consiste en fiebre, erupciones cutaneas,
conjuntivitis, dolores musculares y articulares, malestar y cefaleas. Las muertes asociadas al virus son raras.
Si la infeccion se produce durante el embarazo, especialmente en el primer trimestre, el virus se puede trans-
mitir de la madre al feto y producir microcefalia y otras malformaciones congénitas (como contracturas de los
miembros, hipertonia muscular, alteraciones oculares y sordera), que constituyen el sindrome congénito por
el virus de Zika. La infeccién se asocia también a complicaciones en el embarazo, como el parto prematuro,
aborto espontaneo y muerte intrauterina. Se estima que entre un 5-15% de los hijos de mujeres infectadas
durante el embarazo presentan complicaciones relacionadas con el virus, las cuales pueden aparecer tras
infecciones sintomaticas o asintomaticas. La infeccion también puede desencadenar en afectaciones neuro-
I6gicas como sindrome de Guillain-Barré, neuropatia y mielitis, sobre todo en adultos y niflos mayores.

No existe un tratamiento profilactico o curativo ni vacuna frente a la infeccién por VZIK. Por lo tanto, se
recomiendan medidas personales preventivas para evitar las picaduras de mosquitos, especialmente en
embarazadas, mujeres en edad fértil y nifos pequefos

4.4. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El reciente aumento de los casos de microcefalia y de otros trastornos neurolégicos asociados a la infeccion
por VZIK ha provocado un aumento de la demanda de pruebas de laboratorio para detectar dicha infeccion.
Los grupos prioritarios son los pacientes sintomaticos y las embarazadas asintomaticas posiblemente expues-
tas al virus. La infeccion puede sospecharse a partir de los sintomas en personas que residan o viajen a zonas
donde haya transmision del virus y/o mosquitos vectores (Aedes spp.). Sin embargo, el diagndstico solo se
puede confirmar mediante pruebas de laboratorio, ya que los sintomas son muy similares a otras infecciones
por arbovirus, como dengue, chikungunya o fiebre amarilla entre otros, con los cuales ademas comparte area
de distribucion. El diagndstico de laboratorio es complicado, ya que la viremia es de corta duracién en la fase
aguda, y existe una alta reactividad cruzada a nivel seroldgico con otros miembros del género Flavivirus. Asi
como para otras arbovirosis, el correcto diagnostico de la enfermedad debe combinar tanto métodos molecu-
lares como seroldgicos.
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4.4.1. Diagnostico directo

El aislamiento del virus en cultivo celular es una técnica laboriosa y menos sensible que la deteccion mo-
lecular, por lo que no se utiliza de rutina en el diagndstico de la enfermedad y se realiza principalmente con
fines de investigacion y en laboratorios de referencia. Las lineas celulares mas empleadas son de mamifero
(Vero, LLC-MK:z y PS-C4) y de insecto (C6/36). El virus se ha conseguido aislar con éxito de muestras huma-
nas de sangre, semen y orina.

Las pruebas de deteccion molecular son de eleccion entre las técnicas de diagnéstico directo. Actual-
mente hay numerosos métodos moleculares desarrollados siendo los ensayos de RT-PCR y sobre todo la
RT-PCR en tiempo real las técnicas mas empleadas. Se esta avanzando con otras técnicas como LAMP
(loop-mediated isothermal amplification), TMA (transcription-mediated amplification), biosensores y NASBA
(amplificacion basada en secuencia de acido nucleico), entre otras. Existe una gran variedad de métodos
caseros publicados y comerciales para la deteccién de VZIK y la utilizaciéon de uno u otro depende de las
ventajas y desventajas que cada uno ofrece unido a las capacidades e instalaciones de un determinado la-
boratorio. En general, el método mas usado es la RT-PCR en tiempo real, que es rapida, sensible y median-
te el uso de sondas especificas, permite su uso con sistema monoplex (solo detecta VZIK) o de sistemas
multiplex para llevar a cabo un diagnostico diferencial con otros agentes en la misma reaccion aportando
grandes ventajas para el diagnostico de infecciones en zonas donde existe transmision de varios agentes
sindromicos (por ejemplo, con dengue, Zika o fiebre amarilla, entre otros).

Los métodos de deteccion de antigeno no tienen una sensibilidad y especificidad bien definida. Se usan
solo para la identificacion de antigenos virales en tejidos mediante técnicas de inmunohistoquimica.

4.4.2. Diagnéstico indirecto

Los anticuerpos IgM o IgG contra VZIK se pueden detectar mediante ELISA, ensayos de inmunofluorescen-
cia indirecta (IFI) o de quimioluminiscencia (CLIA). Existe una buena variedad de métodos comerciales sero-
l6gicos, y en términos generales, los métodos enzimaticos (ELISA) son los mas utilizados. La investigacion
serologica requiere la toma de al menos un par de muestras de suero obtenidas en un intervalo de 2 a 3 se-
manas. El diagnostico reciente de infeccion puede ser respaldado por una seroconversion o un aumento de
cuatro veces el titulo de anticuerpos en muestras pareadas. Los resultados serolégicos se pueden confirmar
con la técnica de neutralizacion viral (NT), que detectan anticuerpos neutralizantes frente al virus, siendo la
prueba seroldgica mas especifica. Un aspecto importante a considerar en el diagnodstico seroldgico de VZIK
es la reactividad cruzada descrita entre algunos Flavivirus que dificulta la identificacion especifica del virus
causante de la infeccion, esto es muy importante para diferenciar entre los virus Zika y dengue, al producir
cuadros clinicos similares y circular en las mismas areas geograficas. Asi, la interpretacion de los resultados
seroloégicos debe tener sistematicamente en cuenta el estado del individuo (mujeres embarazadas, recién
nacidos, inmunodeprimidos) y la posibilidad de infecciones o vacunaciones previas a Flavivirus (por ejem-
plo, vacunacion contra la fiebre amarilla o contra la encefalitis japonesa). La técnica de NT debe hacerse
también frente a los posibles Flavivirus circulantes en la zona y tener en cuenta la diferencia de cuatro veces
el titulo frente a los diferentes virus ensayados para poder dar un resultado concluyente. Sin embargo, las
limitaciones inherentes a los ensayos de NT (laboriosidad, necesidad de manipular cultivos virales, tiempo
hasta el resultado) hacen que estos métodos se empleen muy poco en los servicios de microbiologia hospi-
talarios y generalmente se lleven a cabo en laboratorios de referencia o especializados.

4.4.3. Cinética de los marcadores de infeccion y aplicabilidad de las técnicas diagnésticas a las
muestras clinicas

En general, la viremia se detecta durante la primera semana de la enfermedad. En pacientes asintomaticos,
la duracion y nivel de viremia aun se desconoce y en mujeres embarazadas puede detectarse el virus en
sangre hasta 9 semanas tras el inicio de sintomas. Debido a que la viremia disminuye por lo general rapida-
mente tras 5 dias del inicio de sintomas, una prueba de RT-PCR negativa en sangre recogida 57 dias del
inicio de sintomas no excluye la infeccién por el virus y, por lo tanto, el diagndstico debe complementarse
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con pruebas serolégicas. Los anticuerpos IgM se pueden detectar a los 4-7 dias del inicio de sintomas y
hasta los 2-3 meses, pero a veces incluso durante un periodo de tiempo mucho mas prolongado. Los an-
ticuerpos IgG aparecen mas tarde, generalmente entre 8 a 10 dias del inicio de sintomas y permanecen
detectables durante meses e incluso anos. Las técnicas de neutralizacion viral pueden emplearse una vez
que se detectan anticuerpos IgM.

El VZIK se ha detectado en sangre completa, suero, plasma, orina, liquido cefalorraquideo y amniético, se-
men, exudado vaginal, leche materna y saliva. La muestra de saliva no parece aportar beneficios respecto a
la muestra de suero. Se recomienda el analisis principalmente en muestras de sangre, suero y orina, debido
a que es donde se ha visto mayor carga viral y de mayor duracién. Las muestras de orina pueden extender
el periodo de deteccion viral hasta un mes tras el inicio de los sintomas. La persistencia del virus en semen,
en los casos en los que ocurre, dura hasta tres meses desde el inicio de los sintomas, aunque hay casos
aislados donde la deteccion en este fluido es mas prolongada. En algunos casos, la muestra de semen pue-
de contribuir al diagndstico del VZIK, si bien no es una muestra “estandar” en el diagndstico microbioldgico
de la infeccion. Igualmente, se ha detectado persistencia a largo plazo del virus en el liquido amnidtico y
en tejidos fetales. Se recomienda analizar muestras de LCR por métodos seroldgicos y moleculares ante la
sospecha de infeccion neuroldgica por VZIK.

En la figura 3 se recogen las pruebas diagndsticas indicadas en los respectivos tipos de muestra en relacion

al tiempo transcurrido desde el inicio de los sintomas. En la tabla 3 se indican los criterios de laboratorio para
clasificar los casos de infeccion por VZIK.

Figura 3. Pruebas indicadas para el diagndstico de Zika en relacion al tiempo desde el inicio de los sintomas
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Observaciones

Las pruebas de RT-PCR pueden intentarse en muestras de saliva en la primera semana; y en orina y semen, ya que en algunos casos, es posible detectar el genoma viral mas alla de la fase virémica
Las pruebas de deteccion de anticuerpos pueden presentar reacciones cruzadas ante una exposicion a otros flavivirus relacionados

Ante la sospecha de cuadro neuroldgico por zika, realizar pruebas moleculares y seroldgicas en muestra de liguido cefalorraquideo

Tabla 3. Criterios diagnosticos de laboratorio para la clasificacién de casos de Zika

Zika confirmado: al menos uno de los siguientes:
1. Aislamiento del virus en cultivo celular de muestra clinica
2. Deteccidn del genoma viral en muestra clinica

3. Deteccidn de antigeno en muestra clinica
4. Presencia de anticuerpos lgM especificos en muestra de suero
confirmado por neutralizacidn viral

5. Seroconversidn o aumento de cuatro veces el titulo de
anticuerpos contra zika en muestras pareadas (con anticuerpos
negativos frente a otros flavivirus )

Zika probable:
1. Deteccidn de anticuerpos IgM en una muestra de suero
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5. VIRUS DEL NILO OCCIDENTAL (WEST NILE)

5.1.

El virus West Nile (VWN) o virus del Nilo Occidental, es un arbovirus perteneciente a la familia Flaviviridae,
género Flavivirus y se incluye en el serocomplejo del virus de la encefalitis japonesa. Fue descrito por pri-
mera vez en el distrito West Nile de Uganda en 1937.

Es un virus de unos 50 nm de diametro con envoltura, cuyo genoma consiste en una cadena sencilla de
ARN de polaridad positiva que codifica una uUnica poliproteina que, mediante la accién de proteasas viri-
cas y celulares, da lugar a 3 proteinas estructurales (capside, premembrana y envoltura) y 7 proteinas no
estructurales implicadas en la replicacion. Se han descrito hasta 8 linajes genéticos del VWN, si bien los
linajes 1y 2 son los principales que afectan al ser humano.

El VWN se transmite por la picadura de mosquitos del género Culex. El virus se mantiene en la naturaleza
en un ciclo selvatico o rural en el que circula entre aves y mosquitos. Las aves paseriformes, en las que
el virus alcanza elevados niveles de viremia, estan eficazmente implicadas en la transmision del virus.
Ocasionalmente, relacionado con cambios climaticos, se produce el “salto” a un ciclo urbano en el que los
mosquitos actian como “puente” entre las aves y los mamiferos. En estas circunstancias se producen las
graves epidemias con elevada incidencia en humanos y en caballos. Estos son hospedadores accidentales
del virus ya que los niveles de viremia que se alcanzan en ellos no son suficientes para infectar a un nuevo
mosquito.

La época de maxima incidencia de infeccion por VWN coincide con el pico de actividad de las poblaciones
de mosquitos, que en las regiones templadas tiene lugar del verano al otofio. A final de otofio hay mayor
riesgo de transmision a mamiferos, al producirse durante el verano varios ciclos de replicacion en aves y
mosquitos, por lo que un elevado numero de mosquitos estarian infectados. Se ha descrito la transmision
de VWN a través de transfusiones o trasplantes de érganos de donantes infectados y la transmision de
madre a hijo.

Actualmente, en nuestro pais existe un Plan Nacional para la Vigilancia de la Fiebre del Nilo Occidental
(FNO) que se activa desde marzo-abril hasta finales de noviembre. Los objetivos del plan de vigilancia son:
detectar circulacion del virus en una zona y disponer de la informacion para valorar el riesgo de enfermedad
desde el punto de vista de la sanidad animal y de la salud publica, para asi adoptar las medidas especificas
de control.

5.2.

A mediados de los afios 90 se introdujo el VWN en Europa por aves migratorias desde Africa, cuando se
documenté un brote de casos de encefalitis en Rumania. Fue en 1999 cuando se declaré una gran epide-
mia en Nueva York. Desde entonces, el virus se ha diseminado a través de diversos paises de Europa y
Ameérica.

El linaje 1 presenta distribuciéon mundial. Los virus del linaje 2 se localizaban en Africa Subsahariana y
Madagascar, hasta que, a partir del 2004, aparecen en Europa (Hungria, Rusia, Rumania, Grecia) ocasio-
nando grandes brotes con numerosos casos de enfermedad neuroinvasiva. Se ha descrito un linaje 3 en
Republica Checa en mosquitos, sin que se haya detectado patogenicidad en mamiferos, y un linaje 4 en
garrapatas de la region del Caucaso. En la India se han encontrado cepas pertenecientes al linaje 5 en
fuentes diversas (mosquito, murciélago, humano). En 2010, se propuso un nuevo linaje para un virus de-
tectado en mosquitos en Espafia.
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El informe anual del Centro Europeo para la Prevencion y Control de Enfermedades (ECDC) de 2018, de-
muestra casos autéctonos de infeccion por VWN en humanos en 11 paises europeos.

La primera vez que se detectd VWN en Espana fue en 2004 en aves, fecha en la cual, de forma retrospec-
tiva también se notificd un caso humano en Cataluina. Posteriormente, se han notificado dos casos en 2010
y 3 casos en 2016 en Andalucia, coincidiendo con brotes de enfermedad en caballos en diferentes fincas
de las provincias de Sevilla, Huelva, Cadiz, Malaga y Cérdoba. Desde 2016, no se ha notificado ningun
caso humano de infeccion por VWN aunque si que han seguido apareciendo brotes equinos en este area.

5.3.

El periodo de incubacién de la infeccion es de 2-14 dias tras la picadura del mosquito. La mayoria de las
infecciones por VWN en humanos son asintomaticas. Tan sélo un 20% desarrollan un cuadro clinico, gene-
ralmente leve y autolimitado, que cursa como un sindrome gripal con signos y sintomas inespecificos. La
forma neuroinvasiva de la enfermedad se presenta en menos del 1% de los infectados, aproximadamente
en 1 de cada 150 casos. Los tres sindromes mas frecuentes asociados a la enfermedad neuroinvasiva son:
encefalitis (50-60%), meningitis (35-40%) pseudopoliomielitis (5-10%). Otras presentaciones asociadas a
la enfermedad neuroinvasiva por VWN son: cerebelitis, neuropatia craneal, polineuropatia, radiculopatia,
coriorretinitis, rabdomiolisis y neuritis optica. Aunque muy infrecuentemente, se han descrito casos extra-
neuroldgicos como pancreatitis, hepatitis, uveitis, miocarditis, orquitis y vitritis.

La mayoria de los pacientes con encefalitis o meningitis por VWN se recuperan en un periodo variable
entre dias y varios meses, dependiendo del cuadro clinico (tienen peor prondstico los casos de encefalitis)
y condiciones predisponentes (inmunodepresion, trasplante).

5.4.

El diagndstico de laboratorio de la infeccion por VWN se basa en la sospecha clinica (sindromes febriles
y cuadros neuroldgicos) y en la confirmacion por pruebas diagndsticas de laboratorio. Las pruebas de de-
teccion gendmica ofrecen un diagndstico de confirmacién mientras que las pruebas de deteccion de anti-
cuerpos deben interpretarse con cautela, debido a la posible reaccién cruzada con anticuerpos contra otros
flavivirus.

5.4.1. Diagnostico directo

Para el aislamiento del virus en cultivo celular se pueden utilizar diversas lineas celulares de mamiferos
como BHK-1, BHK-21 y Vero. EIl VWN también se propaga en células de embrion de pollo y en lineas
celulares de mosquito. No obstante, el virus no se propaga facilmente en cultivos celulares y requiere un
minimo de 7 dias para la observacion del efecto citopatico. Por tanto, con fines diagndsticos, el cultivo
viral posee mas inconvenientes que ventajas comparado con la RT-PCR, dada su menor sensibilidad fun-
damentalmente. Ademas, dados los niveles de contencion de riesgo 3 requeridos, el cultivo celular queda
restringido a laboratorios dotados con estos niveles de bioseguridad. El aislamiento del virus en cultivo
proporciona cepas virales de gran interés epidemioldgico.

La deteccion molecular de ARN del VWN en cualquiera de las muestras clinicas representa un diagnosti-
co de confirmacion de la infeccion. Para la deteccién de VWN mediante técnicas de amplificaciéon de acidos
nucleicos las muestras de suero y LCR se deben tomar en los primeros dias de la infeccidon. Las técnicas
de amplificacién de acidos nucleicos han demostrado mayor rendimiento en un contexto de epidemia en
cuanto a la vigilancia de la FNO, dado que la sospecha esporadica de infeccion neurolégica por VWN pue-
de ser tardia y las muestras son recogidas mas alla de la fase aguda de la enfermedad. La técnica mas
usada es la RT-PCR, especialmente en tiempo real. Existen métodos comerciales disponibles para la de-
teccion de ARN del VWN, pero no suelen diferenciar entre los linajes del virus. La determinacion del linaje
del virus tiene fundamentalmente fines epidemioldgicos y esta imitada a laboratorios de referencia. Dada
la frecuencia de infecciones asintomaticas y la posibilidad de contagio por transfusion, existen métodos
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de cribado comerciales disponibles para bancos de sangre. También es util disponer de otras técnicas para
deteccion genérica de flavivirus, basadas en RT-PCR convencional o RT-PCR-nested. La RT-PCR genérica
presenta como ventaja frente a la RT-PCR en tiempo real especifica que permite la deteccion de otros Flavivi-
rus ademas del VWN y puede alcanzar una buena sensibilidad. Sin embargo, necesita de una secuenciacion
posterior para la identificacion, alargando el tiempo de procesamiento.

La deteccion de antigeno no representa una técnica diagnodstica rutinaria, aunque puede realizarse en
muestras de tejido mediante inmunohistoquimica.

5.4.2. Diagnéstico indirecto

El diagnéstico indirecto de VWN se basa en la deteccion de anticuerpos IgM/IgG en suero y/o LCR y cons-
tituye un pilar fundamental en el diagnostico de la infeccidon. Los métodos comerciales mas utilizados y prin-
cipalmente recomendados para la deteccion de anticuerpos IgM e IgG frente a VWN en muestras clinicas
humanas se basan sobre todo en técnicas de ELISA de captura y también pueden utilizarse técnicas de
inmunofluorescencia. El mayor inconveniente de la serologia para diagnéstico de infeccién por VWN, es la
especificidad, dada la posibilidad de reacciones cruzadas con otros Flavivirus con los que el VWN esta estre-
chamente relacionado (fiebre amarilla, Usutu, encefalitis japonesa). La deteccion de IgM contra VWN de sin-
tesis intratecal es diagndstica de la infeccidn neuroldgica, mientras que la deteccién aislada de IgM anti-VWN
en una muestra de suero cumple el criterio de caso probable pero no confirma el diagnostico. La confirmacion
serolégica se ha de llevar a cabo mediante ensayos de neutralizacion. Es conveniente excluir la presencia de
anticuerpos contra otros Flavivirus incluso en los ensayos de neutralizacién. Estos ensayos son laboriosos y
requieren de cultivo viral, por lo que deben ser realizados en un laboratorio con nivel de bioseguridad 3.

5.4.3. Cinética de los marcadores de infeccién y aplicabilidad de las técnicas diagndésticas a las mues-
tras clinicas

Las muestras principales para el diagnostico son la sangre y el LCR (en infecciones neuroldgicas). En la in-
feccion neuroinvasiva es posible detectar el virus en muestras de LCR, aunque una RT-PCR negativa en este
fluido no excluye la infeccién. En los ultimos afios, se ha demostrado excrecion prolongada del virus en orina
y, por tanto, es una muestra util para deteccion de ARN de VWN. Igualmente, algunos estudios recientes in-
dican que la muestra de sangre total podria ser superior al suero para la deteccién del virus por RT-PCR. La
deteccion de anticuerpos en LCR y en suero debe realizarse en paralelo a las técnicas moleculares, teniendo
en cuenta que muestras obtenidas en la fase aguda pueden resultar negativas para anticuerpos. Durante la
primera semana de la enfermedad es posible generalmente detectar IgMs, mientras que a partir del octavo dia
del inicio de sintomas se pueden detectar IgGs contra el virus. La deteccion de una IgM aislada debe monitori-
zarse para valorar la seroconversion IgG posterior y confirmarse por ensayos de neutralizacion. Se ha descrito
la persistencia de anticuerpos IgM durante periodos prolongados de tiempo (meses e incluso afos) por lo que
la deteccion de IgM no siempre es indicativa de una infeccion reciente. La figura 4 recoge las pruebas diag-
nosticas indicadas en los respectivos tipos de muestra en relacion al tiempo transcurrido desde el inicio de los
sintomas. En la tabla 4 se indican los criterios de laboratorio para clasificar los casos de infeccion por VWN.

Figura 4. Pruebas indicadas para el diagndstico del virus del VWN en relacidn al tiempo desde el inicio de los sintomas
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Observaciones

Las deteccidn viral por RT-PCR en LCR es diagnostica de enfermedad neuroldgica por VWN, y por ello debe intentarse en los casos sospechosos aunque con frecuencia el diagndstico sea seroldgico
La deteccidn de anticuerpos generalmente debe confirmarse por ensayos de neutralizacion y exclusion de anticuerpos contra otros posibles flavivirus

En ocasiones puede detectarse el virus por RT-PCR en sangre total u orina durante periodos prolongados tras las fase aguda de la enfermedad
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Tahla 4. Criterios diagndsticos de laboratorio para la clasificacion de casos de VWN

VWN confirmado: al menos uno de los siguientes:

1. Aislamiento del virus en cultivo celular de muestra clinica

2. Deteccidn del genoma viral en muestra clinica

3. Presencia de anticuerpos 1gM especificos en muestra de LCR
4, 1gM e IgG positivas confirmadas por neutralizacion

VWN probable:

1. Serologia positiva en suero

6 . VIRUS TOSCANA
6.1.

El virus Toscana (VTOS) es un virus que se trasmite por la picadura de un flebétomo del género Phleboto-
mus spp. El nombre del virus hace referencia a la regién donde se aisld por primera vez en 1971 (Monte
Argentario, Italia), a partir de fleb6tomos de la especie P. perniciosus. Unos afios mas tarde se informan los
primeros casos de infeccion por VTOS en turistas con meningitis, procedentes de Italia y otros paises medi-
terraneos. Desde el punto de vista taxonémico, VTOS pertenece al género Phlebovirus, dentro de la familia
Phenuiviridae (orden Bunyavirales).

Es un virus esférico, envuelto, que contiene ARN monocatenario de polaridad negativa dispuesto en 3 seg-
mentos gendmicos, designados como L (large), M (medium) y S (small). El segmento L (6404 nt) contiene
un unico marco de lectura abierto y codifica la RNA polimerasa. El segmento M (4215 nt) codifica una protei-
na precursora de las glicoproteinas G1 y G2 de la envoltura y la proteina no estructural NSm. El segmento
S (1869 nt) codifica la proteina N y una proteina no estructural NSs, usando una estrategia de codificacion
en ambos sentidos.

Los primeros estudios genéticos demostraron la existencia de dos genotipos de VTOS, el genotipo A que
fue el originalmente descrito en Italia y el genotipo B que se describioé en Espafia. Mas recientemente se ha
descrito un tercer genotipo, el C en Croacia. Esta variabilidad genética puede tener implicaciones desde el
punto de vista diagnostico cuando se utilizan técnicas de amplificacion de acidos nucleicos.

6.2.

Los casos de infeccion por VTOS se han descrito casi exclusivamente en paises de la cuenca mediterranea
y en turistas procedentes de estas areas endémicas. Se han demostrado elevadas tasas de seroprevalen-
cia frente a VTOS en estos paises que oscilan entre un 15% y un 25% y de mas de un 70% en areas riesgo
ocupacional. En Espafia la seroprevalencia va desde un 5-7% en la Comunidad de Madrid hasta un 25% en
la provincia de Granada. En los estudios realizados en ambas areas geograficas, se observa un aumento
de la seroprevalencia dependiente de la edad, lo cual demuestra que la poblacidon de esas regiones esta
expuesta al virus durante gran parte de su vida. En Espafia, se han descrito casos de infeccidn neuroldgica
por VTOS en Madrid y provincias mediterraneas de la peninsula Ibérica asi como en Baleares.

6.3.
La mayoria de infecciones por VTOS se consideran asintomaticas, pudiendo causar también cuadros de

sindrome febril indiferenciado. Es un virus neurotrépico y en algunas regiones de Espana puede llegar a
representar uno de los principales agentes etioldgicos de meningitis virica, precedido sélo por enterovirus.
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La mayoria de los casos se dan durante las estaciones templadas del afio, sobre todo en verano, cuando
el vector esta circulando, con un pico maximo de incidencia en agosto, coincidiendo con el periodo de
maxima circulacion del fleb6tomo. El cuadro clinico mas comun es la meningitis aséptica, que suele ser
leve y autolimitada. El periodo de incubacion va desde pocos dias después de la picadura del flebotomo
vector hasta las 2 semanas. Tras ésta, la meningitis aséptica cursa de forma abrupta, con cefalea (100%
de los casos), fiebre (76-97%), nauseas y vomitos (67-88%) y rigidez de nuca (53-95%). La bioquimica del
LCR es tipica de meningitis virica, con pleocitosis discreta (50-500 leucocitos/ul) de predominio linfocitario,
niveles de glucorraquia normales y de proteinorraquia normales o levemente elevados. Aunque raramente,
se han descrito infecciones mas graves como encefalitis y meningoencefalitis con secuelas posteriores.
Algunas de estas complicaciones descritas son: isquemia, sordera, hepatoesplenomegalia, coagulopatia
grave y coma.

6.4.

Es probable que la infeccion neurolégica por VTOS esté infradiagnosticada en nuestro pais, dado que la
mayoria de los laboratorios clinicos no llevan a cabo el diagndstico especifico de este patéogeno. EI VTOS
esta clasificado como microorganismo de riesgo bioldgico 2, lo que implica el procesamiento de la muestra
clinica y manejo de los cultivos celulares en cabina de seguridad bioldgica 2A usando medidas de proteccién
personal. Las pruebas moleculares y serolégicas, como para la mayoria de arbovirosis, son las herramien-
tas fundamentales para el diagnéstico microbiolégico.

6.4.1. Diagnostico directo

El aislamiento de VTOS en cultivo celular se puede realizar a partir de muestras de LCR y en menor medida
de muestras de suero. Existe una variedad de lineas celulares derivadas de epitelio de rifion animal, en las
que replica eficientemente y en las que produce un efecto citopatico (ECP) caracteristico, como son la linea
celular Vero y CV-1 (mono verde africano), BHK-21 (hamster). También se ha visto que puede crecer en
cultivo de otras lineas celulares como rabdomiodsarcoma o LKLC-MK2 (rifidn de mono Rhesus), aunque en
éstas, el ECP se demora unos dias. Las mas comunmente usadas para el cultivo con las células Vero. Tras
la aparicion del ECP, la confirmacién del crecimiento se puede llevar a cabo mediante inmunofluorescencia
sobre la monocapa celular, usando anticuerpos especificos frente a VTOS, con pruebas bioquimicas como
la sensibilidad al acido clorhidrico y a disolventes organicos, o con RT-PCR del sobrenadante del cultivo.
El cultivo celular se suele mantener durante 14 dias hasta considerarlo negativo. Hoy dia el cultivo celular
no se suele usar con fines diagndsticos para deteccion de VTOS por los inconvenientes asociados a este
procedimiento que son principalmente el tiempo prolongado para la obtencion de resultados y que el mane-
jo de cultivo celulares requiere infraestructura y equipamiento especial asi como personal entrenado. Por
ello, se suele restringir a laboratorios de referencia y/o con fines epidemioldgicos (caracterizacion de cepas,
genotipado, etc).

Las pruebas de deteccion molecular en muestras de LCR han demostrado ser el método de eleccién para
diagnostico de infeccion neuroldgica por VTOS, dada su mayor rapidez para la obtencion de resultados,
mayor sensibilidad con respecto al cultivo y mayor especificidad con respecto a la serologia. El disefio de
métodos de amplificacion de acidos nucleicos para deteccion especifica de VTOS tiene que tener en cuenta
la variabilidad genética del virus segun el genotipo circulante en el area geografica de que se trate. De he-
cho, los primeros protocolos de RT-PCR nested descritos para el genotipo A de VTOS descrito en lItalia no
amplificaban los virus del genotipo B de Espafia, debido a desapareamientos (mismatches) en la region de
hibridacion de los cebadores. Hoy dia, el método mas ampliamente usado en laboratorios clinicos es la RT-
PCR en tiempo real usando sondas de hidrolisis tipo Tagman. Existen 3 protocolos de qRT-PCR publicados
que han demostrado una sensibilidad y especificidad muy elevadas. Los 3 métodos amplifican un fragmento
conservado del segmento gendmico S que permite la deteccion de los diferentes genotipos de VTOS.
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Hay también disponibles algunos kits comerciales para la deteccion de VTOS en muestras clinicas, ya sea
como amplificacion unica del virus o como parte de un panel sindromico para el diagndstico de meningitis y
encefalitis agudas de etiologia virica.

6.4.2. Diagnostico indirecto

La infeccion por VTOS se puede diagnosticar por serologia mediante deteccion de IgM especifica en el
LCR o suero durante la fase aguda, o mediante demostracion de seroconversion o incremento de 4 veces
el titulo de anticuerpos IgG entre los sueros de fase aguda y de fase convaleciente. La IgG positiva en una
unica muestra de suero de fase aguda no es diagndstica en nuestra area geografica, endémica para este
virus, por lo que se utiliza sélo en estudios de seroprevalencia. La produccion de anticuerpos IgG intrateca-
les especificos demostrados mediante comparacion de los indices anticuerpos en LCR y suero junto con el
indice de albumina (para detectar alteracion de la barrera hematoencefalica) también son diagndsticos de la
infeccion neuroldgica. El principal antigeno diana de las técnicas seroldgicas para deteccion de anticuerpos
frente a VTOS es la nucleoproteina viral, que ha demostrado ser altamente inmundgena. El reactivo mas
usado es el ELISA de la casa comercial Diesse, que emplea nucleoproteina recombinante como antigeno
de VTOS. Existen otros kits comerciales para serologia de VTOS usando inmunofluorescencia indirecta e
inmunoblot, de Euroimmun y Mikrogen, respectivamente. El principal inconveniente de la serologia es la
posibilidad de reacciones cruzadas con otros flebovirus con los que VTOS comparte vector de transmision
y area geografica.

6.4.3. Cinética de los marcadores de infeccion y aplicabilidad de las técnicas diagndésticas a las
muestras clinicas

En infecciones neurolégicas, la muestra de LCR debe obtenerse durante los primeros dias (<1 semana)
tras la aparicidn de los sintomas, para evitar la posibilidad de obtener falsos resultados negativos. El suero
es util también para diagnostico de la infeccion mediante serologia IgG e IgM. Se ha demostrado ARN de
VTOS en plasma y orina en los 3 primeros dias tras el inicio de sintomas en pacientes con meningoencefa-
litis con resultado negativo en LCR; por lo que estas muestras podrian también ser Utiles para diagnostico
de infeccién por VTOS. La confirmacion de los resultados seroldgicos se puede llevar a cabo por técnicas
de neutralizacion, que soélo estan disponibles en centros de referencia.

En la figura 5 se recogen las pruebas diagndsticas indicadas en los respectivos tipos de muestra en relacion

al tiempo transcurrido desde el inicio de los sintomas. En la tabla 5 se indican los criterios de laboratorio para
clasificar los casos de infeccion por VTOS.

Figura 5. Pruebas indicadas para el diagnostico del virus del VTOS en relacion al tiempo desde el inicio de los sintomas
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RT-PCR (LCR/suero/plasmaj/sangre total/orina) |
1zM (suero/LCR)
IgG (suero/LCR)

Observaciones
Las deteccion viral por RT-PCR en LCR es diagndstica de enfermedad neuroldgica por VTOS, y por ello debe intentarse en los casos sospechosos
En algunos casos de encefalitis puede detectarse el virus en muestras de orina pero no en LCR

o
22 eimc



DOCUMENTO CIENTIFICO

Tabla 5. Criterios diagnosticos de laboratorio para la clasificacion de casos de VTOS

VTOS confirmado: al menos uno de los siguientes:

1. Aislamiento del virus en cultivo celular de muestra clinica

2. Deteccidn del genoma viral en muestra clinica

3. Presencia de anticuerpos lgM especificos en muestra de LCR

4. 1gM e 1gG positivas confirmadas por neutralizacidn

VTOS probable:
1. Serologia positiva en suerg

7. VIRUS DE LA FIEBRE HEMORRAGICA DE CRIMEA-CONGO
7.1.

La fiebre hemorragica de Crimea-Congo (FHCC) se ha identificado como una de las enfermedades prio-
ritarias de la OMS. EIl virus causante de la FHCC (VFHCC) pertenece al género Orthonairovirus en la
familia Nairoviridae. Es esférico, de unos 90-100 nm de diametro, y tiene dos glicoproteinas (Gc y Gn) que
se proyectan desde la envuelta. Estas glicoproteinas estan codificadas en uno de los tres segmentos (M
de medium) que componen el genoma del virus: tres moléculas de ARN de polaridad negativa. Los otros
segmentos son el mas grande (L de /large) que codifica la polimerasa viral y el pequefio (S de small) que
codifica la nucleoproteina, NP. Estudios filogenéticos utilizando el segmento S han permitido describir 7
genotipos o linajes que se asocian mayoritariamente a regiones geograficas determinadas. El virus se
transmite por la picadura de garrapatas infectadas o a través del contacto directo con animales o personas
infectadas. Las garrapatas actuan como vector y como reservorio permaneciendo infectadas de por vida.
El vector principal son garrapatas del género Hyalomma y animales tanto domésticos como salvajes actuan
de huéspedes asintomaticos amplificadores.

7.2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La FHCC es la enfermedad viral transmitida por garrapatas mas ampliamente distribuida en el mundo. Se
considera un virus emergente a nivel global y existe preocupacién sobre su expansion debido a cambios
en el uso de la tierra, practicas agricolas y de caza, movimientos de ganado y otros cambios climaticos o
medioambientales que puedan influir las dinamicas de vector-huésped-virus y la epidemiologia de la en-
fermedad. Se reconocio en Crimea en 1944, circulando en la actualidad desde China, a través del Sudeste
Asiatico a Oriente Medio, algunas regiones de Europa y Africa.

En algunos paises, como Rusia o Turquia, se han reconocido focos hiperendémicos con una incidencia
hasta diez veces mayor que en otras areas. Ademas, parece haber diferentes tasas de seroprevalencia
entre los paises afectados habiéndose descrito en Turquia niveles del 10% frente a sélo 0,4-4% en algu-
nas zonas de Rusia. Una de las explicaciones posibles a estas diferencias es la calidad y durabilidad de
la respuesta de anticuerpos frente a diferentes cepas y/o clados genéticos del VFHCC. En Espafa se han
descrito recientemente casos autdctonos de forma muy esporadica.

7.3. CUADRO CLINICO
La FHCC tiene cuatro fases tipicas: incubacion, pre-hemorragica, hemorragica, y convalecencia. El periodo

de incubacion dura 2-7 dias: 1-5 si la transmision se produce por picadura de garrapata y de 5-7 dias si se
produce por contacto con tejidos infectados. La fase pre-hemorragica comienza por una aparicion brusca de
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fiebre y sintomas no especificos como fiebre alta, dolor de cabeza y de espalda, mialgias y artralgias, ma-
reo, conjuntivitis, fotofobia, nauseas, vomitos, diarrea, dolor abdominal, de garganta, taquicardia, agran-
damiento de nédulos linfaticos y petequias en el paladar o la piel. Puede aparecer hepatomegalia y en los
casos graves, cambios sensoriales y de humor. Dura alrededor de 4-5 dias.

La fase hemorragica dura unas 2 semanas y se caracteriza por hematomas, epistaxis y hemorragia sub-
conjuntival, hematemesis, hemoptisis y sangre en orina y heces. Los casos graves experimentan un dete-
rioro rapido, shock y fallo multiorganico. La tasa media de mortalidad en pacientes hospitalizados llega al
30% y la muerte suele aparecer en la segunda semana de la enfermedad. La recuperacién suele comen-
zar 10-20 dias tras el inicio de la enfermedad y se completa en aproximadamente un afo.

7.4. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
7.4.1. Diagnéstico directo

El aislamiento de virus en cultivo celular sélo debe realizarse en condiciones de maxima bioseguridad en
un laboratorio de bioseguridad de nivel 4 (NB4), s6lo disponible en centros de referencia. El diagndstico
directo de eleccion se basa en ensayos de amplificacién de acidos nucleicos.

Las pruebas de deteccion molecular del genoma del virus estan, en su mayoria, disefiadas para el gen
de la NP en el segmento S por ser la region mas conservada, ya que uno de los aspectos clave del diag-
nostico molecular es tener métodos adaptados a las variantes que se quieren detectar teniendo en cuenta
la gran variabilidad genética de este virus. Gruber y cols (2019) han realizado un estudio de la variabilidad
genética de los iniciadores utilizados para deteccién de VFHCC en las distintas técnicas de PCR dispo-
nibles en la literatura. La conclusién es, una vez mas, que no hay un método eficaz para la deteccion de
todas las variantes de VFHCC por lo que se han de combinar diferentes métodos si se quiere conseguir
la amplificacion de cualquier cepa independientemente de su origen. Hay que resaltar que el problema
asociado a la pérdida de sensibilidad por desapareamientos en posiciones clave de los iniciadores es mas
grave cuando la viremia es mas baja. Hay disponibles métodos comerciales para deteccion molecular del
virus, algunos con marcado CE-IVD, pero ninguno aporta informacién sobre los iniciadores utilizados ni
informacion suficiente sobre el proceso de validacién o su comparaciéon con otras técnicas. Los métodos
comerciales no estarian por tanto exentos de las limitaciones anteriormente citadas a la hora de recono-
cer la variabilidad genética del virus. Esta dificultad diagndstica, unido a la gravedad de la infeccion y las
implicaciones en salud publica del VFHCC, hacen que el diagnostico de laboratorio deba ser realizado por
laboratorios especializados con experiencia en el campo y disponibilidad de varios métodos moleculares.

Se han desarrollado algunas pruebas de deteccion de antigeno, pero su utilizacion es inferior a la de las
pruebas de amplificacidon de acidos nucleicos.

7.4.2. Diagnéstico indirecto

Los métodos seroldgicos permiten obtener respuestas de amplio espectro obviando el problema asociado
a la variabilidad genética que presentan los métodos moleculares. Sin embargo, la respuesta de anticuer-
pos puede ser débil a menudo resultando en un inicio de la respuesta inmune retrasada en el tiempo o
incluso inexistente en algunos casos mortales. La IgM alcanza valores maximos hacia las dos semanas
tras la aparicion de los sintomas y puede detectarse durante 4 meses, mientras que la IgG puede mante-
nerse a niveles detectables hasta mas de 5 afos después de la infeccion. Aunque existen varios métodos
comerciales disponibles sélo hay evaluaciones de funcionamiento para dos (Vector-Best CCHF ELISA 'y
Euroimmun CCHF IFA). La sensibilidad de la IgM para ELISA y para IFI descritas son del 87,8% y 93,9%,
respectivamente. Para la I1gG, las sensibilidades descritas son 80,4% y 86,1% (ELISA e IFI, respectiva-
mente). La especificidad en todos los casos se describe en torno al 100%.
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Los ensayos de neutralizacién no son utiles para el diagnéstico del virus ya que se producen niveles ba-
jos de anticuerpos neutralizantes y, ademas, el virus requiere ser cultivado en un laboratorio de NB4 y se
requieren 5-7 dias para obtener los resultados.

7.4.3. Cinética de los marcadores de infecciéon y aplicabilidad de las técnicas diagnosticas a las
muestras clinicas

La mayoria de los laboratorios europeos dedicados al diagndstico de este virus utilizan una combinacion
de métodos seroldgicos y moleculares ya que, en algunos casos en los que los métodos moleculares no
son los optimos para la deteccion de la variante del virus, la deteccion serolégica puede complementar el
diagnostico.

La viremia parece no ser detectable durante el periodo de incubacion, alcanza los niveles mas altos duran-
te la primera semana tras la aparicion de los sintomas y suele durar entre 1-9 dias, aunque se han descrito
casos con viremia detectable hasta 30 dias del inicio de sintomas. La carga viral puede ser un indicador
pronostico. Se considera que en casos leves los niveles son alrededor de 10210* copias/ml teniendo un
desenlace fatal la mayoria de los que se presentan con =108 copias/ml.

Se ha detectado virus en saliva en algunos pacientes 10 dias después del inicio de sintomas y en orina
hasta 25 dias. También se ha detectado el virus por RT-PCR en exudados conjuntivales, rectales y va-
ginales pero la excrecion del virus necesita estudiarse con mayor profundidad para poder alcanzar con-
clusiones solidas sobre la presencia del virus en diferentes fluidos corporales. En la figura 6 se recogen
las pruebas diagndsticas indicadas en los respectivos tipos de muestra en relacién al tiempo transcurrido
desde el inicio de los sintomas. En la tabla 6 se indican los criterios de laboratorio para clasificar los casos
de infeccién por VFHCC.

Figura 6. Pruebas indicadas para el diagnéstico del VFHCC en relacién al tiempo desde el inicio de los sintomas
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RT-PCR (suero/plasmaysangre total) |
IgM (suero)
IgG (suero)

Observaciones

Tabla 6. Criterios diagnosticos de laboratorio para la clasificacion de casos de FHCC

FHCC confirmado: al menos uno de los siguientes

1. Aislamiento y caracterizacion de virus de FHCC en muestra
clinica (sélo realizable en NB4).

2. Deteccion de secuencias de acido nucleico viral en muestra
clinica.

3. Deteccidn de anticuerpos especificos, IgM o sercconversion
IgG.

4. Deteccion de antigenos virales.
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8 .OTROS ARBOVIRUS DE INTERES

Hay otros muchos arbovirus patdgenos para el ser humano, pero en este apartado se trataran otros tres Fla-
vivirus que constituyen una amenaza para la salud publica debido a su emergencia e importancia sanitaria:
el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas, el virus de la encefalitis japonesa y el virus de la fiebre
amarilla. La deteccion temprana y el diagnéstico adecuado de estas enfermedades emergentes es critica
para la vigilancia, programas de control y prevencion de una mayor propagacion. Para los tres virus existen
vacunas disponibles.

Ninguno de estos tres virus esta presente actualmente en Espafia, pero hay que tenerlos en cuenta en el
diagnostico diferencial de otras enfermedades en viajeros procedentes de zonas endémicas. El diagnosti-
co confirmado de estos arbovirus es importante para la comunicacion y estrategias de gestion del riesgo,
incluyendo actividades como el control local de vectores, medidas de seguridad transfusional y campanas
de vacunacion.

8.1. VIRUS DE LA ENCEFALITIS TRANSMITIDA POR GARRAPATAS (TICK BORNE EN-
CEPHALITIS VIRUS)

El virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (VETG, o TBEV por sus siglas en inglés) es endémico
en muchas partes de Europa y Asia, donde esta en expansion, y se transmite por la picadura de garrapatas
infectadas del género Ixodes (principalmente Ixodes ricinus e . persulcatus) o por el consumo de productos
infectados sin pasteurizar. El hospedador amplificador son vertebrados salvajes como roedores, erizos y to-
pos. Se reconocen tres subtipos del virus, de los cuales el subtipo europeo es endémico en el norte, centro
y este de Europa. EI VETG se ha convertido en un desafio creciente para la salud publica en Europa y otras
partes del mundo, habiendo aumentado el niumero de casos humanos en todas las regiones endémicas de
Europa en casi un 400% en los ultimos 30 afios, ampliando ademas las areas de riesgo y descubriéndose
nuevos focos. La combinacion de factores socioecondmicos, ecoldgicos y climaticos, asi como la presencia
de huéspedes mas susceptibles, han contribuido activamente al creciente nimero de casos. Es una causa
importante de infeccion del sistema nervioso central que puede provocar secuelas neuroldgicas a largo
plazo e incluso la muerte. La enfermedad se manifiesta con frecuencia en dos fases, tras un periodo de
incubacién de unos 8 dias (rango de 4-28 dias) si es por picadura de garrapata, o menor, de unos 4 dias si
es por la ingestidén de algun alimento contaminado. La primera es la fase aguda de la enfermedad la cual
presenta sintomas inespecificos como fiebre, fatiga, dolor de cabeza, dolor muscular y nauseas. A continua-
cion hay un intervalo asintomatico de una semana de media (rango de 1-33 dias) que precede a la segunda
fase caracterizada por enfermedad neuroinvasiva (alrededor del 33% de los infectados), con sintomas de
meningitis (50%), encefalitis (40%) y/o meningoencefalomielitis (10%).

El diagndstico se basa principalmente en la alta sospecha clinica confirmada por ensayos serolégicos y/o
moleculares tanto en suero como en LCR con un papel auxiliar para las pruebas de neuroimagen. Debido
a que el curso de la enfermedad es a menudo bifasico, los periodos ventana de deteccidn molecular en
suero y LCR a menudo se pierden, ya que el diagndstico generalmente se solicita durante la segunda fase
de la enfermedad. Una vez que se manifiestan los sintomas neurolégicos y aparece la respuesta inmune
especifica, el genoma viral rara vez se detecta en sangre y LCR. El diagndstico en la primera fase se basa
en la deteccion del genoma viral mediante técnicas moleculares (RT-PCR y sobre todo RT-PCR en tiempo
real), mientras que en la segunda fase, cuando los sintomas neurolégicos se han manifestado, la RT-PCR
puede usarse con menor sensibilidad en LCR y en suero para detectar casos de enfermedad progresiva.
En esta segunda fase los anticuerpos IgM especificos y usualmente los IgG estan presentes en el suero.
Los anticuerpos IgM e IgG pueden detectarse en LCR también, pero aparecen mas tarde que en el suero.
Para llevar a cabo la deteccidon seroldgica se usan principalmente técnicas de ELISA, pero también IFl e
inmunoblot. Los anticuerpos IgM aparecen a los 6 dias tras el inicio de los sintomas, generalmente ya son
detectables cuando hay sintomas neuroldgicos, y pueden persistir hasta 10 meses en vacunados o indivi-
duos que adquirieron la infeccion naturalmente. Suele darse reaccion cruzada de anticuerpos IgG con otros
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flavivirus, por lo que los resultados serologicos deben interpretarse de acuerdo con la exposicion previa a
otras infecciones por Flavivirus y el estado de vacunacion contra los mismos. Los casos positivos en tales
situaciones deben validarse mediante un ensayo de neutralizacidén u otros ensayos equivalentes.

Actualmente no hay un tratamiento antivirico especifico disponible, y puede ser necesario un tratamiento
de apoyo, asi como cuidados intensivos y ventilacion asistida en formas graves. Debido a la opcion limitada
para el tratamiento, es de crucial importancia la vacunacion en algunas areas endémicas para prevenir la
morbilidad. Al igual que otras enfermedades infecciosas transmitidas por garrapatas, el riesgo se puede re-
ducir mediante el uso de repelentes de insectos y ropa protectora para prevenir las picaduras de garrapatas.
Ademas, hay que evitar el consumo de productos sin pasteurizar en areas de riesgo.

8.2. VIRUS DE LA ENCEFALITIS JAPONESA (JAPANESE ENCEPHALITIS VIRUS)

El virus de la encefalitis japonesa (VEJ, o JEV por sus siglas en inglés) da nombre al serocomplejo al cual
pertenecen otros Flavivirus de importancia médica para el hombre como el virus West Nile. El virus esta
presente en Asia, desde Japon hasta India, Pakistan, Papua Nueva Guinea y el norte de Australia, y su dis-
tribucion esta vinculada a los campos de arroz de regadio combinados con la cria de cerdos. Se desconoce
la incidencia global general de la enfermedad, pero es una de las principales causas de encefalitis viral con
30-50,000 casos registrados anualmente y se estima que hay aproximadamente de 14,000 a 20,000 casos
fatales de enfermedad aguda y 14,000 a 27,000 supervivientes con secuelas neuropsicoldgicas a largo
plazo. Los brotes son impredecibles y limitados espacial y temporalmente, y parecen estar disminuyendo,
debido posiblemente a la vacunacion generalizada (en nifos) y los cambios en las practicas agricolas y
comportamientos humanos. Se han identificado cinco genotipos distintos, y el virus se mantiene en un ciclo
enzoodtico entre mosquitos del género Culex y aves acuaticas. Las condiciones ambientales pueden favore-
cer una alta amplificacion del virus con el paso a los cerdos y cuando las poblaciones de mosquitos alcanzan
alta densidad, pueden infectar a humanos y caballos, los cuales son susceptibles a la infeccion pudiendo
desarrollar encefalitis. La mayoria de las infecciones humanas son asintomaticas o solo producen sintomas
leves. Sin embargo, una persona de cada 200 infectados desarrolla una enfermedad neuroinvasiva severa
que se caracteriza por la apariciéon rapida de dolor de cabeza, fiebre alta, rigidez de cuello, desorientacion,
coma, temblores y convulsiones. También pueden presentarse formas mas leves de enfermedad, como
meningitis aséptica o enfermedad febril no diferenciada. No existe un tratamiento especifico disponible y la
tasa de letalidad en pacientes con enfermedad grave es del 20-30%, y aproximadamente el 30% de los pa-
cientes que sobreviven tienen secuelas neuroldgicas significativas (paresia motora, espasticidad, trastornos
del movimiento, convulsiones cronicas y retraso del desarrollo).

El periodo de incubacion suele ser de 5 a 15 dias y la viremia en humanos es baja y de corta duracion, por
lo que no se recomiendan los ensayos moleculares para el diagndstico de rutina al ser poco sensibles. El
virus suele ser indetectable por RT-PCR y generalmente solo se encuentra en muestras de LCR en casos
fatales. Los intentos de aislar el virus de las muestras clinicas generalmente no tienen éxito, probablemen-
te debido a los bajos titulos virales y la rapida produccion de anticuerpos neutralizantes. En ocasiones se
pueden obtener aislamientos de LCR o de tejido cerebral (ya sea en una necropsia o en una biopsia). Asi,
el diagndstico de la infeccion por el JEV se basa en el diagnoéstico serolégico, siendo la técnica de ELI-
SA la mas utilizada, aunque actualmente hay muy pocos ensayos de diagnéstico comerciales disponibles.
Los anticuerpos comienzan a aparecer poco después del inicio de sintomas, siendo el pico de deteccién a
partir de los dias 7-10. La sensibilidad para la deteccion de IgM especifica en suero es aproximadamente la
misma que para el LCR. Los estudios seroldgicos deben incluir otros Flavivirus estrechamente relacionados
(por ejemplo, West Nile, Usutu, dengue, VETG) para comparar e interpretar los resultados, teniendo en
cuenta el historial de vacunacién del paciente (por ejemplo, VETG y VFA) y su estancia previa en zonas en-
démicas para estos virus. Para confirmar estos resultados serologicos se utiliza el ensayo de neutralizacion
viral. Este ensayo se considera mas preciso que el ELISA para diferenciar entre diferentes flavivirus, pero
requiere mucho tiempo y trabajo realizarlo, por lo que se recomienda su uso solo en laboratorios de refe-
rencia con experiencia en este ensayo y para muestras que no se puedan diferenciar facilmente mediante
métodos ELISA.
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8.3. VIRUS DE LA FIEBRE AMARILLA (YELLOW FEVER VIRUS)

El virus de la fiebre amarilla (VFA, o YFV por sus siglas en inglés) es endémico en mas de 44 paises de
América Latina y Africa y mas de 900 millones de habitantes y viajeros estan en riesgo de adquirir la enfer-
medad. Hasta la fecha no se ha detectado en Asia. En zonas rurales de Africa, se han registrado epidemias
catastrdficas, con decenas de miles de muertes. Produce una enfermedad zoondtica que se transmite de
monos a humanos (fiebre amarilla selvatica) y entre humanos (fiebre amarilla urbana), a través de mosqui-
tos, principalmente de los géneros Aedes (sobre todo Ae. aegypti) y Haemogogus. El vector urbano de la
enfermedad, Ae. aegypti, fue endémico en Europa y responsable de grandes epidemias de VFA y dengue
hasta su desaparicion después de la Segunda Guerra Mundial. Debido a las condiciones climatolégicas
existentes, si Ae. aegypti se introdujese es posible que pueda asentarse, como ha sucedido en los ultimos
afos con Ae. albopictus.

El periodo de incubacion dura generalmente de 3 a 6 dias. Muchas personas no experimentan sintomas
(infeccion asintomatica), pero cuando estos ocurren, el inicio es repentino con fiebre, dolor de cabeza,
anorexia, nauseas y dolores musculares. Los sintomas que suelen resolverse dentro de una semana. Un
porcentaje bajo de pacientes entran en la denominada fase toxica a las 2-48 horas de la remision inicial y
desarrollan sintomas severos (con fiebre alta, elevacion de las transaminasas, ictericia, hemorragia y dafio
renal). Mas de la mitad de los pacientes que entran en esta fase toxica mueren debido a que actualmente
no hay ningun tratamiento antivirico especifico, pero el desenlace mejora con el manejo del cuadro febril,
la deshidratacion y la insuficiencia hepatica y renal. La convalecencia es larga, a menudo con secuelas
graves. Por lo tanto, la vacunacion y el control de mosquitos son las medidas mas importantes para preve-
nir la enfermedad. La vacuna (virus atenuado) es segura, protege de por vida y raramente causa efectos
adversos graves (~ 1,6 casos por cada 100.000 dosis de vacuna). Deben respetarse las contraindicaciones
y practicas seguras de inmunizacion, ya que se han descrito algunos casos graves adversos tras la vacu-
nacion, particularmente en pacientes con enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencias u otras afeccio-
nes subyacentes relacionadas, y también entre los ancianos. Los efectos adversos graves mas comunes
incluyen la enfermedad viscerotropica, la enfermedad neuroldgica y las reacciones de hipersensibilidad
severa. En las zonas endémicas, la diferenciacion entre las infecciones naturales y post-vacunales requiere
la confirmacion de la presencia del virus salvaje por secuenciacion.

La enfermedad es dificil de diagnosticar, especialmente durante las primeras etapas. La sospecha diag-
nostica se basa en las caracteristicas clinicas y antecedentes de viaje a zona endémica. Sin embargo, el
diagnostico especifico y la confirmacion de casos requieren el analisis de laboratorio. La viremia alcanza
titulos altos desde el dia anterior al inicio de los sintomas. El diagndstico se realiza mediante métodos
viroldgicos (deteccion del genoma viral, antigenos o aislamiento del virus) y/o seroldgicos (ELISA, NT). El
diagnostico molecular se puede llevar a cabo durante los primeros 10 dias desde el inicio de sintomas (fase
virémica), o incluso posteriormente en casos severos, mediante la deteccion del ARN viral en muestras de
suero (mediante RT-PCR o RT-PCR en tiempo real). Un resultado positivo es confirmatorio. El aislamiento
viral puede realizarse por inoculacion intracerebral en ratones o en cultivo celular (células Vero o C6/36).
Por su complejidad, el cultivo se utiliza poco como herramienta diagndstica pero es importante para la
caracterizacion de las cepas circulantes, producir reactivos de diagndstico y para estudios de investigacion.
El estudio histopatolégico con inmunohistoquimica en cortes de higado (y otros tejidos) constituye el méto-
do de eleccidn para el diagnostico en casos fatales, aunque también pueden utilizarse métodos molecula-
res a partir de muestras de tejido fresco o fijado en parafina. Para el diagnodstico serologico, los anticuerpos
IgM pueden detectarse por ELISA o IFI en muestras de suero a partir de 8 dias tras el inicio de sintomas.
Se ha descrito una reactividad cruzada significativa de los ensayos de IgM con otros flavivirus, en particular
en las infecciones secundarias. Asi, en las areas donde otros Flavivirus co-circulan (en particular los virus
del dengue y Zika), la probabilidad de reactividad cruzada es alta. Por lo tanto, un resultado positivo en una
sola muestra es solo presuntivo de una infeccion aguda. La confirmacion seroldgica requiere seroconver-
sion en muestras pareadas (aguda y convaleciente tomadas con al menos una semana de diferencia) en
ausencia de seroconversion para otros Flavivirus relevantes. Finalmente, en areas dénde se llevan a cabo
campafias activas de vacunacion, pueden existir anticuerpos post-vacunales, por lo que el diagndstico
debe ser cuidadosamente interpretado. Otras técnicas serolégicas incluyen la deteccién de anticuerpos
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IgG y de anticuerpos neutralizantes por la técnica de NT viral. En general, la NT ofrece mejor especificidad
que la deteccioén de anticuerpos IgM e 1gG, sin embargo, también se ha documentado reactividad cruzada
entre los Flavivirus y su utilidad podria ser limitada en areas donde multiples Flavivirus han circulado recien-
temente o son endémicos. Por lo tanto, se recomienda realizar esta técnica con un panel de flavivirus. La
confirmacioén por el laboratorio requiere una seroconversion especifica al virus o un aumento de mas de 4
veces en los titulos de anticuerpos en muestras pareadas. Debido a la reactividad cruzada de las técnicas
serologicas en las infecciones por flavivirus, en particular en infecciones secundarias, se debe priorizar el
uso de métodos moleculares. Sin embargo, un resultado negativo por RT-PCR no descarta la infeccion, por
lo que la muestra debe analizarse posteriormente por serologia. Por otro lado, en el diagndstico diferencial
de la fiebre amarilla se deben incluir otros sindromes febriles y febriles-ictéricos como dengue, leptospiro-
sis, malaria, fiebre tifoidea, infecciones por rickettsias, hepatitis toxica o viral, y las fiebres hemorragicas
boliviana, brasilefia, argentina y venezolana, entre otras, dependiendo del perfil epidemiolégico del pais o
area afectada.
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Anexo |
Anexo l.1. Técnicas comerciales disponibles para el diagnéstico de las arbovirosis

En la tabla 1 se recoge un amplio listado de diferentes métodos comerciales disponibles para el diagndstico
de las principales infecciones causadas por arbovirus en el ser humano. Dado el gran nimero de métodos
disponibles, en negrita se resaltan aquellos métodos con los que los autores del documento tienen ma-
yor experiencia, sin que esto indique necesariamente una mayor rentabilidad diagndstica de los mismos.
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Tabla 1. Métodos comerciales para el diagnéstico de arbovirosis en el ser humano

VIRUS | FABRICANTE ENSAYO MARCADOR MUESTRA
VWN Focus ELISA IgM/IigG Suero
VWN Panbio ELISA IgM/1gG Suero
VWN Panbio IFI IgM/IgG Suero
VWN Euroimmun IFI IgM/IgG Suero
VWN Euroimmun ELISA IgM/IgG Suero
VWN Vircell CLIA IgM/1gG Suero, plasma
VWN InBios ELISA IgM/IgG Suero
VWN Vector-best ELISA IgM/IgG Suero
VWN Vector-best ELISA IgG avidez Suero
VWN CerTest RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VWN Altona RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
linajes 1y 2
VWN Vivantis RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VWN Fast-Track RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
Diagnostics multiplex
VTOS Diesse ELISA IgM/IigG Suero
VTOS Vitro S.A RT-PCR a tiempo real Genoma viral LCR
(panel multiple
sindrémico junto con:
VHS, VVZ, EV, PeV,
VTOS, VEB y CMV)
VTOS Mikrogen 1B IgM/IgG
Phlebovirus:Sicilian, Euroimmun IFI IgM/IgG Suero
Naples,
Toscana, Cyprus
CCHFV Euroimmun IFI1 IgG/igM, Suero
proteinas
GPC/N
CCHFV Vector-best ELISA IgM/IigG Suero
CCHFV Vector-best ELISA Antigeno Suero
CCHFV CerTest RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
CCHFV Altona RT-PCR a tiempo real Genoma Muestras clinicas
viral
CCHFV Vivantis RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
CHKV Panbio/Abbott ELISA IgM Suero
CHKV Panbio/Abbott ICT IgM Sangre, suero y plasma
CHKV Euroimmun IFI IgV/ IgG Suero
CHKV Euroimmun ELISA IgM/ IgG Suero
CHKV InBios ELISA IgM/IgG Suero
CHKV Diesse ELISA IgM/ IgG Suero
CHKV Vircell CLIA IgM/1gG Suero, plasma
CHKV Vircell ELISA IgM/IgG Suero, plasma
CHKV CerTest RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
CHKV Altona RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
CHKV Vivantis RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VMAY Euroimmun ELISA IgM/ IgG Suero
VMAY CerTest RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VDEN Panbio/Abbott ELISA Antigeno NS1 Suero
VDEN Panbio/Abbott ICT NS1 Sangre, suero y plasma
VDEN Biorad ELISA NS1 Suero y plasma
VDEN InBios ELISA NS1 Suero
VDEN Focus ELISA NS1 Suero
VDEN Standard Diagnostics ICT IgM/IgG/NS1 Sangre, suero y plasma
(SD)
VDEN SD Biosensor ICT NS1 Sangre, suero y plasma
VDEN Nal von Minden ICT NSA1 Sangre, suero y plasma
VDEN Panbio/Abbott ICT 1gG/IgM Sangre, suero y plasma
VDEN Euroimmun IFI IgM/IgG Suero
VDEN Euroimmun ELISA IgM/IgG Suero
VDEN/VZIK/CHKV Mikrogen Inmunoblot IgM/IgG Suero, plasma
recomLine
Tropical
Fever
VDEN/NVZIK/CHKV Vircell IFI IgM/IgG Suero, plasma
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Tabla 1. continuacion. Métodos comerciales para el diagnéstico de arbovirosis en el ser humano

VIRUS FABRICANTE ENSAYO MARCADOR MUESTRA
VDEN Panbio/Abbott ELISA IgM (SD Suero
Dengue IgM
Capture
ELISA)
VDEN InBios ELISA IgM Suero
VDEN InBios ELISA IgG Suero
VDEN Focus ELISA IgM/IgG Suero
VDEN Vircell CLIA IgM/1gG Suero, plasma
VDEN Vircell ELISA IgM/1gG Suero, plasma
VDEN Panbio/Abbott ELISA IgG (SD Suero
Dengue IgG
Capture
ELISA)
VDEN Altona RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VDEN CerTest RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VDEN Vivantis RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VDEN (Serotipado CerTest RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
1-4) multiplex
VZIK Euroimmun RT-PCR a tiempo real Genoma viral Suero y orina
VZIK Euroimmun IFI IgM/1gG Suero
VZIK Euroimmun ELISA IgM/IgG Suero
VZIK InBios ELISA IgM Suero
VZIK InBios ELISA Antigeno NS1 Suero
VZIK Virclia Vircell CLIA IgM/IgG Suero, plasma
VZIK Vircell ELISA IgM/IgG Suero, plasma
VZIK CerTest RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VZIK Altona RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VZIK Vivantis RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VZIK, VDEN, Roche RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
CHKV multiplex
CHKYV, VDEN, VZIK Biorad RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
multiplex
VZIK, VDEN y CerTest RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VCHIK multiplex
CHKYV, VDEN, VZIK Genesig RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
multiplex
CHKYV, VDEN, VZIK Fast-Track RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
Diagnostics (FTD) multiplex
Arbovirus (VESL, Focus IFI IgM/1gG Suero
VEEO, VEEE, CEV)
Flavivirus Mosaic 1 Euroimmun IFI IgM/1gG Suero
(VETG, VWN, VEJ,
VFA)
Flavivirus Profile 2 Euroimmun IFI IgM/1gG Suero
(VETG, VWN, VEJ,
VFA, VDEN)
Arbovirus Mosaic Euroimmun IFI IgM/IgG Suero
America 2 (VESL,
VLAC, VEEE,
VEEO)
Arbovirus Mosaic Euroimmun IFI IgM/IgG Suero
Australia 2 (VEVM,
VRR, VBB)
Arbovirus Fever Euroimmun IFI IgM/IgG Suero
Mosaic 2 VZIK,
VCHIK, VDEN)
Arbovirus Profile 3 Euroimmun IFI IgM/IgG Suero
(VZIK, VCHIK,
VDEN, VETG,
VWN, VEJ, VFA)
Arbovirus Fever Euroimmun IFI IgM/IgG Suero
Mosaic 1
(VCHIK, VEJ,
VDEN)
)]
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Tabla 1. continuaciéon. Métodos comerciales para el diagnéstico de arbovirosis en el ser humano

VIRUS | FABRICANTE \ ENSAYO MARCADOR MUESTRA
VZIK, VDEN, CerTest RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VCHIK, VWN, VFA, multiplex
VMAY
VFVR Euroimmun IFI IgM/1gG Suero
VSIN Euroimmun IFI IgM/1gG Suero
VEJ Euroimmun IFI IgM/IgG Suero
VEJ Euroimmun ELISA IgM/igG Suero
VEJ InBios ELISA IgM/1gG Suero
VEJ CerTest RT-PCR a tiempo real Genoma viral Sangre, LCR
VEJ Vivantis RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VEJ Fast-Track RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
Diagnostics (FTD) multiplex
VUSU Euroimmun ELISA IgG Suero
VETG Euroimmun IFI IgM/1gG Suero
VETG Euroimmun ELISA IgM/1gG Suero
VETG Serion ELISA IgM/1gG Suero, plasma o LCR
VETG Progen ELISA IgM/1gG Suero, LCR
VETG R-Biopharm ELISA IgM/1gG Suero
VETG Reagena ELISA IgM/1gG Sueroy LCR
VETG Reagena IgM Sueroy LCR
Test rapido
VETG Siemens ELISA IgM/IgG Suero
Enzygnost
VETG IBL ELISA IgM/1gG Suero, plasma, LCR
VETG Virclia Vircell CLIA IgM/IgG Suero, plasma
VETG Vector-best ELISA IgM/1gG
VETG Vector-best ELISA Antigeno
VETG Vector-best RT-PCR a tiempo real Genoma viral
Enfermedades CerTest RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
transmitidas por multiplex
garrapatas (VETG y
bacterias)
VFA Euroimmun IFI IlgM/igG Suero
VFA CerTest RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VFA Altona RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VFA Genekam RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VFA Genesig RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VFA Vivantis RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VFA PCRmax RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
VFA Fast-Track RT-PCR a tiempo real Genoma viral Muestras clinicas
Diagnostics (FTD) multiplex

34

1
eimc



DOCUMENTO CIENTIFICO

Abreviaturas:

CHKYV: virus chikungunya

CLIA: inmunoensayo quimioluminiscente

ELISA: ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas
IB: inmunoblot

ICT: inmunocromatografia

IFI: inmunofluorescencia indirecta

VBB: virus del bosque de Barmah

VDEN: virus dengue

VEEE: virus de la encefalitis equina del Este
VEEO: virus de la encefalitis equina del Oeste
VEJ: virus de la encefalitis japonesa

VESL.: virus de la encefalitis de Sant Louis
VETG: virus de la encefalitis transmitida por garrapatas
VEVM: virus de la encefalitis del valle del Murray
VFA: virus de la fiebre amarilla

VFVR: virus de la fiebre del valle del Rift

VLAC: virus de la encefalitis de La Crosse
VMAY: virus Mayaro

VRR: virus del rio Ross

VSIN: virus Sindbis

VTOS: virus Toscana

VUSU: virus Usutu

VWN: virus West Nile

VZIK: virus Zika

Anexo 1.2. Procedimientos normalizados de trabajo (PNTs) de técnicas comerciales

En el Procedimiento en Microbiologia Clinica n° 47 de la SEIMC, titulado “Diagnéstico microbioldgico de
arbovirosis y robovirosis emergentes” publicado en 2013, se describen 5 PNTs que recogen los procedi-
mientos para la realizacion de algunos de los métodos comerciales mas utilizados como sigue:

PNT-ARBOV-01. Deteccion serologica de anticuerpos IgM e IgG frente al virus West Nile
PNT-ARBOV-02. Deteccion serologica de anticuerpos IgM e IgG frente al virus Toscana
PNT-ARBOV-03. Deteccion serologica de anticuerpos IgM e IgG frente al virus chikungunya
PNT-ARBOV-04. Deteccion seroldgica de anticuerpos IgM e IgG frente al virus dengue

PNT-ARBOV-05. Deteccion de antigeno de los virus dengue
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este procedimiento es describir el procesamiento de muestras clinicas para cultivo celular
de arbovirus. El manejo de cultivos celulares de estos virus requiere diferentes niveles de contencion de
riesgo bioldgico, segun se trate de microorganismos clasificados como de riesgo biolégico 2 (virus Toscana
y virus Zika), 3 (virus dengue y virus West Nile) o 4 (virus de la fiebre hemorragica de Crimea Congo). Sélo
el manejo de cultivos celulares de los arbovirus clasificados como agentes de riesgo biolégico 2 y 3 son el
objeto de este procedimiento.

2. FUNDAMENTO

Los virus son parasitos intracelulares obligados, por tanto, su cultivo in vitro ha de realizarse en lineas ce-
lulares apropiadas que permitan su replicacion. El aislamiento de un virus en cultivo celular permite obtener
cepas virales, muy utiles para estudios fenotipicos y genotipicos relacionados con la epidemiologia, pato-
genicidad, virulencia y resistencia a antivirales de los virus, asi como para realizar técnicas seroldgicas de
confirmacién basadas en ensayos de neutralizacién del efecto citopatico (ECP).

Los arbovirus objeto de este procedimiento crecen bien en un periodo comprendido entre 5y 14 dias, de-
pendiendo del virus, en diferentes lineas celulares, aunque la mas ampliamente utilizada por su facilidad
de manejo y por su versatilidad para permitir el crecimiento de cualquiera de ellos es la linea celular Vero,
derivada de rindn de mono verde africano. El crecimiento del virus en cultivo celular se hace evidente por
la aparicion de un ECP que no es especifico de cada arbovirus.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Procedimientos generales de cada laboratorio en cuanto a recepcion de muestras, sistema informatico del
laboratorio (SIL), normas de seguridad, control de vertidos y accidentes, uso del area con nivel 3 de conten-
cion de riesgo bioldgico, mantenimiento de cultivos y preparacion de tubos para la inoculacién de muestras.
- Procedimientos especificos de Uso del Area con nivel 3 de contencién de riesgo biolégico

- Directiva (UE) 2019/1833 de la Comisién de 24 de octubre de 2019 por la que se modifican los anexos |,
I1l, V'y VI de la Directiva 2000/54/CE del Parlamento Europeo sobre la proteccion de los trabajadores con-
tra los riesgos relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos durante el trabajo (https://www.boe.es/
doue/2019/279/L00054-00079.pdf).

4. MUESTRAS

Las muestras a tomar para la investigacion de cada virus seran las recomendadas en los protocolos de
vigilancia de cada uno de ellos para cultivo.

Dado que el cultivo de estos virus no es una herramienta diagndstica de primera linea en los laboratorios
clinicos, se suele llevar a cabo a partir de las muestras clinicas en las que se ha demostrado la presencia
del virus por deteccion de algunos de sus componentes como ARN mediante RT-PCR y/o antigenos virales.
En general, las muestras recomendadas para los arbovirus objeto de este procedimiento son sangre, suero,
orina, biopsias y LCR. Las muestras de sangre y suero se enviaran en su tubo primario. Las demas mues-
tras liquidas se recogen en contenedores estériles con tapon a rosca sin medio de transporte. Las biopsias
se enviaran en tubos con 2 ml de medio de transporte de virus.
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4.2.CONSERVACION Y TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS

Las muestras se deben enviar de inmediato al laboratorio del Servicio de Microbiologia. Si no es posible el
envio inmediato, hay que conservar a 2-8°C hasta 48 horas o0 a -80°C si van a ser periodos mas prolongados.
Para envio de la muestra se debe utilizar un sistema triple basico de embalaje, compuesto por los tres nive-
les de contencion recomendados por la OMS para este tipo de muestras (categoria B):

- Recipiente primario: contiene la muestra clinica y debe ser estanco, a prueba de filtraciones y estar eti-
quetado. Este recipiente se envuelve en material absorbente para retener todo el fluido en caso de ruptura.
- Embalaje/envase secundario: un segundo recipiente estanco, a prueba de filtraciones, que encierra y pro-
tege al primario. Debe incluir tapa de cierre hermético y puede ir también envuelto en material absorbente.
Los formularios de datos, historia clinica etc. deben estar en el exterior de este recipiente.

- Embalaje/envase exterior: los embalajes/envases secundarios se colocan en embalajes/envases exterio-
res de expedicion con un material amortiguador adecuado. Los embalajes exteriores protegen el contenido
de los elementos exteriores, como dafios fisicos, mientras el bulto se encuentra en transito. Cada embalaje/
envase preparado para su expedicidn debera estar correctamente marcado y etiquetado e ir acompanado
de una copia del formulario de peticién debidamente cumplimentado, que se colocara en el compartimento
exterior entre el embalaje secundario y el embalaje exterior.

Criterios de rechazo: muestras que incumplan las normas generales de recogida, transporte y conserva-
cion de muestras (muestra derramada, mal identificada, en contenedor inadecuado, etc.).

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS
5.1.REACTIVOS

* Minimum Essential Medium (EMEM) en polvo
¢ L- glutamina al 3%
* HEPES 1M
» COsHNa 7,5% (con rojo fenol al 0,4%)
* Suero fetal bovino
« Solucion de disgregacion de células tripsina-EDTA:
-Solucién EDTA
EDTA 0,40¢
PBS pH=7,5 c.s.p. 1000 ml
-Solucion de tripsina
Tripsina. 259
PBS pH=7,5 c.s.p. 1000 ml

Mezclar ambas soluciones y alicuotar en frascos de cristal a razén de 50-100 ml por frasco. Mantener con-
gelada a -20°C hasta su uso.

* Solucioén de vancomicina (50 mg/mL)

« Solucion de gentamicina (40 mg/mL)

* Solucién de anfotericina B (0,25 mg/mL)
* Linea celular Vero

* Solucién acuosa de azul tripan al 0,1%
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* Mezcla antibidtica para descontaminacion de muestras:

Mezclar 50 ml de la solucion de vancomicina con 13 ml de la solucion de gentamicina y filtrar (filtro de 0,45
pMm) en contenedor estéril. Filtrar (filiro de 0,45 ym) 250 ml de la solucién de anfotericina en un frasco estéril.
Mezclar en un frasco estéril ambas soluciones.

6. APARATOS Y MATERIAL

6.1. APARATOS

+ Cabina de flujo laminar horizontal para preparacion y mantenimiento de las lineas celulares
* Frigorifico™

» Congelador de -20°C

» Contenedor de nitrégeno liquido

* Bomba para pipeta de 10 ml

» Bomba para esterilizacion de medios de cultivo mediante filtrado

« Camara de 35-37°C para incubacion de cultivos celulares

 Cabina se seguridad biolégica IIA*

* Microscopio invertido*

» Congeladores*

* Centrifuga de rotor basculante*

* Microcentrifuga®

» Camara de incubacion a 35-37°C para incubacion de tubos con muestras®
* Pipeta automatica regulable de 50 - 200 plI*

* Pipeta automatica regulable de 1000 pl*

*Equipamiento que también debera estar incluido en el area P3 para cultivo de virus de riesgo biolégico 3
(ver procedimientos especificos de Uso del Area con nivel 3 de contencion de riesgo bioldgico).

6.2. MATERIAL

* Frascos de cultivo celular de 250 ml

* Frascos de cultivo celular de 75 ml

» Tubos para cultivo celular

» Jeringas de 5, 10 y 20 ml

* Filtros Millipore de 0,22 ym

* Pipetas de 10 ml con filtro

* Criotubos para separacion de muestras y congelacion de muestras y células
* Puntas de pipeta Pasteur desechables estériles

* Puntas de pipeta con filtro de 200 pl estériles libres de DNasas y RNasas

* Puntas de pipeta con filtro de 1000 pl estériles libres de DNasas y RNasas

7. PROCEDIMIENTO

7.1.PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

En general, los medios para cultivar las lineas celulares que posteriormente se utilizaran para el aislamien-
to de virus se preparan en dos fases, con una semana de separacion entre ellas. La primera semana se
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preparan las bases, partiendo de medio en polvo, debidamente tamponadas con HEPES y bicarbonato. En
la segunda semana se adicionaran antibiéticos, L-glutamina y suero fetal bovino a su concentracién corres-
pondiente.

7.1.1. Preparacion de bases (primera semana)

* En un matraz anadir 450 ml de agua purificada por cada frasco de 500 ml de base que se quiera preparar.
» Ahadir MEM (Minimum Essential Medium de Eagle) en polvo a razén de 4,8 g por cada volumen de 450
ml de agua anadido al matraz, disuelto previamente en agua (para cada 4,8 ml de polvo 25 ml de agua).
* Repartir esterilizando por filtracion a través de filtros de 0,22 ym en frascos de cristal estériles, a razén de
475 ml por frasco.
* Adadir, filtrando, a cada frasco:

HEPES 1 M 10 mL

COsHNa 7,5% (con rojo fenol al 0,4%) 5 mL

Comprobar por tono y color del indicador que el pH esta entre 7,3 y 7,5 (naranja rosado)
» Dejar a temperatura ambiente durante 24 horas.
* Hacer un control de esterilidad:
* Introducir una torunda estéril en el medio a controlar e inocular con ella 2

placas de agar sangre. Incubar a temperatura de 35°C y en COs..

* Afdadir 1 ml de medio a un tubo de tioglicolato e incubar a 35°C.
* Realizar la lectura de las placas y del tioglicolato tras 7 dias de incubacion.

Guardar los frascos a temperatura ambiente en oscuridad durante una semana.
7.1.2. Preparacion de los medios (segunda semana)

* Elegir, entre las bases preparadas la semana anterior, aquellas que superen todos los controles.
* Los medios de cultivo que se van a usar son:
* MEM 10% para crecimiento de la linea celular en frasco y tubos para inoculacion de muestras.
* MEM 1% para inoculacién de la muestra y mantenimiento de los cultivos celulares sin inocular.
* Afiadir a cada frasco de 500 mL:
Vancomicina 50 mg/mL......... 0,5mL
Gentamicina 40 mg/mL......... 0,5mL
Anfotericina B 0,25 mg/mL....5 mL (s6lo a medio de inoculacion/mantenimiento)
» Descongelar suero fetal bovino (SFB) y mantener en bafo de 56°C durante 30 minutos para descomple-
mentar. Si ya se descomplementd en dias anteriores, mantener sélo 10 minutos para atemperarlo.
* Adadir SFB a cada frasco, segun la concentracion deseada y rotular convenientemente:
MEM 1% 5 ml de SFB
MEM 10% 50 ml de SFB
» Realizar un control de esterilidad cada vez que se le adicione algun suplemento a los medios de cultivo:
* Introducir una torunda estéril en el medio a controlar e inocular con ella 2 placas de agar sangre. Incubar
a temperatura ambiente a 35°C y en CO..
* AAadir 1 ml de medio a un tubo de tioglicolato e incubar a 35°C.
* Realizar la lectura de las placas y del tioglicolato tras 7 dias de incubacion.
« Siempre que se vaya a utilizar un frasco de medio de cultivo por primera vez, anadir a cada 500 ml, 5 ml
de L-glutamina al 3% filtrada con filtro de 0,22 pm.
Anotar en la etiqueta del frasco “+ glutamina” y la fecha en la que se anade. A partir de ese momento la
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caducidad del medio es de 30 dias. Después de este periodo hay que volver a afadir glutamina al medio de
cultivo (la cantidad proporcional que corresponda segun el volumen que quede de medio).

7.2.CULTIVOS CELULARES
7.2.1. Recepcidén y procesamiento de frascos comerciales de cultivo celular

Los frascos se reciben en el laboratorio totalmente llenos de medio. Examinar los frascos de cultivo al llegar
al laboratorio:

a) Temperatura

b) Adecuado envasado. El medio debe cubrir las células.

c) La monocapa debe ser confluente

d) Calidad de la monocapa

e) pH del medio

f) Contaminacion
 Vaciar la mayor parte del medio de los frascos comerciales, dejando suficiente cantidad de medio como
para cubrir perfectamente la monocapa.
¢ Incubar a 37°C un minimo de 24 horas
» Sila monocapa persiste confluente, dar pase a nuevos frascos atendiendo al tipo de célula de que se trate
y a la concentracioén celular adecuada en cada caso.
« Cuando se consiga un suficiente numero de frascos, parte de ellos se congelaran en nitrégeno liquido, y
el resto se dejaran para la rutina diaria.

7.2.2. Preparacion de frascos de cultivo celular

« Comprobar la monocapa de los frascos de cultivo celular.

« Seleccionar los frascos que cumplan las condiciones requeridas para dar el pase.

* Tripsinizar:
» La mezcla tripsina-EDTA se mantendra a 37°C, una vez descongelada. No utilizar si lleva mas de 24
horas descongelada.
* Vaciar el medio de los frascos a tripsinizar
* Enjuagar 2 veces las células con tripsina-EDTA, una vez filtrada a traves de filtro de 0,22nm.
» AfAadir tripsina y dejarla en contacto con las células 1 minuto (ocasionalmente es necesario mas tiem-
po, depende del tipo de células que se estén procesando)
+ Al observar que las células se estan desprendiendo del frasco, o que la tripsina se enturbia, se retirara
toda la tripsina del frasco.
* Golpear el frasco con la mano para que se desprendan todas las células y arrastrarlas con la tripsina
que haya quedado. Dejar 2-4 minutos hasta que esté completamente suelta la monocapa.
» Anadir 10 ml del medio de cultivo correspondiente segun el tipo celular.
» Pasar por pipeta de cristal estéril unas 20 veces como minimo para homogeneizar las células.
» Tomar 1 ml de células y afadirlo a un tubo de recuento con 0,2 ml de azul tripan al 0,1%.
* Montar una camara de recuento y contar el numero de células en los cuadros laterales, hallando la
media.
* Calcular el volumen de MEM 10% que hay que afadir al frasco para obtener el recuento de 150.000
células/ml.
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Emplear la siguiente formula para calcular el volumen de medio a afadir:

Recuento x 10 x 12.000

Volumen a anadir =
150.000

* Distribuir el volumen final, tras homogeneizar, en el numero de frascos apropiados (30 ml por frasco
grande de 250 ml y 10 ml si se utilizan frascos pequefos).
* Incubar a 35°C, observando cada dia.

7.2.3. Preparacion de tubos de cultivo celular

» Colocar los tubos en una gradilla especial que permita la incubacion horizontal (15° de inclinacién), de
manera que la sefial nos indique el lugar contrario al de formacioén de la monocapa.

* Pegar en la gradilla una etiqueta indicando tipo de linea celular y fecha de preparacion.

« Distribuir 1 ml de la suspension por tubo; el exceso de suspension se repartira en frascos de cultivo a
razon de 30 ml por frasco grande o 10 ml por frasco pequefio.

* Rotular los tubos con la inicial del nombre de la linea celular y el dia de preparacion y hacer una sefal en
la zona del tubo que quedara hacia arriba en la gradilla de incubacion.

* Incubar los tubos horizontalmente (15° de inclinacion) a 35°C.

« Al dia siguiente comprobar la monocapa, y si es semiconfluente, cambiar el medio de crecimiento por el
de mantenimiento (MEM 1%).

* Observar cada dia. Las células no deben utilizarse pasados 7 dias desde su preparacion.

7.3.PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA CULTIVO CELULAR

Todos los pasos de preparacion de muestras para cultivo celular asi como aquellos que impliquen manipu-
lacion de los cultivos una vez inoculadas las muestras deben realizarse en cabina de seguridad bioldgica
(CSB) llIA'y con equipos de proteccion individual recomendados para los arbovirus que se van a manejar de
riesgo biolégico 2. El manejo de los cultivos de arbovirus clasificados como patégenos de riesgo bioldgico
3 debe llevarse a cabo en CSB IIA en el area P3 cumpliendo estrictamente las normas de uso de ésta (ver
Procedimiento General de Uso del Area con nivel 3 de contencién de riesgo bioldgico).

7.3.1. Preparacion de las muestras para cultivo celular

Muestras en escobillén:

Se deben recibir en el laboratorio en tubo con medio de transporte para virus.

* Ahadir a cada tubo una bola de cristal estéril y agitar el tubo durante unos segundos en el vortex.

* Retirar el escobillon con pinza estéril.

* AfAadir a la muestra un 10% de mezcla antibiética (por cada mililitro de muestra se afiaden 100 ul de mez-
cla antibidtica). Si se trata de saliva afadir también 100 ul de suero fetal bovino por cada ml de muestra).
Mantener a 4°C durante 30 minutos.

Biopsia:

» Afadir 1 ml de MEM 0% y 3 bolas de cristal estériles al envase en el que se recibe la muestra.

« Agitar 1 minuto en vortex.

 Extraer la suspension resultante y pasarla a un tubo de centrifuga estéril. Centrifugar a 2.000 rpm durante
10 minutos. Recoger el sobrenadante para procesarlo.
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» Afadir al sobrenadante un 10% de mezcla antibiética y dejar 30 minutos a 4°C.
¢ Inocular los tubos de Vero con 0,2 ml de la muestra.

Orina:

» Separar 10 ml de la muestra en un tubo de centrifuga estéril con tapén de rosca para procesarla.

* Centrifugar el tubo con los 10 ml de orina a 2.000 rpm durante 10 minutos.

* Decantar dejando en el tubo unos 2 ml de muestra.

« Comprobar el pH de la muestra, y si es acido neutralizar con unas gotas de NaOH 0,5N (no afadir mas
de 3-4 gotas).

» Afdadir 0,2 ml de mezcla antibidtica y 0,2 ml de suero fetal bovino manteniendo la muestra a 4°C durante
30 minutos. Homogeneizar la muestra.

Liquidos estériles:
Incluye LCR, suero y/o sangre. No requiere preparacion de la muestra antes de su inoculacion.

7.3.2. Inoculacién de las muestras en tubos de cultivo celular

* Inocular 0,2 ml de la muestra sobre la monocapa una vez retirado el medio de mantenimiento.

* Dejar adsorber a 37°C unos 90 minutos.

» AfAadir medio de inoculacion (MEM 1%) e incubar a 35-37°C en gradillas horizontalmente con inclinacion
del 15%.

Se recomienda utilizar como sustrato de los virus lineas celulares de pase reciente (menor de 7 dias); la
utilizacién de células metabdlicamente activas favorece la infeccion virica.

7.3.3. Deteccion de efecto citopatico

Observar los cultivos diariamente para deteccion de ECP en microscopio invertido. Los arbovirus a los que
se refiere este procedimiento crecen en linea celular Vero produciendo un ECP generalizado de toda la mo-
nocapa celular. Utilizar un tubo sin inocular preparado el mismo dia que el usado para la inoculacion de la
muestra como control negativo y un control positivo con una cepa patron del virus a aislar, para diferenciar
el ECP producido por el virus del generado por el envejecimiento de la monocapa.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

En caso de aparicidn de ECP, realizar un subcultivo (“dar un pase”) a otro tubo para promover la amplifica-
cion in vivo del virus y descartar ECP inespecifico en el tubo de origen por envejecimiento de la monocapa
celular, comparando con el control negativo y positivo, a los que también se les da pase en paralelo.

Los cultivos se leeran hasta 15 dias consecutivos para descartar un resultado negativo. Una vez transcurri-
do el periodo de incubacion final o bien cuando se identifique el virus aislado, se emitira en informe:

* Resultado negativo: “No desarrollo de virus en cultivo celular tras finalizar el periodo de incubacién.”
* Resultado positivo: “Desarrollo de ...... (virus aislado).... en cultivo celular.”

Las arbovirosis a las que hace referencia este procedimiento son Enfermedades de Declaraciéon Obligato-
ria, de modo que los resultados deben informarse a los servicios de Epidemiologia o Medicina Preventiva
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correspondientes, utilizando las vias de declaracion urgentes u ordinaria, segun el virus detectado.
Como los arbovirus estan sujetos a programas de vigilancia, se tiene que garantizar la emision del informe
al médico peticionario asi como a las instituciones de Salud Publica implicadas en estos programas.

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de organizacién del laboratorio de Microbiologia y en las fichas
de descripcion de los puestos de trabajo. El procedimiento debera llevarse a cabo por personal técnico
cualificado con un entrenamiento especifico, realizando una adecuada segregacion de los residuos. La su-
pervision de la técnica y de los resultados emitidos debera realizarla el facultativo especialista responsable
del laboratorio de Microbiologia que los emite.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

El cultivo celular no suele tener rentabilidad diagndstica, es por ello que habitualmente se utiliza para ob-
tener aislados de muestras previamente positivas mediante técnicas directas. Por ello, se suele realizar en
laboratorios de referencia y con personal entrenado en manipulacién de lineas celulares y cultivos celulares
de muestras clinicas con sospecha de arbovirus de riesgo bioldgico 2 y 3.

11. LIMITACIONES AL PROCEDIMIENTO

El cultivo celular requiere virus viables por lo que es fundamental seguir estrictamente las recomendaciones
de toma de muestra, conservacion y transporte al laboratorio, asi como el procesamiento inmediato de la
misma o su correcta conservacion en caso de demora.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

En este procedimiento se describe el método a seguir para llevar a cabo la deteccidén de anticuerpos neu-
tralizantes frente a un arbovirus determinado en una muestra de suero humano mediante la técnica de
neutralizacion viral en placa de 96 pocillos (microneutralizacién). Como este proceso implica el manejo de
cultivos celulares de estos virus, se requieren diferentes niveles de contencion de riesgo bioldgico, segun
se trate de arbovirus clasificados como de riesgo biolégico 2 (como los virus Toscana y Zika) o 3 (como los
virus dengue, chikungunya y West Nile).

2. FUNDAMENTO

Este ensayo permite la titulacion de anticuerpos neutralizantes en una muestra de suero humano frente
a un determinado virus. Estos anticuerpos son muy especificos y los produce el sistema inmunitario del
hospedador tras la infeccion y son muy importantes al ser protectores, ya que van a bloquear el progreso
de la infeccion.

La seroneutralizaciéon o neutralizacion viral se considera la técnica gold-estandar que mejor refleja la corre-
lacion virus-anticuerpos in vivo e in vitro. Se trata de una técnica cuantitativa, por lo que se llevan a cabo
diluciones seriadas del suero problema y se afiade una cantidad constante de virus. Tras un periodo de in-
cubacion para que se lleve a cabo la reaccion antigeno-anticuerpo, se afnaden las células, donde el virus no
neutralizado puede producir un efecto citopatico reconocible entre 3 a 12 dias dependiendo de cada virus.
El punto final es la diluciéon que inhibe el crecimiento en un 50% (TCID50) o 90% (TDCI90) de inhibicion,
y este Ultimo puede ser mas especifico. La linea celular Vero (derivada de rifidn de mono verde africano)
es la mas utilizada en el caso de las arbovirosis, debido principalmente a su facilidad de manejo y por su
versatilidad para permitir el crecimiento de cualquiera de ellos. Se necesita que el crecimiento del virus en
el cultivo celular se haga evidente por la aparicidon de efecto citopatico (ECP) para la posterior interpretacion
de los resultados, lo que dificulta su uso e interpretacion en aquellos casos en los que el ECP del virus no
es muy evidente.

Esta técnica es laboriosa y mas lenta que otras técnicas de deteccion de anticuerpos como las técnicas de
screening de inmunofluorescencia (IF1) o inmunoenzimatica (ELISA), pero es muy especifica y sensible y
se considera prueba de referencia para cualquier valoracion serolégica.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

1. Sanchez C (Coordinador). Guerrero C, Sanchez C. Recogida, transporte y procesamiento general de las
muestras. Procedimientos en Microbiologia Clinica 1a. SEIMC 2003. Disponible en http://www.seimc.org/
documentos/protocolos/microbiologia.

2. Pérez Saénz JL (Coordinador). Alados JC, Gomez E, Leiva J, Pérez-Saenz JL, Rojo E . Seguridad en el
laboratorio de Microbiologia Clinica. Procedimientos en Microbiologia Clinica 10a. SEIMC 2014. Disponible
en: http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiologia.

3. Directiva (UE) 2019/1833 de la Comision de 24 de octubre de 2019 por la que se modifican los anexos
[, I, V 'y VI de la Directiva 2000/54/CE del Parlamento Europeo sobre la proteccion de los trabajadores
contra los riesgos relacionados con la exposicion a agentes bioldgicos durante el trabajo (https://www.boe.
es/doue/2019/279/L00054-00079.pdf).

4. Procedimiento General de Uso del Area con nivel 3 de contencién de riesgo biolégico.

5. Protocolos del Laboratorio de Virus para la preparacién de medios de cultivo y reactivos
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4. MUESTRAS

4.1. OBTENCION DE LA MUESTRA Y CONSERVACION

La muestra de eleccion para realizar esta técnica es suero, principalmente en aquellos que se haya detec-
tado previamente la presencia de anticuerpos IgM o IgG. Las muestras de suero deben tomarse aséptica-
mente por puncion venosa. El suero se obtiene dejando que se produzca la coagulacion espontaneamente
en un tubo, preferentemente de vidrio, en el que no se ha puesto anticoagulante y después centrifugando
para separar el coagulo. No se deben analizar muestras hiperlipémicas, contaminadas, hemolizadas, icté-
ricas, ni inactivadas por calor. El rendimiento de la técnica depende de la correcta manipulacion y conser-
vacion de las muestras antes de su analisis. Las muestras de suero se deben conservar a 2-8°C si se van
a procesar en 24-48 horas tras su obtencion o a -20°C si el procesamiento se realiza en dias posteriores.

4.2. REACTIVOS

Las muestras se ensayaran puras o se diluiran a partir de 2. Antes de ensayar o realizar la dilucién de la
muestra, éstas deber ser homogeneizadas en agitador vortex y posteriormente se descomplementaran
incubando durante 30 minutos a 56°C.

Se requiere en el ensayo de al menos un duplicado para cada dilucién de suero (diluciones seriadas reali-
zadas en medio de cultivo sin suero).

Criterios de rechazo: Muestras que incumplan las normas generales de recogida, transporte y conservacion
de muestras (muestra derramada, mal identificada, en contenedor inadecuado, etc.)

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

* DMEM (dulbecco modified Eagles minimal essential medium) suplementado con 1% antibiéticos y Gluta-
mina
* Penicilina-Estreptomicina 10.000 U penicilina/pl
* Glutamina 200 mM
* Suero bovino fetal (SBF)
* DMEM + 10% SBF
» Sueros inactivados
* Virus titulado
* Linea celular Vero
* PBS
 Solucion de disgregacion de células tripsina-EDTA:
-Solucion EDTA
EDTA 0,40 g
PBS pH=7,5 c.s.p. 1000 ml
-Solucioén Tripsina
Tripsin 25¢9
PBS pH=7,5 c.s.p. 1000 ml

Mezclar ambas soluciones y alicuotar en frascos de cristal a razén de 50-100 ml por frasco. Mantener con-
gelada a -20°C hasta su uso.

 Naftol Blue (1 g de Naftol Blue Black, 13,6 g de acetato de sodio y 60 ml de acido acético glacial (afadirlo
lentamente y en la cabina de gases). Enrasar hasta un volumen final de 1 litro

i)
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6. APARATOS Y MATERIAL
6.1. APARATOS

» Cabina de seguridad biolégica

* Termobloque

* Microcentrifuga

* Frigorifico

« Congelador de -20°C

« Camara de 33-37°C para incubacion de cultivos celulares
* Microscopio invertido

* Cabina de gases

6.2. MATERIAL

* Cubetas para liquido estériles

* Micropipetas y multicanal

* Puntas de micropipeta de “calidad molecular” con filtro.
* Gradillas para tubos sarstedt o similares.

* Agitador tipo vortex.

* Tubos de reaccion de 1,5 ml de “calidad molecular” (tipo sarstedt).
* Bandeja con hielo

» Contenedores de residuos

* Tubos para cultivo celular

* Pipetas de 5y 10 ml con filtro

* Puntas de pipeta Pasteur desechables estériles

* Bolsas herméticas

7. PROCEDIMIENTO

Antes de comenzar con el protocolo hay que tener en cuenta que se va a necesitar durante el mismo algu-
nos controles de:

o Neutralizacion: suero neutralizante

0 No neutralizacién: suero no neutralizante

o Viabilidad celular: células sin suero y sin virus

o Citotoxicidad del suero: células con cada suero y sin virus

o Infectividad viral: células sin suero con 100 TCID50, 10 TCID50, 1 TCID50 y 0,1 TCID50.

1. Los sueros problema se diluyen a partirde 1 /2 en PBS (60 ul PBS + 60 ul suero), aunque puede variar
dependiendo del virus a analizar, y se descomplementan a 56°C durante 30 minutos
2. Descongelar el vial de virus titulado y preparar la dilucién que contiene 100 TCID50/25 ul. Preparar tam-
bién diluciones seriadas en base 10 que contengan 10 TCID50/25 ul, 1 TCID50/25 uly 0,1 TCID50/25 pl.
3. Anadir los siguientes volumenes de:

25 pl de DMEM sin suero a todos los pocillos de la placa

25 pl de DMEM sin suero a los pocillos en los que se pondra el control de células

25 pl de cada suero en pocillos duplicados en las filas Ay B (la primera fila sirve como control de

citotoxicidad del suero y la segunda como la primera dilucion del ensayo)
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4. Realizar diluciones seriadas 1/2 partiendo de la fila B, transfiriendo 25 ul al siguiente pocillo. Cambiar de
punta de pipeta en cada paso. Tirar el volumen después de hacer la ultima fila.

5. Anadir 25 pl del virus en los pocillos control: 0,1; 1; 10 y 100 TCID50/pocillo.

6. Afadir 25 ul del virus (100 TCID50/pocillo) a todos los pocillos en los que hay sueros a ensayar.

e g g8 § £ 2
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18 4 O OO OO OO OIOOIO O 0 TCIDs
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11256 OOOOOOOOOOOOI
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7. Incubar las placas 1 hora a 37°C en atmosfera de 5% CO,

8. Preparar una suspension celular con aproximadamente 5 x 10° células/ml en DMEM al 10% de SBF.
Para ello las monocapas celulares se tripsinizan con tripsina-EDTA (tripsina-verseno) y se resuspenden en
el correspondiente volumen de DMEM al 10% de SBF.

9. Anadir 50 pl de la suspension celular recién obtenida a cada pocillo. Las diluciones de los sueros que se

quedarian en la placa si se parte de una dilucion inicial de % tras afiadir el virus y las células son de 1/8 a
1/512.

10. Incubar las placas durante 4-7 dias (segun el virus ensayado) en atmésfera al 5% de CO,

11. Examinar las placas en el microscopio y registrar la presencia o ausencia de ECP (efecto citopatico) o,
directamente, tefir para células viables como sigue:

Tincion de las placas
* Descartar el sobrenadante
* Afadir a cada pocillo 200 ul de naftol blue e introducir la placa en una bolsa hermética que contenga
naftol blue
* Incubar las placas durante 15 minutos

* Lavar las placas introduciéndolas boca abajo en un cubo que contenga agua del grifo
* Dejar secar a temperatura ambiente

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Las monocapas celulares destruidas no se tifien, mientras que las intactas adquieren un color azul. Com-

probar:
1
49 ;elmc




DOCUMENTO TECNICO

PNT-ARBOV-07

Servicio / Unidad de Microbiologia Deteccion de anticuerpos neutralizantes

HOSPItal.......vvoeeeeeeeeeeeeeeeeee. frente a arbovirus en suero Edicion N°1 | Pagina 6 de 7

a) Que el control de células, los controles con anticuerpos neutralizantes (en el titulo esperado), y los con-
troles de citotoxicidad de los sueros se tifien de azul

b) Que la cantidad de virus afiadida a cada pocillo esta entre 10"® and 102% TCID50 (aunque lo ideal es
que el 50% de los pocillos con 1 TCID50, estén infectados, el ensayo es valido también entre los siguientes

limites):
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Una dilucion de suero se considera neutralizante si el 100% de la monocapa celular esta intacta. La mayor
dilucién de suero que da neutralizacion completa en ambos pocillos de ensayo es el titulo neutralizante del
suero.

Una dilucién de suero se considera no neutralizante si todos los pocillos ensayados presentan monocapa
celular destruida y por lo tanto no tefida de azul.

Se considera que hay una infeccion aguda si entre los sueros de fase aguda y convaleciente hay un aumen-
to de al menos cuatro veces en el titulo neutralizante obtenido.

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de organizacion del laboratorio de Microbiologia y en las fichas
de descripcion de los puestos de trabajo. El procedimiento debera llevarse a cabo por personal técnico
cualificado con un entrenamiento especifico, realizando una adecuada segregacion de los residuos. La su-
pervision de la técnica y de los resultados emitidos debera realizarla el facultativo especialista responsable
del laboratorio de Microbiologia que los emite.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Todo el personal del laboratorio de Microbiologia debera conocer las normas generales de seguridad e
higiene. Estas recomendaciones deberan estar recogidas en un documento establecido por el laboratorio

de Microbiologia.
3
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Es importante considerar que para la realizacion de esta técnica en muchas ocasiones debe realizarse en
laboratorios de bioseguridad clase 3, ya que los virus frente a los cuales se hace el ensayo requieren de
estas condiciones de bioseguridad para su manejo al ser un cultivo celular.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En la interpretacion de los resultados serolégicos ha de considerarse el alto grado de reaccion cruzada
entre diferentes virus del mismo género viral, los antecedentes de vacunacion frente a los mismos y su
co-circulacion en grandes areas. Asi, para confirmar la infeccidn por un virus, si en esa area co-circula con
otros del mismo género viral (por ejemplo, dengue y zika), se recomienda llevar a cabo los ensayos de
neutralizacion frente a esos virus y el diagndstico confirmatorio es aquel para el que se observe un titulo de
anticuerpos neutralizantes 4 veces mayor que para el resto.

11. BIBLIOGRAFIA
1. Laboratory tests used in the diagnostic and research of dengue virus: present and future. Juan Samuel Sulca

Herencia. Libro: “Dengue Fever”. DOI: 10.5772/intechopen.80519. DOI: 10.5772/intechopen.73901. ISBN: 978-1-
78985-000-0. eBook (PDF) ISBN: 978-1-83881-761-9.
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