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1. INTRODUCCION

Los virus transmitidos por artrépodos (arbovirus) y
los transmitidos por roedores (robovirus) o por otros
animales se engloban en los que actualmente
denominamos “virus transmitidos por vector” (VTV).
Este término agrupa a cientos, probablemente miles,
de virus pertenecientes a diferentes familias
evolutivas, la mayoria con genoma ARN, lo que les
confiere una elevada capacidad adaptativa a nuevos
huéspedes vertebrados o invertebrados, entre los
que se incluye al ser humano.

En los ultimos decenios la humanidad ha sufrido
dramaticos ejemplos de aparicibn de nuevos virus.
Entre ellos el virus del sida, un virus hasta entonces
de primates no humanos, el coronavirus del
Sindrome Respiratorio Agudo, o las nuevas variantes
del virus de la gripe han mostrado una rapida
capacidad de adaptacion y de transmision altamente
eficaz entre seres humanos. Con un nivel intermedio
de adaptacion, se encuentran los VTVs causantes de
las fiebres hemorragicas, para los que la transmisién
directa entre humanos puede causar brotes
epidémicos limitados, pero no pandemias.

Entre todos los VTVs, los virus del dengue, de la
fiebre amarila o el virus de la enfermedad
denominada “fiebre  chikungunya” son virus
adaptados a nuestra especie, por lo que generan
ciclos urbanos de transmision que utilizan como
vectores de transmisibn a los mosquitos,
generalmente del género Aedes. En Espafa, como
en otros paises europeos, existe un riesgo potencial
de transmisién autoctona en aquellas regiones
geograficas en las que esta presente el mosquito
Aedes aegypti  (Ae.aegypti) o el mosquito
Aedes albopictus (Ae. albopictus) -conocido
comunmente como mosquito tigre-, una especie de
origen asiatico que en los ultimos 35 afios se ha
extendido por los distintos continentes, y cuya
presencia se asocia al riesgo de asentamiento de los
arbovirus que son capaces de transmitir. No hay que
olvidar que Ae. aegypti, actualmente erradicado pero
con un elevado riesgo de reintroduccion en la
Peninsula Ibérica, fue responsable de grandes
epidemias de dengue y de fiebre amarilla en Espana
entre el siglo XVIIl y comienzos del XX.

La mayoria de los VTVSs, sin embargo, no utilizan a
los humanos en su ciclo vital, aunque algunos de
ellos pueden infectarlo y causar enfermedad, que en
ocasiones llega a ser letal. En estos casos el
individuo infectado no produce una cantidad de virus
suficiente como para infectar a otros humanos o a
otros vectores. Entre estos virus en los que el
humano es un huésped final, el virus West Nile, el
virus de la coriomeningitis linfocitaria y el virus
Toscana son los que mas frecuentemente causan
enfermedad en Espana.

Los cambios introducidos por nuestra especie en
los ecosistemas que ocupan estos virus, los cambios

en el clima y la velocidad y la frecuencia con la que
viajan actualmente las personas y las mercancias
estan favoreciendo su rapida dispersion vy
provocando frecuentes amenazas a la salud publica.

Ante el riesgo de asentamiento de estos agentes,
las autoridades europeas han priorizado la
investigacion de brotes y en algunos paises se van
estableciendo planes para su vigilancia y control que
estan permitiendo la pronta identificacion de casos
autoctonos. En Espafia se han aprobado protocolos
activos de vigilancia y control de las enfermedades
producidas por los tres VTVs adaptados a nuestra
especie (virus dengue, chikungunya y de la fiebre
amarilla), asi como para el virus West Nile y los
productores de fiebre hemorragicas. EI Centro
Nacional de Microbiologia (CNM), como Laboratorio
Nacional de Referencia, ha puesto en marcha un
programa de vigilancia microbiolégica de las
infecciones por VTVs, en estrecho contacto con la
Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica. El disefio
del programa (vigilancia pasiva) se basa en la
identificacion de casos sospechosos por parte de los
clinicos y microbidlogos del Sistema Nacional de
Salud, que juegan un papel esencial para que el
programa tenga una sensibilidad suficiente para
identificar cambios en los riesgos de infeccion por los
VTVs en nuestro pais.

2. SINDROMES CLINICOS Y PRINCIPALES
AGENTES IMPLICADOS

Los VTVs producen en los humanos infecciones de
diferente gravedad, que abarcan desde la infeccion
asintomatica al sindrome febril, acompafiado o no de
enfermedad neurolégica, hepatica, renal, pulmonar
y/o hemorragica. La tabla 1 resume algunos de los
aspectos claves a considerar tras la aparicién de un
sindrome determinado en un paciente infectado en
un area geografica concreta. La tabla 1 debera
analizarse como una primera aproximacion, que
debe completarse por parte del clinico, del
microbidlogo y/o del epidemidlogo con una
identificacidn mas precisa de las areas geograficas y
periodos de actividad de los VTVs. Para ello puede
ser de utilidad consultar paginas especializadas,
como las que ofrecen el Centro Europeo para la
Prevenciéon y el Control de Enfermedades
(http://www.ecdc.europeu/en/healthtopics/Pages/AZI
ndex.aspx), la European Network for Imported Viral
Diseases
(http://www.enivd.de/FS/fs_encdiseases.htm), la
Organizacion Mundial de la Salud
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/es/index.
htm) o los Centros para el Control de Enfermedades
de los Estados Unidos de América
(http://www.cdc.gov/std/healthcomm/fact_sheets.htm)




Tabla 1. Principales sindromes clinicos producidos por los VTVs, presencia en Espafia y zonas endémicas.
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'Definiciones de riesgo bioldgico:

Riesgo biolégico 1: microorganismos cuyo riesgo de producir enfermedad en el trabajador es poco probable, no presentan
riesgo de propagacion a la colectividad y para los que no es necesario disponer de medidas

profilacticas o terapéuticas adecuadas.

Riesgo biolégico 2: microorganismos que pueden causar una enfermedad y constituir un riesgo para los trabajadores, el
riesgo de propagaciéon a la colectividad es poco probable y para los que hay disponibles medidas
profilacticas o terapéuticas en la mayoria de los casos.

Riesgo biolégico 3: microorganismos que pueden provocar una enfermedad grave y constituir un grave peligro para los
trabajadores, el riesgo de propagacion a la colectividad es probable y para los que hay disponibles
medidas profilacticas o terapéuticas en la mayoria de los casos.

3*: aun siendo de riesgo biolégico 3, normalmente no se disemina por via aérea.

Riesgo biolégico 4: microorganismos que provocan una enfermedad grave y constituyen un serio problema para los

trabajadores, el riesgo de propagacion a la colectividad es elevado y no hay disponible profilaxis o

tratamiento eficaz.

3. ARBOVIROSIS Y ROBOVIROSIS
AUTOCTONAS

Los datos de los que disponemos sugieren que son
tres los principales virus autéctonos transmitidos por
vector que producen enfermedad humana en nuestro
pais (virus Toscana, virus de la coriomeningitis
linfocitaria y virus West Nile). Los tres se han
asociado a enfermedad neuroldgica aguda y son
transmitidos por vectores ampliamente distribuidos
en nuestro territorio (flebotomos, ratén comun vy
mosquitos del género Culex, respectivamente), por lo
que no muestran una distribucion geogréfica
especifica. También causante de enfermedad
neurolégica aguda, sobre todo en pacientes
inmunodeprimidos, hay que considerar al virus
Usutu, detectado de momento en la Peninsula
Ibérica so6lo en sus ciclos silvestres en aves y
mosquitos.

Son muchos otros los VTVs descubiertos en
Espafa en los ultimos afos (probablemente sin gran
impacto en la salud humana) y quedan otros muchos
por descubrir. Entre los virus identificados en ciclos
de circulacion autéctona hay, sin embargo, algunos
que deben mantenernos en alerta, pues podrian
producir casos autéctonos de fiebre hemorragica
virica. De hecho, aunque sdlo en ciclos silvestres, en
los ultimos afios se ha detectado genoma de una
variante africana del virus de la fiebre hemorragica
de Crimea-Congo en garrapatas y de un nuevo
filovirus, relacionado con los virus Ebola y Marburg,
denominado virus Lloviu, que caus6é un brote de
infeccion en murciélagos de la especie Miniopterus
schreibersii.

No hay que olvidar que algunas enfermedades
importadas pueden ademas iniciar ciclos de
circulacién autoctona. Es el caso de los sindromes
febriles por los virus dengue y chikungunya, pero
también el de otros virus que han demostrado su
capacidad de invasién de nuevos territorios en los
que existen vectores y reservorios adecuados, como
es el caso en Espana, del virus de la fiebre del valle
del Rift, todavia no detectado en nuestro pais.

El panorama descrito exige una permanente
vigilancia microbiolégica en la que participa el
Laboratorio Nacional de Referencia y una alerta
constante por parte de los clinicos, los microbidlogos
y los epidemidlogos en todo el territorio.

3.1. VIRUS WEST NILE

El virus West Nile (WNV) es un virus de aves que
puede transmitirse a los seres humanos a través de
la picadura de un mosquito infectado y producir un
cuadro neuroldgico.

3.1.1. Aspectos virolégicos. EI WNV pertenece a la
familia Flaviviridae, género Flavivirus. Como todos
los flavivirus, las particulas viricas (viriones) son
generalmente esféricas y miden 40-60 nm. Cada
virion estd formado por una nucleocapsida
icosahédrica rodeada de una envuelta lipidica que
incorpora la glicoproteina virica (E), que media el
anclaje, la fusion y penetracién en la célula huésped
y una proteina de membrana (M) no glicosilada. La
nucleocapsida esta formada por la proteina de la
capsida (C), que protege el genoma virico.

El genoma de los flavivirus es un ARN de cadena
simple y polaridad positiva que mimetiza a los ARNm
celulares en todos los sentidos (tiene una estructura
cap-1 en su extremo 5’), excepto porque no tiene
extremo 3’ poli-adenilado. Sus aproximadamente 11
Kb codifican una poli-proteina que dara lugar a las 3
proteinas estructurales (C, preM y E) vy 8 no
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 2K,
NS4B y NS5), implicadas principalmente en los
procesos de replicacion y modulacion de la
respuesta antivirica generada por el hospedador. La
region codificante esta flanqueada en sus extremos
5 y 3 por regiones no codificantes, con una
estructura secundaria muy conservada para cada
flavivirus y que son necesarias para una eficiente
traduccion y replicacion del genoma virico. La
glicoproteina virica es el blanco mayoritario de los
anticuerpos neutralizantes generados tras la
infeccion en el huésped, aunque también se produce
respuesta humoral frente a las proteinas M, NS1 y
NS3. La proteina NS1 es una glicoproteina muy
conservada dentro de los flavivirus, se puede
encontrar en el reticulo endoplasmico o anclada a la
membrana pero ademas es secretada por la célula
infectada y se ha visto que es inmunogénica. La
proteina NS1 secretada se puede detectar en el
suero de los pacientes infectados al inicio de la
infeccion virica y hasta 9-11 dias de iniciados los
sintomas.

El género Flavivirus incluye cuatro grandes grupos
evolutivos: el de los flavivirus transmitidos por
mosquitos a los vertebrados (entre los que se
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encuentran los virus WNV, dengue, de la fiebre
amarilla y otros), el de los que son transmitidos por
garrapatas (entre los que destaca el virus
euroasiatico de la encefalitis transmitida por
garrapatas), el que agrupa a los que no se conoce el
vector de transmision a los animales vertebrados
(ninguno de ellos detectado en humanos) y un cuarto
grupo de flavivirus detectados so6lo en mosquitos y
que probablemente son incapaces de infectar a
vertebrados.

A su vez, entre los flavivirus transmitidos por
mosquitos se han descrito diversos grupos
antigénicos, que agrupan a Vvirus relacionados
evolutiva y antigénicamente. Entre ellos, los mas
relevantes en enfermedad humana son el grupo de
los virus dengue, el grupo de los virus relacionados
con el virus de la fiebre amarilla y el grupo de los
virus relacionados con el virus de la encefalitis
japonesa (JEV), en el que se agrupa el WNV junto
con al virus de la encefalitis de Saint Louis (SLEV) y
el virus de la encefalitis del valle de Murray (MVEV),
también productores de cuadros neuroldgicos y el
virus Usutu (USUV) de escasa patogenicidad en
humanos.

El WNV presenta a su vez una alta variabilidad
genética, con 7 linajes diferentes descritos hasta el
momento. El linaje 1 es el mayoritario y actualmente
esta presente en los cinco continentes. Este linaje
tradicionalmente se ha considerado el causante de la
afectacion neurologica (forma mas grave de la
enfermedad causada por el WNV) tanto en los seres
humanos como en los équidos y, es el que circula en
América tras su introduccién en 1999. El linaje 2 se
habia localizado siempre en Africa subsahariana y
Madagascar y se habia considerado productor de la
forma mas leve de enfermedad hasta que en 2004
aparece en Europa (Hungria, Rusia, Rumania,
Grecia) y causa importantes brotes con afectacion
neurolégica. El linaje 3 se ha descrito en mosquitos
de Centroeuropa sin asociarse a casos de
enfermedad en mamiferos. El linaje 4 ha sido
descrito en garrapatas capturadas en el Caucaso. El
linaje 5 se ha asociado a casos de enfermedad
neurolégica en la India y el linaje 6 corresponde a
una deteccién unica en Malasia. Por ultimo, se han
detectado, en mosquitos de nuestro pais, secuencias
que muestran suficientes divergencias como para
sugerir la existencia del linaje 7 del WNV.

En Espafia se ha detectado la circulacién del linaje
1, que ha sido el causante de los brotes descritos en
Andalucia en los ultimos afos. Por otra parte, los
estudios realizados en la provincia de Sevilla y en la
poblacion del Delta del Ebro detectan prevalencias
de anticuerpos especificos entre el 0,2 y el 0,6% de
la poblacion.

3.1.2 Aspectos clinicos y epidemioldgicos. Se
calcula que sélo el 20% de las infecciones por el
linaje 1 del WNV son sintomaticas y que menos del
1% derivan en un cuadro neuroinvasivo. El cuadro
no neuroinvasivo se conoce como fiebre por el WNV
y se trata de un cuadro seudogripal. Tras un periodo
de incubacion de 2-6 dias (que puede prolongarse
hasta 14-21 dias, especialmente en los pacientes

trasplantados), aparecen fiebre, cefalea,
artromialgias, adenopatias y en ocasiones exantema.
La fiebre puede ser bifasica. Cuando el virus
atraviesa la barrera hematoencefalica, produce
encefalitis en el 60% de los casos, meningitis en el
35% de los casos o un sindrome similar a una
paralisis flacida. La edad avanzada constituye un
factor de riesgo para la enfermedad neuroinvasiva.
Otras manifestaciones menos frecuentes incluyen la
afectacion ocular con coriorretinitis, hemorragias
retinianas, rabdomiolisis, fiebre hemorragica con
purpura y fallo multi-organico que cursa con elevada
mortalidad, hepatitis, pancreatitis, miocarditis,
miositis y orquitis.

El ciclo biolégico del virus implica a un mosquito
vector, generalmente del género Culex (en nuestro
ambito Cx. pipiens y Cx. perexiguus son sus vectores
principales) y un ave que actia de huésped
amplificador. Las infecciones se producen entre abril
y noviembre siempre ligadas a la presencia del
vector. Los humanos y otros mamiferos como los
caballos actian como huésped final pudiendo
resultar su infeccién en una enfermedad de diversa
consideracion. Se ha descrito la transmision por
transfusion de sangre y a través de trasplante de
organo solido de donantes infectados con el virus.

El virus se describié en Africa en 1937 cuando se
aisla de la sangre de una mujer con sindrome febril.
En Europa se han producido brotes de diferente
intensidad y limitados en cuanto a su propagacién en
el espacio y su duracion en el tiempo. Hasta
mediados de la década de los 90 se consideraba que
era un agente de bajo riesgo sanitario porque los
brotes que producia eran esporadicos. Esta situacion
cambia cuando en los Estados Unidos de América se
diagnostican casos humanos de infeccion por el
WNV por primera vez en 1999 causando un brote en
la ciudad de Nueva York. La expansion ha sido
continua desde entonces habiéndose detectado el
virus en multiples especies de mosquitos, aves y
otros animales, considerandose en la actualidad
endémico y un problema de salud publica importante
en Estados Unidos. Se ha expandido por
practicamente toda Norteamérica alcanzando
también el Caribe y llegando puntualmente a
Argentina. Hasta 2010 se produjeron en los Estados
Unidos 30.662 casos y 1.163 muertes. En 2011 se
producen 712 casos y 43 muertes mientras que en el
2012, en lo que parece un repunte de la actividad del
virus, se han contabilizado 5.387 casos con 243
muertes.

En el entorno Mediterraneo, el primer brote con un
alto numero de casos tuvo lugar en Rumania en
1996, en donde se confirmaron 393 casos de
enfermedad neuroinvasiva y 17 muertes. Hasta
2010, se habia descrito un brote grave en Rusia en
1999 (mas de 300 casos y 40 muertes) y en Israel el
afo siguiente (mas de 400 casos y 35 muertes) y se
habian descrito otros brotes esporadicos en estos
mismos paises, al igual que en ltalia, Hungria,
Francia y Portugal. A partir de 2010 se produce en
Grecia uno de los mayores brotes por el WNV de los
descritos en Europa, siendo la primera vez que se
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describen casos en este pais. Se confirman 262
casos de los cuales 197 desarrollaron una
enfermedad neuroldgica y se produjeron 33 muertes.
Este mismo afo, en Rusia, se detectaron 480 casos
y se detectan casos esporadicos en Rumania, Italia,
Hungria, Israel y Turquia. En Espana también en
2010 se informa de la presencia del virus en caballos
(41 afectados y 14 muertes) y se confirma la
infeccion en dos pacientes, en la provincia de Cadiz,
con cuadros neurologicos en este mismo afio. Es el
primer brote que se detecta en Espafia donde sélo
se habia descrito un caso de infecciéon neurolégica
en 2004, aparentemente adquirido en Badajoz. En el
afio 2011, ademas de detectarse brotes esporadicos
en, practicamente las mismas zonas que en 2010, se
producen dos brotes destacables en Grecia y en
Italia. En Grecia se describe la infeccién de 74 casos
humanos y 13 caballos mientras que en ltalia hay 4
pacientes infectados y dos focos equinos afectados.
Los estudios de epidemiologia molecular muestran al
linaje 2 del WNV como la causa etiolégica de los
brotes en Grecia, Rumania y Rusia. Es la primera
vez en Europa, que se describe enfermedad por este
linaje. En nuestro pais, el pasado afo se detecta, en
la misma zona que en 2010, un foco de infeccién en
ganaderia equina y, en octubre de 2012, se han
detectado tres focos en equinos también en la zona
de Cadiz. En la actualidad se ha aprobado un
Protocolo de vigilancia en humanos y esta puesto en
marcha un Plan de vigilancia en caballos, aves y
mosquitos (Plan de vigilancia de la Encefalitis del
oeste del Nilo, Ministerio de Medio Ambiente y Medio
Rural y Marino) que permite detectar circulacién del
virus en aves y vectores en zonas especialmente
susceptibles, como los humedales del pais, y
disponer de la informacién para valorar el riesgo de
enfermedad en caballos y humanos.

3.2. VIRUS TOSCANA
El virus Toscana (TOSV) se transmite a los seres
humanos a través de la picadura de un fleb6tomo
infectado y puede producir un sindrome neurolégico.
3.2.1. Aspectos virologicos. El TOSV pertenece al
género Phlebovirus de la familia Bunyaviridae.
Dentro de los flebovirus el TOSV pertenece, junto
con el virus Napoles (SFNV), al serogrupo de
Népoles. Estos virus y el virus Sicilia (SFSV) pueden
producir un sindrome febril denominado fiebre
papatasi. En este género hay ademas otros
patégenos importantes para el ser humano como el
virus productor de la fiebre del valle del Rift (RVFV).
El TOSV es un virus esférico, de 80-120 nm de
diametro, envuelto y su genoma es un ARN
monocatenario, formado por tres segmentos (S, M y
L). La polaridad del genoma es negativa excepto
para el segmento S (Small), el mas pequefio, que
tiene una estrategia de codificacion en ambos
sentidos: la proteina N, que forma Ilas
nucleocépsidas y es altamente inmunogénica, se
traduce a partr de un ARNm subgendémico
complementario al ARN virico correspondiente al
extremo 3° del segmento, mientras un ARNm
subgenémico correspondiente al extremo 5° codifica

una proteina no estructural (NSs) cuya funcién no se
conoce. El fragmento M (Medium) codifica las
glicoproteinas G1 y G2 que se insertan en la
envoltura virica y son responsables del
reconocimiento del receptor celular, confieren al virus
capacidad de hemaglutinaciéon e inducen respuesta
inmune protectora. El segmento L (Large) es el mas
grande y en él esta codificada la polimerasa que
forma también parte del virion. Los segmentos
gendmicos tienen ademas secuencias
complementarias, propias de grupo, en los extremos
3" y 5" que pueden hibridar formando bucles que se
cree son importantes en los procesos de replicacion,
transcripcion, empaquetamiento y ensamblaje.

Las cepas del TOSV muestran variabilidad

genética segun las areas geograficas en las que se
detecte, probablemente debido a su asociacion
evolutiva con el vector de transmision; asi las cepas
del TOSV aisladas en Espafia muestran diferencias
significativas en la secuencia de nucledtidos con
respecto a la cepa tipo italiana ISS.Phl.3 tanto en el
segmento L (hasta del 20%) como en el S (entre el
12-13%), mientras que la homologia a nivel de
aminoacidos es casi del 100%. La mayor variabilidad
genética ocurre en el segmento M, con diferencias
de hasta el 20% y 10% en las secuencias de
nucledtidos 'y aminoacidos respectivamente,
agrupandose las cepas del TOSV en dos genotipos
distintos, denominados A (italiano) y B (espafiol),
cuya distribucion confluye, aparentemente, en el sur
de Francia.
3.2.2. Aspectos clinicos y epidemiolégicos. El
TOSV es el Uunico flebovirus con capacidad
neurovirulenta que se ha aislado en nuestro medio.
En Espafa, como en otros paises de la cuenca del
Mediterraneo, se considera la segunda causa de
meningitis, tras enterovirus, durante los meses
calidos. La infeccion neurologica es mas frecuente
durante el verano, con un pico de incidencia en el
mes de agosto, coincidiendo con la época de
maxima actividad del vector. A diferencia de las
infecciones producidas por los enterovirus, las
producidas por los flebovirus son mas frecuentes en
adultos jovenes que en nifos. Clinicamente la
infeccion se caracteriza por cursar con fiebre alta,
cefalea, voémitos, por tener caracter benigno vy
resolverse de manera espontanea, a corto o medio
plazo, sin secuelas neurolégicas permanentes.
Ocasionalmente puede provocar meningoencefalitis
o encefalitis sin meningitis, en algunos casos de
curso grave y con secuelas. Rara vez se ha asociado
a cuadros no neurolégicos como exantema o
sindromes pseudogripales. Los principales brotes de
infeccion por TOSV se han producido entre
poblacion susceptible procedente de paises en los
que no circula el TOSV que llega a un érea
endémica.

El periodo de incubacion de la enfermedad puede
ser prolongado. Por otra parte, se suelen encontrar
anticuerpos IgG e IgM anti-TOSV en el comienzo de
los sintomas. La elevada tasa de infeccion de
viajeros procedentes de zonas no endémicas y la
caida en la incidencia de la infeccion paralela al
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incremento en la edad de la poblacién residente en
zonas de circulacién virica, sugieren una inmunidad
duradera.

Aunque se ha constatado que el TOSV puede
infectar a diferentes mamiferos, no se ha podido
precisar la existencia de ningun reservorio animal en
su ciclo de vida. Soélo puntualmente se ha detectado
su presencia en algunos mamiferos como
murciélagos o cabras, pero no en la medida
necesaria para establecer datos concluyentes que
los implique como reservorios en el ciclo natural del
virus. Como vectores del TOSV se han descrito
Phlebotomus perniciosus, ocasionalmente
P. perfiliewi y recientemente se ha detectado
genoma virico en Sergentomia minuta. Se ha podido
demostrar la transmisiéon transovarica del virus en
colonias de flebotomos, lo que junto a la transmision
sexual podria jugar un papel en el ciclo de
amplificacion del virus y su supervivencia durante los
meses en que no circula el vector. La distribucién del
virus es tipicamente mediterranea, habiéndose
detectado casos autdctonos de infeccion en lItalia,
Espana, Francia, Portugal, Chipre y Turquia; paises
donde también se han infectado viajeros
procedentes de areas no endémicas como Suecia o
Alemania. En Espafa se aislé por primera vez en un
paciente con infeccién del sistema nervioso central
(SNC) en 1988; posteriormente se han descrito
casos en el resto de la Peninsula Ibérica, excepto la
zona cantabrica. Estudios de prevalencia sugieren
también la circulaciéon del TOSV por todas las
regiones en las que se ha descrito la leishmaniosis,
con tasas mas altas en el area mediterranea. Asi, se
han detectado tasas en la poblacidon general de
hasta el 24,9% en Granada, frente al 7,2% en
Madrid. La prevalencia aumenta de forma
significativa con la edad de la poblacion, alcanzando
el 60% en mayores de 65 afos. La elevada
prevalencia de anticuerpos entre la poblacion de
lugares donde se ha aislado el TOSV junto con la
baja incidencia de enfermedad apuntan hacia la
posibilidad de frecuentes infecciones asintomaticas o
paucisintomaticas.

3.3. VIRUS DE LA CORIOMENINGITIS
LINFOCITARIA

El virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCMV)
puede producir en los seres humanos infeccion del
SNC, y se transmite principalmente a través de la
inhalacion de aerosoles procedentes de excretas de
roedores infectados.

3.3.1. Aspectos viroldgicos. EI LCMV pertenece a
la familia Arenaviridae, género Arenavirus. Los
arenavirus son virus envueltos que presentan una
morfologia esférica, y un tamafio que varia entre 50
y 300 nm. Al microscopio electrénico, presentan un
aspecto “arenoso” debido a la presencia de
ribosomas que derivan de la célula huésped. En su
envoltura se enclavan dos glicoproteinas,
denominadas G1 y G2, que son las estructuras
viricas responsables de la unién a la célula huésped
e inducen la formacion de anticuerpos neutralizantes.
En su interior se encuentran dos nucleocapsidas de

simetria helicoidal que estan compuestas por la
asociacién de la proteina N o nucleoproteina, el otro
antigeno virico importante, el genoma y la
polimerasa virica. El genoma de los arenavirus esta
constituido por dos segmentos de ARN
monocatenario. EI segmento S (Small) es el de
menor tamafo y codifica dos proteinas estructurales,
la proteina N y un precursor de las glicoproteinas
(GPC). El segmento L (Large) codifica la polimerasa
virica dependiente de ARN (L) y una proteina de
unién al zinc (Z). Cada uno de los genes contenidos
en cada segmento, presentan informacién no
solapante y marcos de lectura en orientaciones
opuestas y estan separados por una region
intergénica no codificante que presenta una
estructura secundaria en forma de horquilla. Los
extremos 3y 5'de ambos segmentos son
complementarios y son los responsables de la
circularizacion de los dos segmentos de ARN asi
como los sitios de reconocimiento de la polimerasa
virica. Las proteinas N y L son procesadas a partir de
un ARN mensajero complementario al genoma virico
transcrito a partir de la mitad 3’ de los segmentos Sy
L, respectivamente. El GPC y la proteina Z son
traducidas a partir de un ARNm similar al genoma
virico, codificado en la mitad 5’ de los segmentos Sy
L.

Los arenavirus se clasifican de acuerdo a
caracteristicas antigénicas y genéticas en dos
grupos distintos: arenavirus del Nuevo Mundo que
agrupa a los que circulan en el continente
americano, entre los que se encuentran virus
responsables de cuadros hemorragicos de gravedad,
y arenavirus del Viejo Mundo donde se incluyen los
de distribucion en Africa, como el virus Lassa,
también productor de cuadros de fiebre hemorragica
y los de distribucion universal, como el LCMV.

El LCMV presenta una elevada diversidad genética
y se distinguen cuatro linajes, del | al IV. Los tres
primeros se asocian a enfermedad humana y el
linaje |, ademas, relaciona al raton casero (Mus
musculus) como reservorio del virus. En Espafia se
han identificado cepas pertenecientes a los linajes | y
IV. Las pertenecientes al linaje | se han aislado de
liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con
meningitis, mientras que las tres cepas que
constituyen el linaje IV se han detectado en tejidos
de ratones de campo (Apodemus sylvaticus) y, hasta
el momento, no se han vinculado con enfermedad
human
3.3.2. Aspectos clinicos y epidemioldgicos. La
mayoria de las infecciones producidas por el LCMV
cursan de forma asintomdtica o como cuadros
seudogripales, sin embargo, un tercio de los
pacientes desarrollan cuadros neurologicos de
diversa consideracion. En estos casos, los sintomas
aparecen tras un periodo de incubacion de 6 a 13
dias y la enfermedad sigue un curso bifasico. En la
primera fase, que dura de 3 a 5 dias, los enfermos
presentan fiebre, malestar general, cefaleas, mialgias
y, en algunos casos faringitis, nduseas y vomitos. En
sangre son caracteristicas la leucopenia y la
trombocitopenia. Tras una remisién clinica de unos 4
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a 6 dias, la cefalea y la fiebre pueden reaparecer
acompafiandose de otros sintomas y signos
caracteristicos de meningitis o meningoencefalitis.
En el LCR se aprecia pleocitosis linfocitaria,
hiperproteinorraquia y, en un 25% de los casos,
hipoglucorraquia. Como resultado de la invasion del
virus al SNC, las células T destruyen las células
meningeas del huésped infectadas por el virus,
provocando una respuesta inflamatoria que causa
las alteraciones neuroldgicas, pero que en la
mayoria de los pacientes inmunocompetentes se
resuelven favorablemente en aproximadamente una
semana, siendo la tasa de mortalidad inferior al 1%.
La primoinfecciéon en embarazadas puede causar
abortos o infecciones congénitas. @ Como
consecuencia de la infeccion del feto, éste puede
desarrollar hidrocefalia o microcefalia y sufrir
secuelas neurolégicas como retraso mental, paralisis
cerebral, calcificaciones intracraneales, epilepsia y
manifestaciones oculares como coriorretinitis o
ceguera. Los pacientes inmunodeprimidos, como es
el caso de los enfermos receptores de trasplante,
pueden desarrollar un fallo multiorganico con una
elevada mortalidad.

EI LCMV tiene como reservorio al raton casero. Los
ratones infectados excretan el virus por orina, heces
y saliva durante toda su vida, sin mostrar signos de
enfermedad. Otros roedores como hamsteres y
cobayas, pueden adquirir la infeccién por contacto
con reservorios naturales y, a su vez, eliminar el
virus. Los humanos pueden contagiarse al inhalar
aerosoles producidos a partir de excretas
contaminadas, al contactar con las mismas a través
de abrasiones en la piel o mediante la mordedura de
cualquiera de dichos roedores. Ademas, el LCMV
puede transmitirse via vertical durante el embarazo y
a través de trasplante de dérganos solidos
pertenecientes a donantes infectados con el virus.

La mayoria de las infecciones por este virus
aparecen en forma de casos esporadicos a lo largo
de todo el afio dependiendo de cuando ocurra el
contacto con los roedores infectados. También se
han descrito varios pequefios brotes epidémicos
relacionados con infecciones en trabajadores de
laboratorios de experimentacién animal o con
receptores de oOrganos sdlidos infectados. La
distribucion geogréfica del virus, al igual que la de su
reservorio, es universal pero practicamente la
totalidad de los casos clinicos informados hasta la
fecha se han producido en América y Europa. Los
escasos estudios epidemioldgicos realizados en
roedores y distintos grupos de poblacion humana
indican una amplia distribucion del virus en muchos
paises europeos. Sin embargo, poco se sabe acerca
de la verdadera incidencia de la enfermedad por el
LCMV y se sospecha que la mayoria de los casos no
estan siendo diagnosticados. De hecho, aunque se
han diagnosticado casos de patologia neuroldgica
y/o de infecciones congénitas en Alemania, Hungria,
antigua Unién Soviética, Dinamarca, Holanda,
Portugal y Francia, en la ultima década s6lo se han
comunicado casos aislados de meningitis en Francia,
Rumania y Espafa.

En Espafa, se han encontrado anticuerpos
especificos frente al LCMV en roedores del norte,
centro y sur del pais y genoma virico (linaje 1V) en
roedores capturados de Andalucia. El primer caso
documentado de infecciéon por el LCMV en Espana
fue una meningoencefalitis en 1996. Un estudio
retrospectivo demostré que el LCMV fue la causa del
1,2 % de las meningitis linfocitarias que habian
quedado sin filiar tras descartar los agentes
etiolégicos mas frecuentes entre los afios 2000-
2005. Los casos se distribuyeron por Madrid,
Extremadura y Andalucia. Posteriormente, en un
estudio multicéntrico prospectivo realizado durante
los afios 2008 y 2009 para determinar incidencia de
los distintos virus causantes de infecciones agudas
en el SNC se encontré que, tras descartar los virus
mas prevalentes, el LCMV fue responsable del 1,3%
de los cuadros neuroldgicos estudiados, en concreto
meningitis linfocitarias y meningoencefalitis. Ademas,
se han diagnosticado, mediante RT-PCR y serologia,
dos casos de meningitis en un ambiente urbano
préximo con un afio de diferencia. Todos estos datos
indican que, aunque con baja incidencia, las
infecciones por el LCMV ocurren en nuestro medio y
que el virus puede permanecer circulante en
determinadas zonas durante largos periodos de
tiempo. Es necesario tener en cuenta este tipo de
infecciones dadas las serias repercusiones que
pueden ocasionar en las embarazadas y en los
pacientes trasplantados a partir de donantes
aparentemente sanos.

La prevencion de estas infecciones se basa en
evitar infestaciones de roedores en casas y lugares
de trabajo. Los roedores de experimentacion deben
tener una procedencia conocida y ser sometidos a
controles regulares. Los manipuladores de estos
animales deberian utilizar métodos de barrera como
guantes y mascarillas. En cuanto a los criaderos y
tiendas de roedores, especialmente de hamsteres,
debe impedirse el contacto de los mismos con
roedores silvestres. En el caso de las mujeres
embarazadas es conveniente que se les informe del
riesgo potencial de adquirir la infeccién al introducir
un roedor mascota nuevo durante el embarazo en su
domicilio. La prevencién de la transmision del LCMV
mediante trasplante de drganos es dificil ya que la
infeccion en los donantes puede ser subclinica v,
ademas, resulta dificil conocer el dato de contacto
con roedores. Por otra parte, la deteccidn sistematica
del virus en donantes, por ahora, no es viable debido
a su elevado coste y la posible obtencion de
resultados falsos negativos.

4. PRINCIPALES ARBOVIROSIS Y ROBOVIROSIS
IMPORTADAS
No se debe perder de vista que la atencién debe
centrarse esencialmente en aquellos virus que
pueden suponer una amenaza para la salud publica
en Espafa, ya sea porque pueden transmitirse
directamente por contacto interpersonal (virus
productores de cuadros de fiebre hemorragica) o
mediada por un vector presente en nuestra geografia
(virus dengue, chikungunya y de la fiebre del valle
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del RIift). El diagnodstico etiolégico de otras
infecciones, aun siendo importante para el manejo
del paciente, no influira en la toma de medidas de
prevencion y control de un posible brote de
circulacion autéctona.

Sin duda son los casos de fiebre hemorragica
virica los que despertaran una mayor alarma en el
hospital. Ante cualquier sospecha, el clinico o el
laboratorio deben informar inmediatamente a las
autoridades sanitarias responsables, que iniciaran y
orientaran las medidas de contencién de la infeccion,
y al Centro Nacional de Microbiologia (CNM), que
informara sobre la toma y el envio de muestras. El
riesgo de importacion de casos es real, como
demuestran las estadisticas de otros paises de
nuestro entorno, pero las medidas a tomar son
eficaces y tanto el trabajo de laboratorio como el
clinico puede llevarlo a cabo cualquier profesional
que haya sido adecuadamente informado. Respecto
al pais de importacién, no se debe considerar que el
riesgo de encontrarse con un virus de elevado riesgo
biolégico esta exclusivamente en pacientes
procedentes del Africa subsahariana (exportadora de
casos de fiebre hemorragica de Lassa, de Ebola, de
Marburg y de Crimea-Congo). En otros continentes
del Viejo Mundo (Europa y Asia) también circula el
virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo y
son varios los paises de América del Sur en los que
hay periédicamente brotes de fiebre hemorragica por
arenavirus (Argentina, Bolivia, Venezuela y Brasil).
En los ultimos afos se han descrito ademdas nuevos
virus causantes de fiebre hemorragica virica y que se
consideran de elevado riesgo bioldégico por su
capacidad de transmisién a humanos (virus Ludo y
Bas-Congo en Africa y virus Huaiyangshan en China)
y serdn mas los que vayan siendo descubiertos
gracias a las nuevas herramientas de deteccion de
genoma virico. El diagndstico diferencial es clave en
una fiebre hemorragica; obviamente, no todos los
casos seran causados por virus de elevado riesgo
bioldgico, el sindrome puede estar causado también
por otros virus (fiebre amarilla, dengue o hantavirus,
entre otros), o por parasitos y bacterias.

Sin embargo, el mayor impacto potencial para la
salud publica en Espafia seria que algunos de los
virus que estan causando una elevada carga de
enfermedad en otros paises llegaran a establecer
ciclos de circulacién autéctona. Es el caso de los
virus dengue y chikungunya, muy frecuentemente
importados por viajeros que regresan infectados de
zonas endémicas y que desarrollan su periodo febril
en zonas peninsulares o insulares en las que esta
presente su vector de transmision (mosquitos del
género Aedes). En estos casos debe considerarse
también urgente el diagnodstico etioldgico y el consejo
al paciente para que evite las picaduras de
mosquitos mientras esté en periodo febril. Cualquier
caso positivo debe comunicarse ademas a las
autoridades sanitarias, algo que se convierte en
critico en las zonas infestadas por el mosquito
vector.

Son muchos otros los VTVs que pueden infectar a
los viajeros (Tabla 1), pero su repercusion potencial

en la salud colectiva es nula o escasa. El CNM,
como Laboratorio Nacional de Referencia, dispone
de los métodos adecuados para el diagndstico de la
mayor parte de los VTVs y cuenta ademas con el
apoyo de las redes internacionales de virosis
emergentes en las que participa, entre ellas la
European Network for Imported Viral Diseases.

4.1. VIRUS DENGUE

El virus dengue (DENV) se transmite a los seres
humanos a través de la picadura de mosquitos
infectados y puede ocasionar un sindrome febril
denominado dengue.

4.1.1. Aspectos virologicos. El dengue esta
causado por cuatro virus muy relacionados
antigénica y evolutivamente a los que se conoce
como serotipos DENV 1, DENV 2, DENV 3 y DENV
4; pertenecen al género Flavivirus (familia
Flaviviridae) (como ya se ha comentado en el
apartado correspondiente al WNV). Junto con el virus
Kedougou, forman uno de los grupos antigénicos
mas relevantes entre los flavivirus transmitidos por
mosquitos. Cada serotipo del DENV a su vez puede
ser clasificado, basado en el analisis filogenético y
en su diversidad de secuencias, en varios grupos o
subtipos llamados genotipos, que suelen incluir a su
vez varios linajes evolutivos.

4.1.2. Aspectos clinicos y epidemiol6gicos. La
infeccion por el DENV presenta un amplio espectro
clinico que va desde la infeccién asintomatica o
inaparente, pasando por manifestaciones clinicas
tipicas como fiebre, cefalea, dolor muscular, articular
y erupcién cutdnea -definido como manifestaciones
del dengue clasico o dengue sin signos de alarma,
segun la nueva clasificacién de la OMS de 2009, o
evolucionar dando lugar a la aparicion de signos de
alarma: dolor abdominal, sangrado de mucosas Yy
acumulacion de liquidos, hasta desencadenar un
dengue grave, anteriormente denominado dengue
hemorragico o sindrome de choque por dengue,
producido por la extravasacion de liquido con
insuficiencia respiratoria, sangrado intenso vy
pudiendo ser afectados distintos drganos.
Actualmente, dentro del dengue grave se incluyen
otros sindromes clinicos como las encefalitis,
miocarditis y hepatitis causadas por el DENV.

Una infeccién primaria con uno de los serotipos del
DENV confiere inmunidad para toda la vida frente a
ese mismo serotipo y solo una inmunidad temporal y
parcial frente a los demas serotipos. En una
infeccion secundaria con otro serotipo del DENV
diferente al de la primo infecciéon predispone al
paciente a padecer un dengue con signos de alarma
0 grave. Esto es debido a que en la infeccidn
secundaria se favorece la replicacion virica mediada
por los anticuerpos no neutralizantes (producidos
frente al virus de la primoinfeccion) y por ende el
desencadenamiento de una fuerte respuesta
inmunoldgica, fundamentalmente celular, y la
consiguiente activacion de una cascada de
citoquinas y otros mediadores celulares e
inflamatorios que provocan un desequilibrio
transitorio que conduce a disfunciéon de las células
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endoteliales vasculares, al trastorno del sistema de
coagulacion y a la posterior extravasacién de
plasma, colapso subito o postracion y sangrado. Se
sabe que otros factores, ademas de la infeccion
secundaria, pueden desencadenar un dengue con
signos de alarma o grave, como son las
enfermedades crénicas (asma bronquial, anemia de
células falciformes y diabetes mellitus), la raza, la
edad y el intervalo de tiempo entre las infecciones
secuenciales de los serotipos del DENV. Debido a
que se ha visto también dengue grave en infecciones
primarias, se postula que la cepa virica también
influye; en este sentido, los genotipos asiaticos por lo
general son mas virulentos que los americanos.

El dengue es una de las arbovirosis mas
extendida, produciendo brotes y epidemias en paises
tropicales y subtropicales. Con una incidencia anual
estimada por la OMS de mas de 50 millones de
casos, la enfermedad se extiende por Asia, América,
Africa, Oceania y, recientemente, emerge en Europa
después de mas de 80 afos de ausencia.

El dengue se trasmite por la picadura de mosquitos
del género Aedes, principalmente Ae. aegypti, su
vector principal, y también por su vector alternativo,
Ae. albopictus, que junto con su reservorio humano
componen el ciclo urbano del dengue. También
existe un ciclo selvatico entre Aedes de los bosques
tropicales de Africa del Oeste y Malasia y primates
no humanos. El DENV de los ciclos selvaticos es
muy diferente al encontrado en los ciclos endémicos
urbanos, y aunque se trasmite infrecuentemente a
los humanos, se han descrito casos de dengue con
signos de alarma o graves (hemorragicos) tanto con
cepas selvaticas del DENV africanas como asiaticas.
En Europa meridional Ae. aegypti estuvo presente
hasta la década de los 1950s, actualmente solo esta
presente en Madeira (Portugal) y el Caucaso; por el
contrario, Ae. albopictus, se introdujo en Europa en
los 1980s y actualmente esta presente en mas de 20
paises del continente, en especial en el entorno del
Mediterraneo, incluidas la mayor parte de las islas y
provincias costeras espafolas.

La combinacion de virus importados a través de
viajeros procedentes de areas endémicas y de
presencia de vectores ha generado al menos tres
brotes recientes de circulaciéon autdctona del DENV 1
en Europa: en Francia y Croacia en 2010 y en la isla
de Madeira (Portugal) en 2012, siendo este ultimo el
de mayor morbilidad con mas de 2.000 casos
declarados durante ese afo. El brote iniciado en
Madeira en 2012 ha supuesto la primera trasmision
sostenida de dengue en Europa desde la década de
1920s, cuando se documento la dltima epidemia de
dengue en Grecia, que afecté también a Espafa y
otros paises mediterraneos. Todo ello ha llevado a
las autoridades europeas a priorizar la investigacion
de estos brotes y a establecer planes para su
vigilancia y control. En Espafa, como se ha
comentado antes, en 2013 se ha aprobado un
Protocolo de vigilancia del dengue.

4.2. VIRUS DE LA FIEBRE AMARILLA

El virus de la fiebre amarilla (YFV) causa la
enfermedad denominada fiebre amarilla, enfermedad
febril aguda que se trasmite a los seres humanos a
través de la picadura de mosquitos. El virus se
multiplica principalmente en el higado produciendo
cambios variables en su estructura y funciéon que
pueden llevar a la muerte hasta en el 80% de las
personas infectadas durante una epidemia.

4.2.1. Aspectos virologicos. El YFV es la especie
tipo de la familia Flaviviridae y del género Flavivirus,
al que pertenecen también los virus WNV y DENV
descritos con anterioridad, y define ademas un grupo
de virus relacionados antigénicamente con él dentro
del gran grupo de los flavivirus transmitidos por
mosquitos. Se han definido 7 linajes del YFV tras el
andlisis de la secuencia de nucleétidos de las
proteinas estructurales prM/E y de la regién no
codificante del extremo 3’del genoma, cinco de ellos
circulan en Africa y dos en Sudamérica. Es
importante conocer la secuencia de nucledtidos para
definir patrones de desplazamiento de los diferentes
genotipos viricos que pueden estar circulando en las
areas endémicas, donde la gran cantidad de
vectores y posibles reservorios favorecen la
variabilidad, tal como se ha demostrado en diversas
regiones de Africa, Brasil y Peru.

4.2.2. Aspectos clinicos y epidemioldgicos. La
infeccion presenta un amplio espectro de gravedad,
desde la infeccién subclinica, que en Africa llega
hasta el 80% de las infecciones durante las
epidemias, hasta la enfermedad mortal que se
produce entre el 20% al 50% de las infecciones
aparentes durante una epidemia. El periodo de
incubacion varia de 3 a 6 dias después de la
picadura de un mosquito infectado.

El cuadro clinico se ha dividido en tres periodos
evidentes: periodo de infeccion: fase congestiva de
inicio subito y sintomas generales como fiebre,
escalofrios, disociacion pulso-temperatura (signo de
Faget), cefalea, hiperemia conjuntival, dorsalgias,
mialgias generalizadas, postracién, dolor a la
palpacion abdominal, nauseas y vomitos, que dura
aproximadamente entre 1y 5 dias. Los examenes de
laboratorio muestran leucopenia. Periodo de
remisidon: en el que la mayoria de los pacientes
presentan una mejoria transitoria de 6-12 horas, que
puede llevar a la desaparicion de la fiebre y los
sintomas generales. Pasada esta fase la fiebre
vuelve a aparecer acompafiada de nauseas,
vomitos, dolor epigastrico, dando lugar al periodo de
intoxicacion: caracterizado por el predominio de
sintomas de insuficiencia hepato-renal, como
ictericia, hematemesis, melenas u otras
manifestaciones hemorragicas, oliguria, albuminuria
y postracién intensa. En los casos mortales, ademas
de la hepatitis, se asocia la aparicion de miocarditis,
glomerulonefritis y encefalitis. En este periodo,
alrededor del 50% de los casos mueren a los 10-14
dias y el resto se recupera sin dafos significativos.
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El YFV puede producir epidemias de grandes
proporciones en poblaciones susceptibles no
inmunizadas. Se estima que la incidencia anual es
de 200.000 casos con 30.000 muertes. Son zonas
endémicas de fiebre amarilla, 33 paises en Africa
subsahariana y zonas selvaticas y rurales de
América Central y del Sur (Brasil, Bolivia, Ecuador,
Peru, Colombia, Venezuela, Trinidad y Tobago,
Guyana, Suriname y Guayana francesa). Se
reconocen dos ciclos de transmisioén, uno urbano que
es epidémico y frecuente en Africa Subsahariana y
otro selvatico que es responsable del mantenimiento
del virus en Africa y es el Unico existente
actualmente en el Nuevo Mundo. En Asia y Oceania,
a pesar de estar presente de forma abundante el
vector transmisor, Ae. aegypti, nunca se ha descrito
la circulacion del YFV. La fiebre amarilla es una
infeccion zoonodtica mantenida en la naturaleza por
primates no humanos y mosquitos de habitos
diurnos, tales como Haemagogus spp. en América y
Aedes spp. en Africa. Diferentes primates selvaticos
en las Américas presentan los efectos
viscerotropicos del virus. La transmisién enzodtica
ocurre entre monos y mosquitos y cuando penetra el
ser humano en la selva ocurre entre mono-mosquito-
humano. El ciclo urbano o epidémico se establece
cuando un humano virémico entra en una zona con
suficiente poblacion humana susceptible y presencia
del vector Ae. aegypti, tal como ocurre con el
dengue.

La enfermedad confiere inmunidad de por vida. La
inmunidad pasiva transitoria conferida por la madre
inmune al recién nacido se prolonga durante seis
meses. Hay disponible una vacuna contra la fiebre
amarilla; una sola dosis subcutanea de vacuna
integrada por virus atenuados de la cepa 17D,
induce en 10 dias la produccién de anticuerpos
especificos protectores. La inmunidad después de la
vacunaciéon es probablemente de por vida, pero la
validez legal es de 10 afos. Dos son los criterios
empleados para recomendar la vacunacién contra
fiebre amarilla a viajeros, por un lado proteger a
estas personas de adquirir la infeccion al visitar las
zonas de riesgo y por otro lado dificultar la dispersion
del virus a nivel internacional. La vacunacion contra
la fiebre amarilla es segura, aunque se han
observado efectos adversos tras la administracion de
la vacuna (sindrome visceral o neurolégico) por lo
que se han establecido contraindicaciones para su
aplicacion:

- Ser menor de 9 meses, debido a inmadurez del
sistema nervioso y al tedérico potencial neurotrépico
del virus vacunal 17D.

- Desarrollar reacciones alérgicas a proteinas del
huevo

- Presentar condiciones severas de
inmunosupresién

- Aplicacién simultanea con otras vacunas con virus
vivos como la de sarampién

- Presentar alteraciones funcionales en la glandula
del timo

- Primer trimestre de embarazo

Si existe alguna de las condiciones anteriores, el
médico debera ponderar en cada caso individual el
riesgo de exposicion contra el riesgo de
inmunizacién y considerar otros medios alternativos
de proteccién.

4.3. VIRUS CHIKUNGUNYA

El virus chikungunya (CHIKV) puede causar en el ser
humano un sindrome febril que cursa con dolores
articulares; es un virus transmitido por mosquitos,
endémico en Africa y Asia desde donde ha sido
importado a Europa, y producido brotes autéctonos
en regiones en las que esta presente el mosquito
vector Ae. albopictus.

4.3.1. Aspectos virologicos. El CHIKV pertenece al
serogrupo del virus del Bosque de Semliki dentro del
género Alphavirus en la familia Togaviridae. Es un
virus con envuelta y genoma de ARN monocatenario
de polaridad positiva de unas 11,7 Kb con dos
marcos de lectura abierta flanqueados por regiones
no traducidas en los extremos 5y 3°. La traduccién
de la region codificante del extremo 5°da lugar a 4
proteinas no estructurales encargadas de la
replicacion 'y modulacién de las respuestas
antiviricas celulares, mientras que la region del
extremo 3° da lugar a un ARN subgendémico que se
traduce dando lugar a 3 proteinas estructurales
denominadas C (Capsida), E1 y E2 (glicoproteinas
de la Envoltura). Existen dos linajes principales: uno
circulante en Africa Occidental y el otro en el Este,
Centro y Sur del continente (genotipo ECSA) asi
como en Asia (donde ha evolucionado
independientemente constituyendo una variante
diferente a la africana). Su origen es africano
habiéndose introducido en Asia desde el Africa
Oriental. Desde esta zona se exporté también a las
islas del Océano indico donde produjo importantes
brotes en torno a 2004. Durante esta epidemia, por
un proceso de evolucion adaptativa, se produjo una
mutaciéon en la proteina E1 (A226V) que parece
haber dado una ventaja evolutiva al virus en cuanto a
su replicacion en el mosquito Ae. albopictus, que fue
el principal vector en dicha epidemia. Posteriormente
se vio que la epidemia que tuvo lugar en la India en
el periodo 2005-2006 se origind también a partir de
cepas circulantes en Africa Oriental y, en 2007 la
misma mutacién aparecié tras un proceso de
evolucién convergente.

4.3.2 Aspectos clinicos y epidemioldgicos. El
CHIKV puede producir cuadros febriles cuya
caracteristica fundamental es la aparicion de
manifestaciones cutédneas y artralgias en ocasiones
incapacitantes y de larga duracién. El periodo de
incubacion es de 1 a 12 dias, con una media de 4 a
7 dias. Los principales sintomas clinicos consisten
en la aparicion repentina de fiebre alta (>38,5°C),
dolor de cabeza y espalda, mialgia y artralgia severa
(que afecta principalmente a las extremidades).
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Alrededor de la mitad de los casos desarrollan una
erupcion maculopapular. Los sintomas desaparecen
generalmente entre los 7 y 10 dias del inicio, aunque
puede presentarse una fase crénica en la que la
artralgia puede durar varios meses. Entre las
complicaciones posibles destacan los trastornos
gastrointestinales, la descompensacion
cardiovascular o la meningoencefalitis. Se ha
registrado algun caso mortal, principalmente en
pacientes de edad avanzada o en casos con
problemas inmunoldgicos.

El virus se transmite mediante la picadura de
mosquitos del género Aedes. Las especies
Ae. aegypti y Ae. albopictus son los principales
vectores de este virus. Una caracteristica importante
del mismo es que es de los pocos arbovirus junto al
DENV y al YFV para los que el ser humano
constituye un reservorio eficaz por lo que se pueden
establecer ciclos urbanos con cierta facilidad a partir
de un viajero infectado que llega en fase virémica a
una zona donde circule el mosquito vector. La
expansion de Ae. albopictus asi como el nivel de
viremia que este virus alcanza en el huésped
humano son dos de los factores causales de la
emergencia y/o re-emergencia del virus en diversas
partes del mundo.

El virus se descubre en 1953 tras un brote de
enfermedad febril en Tanzania. Desde entonces se
han repetido los brotes en Africa y en el Sudeste
Asiatico con intervalos de entre 2 y 20 afos. Se
distribuye geograficamente en Africa, la India y el
Sudeste Asiatico, zonas endémicas también para el
DENV por lo que debido a las similitudes clinicas
con la infeccion por el DENV su incidencia ha sido
subestimada por un diagnéstico clinico equivocado.

Dos epidemias destacables por su magnitud fueron
la que tuvo lugar en la Republica Democratica del
Congo entre 1999 y 2000 que afectd a unas 50.000
personas y la posterior en 2000-2003 en Indonesia.
En el 2004 comenzd un proceso de expansion global
caracterizado por diversas epidemias que han
afectado a unos 5-10 millones de personas. En 2004,
desde Kenia, se produce la llegada a las islas del
Océano Indico, de una nueva variante del virus,
adaptada al vector Ae. albopictus. El virus causa
entonces importantes epidemias también en la India,
Sudeste Asiatico y China. En 2007, llega a ltalia
desde la India a través de un viajero en fase
virémica, y produce mas de 200 casos siendo
Ae. albopictus el vector implicado en la transmisién
del virus. Posteriormente, en 2010, se describe la
aparicion de un segundo brote de infeccion
autoctona en Europa, en esta ocasion soélo se ven
afectadas dos personas en Francia, y de nuevo, se
sospecha que es un viajero en fase virémica
procedente de la India quien origina el brote. Otra
epidemia importante se produce cuando el virus del
genotipo ECSA llega a Camerun en 2006 y desde alli
a Gabon (2007) causando mas de 20.000 casos. Por
otra parte, en el 2006 se produce en Malasia una
gran epidemia causada por el subtipo asiatico que
desde entonces no ha sido asociado a epidemias
masivas en lo que parece haber sido un

desplazamiento competitivo de esta variante por la
circulante en las islas del Océano Indico.

En nuestro pais, el vector Ae. albopictus se halla
presente al menos desde 2004, cuando se detecta
por primera vez en Sant Cugat del Vallés
(Barcelona). A finales del 2012 el vector se habia
establecido en muchos municipios de la costa
mediterranea (de Gerona a Murcia con la excepcion
de Valencia) y de Mallorca. Desde 2006 se empiezan
a diagnosticar casos importados en Espafa. La
mayoria de ellos se detectaron en 2006 y 2007
coincidiendo con los brotes ocurridos en las Islas
Occidentales del Océano Indico y en la India, zonas
desde donde se importaron la mayoria de los casos
(6 y 20 casos, respectivamente). La mitad de los
casos llego a las zonas en las que sabemos que hay
presencia del vector. Los antecedentes de
circulacion autéctona en regiones europeas con
presencia del vector Ae. albopictus han llevado a las
autoridades sanitarias de nuestro pais a la
aprobaciéon en 2013 de un Protocolo de vigilancia
encaminado a evitar la aparicion de casos
secundarios y a la prevencion del asentamiento del
CHIKV en nuestro territorio.

4.4. VIRUS LASSA

El virus Lassa (LASV) es el agente etiolégico de la
fiebre de Lassa, enfermedad febril transmitida a
través de roedores infectados. La enfermedad es
endémica en el Oeste de Africa desde donde se
originan anualmente casos importados de fiebre
hemorragica.

4.4.1. Aspectos virolégicos. El LASV pertenece al
género Arenavirus, unico género en la familia
Arenaviridae. Se incluye dentro del serocomplejo de
los arenavirus del Viejo Mundo donde también se
agrupa el LCMV de distribucion mundial y el virus
LuJo, virus recientemente descubierto que se asocia
a cuadros de fiebre hemorragica en humanos. Se
han descrito otros arenavirus asociados a brotes de
fiebre hemorragica en América que se agrupan en el
serocomplejo de los arenavirus del Nuevo Mundo
(Tabla 1). Por estudios genéticos se han identificado
cinco linajes de LASV, en tres de ellos se incluyen
cepas que circulan en Nigeria, el cuarto linaje agrupa
secuencias genéticas de las cepas detectadas en el
resto de paises endémicos, Liberia, Guinea y Sierra
Leona y al quinto linaje corresponde un cepa aislada
de un caso importado de Costa de Marfil. Se ha
observado una gran variabilidad genética en el LASV
que ha se ser considerada en el disefio de los
métodos moleculares de deteccion y en su aplicacion
para el diagnéstico.

4.4.2. Aspectos clinicos y epidemiolégicos. El
LASV causa un sindrome febrii que puede
evolucionar a una fiebre hemorragica. Se le
considera un virus de elevado riesgo biolégico (nivel
4 en una escala del 1 al 4) dado que no hay
disponible tratamiento farmacolégico especifico ni
vacunas Yy el riesgo de transmisién a la colectividad
es elevado, pues el virus puede transmitirse
directamente entre los seres humanos.
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La fiebre de Lassa presenta un periodo de
incubacion de 6 a 21 dias. La infecciéon es
asintomatica o cursa como un sindrome seudogripal
con fiebre en torno a los 39°C en el 80% de las
personas infectadas, pero un 20% de los pacientes
puede desarrollar fiebre hemorragica. En estos
pacientes la fiebre va acompafada con faringitis,
dolor muscular, toracico y abdominal, vomitos vy
diarrea, también pueden aparecer lesiones ulcerosas
en la mucosa bucal, hemorragias en las encias y
conjuntiva y la presencia de eritema en la cara, el
tronco o los brazos; a menudo hay afectacion
hepatica y renal, con dolor a la palpacioén; algunos
pacientes desarrollan sintomas neurolégicos. En los
pacientes se detectan altos niveles de enzimas
hepaticas siendo los niveles de AST mucho mayores
que los de ALT, también se observa proteinuria,
trombocitopenia, leucopenia y moderada
hemoconcentracion. La patogenia de la enfermedad
esta relacionada, principalmente, con las lesiones del
endotelio vascular y una hemostasia deficiente, la
lesion de los macréfagos y las células dendriticas y
se observa un insuficiente volumen sanguineo y fallo
multiorganico. En la patogenia de la enfermedad
también se sospecha la alteracion del proceso
inflamatorio, dados los niveles de citoquinas
alterados que se detectan en los pacientes. El indice
de mortalidad en embarazadas se estima entre el 7%
al 30%, segun avanza la gestacion. La mortalidad del
feto en muy elevada, oscilando entre el 75% y el
90%. El tratamiento con ribavirina puede reducir el
prondstico de mortalidad de la enfermedad de un
55% a un 5% si se administra en los 5 primeros dias
tras la aparicion de los sintomas.

La fiebre de Lassa es una enfermedad endémica
en el Oeste de Africa, (Nigeria, Guinea, Liberia y
Sierra Leona), donde se ha estimado que entre
300.000 a 500.000 personas al ano se pueden
infectar, siendo el indice de mortalidad entre el 1-
10% sin embargo, la mortalidad es mayor entre los
casos hospitalizados (80%). La especie de roedor
que actua como reservorio en el ciclo de vida del
LASV es Mastomys natalensis. Los seres humanos
se infectan al inhalar aerosoles contaminados con
excretas de roedores infectados o por contacto con
los roedores infectados a través de mucosas, por
consumo de alimentos contaminados con orina o
excretas de roedores. En las zonas endémicas es
practica comun el consumo, como alimento, de este
roedor, por lo que la caza de los mismos supone una
actividad de riesgo para adquirir la infeccion.

La importacion de casos de fiebre de Lassa no es
infrecuente. De hecho, se han descrito en areas no
endémicas al menos 30 casos importados hasta
2012, aunque probablemente hayan sido muchos
mas los casos reales, dadas las elevadas tasas de
infeccion sin manifestaciones hemorragicas e incluso
asintomatica y el hecho de que los pacientes pueden
excretar el virus durante 3 a 9 semanas en su orina.

Dado que la infeccidon se produce en areas también
afectadas por paludismo, es esencial realizar el
diagnéstico diferencial entre ambos agentes ante la
presencia de un paciente febril que ha regresado

hace menos de 21 dias de un area endémica en la
que se sospeche la circulacion activa del LASV.
Cualquier sospecha debe notificarse de inmediato a
las autoridades sanitarias, que estableceran las
medidas de contencion de la infeccién en torno al
caso sospechoso. El aislamiento del paciente y el
uso de equipos de proteccion para la atencion del
paciente evitan las infecciones secundarias que son
tan frecuentes y tienen tan elevadas tasas de
mortalidad en las areas endémicas.

5. DIAGNOSTICO DE LAS ARBOVIROSIS Y
ROBOVIROSIS

Antes de entrar en las particularidades del
diagnostico de las infecciones por VTVs hay que
hacer hincapié en las consecuencias que puede
tener para la salud publica la deteccion de un virus
de elevado riesgo bioldgico (fiebre hemorragica viral)
0 que pueda iniciar un ciclo de circulacién autdctona
en aquellas regiones en las que esta presente su
vector de transmision.

En caso de sospecha de fiebre hemorragica viral en
Espafia se debe contactar inmediatamente con las
autoridades sanitarias y con el Laboratorio Nacional
de Referencia (CNM, Instituto de Salud Carlos Ill),
que orientaran sobre la toma, procesamiento y envio
de las muestras al laboratorio para su diagndstico.
Recientemente se ha aprobado un Protocolo de
vigilancia de las fiebres hemorragicas s (FHV) asi,
cuando se detecte un caso probable de FHV, el
servicio de Vigilancia de la Comunidad Auténoma lo
comunicara de forma urgente al Centro de
Coordinacion de Alertas y Emergencias Sanitarias
(CCAES) del Ministerio de Sanidad y Servicios
Sociales e Igualdad y al Centro Nacional de
Epidemiologia. EI CCAES valorara junto con las
Comunidades Auténomas afectadas las medidas a
tomar y si fuera necesario su notificacion al Sistema
de Alerta y Respuesta Rapida de Union Europea y a
la Organizacion Mundial de la Salud de acuerdo con
el Reglamento Sanitario Internacional de 2005.

El laboratorio de microbiologia debe asumir
también la responsabilidad de notificar cualquier
hallazgo de un virus importado en un paciente que
puede haber iniciado un ciclo de transmision
autéctona en un éarea en la que esta presente su
vector de transmisién (DENV, CHIKV) y de los casos
de infeccién por VTVs autéctonos para establecer las
medidas de control de la infeccion. La confirmacién
de los resultados por parte del Laboratorio Nacional
de Referencia es, ademas de obligatoria, de crucial
importancia para las actividades de vigilancia
microbiolégica a escalas nacional e internacional.
Finalmente, si el laboratorio no dispone de la
metodologia de  diagndstico del patégeno
sospechado, debe enviar muestras al Laboratorio
Regional o Nacional de Referencia, que se hara
cargo del diagnéstico etiologico y de la notificacion
de los resultados. El Laboratorio Nacional de
Referencia apoyara a los laboratorios de
microbiologia que lo demanden no sdélo en éstos
casos, sino también transfiriendo metodologia para
el diagnostico de los virus transmitidos por vector y
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facilitando el control de calidad de los reactivos
utilizados.

En el diagnéstico del VTVs es imprescindible
conocer informacion sobre posibles viajes realizados
por el paciente asi como conocer antecedentes en la
exposicion a animales, esta informacién orienta al
laboratorio en la seleccion de analisis para
identificacion del agente causal, asi como en la
interpretacion de los resultados de diagndstico
obtenido. Otra informaciéon muy preciada consiste en
conocer la fecha de inicio de los sintomas dado que
orientara en la seleccion del tipo de métodos,
directos o indirectos, a emplear en el laboratorio.

En cuanto a los marcadores de infeccion, el
diagndstico puede basarse en la deteccion del propio
agente infeccioso o de la respuesta inmune frente a
la infeccion. Como norma general, debe
considerarse que la deteccion del virus da menos
rendimiento diagndstico que la deteccion de
anticuerpos IgM, muy rentable a partir del quinto dia
tras la aparicion de los primeros signos de infeccion.
En ambos casos, el diagnéstico tiene limitaciones
que el microbidlogo debe conocer. La principal
limitacién que presenta la deteccién directa esta en
relacion con la corta duracién de la viremia y el bajo
titulo que alcanzan los virus en sangre; los altos
titulos de viremia que alcanza el CHIKV vy los
productores de fiebres hemorragicas suponen una
excepcion. Por otra parte, los métodos indirectos se
topan con la limitacién de la reactividad antigénica
cruzada observada no sdlo entre los arbovirus sino
también entre los robovirus del mismo género lo que
dificulta el diagnéstico especifico y se requiere el
empleo de ensayos de neutralizacion que consumen
tiempo en la obtencion del resultado. El aislamiento
del virus es considerado el método de eleccion que
confirma el diagndstico de una infeccion por los
VTVs, sin embargo, el tiempo necesario para
conseguir el aislamiento del virus e identificar el
agente hace ineficiente esta técnica para el manejo
clinico del paciente.

La deteccién del virus debe intentarse en las
muestras tomadas durante la fase aguda de la
infeccion, mientras el paciente tiene fiebre, usando
métodos de deteccion de antigeno, de genoma o por
cultivo del virus en lineas celulares procedentes de
mosquito o de vertebrado. Todos estos métodos
tienen sus limitaciones, aunque existen métodos
comerciales con sensibilidad y especificidad
adecuadas que pueden facilmente implementarse en
el laboratorio de microbiologia. Las muestras de fase
aguda son esenciales ademas en los programas de
vigilancia microbiolégica nacionales e
internacionales.

Una vez que desaparece el virus del torrente
sanguineo, se hace evidente la respuesta de
anticuerpos, que durard semanas o meses (IgM) o
incluso afios (IgG). La serologia debe intentarse
siempre que sea posible, pues es el método con
mayor rendimiento diagndstico para los VTVs. La
excepcion a la eleccion de los métodos de deteccion
de anticuerpos lo presenta el diagndstico de los
cuadros de fiebre hemorragica viral, en los que los

métodos de deteccion directa son los Unicos
aplicables en los pacientes con enfermedad letal.

El papel del microbidlogo en los hospitales es
esencial para reforzar no sélo el diagnéstico, sino la
vigilancia y el control de estas enfermedades. Dada
la importancia de la vigilancia microbiolégica de las
enfermedades transmitidas por vector, el CNM ha
puesto en marcha un programa que no tiene coste
para el hospital, basado en el estudio de los casos
sospechosos.

5.1.RECOGIDA Y TRANSPORTE DE MUESTRAS
Las muestras adicionales que resultan apropiadas
para la investigacién de los VTVs se seleccionaran
en funcién del sindrome clinico observado dado que
la muestra de eleccion es el suero. En general, se
deben obtener, siempre que sea posible, muestras
en la fase aguda de la enfermedad (suero y
muestras bioldgicas complementarias, segun el
sindrome). El estudio de muestras tomadas en la
fase convaleciente puede ayudar en algunos casos a
establecer un diagndstico (tabla 2).

Tabla 2. Muestras empleadas para el diagndstico en
funcién del tipo de sindrome clinico observado.

Sindrome Fase aguda Fase
convaleciente
Febril Suero (1)
Neurolégico (2) | Suero, LCR | (1)
Renal Suero, Orina | (1)
Pulmonar Suero, LBA* | (1)
Hemorragico (3) | Consultar (3)
3)

*Lavado broncoalveolar

(1) El estudio de esta muestra puede ser necesario
para establecer el diagnostico etiologico final si
los resultados obtenidos en la fase aguda de la
enfermedad no fueran concluyentes.

(2) Suero y LCR deben obtenerse simultaneamente
para poder estudiar la produccion intratecal de
anticuerpos. Este estudio es necesario en
determinadas situaciones, como la presencia de
una patologia neurolégica asociada a la
vacunacion frente la fiebre amarilla.

(3) Las muestras obtenidas se enviaran
urgentemente al CNM siguiendo la normativa de
materiales biolégicos Clase A. El laboratorio
recomienda tomar las siguientes muestras, que
servirdn para la deteccion urgente de virus de
elevado biolégico, y de antigenos de plasmodio y
de leptospira y para la realizacion de estudios
complementarios posteriores: sangre
anticoagulada con citrato: 2 viales de 10 ml,
sangre coagulada: 2 viales de 10 ml (no
centrifugar para evitar la formacion de aerosoles
en el laboratorio), orina: 2 viales con 10 ml y en
caso de enfermedad que afecte preferentemente
a un organo, consultar con el CNM.
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El suero debe tomarse en fase aguda de la
enfermedad, en los primeros dias tras inicio de los
sintomas (hasta el quinto a séptimo dia), y en fase
convaleciente 10 a 14 dias después. El LCR debe
tomarse en las primeras 72 h tras inicio de los
sintomas y enviarse inmediatamente al laboratorio
para su procesamiento.

Es imprescindible una buena conservacion de las
muestras hasta su analisis (4°C si se tarda en
procesar menos de 48-72 horas y a -70°C si el
proceso se demora mas), con objeto de asegurar la
infectividad de las particulas y la integridad del ARN
virico. Las muestras destinadas a estudios
serologicos pueden conservarse a -20°C.

5.2. AISLAMIENTO MEDIANTE CULTIVO

El aislamiento en el laboratorio de los VTVs a partir
de las muestras clinicas se puede realizar mediante
técnicas de cultivo celular en los laboratorios con
instalaciones de seguridad bioldgica adecuados para
el virus sospechado, asi el cultivo de los WNV,
LCMV, DENV vy CHIKV analizados en este
documento, requiere disponer de un laboratorio de
nivel 3 de bioseguridad (tablas 1 y 3). Sin embargo,
la manipulacién de muestras clinicas que no implique
la replicacién de los virus se puede realizar en un
laboratorio de nivel 2 de bioseguridad, con practicas
adecuadas.

El aislamiento del virus en cultivo, aparte de su
interés diagnostico permite realizar estudios de
caracterizacion biolégica, antigénica, molecular y
genética de los nuevos virus que hayan sido
detectados.

En el caso de emplear muestra de suero o sangre
es necesario que haya sido recogida, en general,
durante los 5-7 primeros dias de inicio de los
sintomas. ElI LCR no es una muestra en la que sea
facil recuperar virus en cultivo dadas las bajas cargas
viricas y la escasa vida media de los virus envueltos
en esta muestra bioldgica. Para alguno de los virus
mencionados, como el LCMV el rendimiento del
cultivo en lineas celulares es muy bajo.

Los VTVs son capaces de infectar y producir efecto
citopatico (ECP) en varias lineas celulares de
vertebrados como: Vero (rindn de mono verde
africano), HelLa (tumor uterino humano), BHK-21
(rifon  de  hamster), CV-1(riidn de mono
Cercopithecus aethiops), y LLC-MK2 (rifidn de mono
Rhesus). También se pueden aislar los VTVs en
ratones inoculados intracerebralmente. Para el
aislamiento de los virus transmitidos por mosquitos
(WNV, DENV, YFV y CHIKV) se utilizan ademas
lineas celulares de mosquito como son las lineas
C6/36 HT (derivadas de Ae. albopictus), AP61
(derivadas de Ae. pseudoscutellaris) y para DENV
ademas, se utiliza la linea TRA-284 derivada de
Toxorhynchites amboinensis, entre otras (tabla 3).
Tras la deteccion de ECP, la identificacion especifica
del virus se realiza por técnicas de biologia
molecular, por pruebas de neutralizacion del
crecimiento del virus o por inmunofluorescencia (IF)
usando anticuerpos especificos, aunque esta Ultima
técnica tiene limitaciones en cuanto a su posible

especificidad. A continuacion se apuntan algunas
caracteristicas que se han de considerar ante la
identificacion del agente etiolégico empleando
técnicas inmunoldgicas:

WNV: antigénicamente esta muy relacionado con los
virus del grupo de la encefalitis japonesa, grupo al
que pertenece, tales como el propio JEV, el USUV o
el SLEV. Existe un cierto grado de reactividad
cruzada en los ensayos de fijacion del complemento
e IF y la forma de identificarlos inequivocamente
mediante métodos serolégicos consiste en la
obtencion de diferencias significativas (4 veces) en la
prueba de neutralizacion del crecimiento del virus.
TOSV: antigénicamente esta muy relacionado con el
SFNV, con el que existe un alto grado de reactividad
cruzada en determinadas pruebas como son la
reaccion de fijacion del complemento e IF. No
obstante, ambos virus, ademas de presentar
diferencias  bioldgicas, presentan diferencias
inmunoldgicas mediante el test de neutralizacién de
reduccion de placas. ElI tratamiento con
dimetilsulféxido (DMSO) no afecta al tamafio de las
placas que produce el TOSV, a diferencia de lo que
ocurre con el SFNV que con la adicion de DMSO
aumenta tanto el tamafio como el numero de placas
formadas.

DENV: la prueba de IF o IF indirecta (IFl), es la
técnica mas empleada para la identificacion del
DENYV en cultivo. Para la IF directa se dispone de un
anticuerpo policlonal marcado con fluoresceina
(FITC). Para la IFl, se dispone de anticuerpos
monoclonales que estéan disponibles comercialmente
en forma de complejo anti-dengue (Chemicon Int.
Inc, Temecula, CA, USA), el cual detecta de forma
genérica todos los serotipos o en forma individual
para la tipificacion de cada uno de los serotipos.
CHIKV: para la identificacion inmunoldgica hay que
tener en cuenta la reactividad cruzada con otros
miembros del serogrupo al que pertenece,
fundamentalmente con el virus O’Nyong nyong
(ONNV) que produce también un cuadro clinico
similar y con el que comparte la distribucion
geografica en Africa y el vector de transmision.
Durante la fase aguda de la enfermedad este virus
produce viremias de alto titulo por lo que debe
extremarse el cuidado en su manejo para evitar
contaminaciones.

5.1.DETECCION DE ANTIGENO

Las tecnologias basadas en el reconocimiento de un
componente virico (proteina o acido nucleico) o de la
particula del virus en su totalidad son utiles en
etapas tempranas de la infeccién, antes de que la
respuesta inmune haga desaparecer a las particulas
viricas, por lo que la fecha de la toma de muestra,
principalmente suero, ha de ser, en general, entre los
5-7 primeros dias de inicio de los sintomas.
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Tabla 3. Arbovirus y robovirus, nivel de riesgo biolégico, lineas celulares y tiempo de observacion del efecto

citopatico.
Virus Riesgo | Tipo de linea celular T2 Observacién de efecto citopético
bioldgico
TOSV 2 Vero, BHK 21, CV-1 37°C | 2-4 dias
LLC-MK 6-7 dias
WNV 3 Vero, BHK, 37°C | 6 dias
C6/36 HT 33°C | 6 dias
LCMV 3 Vero, BHK 37°C | 3-5 dias, el virus crece sin efecto citopatico (ECP)
aparente
DENV 3 C6/36 28°C | 5-10 dias dependiendo del serotipo y genotipo viral.
C6/36 HT 33°C | EI ECP puede variar desde un efecto inaparente, con
AP61 28°C | formacion de sincitios o un levantamiento de la
TRA-284 28°C | monocapa en el caso de cepas muy virulentas.
Vero, BHK-21,LLC-MK2 | 37°C
YFV 3 Vero, BHK, LLC-MK 37°C | 8dias
C6/36 28°C | 10 dias
CHIKV 3 Vero, BHK21, Hela 37°C | 3-4 dias
C6/36 28°C | 3-4 dias

Los métodos basados en la deteccion de antigeno
presentan la ventaja de permitir obtener un resultado
rapido, generalmente en unas pocas horas después
de la recepcion de la muestra. Como contrapartida,
estos resultados pueden ser dificiles de interpretar
debido a la reactividad antigénica cruzada que existe
entre las especies del mismo género virico como
ocurre con los flavivirus (WNV, DENV o YFV, entre
otros), interpretacion de resultados que se complica
si distintas especies del mismo género virico circulan
en la misma zona geografica (tabla 1).

Las técnicas de deteccion de antigeno basadas en
métodos inmunohistoquimicos han sido
especialmente utiles en los casos en que no se ha
podido establecer el diagnéstico por otras vias o
para demostrar la infeccién virica en sindromes
complejos, como el sindrome visceral tras
vacunacion frente al YFV o en infecciones asociadas
a trasplante de 6rganos por el LCMV o por el WNV.

El desarrollo y comercializacién de métodos de
deteccion de antigeno de los VTVs se ha centrado
principalmente sobre el DENV y los VTVs
neurotropos americanos (WNV, SLEV, virus de la
encefalitis equina del este (EEEV), virus de la
encefalitis equina venezolana (VEEV) y el virus de la
encefalitis equina del oeste (WEEV). En Estados
Unidos se comercializa un método para la vigilancia
de la circulacién de los VTVs neurotropos en
mosquitos. El método usa una tira recubierta con
anticuerpos frente a los WNV, SLEV y VEEV vy es
rapido y de facil manejo, aunque menos sensible que
el uso de métodos moleculares.

Para la deteccion de antigeno del WNV también se
ha desarrollado un sistema dirigido a la proteina E

basado en el reconocimiento a partir de un
nanobiosensor  electroquimico  utilizando  una
membrana de alumina y se ha observado que el
limite de deteccion lo hace comparable a las técnicas
de PCR.

Sin embargo, actualmente, tanto para la deteccion
del DENV como para la de otros flavivirus, el
antigeno NS1 suele ser la diana de eleccion, por
tratarse de un antigeno soluble que generalmente se
encuentra de forma abundante durante la infeccion.
En este caso, ademas, los ensayos suelen generar
resultados especificos, con niveles muy bajos de
reactividad cruzada entre los diferentes flavivirus. En
el caso de la deteccion de la proteina NS1 del DENV
puede realizarse desde el dia 1 hasta el dia 11 de
inicio de los sintomas y estan disponibles numerosos
equipos comerciales basados en técnicas
inmunoenzimaticas asi como inmunocromatograficas
(tabla 4).

5.2.DETECCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Las técnicas moleculares basadas en la deteccion
del genoma virico han supuesto un enorme avance
también en el diagnéstico de las infecciones
producidas por los VTVs, dada la rapidez en la
obtencion de resultados, su especificidad y
sensibilidad. Son consideradas de eleccién en el
diagnostico rapido en los primeros dias de la
enfermedad, aunque han de ser complementadas
con los resultados procedentes de los métodos
serolégicos dada la corta viremia que caracteriza a la
mayoria de las infecciones producidas por este
grupo de virus.
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Tabla 4. Métodos comerciales disponibles para la deteccion del antigeno NS1 de dengue

Denominacion Fabricante/ Descripcion Muestra | Sensibilidad* | Especificidad*
catalogo
Deteccion cualitativa o
Platelia™ Dengue semicuantitativa Suero y o o
NS1 Ag test BIORAD/72830 del antigeno NS1 plasma 63-91% 100%
(inmunoenzimatico)
Deteccion cualitativa
Dengue NSTA9 | 51oRAD/880094 delantigenoNS1 | Sueroy | g7 g g5 30, 89-100%
Strip (Inmunocromatografia | plasma
de flujo lateral)
Pan-E™ Dengue Alere &PanBio Deteccion cualitativa
Earl del antigeno NS1 Suero 63-100% 96,2-100%
y (inmunoenzimatico)
Denaue Earl Deteccién cualitativa
3 ic? y Alere & PanBio del antigeno NS1 Suero 62,9-68,9% 96-96,8%
P (inmucromatografia)
SD BiolLine, Standard Diagnostic Deteccion cualitativa
Dengue Ag NS1 9 del antigeno NS1 Suero 68-98% 94,6-98,3%
/M1EK50 . L
ELISA (inmunoenzimatico)
SD BiolLine, Standard Diagnostic Deteccion cualitativa Sangre,
Dengue NS1 Ag 9 del antigeno NS1 sueroy 51-98% 96,7-100%
/11FK50 ’
WB (Inmunocromatografia) | plasma
SD BioLine Deteccioén simultanea Sangre
Dengue Duo Standard Diagnostic | del antigeno NS1 y de Suero y 80,7-84% 89.1-98%
/11FK46 IgM/IgG
Ns1Ag+Ab combo : , plasma
(inmocromatografia)

*segun laboratorio fabricante

Se han desarrollado numerosos métodos basados
en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
tanto en el formato PCR convencional como en el
formato PCR en tiempo real. Estas técnicas abordan
la deteccidon de virus bien a nivel de género, capaces
de detectar cualquier especie dentro de un mismo
género virico, o bien dirigidas a detectar
especificamente un Unico virus. En los métodos
genéricos, con la PCR convencional Ia
secuenciacion del producto obtenido permite la
identificacion de la especie del virus implicada en la
infeccion. Con la PCR en tiempo real la identificacion
del agente causal se realiza en funcién del tipo de
fluorescencia emitida por la sonda que reconoce
especificamente el producto amplificado o
analizando la curva de desnaturalizacion del
producto.

Para ambos tipos de métodos se requiere un paso
de transcripcion reversa y, en el disefio del método,
una rigurosa seleccion de los cebadores dada la
variabilidad genética que presentan los VTVs al
contener genomas de ARN vy evolucionar por
separado en diferentes ecosistemas. El paso de
transcripcion reversa (RT) supone la transformacion
de ARN en ADN vy este paso se puede acoplar a la
PCR (one-step), o bien puede realizarse
independientemente, en una reaccién previa a la
reaccion de amplificacion genémica.

La PCR en tiempo real comienza a desplazar a la
RT-PCR convencional, que muchas veces requiere
la aplicacion de una PCR secuencial (PCR anidada o
nested-PCR) para alcanzar una sensibilidad similar,
lo que comporta mas carga de trabajo, un
incremento del tiempo necesario hasta la obtencion
de los resultados y un mayor riesgo de
contaminaciones.

Hay disponibles métodos comerciales de PCR en
tiempo real para los WNV, DENV, CHIKV, JEV,
hantavirus, y virus de la fiebre hemorragica de
Crimea-Congo, entre otros. La mayoria de ellos
utilizan sondas de hibridacion TagMan como sistema
de marcaje especifico del producto amplificado,
algunos han sido empleados en ensayos de control
de calidad dirigidos por una red europea de
laboratorios especializados en el diagnostico de las
infecciones tropicales (European Network for
Diagnostics Imported Viral Diseases); sin embargo la
mayoria de los métodos desarrollados siguen siendo
técnicas “caseras” que ofrecen resultados 6ptimos de
sensibilidad y especificidad. Aunque para el
diagnostico en el laboratorio la PCR en tiempo real
se ha impuesto a las clasicas técnicas de PCR, para
la realizacion de estudios de epidemiologia
molecular y variabilidad genética es preferible la
utilizacién de la PCR convencional que permite la
obtencion de fragmentos gendémicos de mayor
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tamafio portadores de informacion filogenética de
contrastada calidad.

Otras estrategias metodoldgicas desarrolladas para
la deteccion de genoma de los VTVs utilizan técnicas
de amplificacion isotérmica tales como NASBA
(Nucleic Acid Sequence-Based Amplification), TMA
(Transcription-Mediated Amplification) y RT-LAMP
(Retrotranscription Loop-mediated isothermal
AMPIification). Las técnicas NASBA y TMA consisten
en la amplificacién del genoma durante un proceso
isotérmico, a una temperatura entre 41°C a 60°C, en
presencia de tres enzimas: transcriptasa, polimerasa
y ARNasa. La técnica LAMP consiste también en un
proceso isotérmico en el que la sintesis de nuevas
cadenas se consigue utilizando un enzima con
capacidad de desplazar la hebra de ADN y 4
cebadores cuyo disefio permite la obtencion de una
horquilla o loop de ADN. Alguna de esta metodologia
se ha desarrollado para detectar los WNV, DENV,
CHIKV. En Estados Unidos se ha comercializado una
TMA para el analisis de la presencia de genoma del
WNV en muestras de donantes de sangre y de
organos y recientemente esta metodologia se esta
ensayando para la deteccién del DENV en donantes
de sangre en Puerto Rico. En la tabla 5 se muestra
una seleccién de métodos de deteccion de acidos
nucleicos para los virus mencionados en el
documento.

5.3. DETECCION DE RESPUESTA
INMUNOLOGICA HUMORAL

Desde pocos dias después del inicio de los sintomas
empieza a ser detectable una respuesta de
anticuerpos especificos. En un primer momento son
del isotipo IgM, anticuerpos que son de rapida
aparicion (normalmente entre 5 y 7 dias desde el
comienzo de la sintomatologia) y, en general, de
corta duracion (2-4 meses), seguidos por anticuerpos
del isotipo 1gG, que permanecen detectables durante
toda la vida. Para muchos de los VTVs, dado su
corto periodo de viremia, la serologia basada en la
deteccion de la respuesta de anticuerpos es el
método diagndstico de eleccion.

La muestra mas adecuada para hacer el
diagnéstico serolégico es el suero, aunque en
ocasiones se puede realizar sobre muestra de
plasma. La deteccion de IgM es el marcador elegido
para el diagnostico de una infeccion reciente, en
tanto que la respuesta IgG aislada es un indicador de
una infecciéon pasada, o de vacunacion en su caso,
siendo el marcador de aplicacion para estudios de
seroprevalencia. Cuando las muestras se toman muy
cerca del comienzo de la enfermedad es frecuente la
ausencia de respuesta detectable de IgM, por lo que
es preciso analizar otra muestra tomada 7-10 dias
después; analizando las muestras pareadas se
confirma la infeccién demostrando seroconversion de
IgM o IgG especifica. La respuesta IgM puede ser
detectable varios meses después de la infeccion por
los TOSV, WNV, DENV y CHIKV, lo que origina
dificultades para interpretar el resultado como una
infeccion aguda. Los flavivirus muestran un alto
grado de reaccidon cruzada, dependiendo la

intensidad de esta reactividad del grado de
purificacion del antigeno empleado, lo que supone
que con frecuencia se puedan detectar reactividades
multiples. En la interpretacién de los resultados
serolégicos frente a los flavivirus ademas ha de
considerarse el antecedente de vacunacion frente a
alguno de ellos (JEV, TBEV y YFV).

En estas situaciones son especialmente utiles los
ensayos de avidez de IgG, de aplicaciéon para el
WNV y el DENV. De cualquier forma, para la
caracterizacién ultima de la respuesta seroldgica
especifica es preciso realizar la técnica de
neutralizacion tanto para los flavivirus, como para el
TOSV vy los alphavirus, considerando en este ultimo
grupo de virus que tanto el CHIKV como el ONNV
pueden ocasionar sindromes articulares. La técnica
de neutralizacion se debe realizar en laboratorios
expertos y adecuadamente equipados en términos
de seguridad biolégica dado el nivel 3 de riesgo
biolégico en el que se incluyen la mayoria de estos
virus (tablas 1y 3).

Dado el tropismo neurolégico de alguno de los
VTVs, la demostracion de produccioén intratecal de
anticuerpos es una herramienta aplicable para
confirmar la infecciéon del SNC por los WNV, TOSV,
LCMV, TBEV, DENV y para el CHIKV.

Como ya se ha comentado, la especificidad de los

ensayos depende en gran medida del grado de
purificacion de los antigenos empleados.
Basicamente, para el diagnéstico serolégico de las
infecciones por estos virus se emplean tanto técnicas
de IFl, en general empleando células infectadas por
virus, como de ELISA, con extractos de células
infectadas o mas adecuadamente antigenos
recombinantes. El uso de antigenos recombinantes
es la aproximacion mas adecuada para conseguir
minimizar las reactividades heterdlogas, aunque no
las evita totalmente.
Existen nuUMerosos ensayos disponibles
comercialmente para identificar la respuesta
seroldgica frente a algunos de estos virus, basados
en  diferentes metodologias (IF1, ELISA,
inmunocromatografia IC). Se carece sin embargo de
métodos comerciales para otros muchos, entre ellos
el LCMV; en éstos casos se pueden producir
reactivos caseros utilizando antigenos obtenidos en
laboratorios  especializados y adecuadamente
equipados. En la tabla 6, que no pretende ser
exhaustiva, se presenta una lista de estos ensayos
que pueden estar disponibles en los laboratorios
espafoles. Los fabricantes de algunos de estos
ensayos contemplan su aplicacion no soélo a la
determinacién de anticuerpos en muestras de suero
o plasma, sino a la caracterizacién de la avidez de
IgG especifica y a la confirmacién de produccion
intratecal de anticuerpos, mediante el ensayo de
muestras de LCR. Un aspecto importante para
seleccionar el método mas adecuado para cada
laboratorio es conocer las caracteristicas de los
ensayos disponibles, mediante estudios de
validacion realizados en laboratorios
experimentados.
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Tabla 5. Métodos moleculares basados en la amplificacion de genoma virico

Virus Region del Método Sensibilidad Especificidad ensayada Muestras Referencia
genoma clinicas,
procedencia
WNV 3'UTR TagMan 10 cop/reacc | DENV3 y SLEV Clinicas Tang,
linajes 1y 2 | (One step) 2006
3'UTR TagMan 1010 USUV, YFV y DENV Clinicas Jiménez-
linajes 1y 2 | (One step) | PFU/mI Clavero M,
2006
5UTR TaqgMan 2 PFU/mI JEV, SLEV, TBEV, DENV 1-4 | No Linkes S,
linajes 1y 2 | (One step) y YFV 2007
5UTR TagMan 0,3-1,1 JEV, YFVy TBEV No Eiden M,
linajes 1y 2 | (One step) | cop/reacc 2010
NS5 TagMan 0,007cop/ml | YFV y DENV1-4 Clinicas Zaayman D,
(One step) 2009
NS2a/NS5 RT-PCR >100 cop/ml | TBEV, POWV, SLEV, YFV Clinicas Yen JV,
Ligasa DENV 1-4, MVEV y JEV 2010
NS2a TagMan 0,3-1,1 MVEV, YFV y TBEV No Eiden M,
(One step) | cop/reacc 2010
E RT-LAMP | 0,1 DENV2, JEV y SLEV Clinicas Parida M,
PFU/reacc 2006
TOSV Segmento L | Nested 1-10 SFNV, SFSV, AGUV, PTV y Italia Sanchez-
cop/reacc RVFV y Espana | Seco MP,
2003
Segmento S | TagMan 7 cop/reacc SFNV, SFSV,RVFV, ARBV, Espafia Pérez-Ruiz
CHCV, MV, E30, Influenza A/B M, 2007
Segmento S | TagMan 10-100 ND* No Weidmann
(One step) | moléculas M, 2008
LCMV Segmento S | Nested ND* ND* No Ledesma J,
(gen N) 2009
Segmento S | TagMan <50 LASV, TACV, MACV, WWAYV, | Clinicas Cordey S,
(gen N) (One step) | cop/reacc LATV y PICV 2011
DENV E/NS1 Nested 100 No especificado Clinicas Domingo C,
cop/reacc 2011
ClpreM Nested <10°TCDI50 | WNV, JEV,SLEV, YFVy EGV | Puerto Lanciotti R,
Ricoy 1992
Sudeste
Asiatico
C Nested 1-50 PFU/m!I | DENV 1-4 Clinicas Harris E,
1998
3'NCR TagMan 0,4-1,2x10° | JEV, SLEV WNV, YFV, VEEV, | No Johnson B,
PFU/mI EEEV EEEV y WEEV 2005
3'NCR TagMan 100-5000 WNV, YFV, LIVy JEV Clinicas Leparc I,
cop/reacc 2009
3'NCR TagMan 0-8000 ND* Clinicas Drosten C,
cop/ml 2002
YFV Gen E Semineste | 89 PFU/ml DENV y SLEV Brasil Nunes MR,
d 2011
NS5 SybrGreen | 8,9 PFU/mI DENV y SLEV Brasil Nunes MR,
(One Step) 2011
NS5 TagMan 12 cop/reacc | DENV, TBEV y JEV No Mantel N,
(One step) 2008
50TR TagMan 25,9 PFU/ml | ND Costade | Domingo C,
Marfil 2012
y Brasil
5UTR TagMan 10 cop/reacc | DENV, WNV, JEV, TBEV, No Weidmann
(One Step) VEEV, WEEV, CHIKV y ONNV M, 2010
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Tabla 5 (continuacion).

Métodos moleculares basados en la amplificacion de genoma virico

Virus Regién del | Método Sensibilidad | Especificidad ensayada Muestras Referencia
genoma C”niC&S,
procedenc
ia
CHIKV | E1 RT-PCR 100 cop/mi ND* India Reddy V,
convencion 2012
al
nsP4 TagMan 10,5 cop/ml RRV, ONNV, MAYV, SFV, India, Lanciotti R,
SINV,WEEV, EEEV y VEEV Africa e 2007,
islas del Reddy V,
Indico 2012
E1 RT-LAMP | 20 cop DENV1-4, JEV, WNV y SLEV India Parida M,
2007
E1 TagMan 3 cop/reacc EV, HIV, HCV,HBV CMV, Clinicas Laurent P,
(One step) EBV, HSV, VZV, DENV y 2007
WNV
nsP1 SybrGreen | 1 PFU/mI ND* No Yang CF,
. 2010
E1, TagMan 28 PFU SINV, SFV, MAYV, UNAV, No Smith DR,
nsP1, (One step) | 0,3PFU OCKV, AURAV, RRV, NDUV, 2009
5'NTR, 0,3PFU VEEV y EEV
nsP2 0,3PFU
nsP1 TagMan 3,8-5,3 cop/ RRV, SINV, SFV,MAYV, Clinicas Panning M,
reacc VEEV, WEEV, EEEV, ONNV y 2009 **
BFV

POWYV (Powasan virus), AGUV (Aguacate virus), PTV (Punta Toro virus), ARBV (Arbia virus), CHCV (Chagres
virus), MV (Mumps virus), E30 (Echovirus 30), TACV (Tacaribe virus), MACV (Machupo virus), WWAV (Whitewater
arroyo virus), LATV (Latino virus), PICV (Pichinde virus), EHV (Edge Hill virus), LIV (Louping ill virus), EV
(Enterovirus) HCV (hepatitis C virus), HBV (hepatitis B virus), CMV (citomegalovirus), EBV (Epstein-Barr virus),
HSV (Herpes simplex virus), VZV (Varicella-zoster virus), SINV (Sindbis virus), SFV (Semliki forest virus), MYV
(Mayaro virus), RRV (Ros river virus), UNA (Una virus), AURAV (Aura virus), OCKV (Ockelbo virus), BFV (Barmah
Forest virus), NDUV (Ndumu virus)

*ND no hay datos disponibles

**Método comercializado (RealStar CHIKV RT-PCR; Astra Diagnostics, Hamburg Germany)
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Tabla 6. Métodos comerciales serolégicos basados en la deteccion de anticuerpos

Virus Fabricante Ensayo | Marcador Antigeno
YFV Eurolmmun IFI IgM, 1gG, Células infectadas
Avidez de IgG
JEV Eurolmmun IFI IgM, 1gG, Células infectadas
avidez de IgG
Eurolmmun ELISA | IgM (i), 1gG (i) gE extraida con detergente
InBios ELISA | IgM (c), IgG (i) Antigeno recombinante
TBEV Siemens ELISA | IgM (i), IgG (i) Antigeno virico inactivado
Eurolmmun ELISA | IgM (i), IgG (i) Proteinas purificadas
Serion ELISA | IgM (i), IgG (i) No especificado
IBL ELISA | IgM (i), IgG (i) Virus no inactivado
Eurolmmun IFI IgM e IgG Células infectadas
WNV Focus ELISA | IgM (c), IgG (i) Antigeno recombinante
Panbio/Alere | ELISA | IgM (c), 1gG (i) Antigeno recombinante
InBios ELISA | IgM (c), IgG (c) Antigeno recombinante
Eurolmmun ELISA | IgM (i), IgG (i) gE extraida con detergente
Panbio/Alere | IFI IgM e IgG Células infectadas
Eurolmmun IFI IgM, IgG, Células infectadas
avidez de IgG
DENV InBios ELISA | IgM (c), IgA (c), Antigeno recombinante
IgG (i)
Eurolmmun ELISA IgM (c), IgG (i) Particulas viricas purificadas
Eurolmmun IFI IgM, IgG, Células infectadas. Permite analizar los 4 tipos
avidez de IgG simultaneamente.
Panbio/Alere | ELISA IgM (c), IgG (i) Antigeno recombinante
Panbio/Alere | IC IgM/IgG* Antigeno recombinante
Standard IC IgM/IgG™* Proteina de la envuelta recombinante
Diagnostics
CHIKV Standard IC IgM Proteina estructural recombinante
Diagnostics
Novatec ELISA | IgM (i), IgG (i) Antigeno no especificado
IBL ELISA | IgM (c), IgG (c) Antigeno no especificado
Eurolmmun IFI IgM, IgG, Células infectadas
avidez de IgG
Eurolmmun ELISA | 1gG (i) Proteina recombinante
TOSV Diesse ELISA IgM (c), IgG (i) Proteina N recombinante
Eurolmmun IFI IgM, IgG, Células infectadas
avidez de IgG Permite analizar simultaneamente Sicilia,
Napoles y Chipre
Mikrogen IB IgM, 1gG Antigeno recombinante. Ademas del analisis
del TOSV permite el estudio simultaneo de los
hantavirus Puumala, Hantaan, Dobrava y
Seoul
CCHFV Eurolmmun IFI IgM e IgG Células transfectadas
Hantavirus | Progen ELISA | IgMelgG Células infectadas. Permite la deteccion
conjunta de los virus Dobrava y Hantaan y por
separado de Puumala
Focus ELISA IgM (i), 1gG (i) Mezcla de Antigeno recombinante (Np)
Progen IFI IgM, IgG Células infectadas. Permite la deteccién por
separado de Puumala, de Seoul y conjunta de
Dobrava y Hantaan

*deteccion simultanea de IgG e IgM; **deteccion simultdnea de I1gG, IgM y antigeno NS1
(i) indirecto, (c) captura

IB: inmunoblot
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propésito de este procedimiento es describir
ensayos para la determinacion en muestra de suero
de anticuerpos IgG e IgM especificos frente al virus
West Nile (WNV) mediante una técnica
inmunoenzimatica (Focus Diagnostics).

2. FUNDAMENTO

En el ensayo para IgM, se utilizan pocillos de placas
de poliestireno recubiertos con suero (de conejo)
anti-lgM humana (cadenas p). Al inocular la muestra
convenientemente diluida, la IgM presente en la
muestra queda capturada en la fase sdlida. Se
afiade antigeno recombinante del virus, que se unira
si en la muestra hay IgM especifica. Finalmente se
afiade un antisuero de raton anti-flavivirus conjugado
con peroxidasa, revelandose la reaccion con sustrato
del enzima (tetrametilbencidina y peréxido de
hidrégeno), y parandose la reaccién. El color
desarrollado en cada pocillo es directamente
proporcional a la concentracién de IgM especifica del
virus presente en la muestra.

Las muestras con resultado positivo deben ser
sometidas a un ensayo de control de antigeno, para
detectar reactividad positiva falsa causada por
sustancias interferentes presentes en el suero. Para
hacer el ensayo de control se procesan dos
determinaciones del suero, uno en presencia y otro
en ausencia de antigeno. Un resultado positivo en
presencia de antigeno y negativo en su ausencia
indica resultado positivo.

En el ensayo para 1gG, los pocillos estan
recubiertos con antigeno recombinante del virus.
Una vez inoculada la muestra prediluida, si existen
anticuerpos especificos se unen al antigeno
inmovilizado en la fase sdlida. Se afiade antisuero
(de cabra) anti-lgG humana conjugado con
peroxidasa, revelandose la reaccion con sustrato del
enzima (tetrametilbencidina 'y peréxido de
hidrégeno), y parandose la reacciéon. El color
desarrollado en cada pocillo es directamente
proporcional a la presencia en la muestra de IgG
especifica del virus.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Welch RJ, Anderson BL, Litwin CM. 2008.
Evaluation of a new commercial enzyme
immunoassay for the detection of IgM antibodies to
West Nile virus using a ratio method to eliminate
nonspecific reactivity. J Clin Lab Anal; 22: 362-366.

- Matas Andreu L, Alonso Tarré C, Echevarria Mayo
JM. Diagnéstico de las enfermedades Infecciosas.
En Ausina Ruiz V, Moreno Guillén S (eds). Tratado
SEIMC de Enfermedades infecciosas y Microbiologia
Clinica. Editorial Médica Panamericana, capitulo 4,
pags. 53-70, Madrid 2005.

- Prats G. Microbiologia y Parasitologia Médicas
Editorial Médica Panamericana, capitulo 10, pags.
105-123, Madrid 2013.

- Sanchez C (Coordinador). Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte, y procesamiento general de

muestras en el laboratorio de microbiologia.
Procedimientos en Microbiologia n°® 1a, 22 edicion.
SEIMC 2003.
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

- Manuales de instrucciones de los diferentes
equipos comerciales utilizados.

- Procedimiento del laboratorio sobre gestion de
residuos.

4. MUESTRAS

41. RECOGIDA Y CONSERVACION DE LAS
MUESTRAS DE SUERO

Las muestras de suero deben tomarse
asépticamente por puncién venosa. Después de
contraido el coagulo se deben centrifugar para
separar el suero. 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. No se
deben analizar muestras hiperlipémicas,
contaminadas, hemolizadas, ictéricas, ni inactivadas
por calor.

4.2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE
SUERO
Antes de realizar la dilucién de la muestra 1:101, los
sueros deber ser homogeneizados en agitador
vortex.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS
Agua destilada.

6. APARATOS Y MATERIAL

El equipamiento necesario para la realizacién de las
técnicas descritas, incluyendo el tratamiento de las
muestras, es el siguiente:

- Centrifuga

- Tubos

- Agitador tipo vortex

- Pipetas automaticas

- Probetade 1L

- Microplacas

- Pipetas de 1 mLy 5 mL

- Reloj

- Lector de placas de EIA*

- Lavador automatico de placas de EIA*
*Alternativamente se puede emplear un procesador
de ELISA que cubra estas funciones

7. PROCEDIMIENTO
Antes de comenzar el procesamiento los reactivos se
deben atemperar.

No se detallan los procedimientos concretos de
realizacion de las técnicas ya que se encuentran
debidamente descritos en la documentacion de cada
equipo comercial, que son West Nile Virus 1gG
DxSelectTM (codigo ELO300G) (para 19G) y West
Nile Virus IgM Capture DxSelectTM (codigo
ELO300M) (para IgM), ambos de Focus Diagnostics
(Cypress, California, EE.UU.).
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8. INTERPRETACION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS
Ensayo para IgM. Se consideran positivas las
muestras con valor de absorbancia 21,1 x el valor
medio del suero calibrador incluido en el estuche, y
negativas si el valor es <0,9. Las muestras con
valores <1,10 y 20,9 se consideran indeterminadas.
Las muestras con resultado indeterminado deben ser
analizadas de nuevo para confirmar la reactividad.
Para confirmar la reactividad se debe realizar un
ensayo de control, como estd descrito en la
documentacién del equipo.
Ensayo de control para IgM. Se sustrae el valor de
absorbancia del pocillo de control del que contiene
antigeno, considerandose los criterios citados en el
apartado anterior.
Ensayo para 1gG. Se consideran positivas las
muestras con valor de absorbancia 21,5 x el valor
medio del suero calibrador incluido en el estuche, y
negativas si el valor es <1,3. Las muestras con
valores 1,5 y 21,3 se consideran indeterminadas.
Las muestras con resultado indeterminado deben ser
analizadas de nuevo para confirmar la reactividad.

9. RESPONSABILIDADES

El personal técnico del laboratorio es el responsable
de revisar la idoneidad de la solicitud del ensayo, del
tratamiento de las muestras, de la realizacion de las
técnicas y de la validacion de los resultados, de
acuerdo con los resultados de los controles. El
facultativo responsable del laboratorio, ademas de la
supervision de las tareas citadas, es responsable de
mantener actualizados los procedimientos, de la
validacion final, y de la interpretacion e informe de
los resultados.

El personal del laboratorio debe trabajar en
condiciones de maxima seguridad personal vy
ambiental, realizando una adecuada segregacion de
los residuos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Los resultados obtenidos en estos ensayos deben
ser interpretados en funcién de los datos clinicos y
epidemioldgicos del paciente.

Es necesario confirmar la reactividad IgM mediante
el ensayo de control para IgM.

La variacion de dos veces en el indice es un
indicador fiable de infeccién por el virus.

La prevalencia de IgG frente al virus varia en
funcion de la localizacion geografica, la edad y otros
factores. En Espafa, en zonas préximas a
humedales la seroprevalencia ha sido del 0,2% en el
delta del Ebro y del 0,6% en Sevilla.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La sensibilidad de la deteccion de IgM durante la
primera semana es del 50% y después del dia
octavo desde el comienzo se eleva hasta mas del
95%. Asi, algunos casos de infeccion reciente por el
virus pueden mostrar resultado falso negativo en el
ensayo de IgM, por lo que se recomienda la
deteccion de acido nucleico y el estudio de muestra
de seguimiento.

Estos ensayos pueden mostrar reaccion cruzada
con otros flavivirus (dengue, encefalitis japonesa,
encefalitis  transmitida por garrapatas, fiebre
amarilla). Para confirmar la reactividad es preciso
realizar ensayos de neutralizacion.

12. BIBLIOGRAFIA

1. Bernabeu-Wittel M, Pérez-Ruiz-Pipaén M, Del Toro MD,
Aznar J, Muniain A, De Ory F, Domingo C, Pachén J. West
Nile virus past infections in the general population of
Southern Spain. Enferm Infec Microbiol Clin 2007; 25:561-
565.

2. Bofill D, Domingo C, Cardefosa N, Zaragoza J, De Ory
F, Minguell S, Sanchez-Seco MP, Dominguez A, Tenorio
A. Human West Nile virus infection in the Ebro delta,
Catalonia, Spain. Emerg Infect Dis 2006; 12:1163-1164.

3. Mansfield KL, Horton DL, Johnson N, Li L, Barrett AD,
Smith DJ, Galbraith SE, Solomon T, Fooks AR. Flavivirus-
induced antibody cross-reactivity. J Gen Virol 2011;
92:2821-2829.

4. Prince HE, Calma J, Pham T, Seaton BL. Frequency of
missed cases of probable acute West Nile virus (WNV)
infection when testing for WNV RNA alone or WNV
immunoglobulin M alone. Clin Vaccine Immunol 2009;
16:587-588.

5. Tilley PA, Walle R, Chow A, Jayaraman GC, Fonseca K,
Drebot MA, Preiksaitis J, Fox J. 2005. Clinical utility of
commercial enzyme immunoassays during the inaugural
season of West Nile virus activity, Alberta, Canada. J Clin
Microbiol 2005; 43:4691-4695.

6. Welch RJ, Anderson BL, Litwin CM. 2008. Evaluation of
a new commercial enzyme immunoassay for the detection
of IgM antibodies to West Nile virus using a ratio method to
eliminate nonspecific reactivity. J Clin Lab Anal 2008;
22:362-366.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propésito de este procedimiento es describir
ensayos para la determinacién en muestra de suero
de anticuerpos IgG e IgM especificos frente al virus
Toscana (TOSV), mediante técnica
inmunoenzimatica (DIESSE Diagnostica Senese).

2. FUNDAMENTO

En el ensayo para IgM, se utilizan pocillos de placas
recubiertos con anticuerpos monoclonales anti-IgM
humana. Al inocular la muestra convenientemente
diluida, la IgM presente en la muestra queda
capturada en la fase sodlida. Se afade antigeno
recombinante del virus biotinilado, que se unira si en
la muestra hay IgM especifica. Finalmente se afiade
estreptavidina conjugada con peroxidasa,
revelandose la reaccion con sustrato del enzima
(tetrametilbencidina y peréxido de hidrégeno), vy
parandose la reaccion. El color desarrollado en cada
pocillo es directamente proporcional a la
concentracion de IgM especifica del virus.

En el ensayo para IgG, los pocillos estan
recubiertos con nucleoproteina recombinante del
virus. Una vez inoculada la muestra prediluida, si
existen anticuerpos especificos se unen al antigeno
inmovilizado en la fase sdlida. Se afiade un
monoclonal anti-lgG  humana conjugado con
peroxidasa, revelandose la reaccion con sustrato del
enzima (tetrametilbencidina y peréxido de
hidrégeno), y parandose la reaccién. El color
desarrollado en cada pocillo es directamente
proporcional a la presencia de IgG especifica del
virus.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Matas Andreu L, Alonso Tarré C, Echevarria Mayo
JM. Diagnéstico de las enfermedades Infecciosas.
En Ausina Ruiz V, Moreno Guillén S (eds). Tratado
SEIMC de Enfermedades infecciosas y Microbiologia
Clinica. Editorial Médica Panamericana, capitulo 4,
pags. 53-70, Madrid 2005.

- Prats G. Microbiologia y Parasitologia Médicas
Editorial Médica Panamericana, capitulo 10, pags.
105-123, Madrid 2013.

- Sanchez C (Coordinador). Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte, y procesamiento general de
muestras en el laboratorio de microbiologia.
Procedimientos en Microbiologia n°® 1a, 22 edicion.
SEIMC 2003.
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

- Manuales de instrucciones de los diferentes
equipos comerciales utilizados.

- Procedimiento del laboratorio sobre gestion de
residuos.

4. MUESTRAS

41. RECOGIDA Y CONSERVACION DE LAS
MUESTRAS DE SUERO

Las muestras de suero deben tomarse
asépticamente por puncion venosa. Después de

contraido el coagulo se deben centrifugar para
separar el suero. 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. No se
deben analizar muestras hiperlipémicas,
contaminadas, hemolizadas, ictéricas, ni inactivadas
por calor.

4.2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE
SUERO
Antes de realizar la dilucién de la muestra 1:101, los
sueros deber ser homogeneizados en agitador
vortex.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS
Agua destilada.

6. APARATOS Y MATERIAL

El equipamiento necesario para la realizacion de las
técnicas descritas, incluyendo el tratamiento de las
muestras, es el siguiente:

- Centrifuga

- Tubos

- Agitador tipo vortex

- Pipetas automaticas

- Probetade 1L

- Microplacas

- Pipetas de 1 mLy 5 mL

- Reloj

- Lector de placas de EIA*

- Lavador automatico de placas de EIA*
*Alternativamente se puede emplear un procesador
de ELISA que cubra estas funciones

7. PROCEDIMIENTO
Antes de comenzar el procesamiento los reactivos se
deben atemperar.

No se detallan los procedimientos concretos de
realizacion de las técnicas ya que se encuentran
debidamente descritos en la documentacién del
equipo comercial (Enzywell, Toscana Virus 1gG/IgM,
cadigo 91067, DIESSE Diagnostica Senese, ltalia).

8. INTERPRETACION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS
Ensayo para IgM. El valor de corte se establece
como el valor medio del control negativo + 0,250. Se
consideran positivas las muestras con valor de
absorbancia 21,2 x el valor de corte, y negativas con
valores <0,8. Las muestras con valores <1,2 y 20,8
se consideran indeterminadas.
Ensayo para 1gG. Se consideran positivas las
muestras con valor de absorbancia 21,2 x el valor
medio del suero calibrador incluido en el estuche, y
negativas si el valor es <0,8. Las muestras con
valores <1,2 y 20,8 se consideran indeterminadas.
Las muestras con resultado indeterminado en
ambos ensayos deben ser analizadas de nuevo para
confirmar la reactividad
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9. RESPONSABILIDADES

El personal técnico del laboratorio es el responsable
de revisar la idoneidad de la solicitud del ensayo, del
tratamiento de las muestras, de la realizacién de las
técnicas y de la validacién de los resultados, de
acuerdo con los resultados de los controles. El
facultativo responsable del laboratorio, ademas de la
supervision de las tareas citadas, es responsable de
mantener actualizados los procedimientos, de la
validacion final, y de la interpretacion e informe de
los resultados.

El personal del laboratorio debe trabajar en
condiciones de maxima seguridad personal vy
ambiental, realizando una adecuada segregacion de
los residuos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO
Los resultados obtenidos en estos ensayos deben
ser interpretados en funcién de los datos clinicos y
epidemiolégicos del paciente, asi como de otros
resultados de laboratorio. El TOSV se ha identificado
como una causa importante de meningitis aséptica
en Espafa pudiendo, en funciéon de la localizacion
geografica, llegar a ser la segunda en importancia.

El uso combinado de la deteccion de IgM vy la
deteccion de acido nucleico del virus mejora el
rendimiento diagndstico de la infeccion aguda.

La produccion de casos de infeccidon por el virus
esta limitada al periodo de circulacion del vector. La
prevalencia de IgG frente al virus varia en funcién de
la localizacién geografica, presencia del vector, la
edad y otros factores. En Espanfa, se han encontrado
valores de seroprevalencia entre 3% y 25%,
habiéndose diagnosticado casos en practicamente
todas las zonas de la geografia espafiola en que se
ha detectado el vector.

11. BIBLIOGRAFIA

1. Echevarria JM, De Ory F, Guisasola ME, Sanchez-Seco
MP, Tenorio A, Lozano A, Cordoba J, Gobernado M. Acute
meningitis due to Toscana virus infection among Spanish
patients from both the Mediterranean region and the
Region of Madrid. J Clin Virol 2003; 26:79-84.

2. De Ory F, Gegundez MI, Fedele CG, Sanchez-Seco MP.
Los virus Toscana, West Nile y de la coriomeningitis
linfocitaria como causantes de meningitis en Espafa. Med
Clin (Barc) 2009; 132:587-590.

3. De Ory-Manchon F, Sanz-Moreno JC, Arangiiez-Ruiz E,
Ramirez-Fernandez R. Seroprevalencia edad dependiente
frente al virus Toscana en la Comunidad de Madrid: afios
1993-1994 y 1999-2000. Enferm Infecc Microbiol Clin
2007; 25:187-189.

4. Navarro-Mari JM, Fernandez-Roldan C, Pérez-Ruiz M,
Sanbonmatsu S, de la Rosa M, Sanchez-Seco MP.
Meningitis por el virus Toscana en Espafa: descripcion de
17 casos Med Clin (Barc) 2004; 122:420-422.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propésito de este procedimiento es describir
ensayos para la determinacion en muestra de suero
de anticuerpos IgG e IgM especificos frente al virus
chikungunya (CHIKV), mediante técnica de
inmunofluorescencia indirecta (Eurolmmun).

2. FUNDAMENTO

Las muestras de suero diluidas convenientemente se
inoculan sobre pocillos de portaobjetos que
contienen dos zonas, una con células infectadas por
CHIKV, y otro con células control, de forma que si
hay anticuerpos especificos en la muestra se unen al
antigeno inmovilizado. La identidad de los
anticuerpos unidos se caracteriza mediante la
adicién de antisuero anti-lgG o anti-IlgM conjugado
con isotiocianato de fluoresceina (ITCF). Al leerse en
microscopio de fluorescencia el ITCF emite luz
visible de localizaciébn especifica, que permite
identificar respuesta positiva y, subsiguientemente, la
presencia de anticuerpos.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Matas Andreu L, Alonso Tarré C, Echevarria Mayo
JM. Diagnostico de las enfermedades Infecciosas.
En Ausina Ruiz V, Moreno Guillén S (eds). Tratado
SEIMC de Enfermedades infecciosas y Microbiologia
Clinica. Editorial Médica Panamericana, capitulo 4,
pags. 53-70, Madrid 2005.

- Prats G. Microbiologia y Parasitologia Médicas
Editorial Médica Panamericana, capitulo 10, pags.
105-123, Madrid 2013.

- Sanchez C (Coordinador). Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte, y procesamiento general de
muestras en el laboratorio de microbiologia.
Procedimientos en Microbiologia n°® 1a, 22 edicion.
SEIMC 2003.
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

- Manuales de instrucciones de los diferentes
equipos comerciales utilizados.

- Procedimiento del laboratorio sobre gestion de
residuos.

4. MUESTRAS

4.1. RECOGIDA Y CONSERVACION DE LAS
MUESTRAS DE SUERO

Las muestras de suero deben tomarse
asépticamente por puncion venosa. Después de
contraido el coagulo se deben centrifugar para
separar el suero. Puede utilizarse suero o plasma,
almacenados durante 2 semanas a 4°C, o durante
mas tiempo a -20°C.

4.2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE
SUERO

Antes de realizar la dilucion de la muestra 1:10, las
muestras deber ser homogeneizadas en agitador
vortex. Previamente al ensayo de IgM, la muestra
debe tratarse para la eliminacion de 1gG, para evitar
la posibilidad de reactividades falsas debidas a la

presencia simultdnea de factor reumatoide e IgG
especifica.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS
Agua destilada
Absorbente de 1gG

6. APARATOS Y MATERIAL

El equipamiento necesario para la realizacién de las
técnicas descritas, incluyendo el tratamiento de las
muestras, es el siguiente:

- Centrifuga

- Centrifuga de microtubos

- Tubos

- Agitador tipo vortex

- Pipetas automaticas

- Probetade 1L

- Microplacas

- Pipetasde 1 mLy 5 mL

- Reloj

- Camara humeda

- Cubeta de Coplin

- Microscopio de fluoresecencia, equipado con
objetivos de x20 y x40 aumentos

7. PROCEDIMIENTO

Antes de comenzar el procesamiento los reactivos se
deben atemperar.

No se detallan los procedimientos concretos de
realizacion de las técnicas ya que se encuentran
debidamente descritos en la documentacion de los
equipos comerciales (Anti-Chikungunya virus IIFT
[lgG], cédigo FI 293a-1010 G y Anti-Chikungunya
virus IIFT [IgM], codigo FI 293a-1010 M, Euroimmun,
Alemania).

8. INTERPRETACION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

Las muestras son positivas si las células infectadas
muestran un patrén homogéneo o granular en el
citoplasma, con intensidad en la membrana.

En el caso de que tanto las células infectadas
como las células control muestren fluorescencia en el
nacleo o en el citoplasma, se debe considerar la
presencia de autoanticuerpos (anticuerpos anti-
nucleares u otros), no siendo posible identificar
respuesta especifica frente a CHIKV.

9. RESPONSABILIDADES
El personal técnico del laboratorio es el responsable
de revisar la idoneidad de la solicitud del ensayo, del
tratamiento de las muestras, de la realizaciéon de las
técnicas y de la validacién de los resultados, de
acuerdo con los resultados de los controles. El
facultativo responsable del laboratorio, ademas de la
supervisién de las tareas citadas, es responsable de
mantener actualizados los procedimientos, de la
validacion final, y de la interpretacion e informe de
los resultados.

El personal del laboratorio debe trabajar en
condiciones de méaxima seguridad personal vy
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ambiental, realizando una adecuada segregacion de
los residuos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

El diagnostico serolégico mediante determinacion de
IgM es eficaz a partir del quinto dia del comienzo de
la enfermedad.

El uso combinado de técnicas moleculares y
seroldgicas mejora el rendimiento diagndstico.

Los resultados obtenidos en estos ensayos deben
ser interpretados teniendo en cuenta, ademas de los
datos clinicos y otros datos analiticos, los
antecedentes epidemioldgicos, siendo especialmente
de interés el antecedente de viaje a zona endémica,
considerando, cuando proceda, el diagndstico
diferencial con otros virus que puedan producir
patologia similar (virus O"nyong-nyong).

11. BIBLIOGRAFIA

1. Reddy V, Ravi V, Desai A, Parida M, Powers AM,
Johnson BW. Utility of IgM ELISA, TagMan real-time PCR,
reverse transcription PCR, and RT-LAMP assay for the
diagnosis of Chikungunya fever. J Med Virol 2012;
84:1771-1778.

2. Sanchez-Seco MP, Negredo Al, Puente S, Pinazo MJ,
Shuffenecker |, Tenorio A, Fedele CG, Domingo C, Rubio
JM, de Ory Manchén F. Diagndéstico microbiologico del
virus Chikungunya en Espafa (2006-2007): deteccién de
casos en viajeros. Enferm Infecc Microbiol Clin 2009;
27:457-461.

3. Suhrbier A, Jaffar-Bandjee MC, Gasque P. Arthritogenic
alphaviruses-an overview. Nat Rev Rheumatol 2012;
8:420-429.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propésito de este procedimiento es describir los
ensayos para la determinacién en muestra de suero
de anticuerpos IgG e IgM especificos frente al virus
dengue (VDEN), mediante técnica inmunoenzimatica
(Panbio).

2. FUNDAMENTO

En el ensayo para IgM, se utilizan pocillos de placas
de poliestireno recubiertos con anticuerpos anti-IgM
humana (cadenas u). Al inocular la muestra
convenientemente diluida, la IgM presente en la
muestra queda capturada en la fase sdlida. Se
anade antigeno recombinante del virus (dengue-1, -
2, -3 y -4), que se unira si en la muestra hay IgM
especifica. Finalmente se afade un anticuerpo
monoclonal conjugado con peroxidasa, revelandose
la reaccion con sustrato del enzima
(tetrametilbencidina y perdxido de hidrogeno en
tampodn acido citrico/citrato), y parandose la reaccion.
El color desarrollado en cada pocillo es directamente
proporcional a la presencia de IgM especifica del
virus.

Las muestras con resultado positivo deben ser
analizadas en un ensayo de control de antigeno,
para excluir reactividad positiva falsa causada por
sustancias presentes en el suero. Para hacer el
ensayo de control se procesan dos determinaciones
del suero, uno en presencia y otro en ausencia de
antigeno. Un resultado positivo en presencia de
antigeno y negativo en su ausencia indica resultado
positivo.

En el ensayo para IgG, los pocillos estan
recubiertos con una combinacién de antigenos
(dengue-1, -2, -3 y -4). Una vez inoculada la muestra
prediluida, si existen anticuerpos especificos se unen
al antigeno inmovilizado en la fase sélida. Se afiade
antisuero (de cabra) anti-lgG humana conjugado con
peroxidasa, revelandose la reaccion con sustrato del
enzima (tetrametilbencidina y peréxido de hidrogeno
en tampdon acido citrico/citrato), y parandose la
reaccion. El color desarrollado en cada pocillo es
directamente proporcional a la presencia de IgG
especifica del virus.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Domingo C, De Ory F, Sanz JC, Reyes N, Gascon
J, Wichmann O, Puente S, Schunk M, Lépez-Vélez
R, Ruiz J, Tenorio A. Molecular and serological
markers of acute dengue infection in naive and
flavivirus vaccinated travellers. Diagn Microbiol Infect
Dis 2009; 65:42-48.

- Matas Andreu L, Alonso Tarré C, Echevarria Mayo
JM. Diagnéstico de las enfermedades Infecciosas.
En Ausina Ruiz V, Moreno Guillén S (eds). Tratado
SEIMC de Enfermedades infecciosas y Microbiologia
Clinica. Editorial Médica Panamericana, capitulo 4,
pags. 53-70, Madrid 2005.

- Prats G. Microbiologia y Parasitologia Médicas
Editorial Médica Panamericana, capitulo 10, pags.
105-123, Madrid 2013.

- Sanchez C (Coordinador). Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte, y procesamiento general de
muestras en el laboratorio de microbiologia.
Procedimientos en Microbiologia n°® 1a, 22 edicién.
SEIMC 2003.
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

- Manuales de instrucciones de los diferentes
equipos comerciales utilizados.

- Procedimiento del laboratorio sobre gestion de
residuos.

4, MUESTRAS

41. RECOGIDA Y CONSERVACION DE LAS
MUESTRAS DE SUERO

Las muestras de suero deben tomarse
asépticamente por puncion venosa. Después de
contraido el coagulo se deben centrifugar para
separar el suero. 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. No se
deben analizar muestras hiperlipémicas,
contaminadas, hemolizadas, ictéricas, ni inactivadas
por calor.

4.2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE
SUERO
Antes de realizar la dilucién de la muestra 1:101, los
sueros deber ser homogeneizados en agitador
vortex.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS
Agua destilada

6. APARATOS Y MATERIAL

El equipamiento necesario para la realizacion de las
técnicas descritas, incluyendo el tratamiento de las
muestras, es el siguiente:

- Centrifuga

- Tubos

- Agitador tipo vértex

- Pipetas automaticas

- Probetade 1L

- Microplacas

- Pipetasde 1 mLy 5 mL

- Reloj

- Estufa a 37°C*

- Lector de placas de EIA con filtro de 450 nm
- Lavador automatico de placas de EIA*
*Alternativamente se puede emplear un procesador
de ELISA que cubra estas funciones

*

7. PROCEDIMIENTO

Antes de comenzar el procesamiento los reactivos se
deben atemperar. No se detallan los procedimientos
concretos de realizacion de las técnicas ya que se
encuentran debidamente descritos  en la
documentacion de cada equipo comercial, que son
Dengue IgG indirect ELISA (referencia E-DEN01G) y
Dengue IgM capture ELISA (referencia E-
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DENO1M/E), ambos de Panbio, Inverness Medical,
Australia. Las muestras con resultado positivo en el
ensayo de IgM se deben confirmar en un ensayo de
control de IgM, como se ha descrito.

8. INTERPRETACION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS
Ensayo para IgM. Se consideran positivas las
muestras con indices (unidades Panbio) =11, y
negativas si el valor es <9. Las muestras con valores
<11 y 29 se consideran indeterminadas. Las
muestras con resultado indeterminado se deben
analizar de nuevo para confirmar la reactividad.

Para confirmar la reactividad especifica se debe
realizar un ensayo de control.
Ensayo de control para IgM. Se sustrae el valor de
absorbancia del pocillo de control del que contiene
antigeno, considerandose los criterios citados en el
apartado anterior.
Ensayo para 1gG. Se consideran positivas las
muestras con indices, expresados como unidades
Panbio, 211, y negativas si los valores son <9. Las
muestras con valores <11 y 29 se consideran
indeterminadas. Las muestras con resultado
indeterminado se deben analizar de nuevo para
confirmar la reactividad.

9. RESPONSABILIDADES

El personal técnico del laboratorio es el responsable
de revisar la idoneidad de la solicitud del ensayo, del
tratamiento de las muestras, de la realizacion de las
técnicas y de la validacion de los resultados, de
acuerdo con los resultados de los controles. El
facultativo responsable del laboratorio, ademas de la
supervision de las tareas citadas, es responsable de
mantener actualizados los procedimientos, de la
validacion final, y de la interpretacion e informe de
los resultados.

El personal del laboratorio debe trabajar en
condiciones de maxima seguridad personal vy
ambiental, realizando una adecuada segregacion de
los residuos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO Y
LIMITACIONES

Es necesario confirmar la reactividad IgM mediante
el ensayo de IgM con un control. Estos ensayos
pueden mostrar reaccion cruzada con otros flavivirus
(encefalitis japonesa, encefalitis transmitida por
garrapatas, fiebre amarilla). En el caso de ser precisa
la discriminacién de reactividad heterdéloga se debe
realizar técnica de neutralizacion.

El uso combinado de la deteccién de IgM y la
deteccion de antigenos del virus o de IgM vy
deteccién de acido nucleico del virus mejora el
rendimiento diagndstico de la infecciéon aguda.

A pesar de que Espafia existen condiciones
medioambientales que permiten la transmisién del
dengue hasta este momento la enfermedad solo ha
sido diagnosticada en viajeros. Los resultados
obtenidos en estos ensayos deben ser interpretados
teniendo en cuenta, ademas de los datos clinicos y
otros datos analiticos, el antecedente de viaje a zona
endémica, considerando, cuando proceda, el
diagnéstico diferencial con otros virus (chikungunya,
sarampion).

Se debe proceder al registro epidemiolégico de
todos los casos IgM positivos de DENV.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propésito de este procedimiento es describir el
ensayo para la deteccion, en muestras de suero y
plasma, de la proteina no estructural 1 o antigeno
NS1 circulante en la sangre de pacientes con
infeccion aguda por el virus dengue (DENV),
mediante la técnica inmunoenzimatica (PLATELIA ™
DENGUE NS1 Ag. Ref. 72830. Bio Rad).

2. FUNDAMENTO

El ensayo para la deteccion del antigeno NS1, es un
método inmunoenzimatico de tipo sandwich, en
formato microplaca, que permite la deteccion
cualitativa o semi-cuantitativa del antigeno NS1 del
DENV en el suero o en el plasma humano.

Los pocillos de la microplaca estan recubiertos con
anticuerpos monoclonales de raton (AcM) que
reconocen al antigeno NS1 si estuviera presente en
la muestra. Junto con la muestra se afiade el mismo
anticuerpo monoclonal (AcM) pero conjugado con
peroxidasa. que favorecera la captura del antigeno,
revelandose la reaccion al anadir el sustrato del
enzima (tetrametilbencidina y peroxido de hidrogeno
en tampoén acido citrico/citrato) y parandose la
reaccion. El color desarrollado en cada pocillo es
directamente proporcional a la presencia de antigeno
NS1 en la muestra.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- PLATELIA™ DENGUE NS1 AG. Manual del
fabricante. BIORAD. 92430 Marnes-la-Coquette
Francia.12/2008

- Sanchez C (Coordinador). Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte, y procesamiento general de
muestras en el laboratorio de microbiologia.
Procedimientos en Microbiologia n® 1a, 22 edicion.
SEIMC 2003.
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

- Procedimiento del laboratorio sobre gestiéon de
residuos.

4. MUESTRAS

41. RECOGIDA Y CONSERVACION DE LAS
MUESTRAS DE SUERO

Los ensayos se realizan en muestras de suero o en
muestras de plasma recogidas con EDTA, citrato o
heparina. Las muestras de sangre deben recogerse
asépticamente por puncion venosa. Para recoger el
suero, dejar que se forme totalmente el coagulo
sanguineo antes del proceso de centrifugacion.

Las muestras se conservaran a 2-8°C si se realizan
los ensayos en las 24 horas siguientes. Si los
ensayos no se realizaran en el dia, o en caso de
envio, las muestras deberan congelarse a -20°C (o
incluso a menor temperatura). No se deben utilizar
muestras que hayan sido sometidas a mas de 3
ciclos de congelacién/descongelacion.

Antes de iniciar el ensayo, las muestras deben ser
cuidadosamente homogeneizadas en un agitador
vortex tras la descongelacion. No se recomienda

utilizar muestras hiperlipémicas, contaminadas,
hemolizadas, ictéricas, e incluso aquellas inactivadas
por calor. Segun la indicacion del fabricante, los
resultados no se ven afectados en las muestras que
contengan 100 mg/L de bilirrubina ni en las muestras
lipémicas que contengan el equivalente a 36 g/L de
trioleina (triglicérido). Es posible que se produzca un
aumento de la relacion de muestras negativas con
unas concentraciones de albumina de 90 g/L o en
muestras hemolizadas que contengan 10 mg/mL de
hemoglobina.

4.2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE
SUERO O PLASMA

Antes de realizar la diluciéon de la muestra, los sueros
deber ser homogeneizados en agitador vortex.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

5.1. Provistos en el estuche comercial Platelia™
Dengue NS1 Ag. Referencia 72830. BioRad.

5.2. No provistos: agua destilada

6. APARATOS Y MATERIAL

El equipamiento necesario para la realizaciéon de las
técnicas descritas, incluyendo el tratamiento de las
muestras, es el siguiente:

- Agitador de tipo vortex.

- Aparato de lectura para microplacas (equipados
con filtros 450/620 nm)

- Estufa o incubadora seca para microplacas a una
temperatura de 37+1°C

- Sistema de lavado manual, semiautomatico o
automatico para microplacas (PW 40 Microplate
Washer, Bio Rad referencia 358-5499).

- Contenedor de residuos contaminantes.

- Hipoclorito sédico (lejia) o Virkon®.

- Agua destilada o desionizada estéril.

- Probetas graduadas de 25 mL, 50 ml, 100 ml y
1000 ml.

- Guantes desechables.

- Papel absorbente.

- Pipetas automaticas de 50-100 pl, y 100-1000 pl.

- Tubos

7. PROCEDIMIENTO

Antes de comenzar el procesamiento los reactivos se
deben atemperar. Es importante tener en cuenta que
hay reactivos que deben ser reconstituidos, como la
solucién de lavado (diluciéon 1/20 con agua destilada)
y el anticuerpo conjugado (dilucion 1/50 con el
diluyente provisto). Debe tenerse muy en cuenta las
recomendaciones del fabricante en cuanto a la
conservacion de los reactivos reconstituidos. No
detallaremos aqui el procedimiento completo ya que
estd muy bien descrito en el manual que acompana
al estuche comercial y se debe seguir estrictamente
el protocolo establecido por el fabricante.
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8. INTERPRETACION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

8.1. CALCULO DE VALORES DE CORTE

En primer lugar se calcula el valor medio de las
densidades Opticas (DO) obtenidas con el reactivo
calibrador (reactivo R4 del estuche comercial) en
duplicado. A este valor se lo define como CO.
Posteriormente se calcula la relacion de la DO de la
muestra (S) con respecto la DO del reactivo
calibrador (CO), segun la siguiente formula:

Relacion de la muestra: S/CO

8.2. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Para validar el ensayo, deberan cumplirse los
siguientes criterios:

- El valor de CO > 0,200

- Relacion del control negativo o R3 < 0,40 (Relacion
R3 =DOR3/ CO)

- Relacion del control positivo o R5 > 1,50 (Relacion
R5 = DOR5/ CO)

Si no se cumplen alguno de estos criterios, el ensayo
no esta validado y se debe repetir.

8.3. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Si la relaciéon de la muestra es < 0,50 el resultado
es negativo. Se considera que en la muestra no se
detecta presencia del antigeno, bien porque no hay
infeccion por el DENV o porque ya ha desaparecido
el antigeno de la sangre.

Si la relacion de la muestra es 2a 0,5y < 1,00 el
resultado es equivoco. La muestra se considera
dudosa para la presencia de antigeno. Se puede
interpretar este resultado dentro de un contexto de
infeccion por el DENV, como disminucion de la
concentracion de antigeno si el paciente se
encuentra con mas de 9 dias de haber iniciado los
sintomas.

Si la relacion de la muestra es = 1,00 el resultado
es positivo. La interpretacién debe realizarse en el
contexto clinico y epidemioldgico.

9. RESPONSABILIDADES

El procedimiento debe llevarse a cabo por personal
técnico con conocimientos 'y  entrenamiento
adecuado. Se debe seguir estrictamente el protocolo
del ensayo y en caso de que el ensayo no se haya
validado, hay que evaluar la causa del error,
corregirlo y realizar el ensayo nuevamente. El
facultativo a cargo del diagnéstico debe supervisar el
procedimiento, la validacion del ensayo y finalmente
realizar el informe de los resultados. También es
responsabilidad del facultativo que se cumplan las
recomendaciones del fabricante en cuanto a la
estabilidad, conservacién y duracion de los reactivos
reconstituidos y del uso de lotes diferentes de
reactivos que pueden afectar el ensayo.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO Y
LIMITACIONES
Para el diagndstico de una infeccién reciente por el
DENV se debe tener en cuenta el contexto
epidemiologico y clinico del paciente. Ademas el
resultado de un solo ensayo no constituye por si
mismo una prueba suficiente para el diagnéstico de
una infeccién por el DENV. La combinacién de la
deteccion de antigeno con una prueba de deteccion
de genoma viral (en muestras con < 6 dias de inicio
de sintomas) o la combinaciéon de la deteccion de
antigeno NS1 con deteccién en el suero de IgM e
IgG (en muestras con > 6 dias de inicio de sintomas)
permite realizar un diagndstico correcto del dengue.
La sensibilidad del ensayo descrita por el
fabricante oscila entre el 96% al 100% en muestras
tomadas dentro de los primeros 4 dias de iniciados
los sintomas, la cual decrece conforme la infeccién
va avanzando, llegando a sélo un 35% de deteccion
en muestras con mas de 6 dias del inicio de los
sintomas, por lo que el momento de la toma de
muestra es un factor limitante para la deteccion o no
del antigeno NS1. Asi mismo se ha descrito que en
las infecciones secundarias se ve afectada la
sensibilidad del ensayo debido a la presencia de
altas concentraciones de IgG y la formacion de
inmunocomplejos. Otra limitacién es que con esta
prueba no se puede discriminar el serotipo causante
de la infeccién.
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