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SGB	 Síndrome	de	Guillain-Barré	

TAN	 Título	de	anticuerpos	neutralizantes	

VCHIK	 Virus	chikungunya	
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RESUMEN	
TÍTULO:	Diagnóstico	y	Vigilancia	de	las	Infecciones	por	Arbovirus.	

	

INTRODUCCIÓN	

Los	 arbovirus	 son	 un	 grupo	 heterogéneo	 de	 virus	 transmitidos	 por	 vectores	

artrópodos.	 Entre	 ellos	 destacan	 los	 virus	 dengue	 (VDEN),	 chikungunya	 (VCHIK)	 y	 Zika	

(VZIK),	 que	 presentan	 similitudes	 en	 cuanto	 a	 su	 distribución	 geográfica,	 vectores	

transmisores	 y	 cuadro	 clínico	 que	 ocasionan.	 Existe	 un	 alto	 riesgo	 de	 emergencia	 y	 re-

emergencia	 de	 los	mismos	 debido,	 entre	 otros,	 al	 gran	 número	 de	 viajeros	 entre	 zonas	

endémicas	 y	 no	 endémicas	 y	 a	 la	 expansión	 de	 diferentes	 vectores.	 Unas	 técnicas	

diagnósticas	fiables	y	rápidas	son	de	vital	importancia	para	hacer	frente	a	este	riesgo.		

	

HIPÓTESIS	Y	OBJETIVOS	

Una	evaluación	rigurosa	de	diferentes	métodos	diagnósticos	y	de	 la	cinética	de	 los	

marcadores	de	infección	permitirá	la	creación	de	algoritmos	diagnósticos	que	mejoren	el	

diagnóstico	de	las	arbovirosis.	La	revisión	de	los	resultados	obtenidos	por	los	protocolos	

vigentes	 permitirá	 estimar	 el	 riesgo	 de	 infección	 y	 afectación	 fetal	 por	 VZIK	 en	

embarazadas.	

Los	 objetivos	 de	 este	 trabajo	 son:	 estudiar	 la	 cinética	 de	 la	 infección	 por	 VZIK,	

evaluar	el	cribado	serológico	de	VZIK	llevado	a	cabo	en	embarazadas	en	Cataluña,	analizar	

la	utilidad	de	los	parámetros	analíticos	para	orientar	el	diagnóstico	del	síndrome	febril	en	

viajeros,	 evaluar	 el	 rendimiento	 de	 un	 nuevo	 ensayo	 de	 inmuno-aglutinación	magnética	

(IMA)	 para	 detectar	 antígeno	 NS1	 de	 VDEN	 e	 investigar	 la	 utilidad	 de	 otras	 técnicas	

serológicas	para	el	diagnóstico	de	las	infecciones	por	VDEN,	VCHIK	y	VZIK.	
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MATERIAL	Y	MÉTODOS	

Se	estudió	 la	presencia	de	VZIK	en	muestras	de	suero	y	orina	de	24	pacientes	con	

infección	por	VZIK	mediante	RT-PCR	en	tiempo	real.	Se	investigó	la	presencia	de	VZIK	en	

semen	en	un	paciente	mediante	métodos	moleculares	y	cultivo	celular	utilizando	muestras	

seriadas.	Se	evaluaron	los	resultados	del	cribado	de	VZIK	y	el	impacto	sobre	el	embarazo	

en	1.057	gestantes	cribadas	para	VZIK	en	Cataluña	en	2016.	Se	estudiaron	los	valores	de	

plaquetas	 y	 leucocitos	 en	 1.218	 viajeros	 provenientes	 del	 trópico	 para	 determinar	 la	

utilidad	 de	 la	 plaquetopenia	 y	 leucopenia	 en	 el	 diagnóstico	 de	malaria	 y	 arbovirosis.	 Se	

estudió	el	 rendimiento	diagnóstico	de	un	método	de	 IMA	para	detectar	antígeno	NS1	de	

VDEN	 en	 un	 panel	 de	 135	 muestras	 que	 incluía	 los	 cuatro	 serotipos	 de	 VDEN,	 y	 se	

comparó	 con	 las	 técnicas	de	ELISA	e	 inmunocromatografía	 (ICT).	También	 se	 exploró	 la	

utilidad	diagnóstica	de	un	test	rápido	de	dengue,	de	un	ELISA	basado	en	la	proteína	NS1	de	

VZIK	para	detectar	anticuerpos	y	de	un	ensayo	de	inmunoblot	para	diferenciar	infecciones	

por	VDEN,	VZIK	y	VCHIK,	comparando	los	resultados	con	los	de	las	técnicas	diagnósticas	

de	rutina.	

	

RESULTADOS	PRINCIPALES	

Se	detectó	la	presencia	del	VZIK	por	RT-PCR	en	tiempo	real	en	muestras	de	suero	y	

orina	 fuera	 de	 los	 períodos	 considerados	 óptimos	 en	 aquel	 momento	 por	 las	

recomendaciones	de	organismos	internacionales.		

Se	 detectó	 la	 presencia	 de	 ARN	 de	 VZIK	 en	 semen	 93	 días	 desde	 el	 inicio	 de	 los	

síntomas,	sin	poder	aislar	el	virus	en	cultivo	celular.		

Los	 datos	 del	 cribado	 serológico	 de	 VZIK	 de	 1.057	 embarazadas	 en	 Cataluña	

mostraron	un	13,4%	de	gestantes	con	alguna	evidencia	serológica	de	infección	por	VZIK,	

siendo	la	prevalencia	de	efectos	fetales	adversos	(aborto	o	microcefalia)	del	3,1%.			
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La	 leucopenia	 (<4x109	 leucocitos/L)	 y	 la	 trombocitopenia	 (<150x109	plaquetas/L)	

mostraron	 un	 valor	 predictivo	 negativo	 del	 98,1%	 para	 el	 diagnóstico	 de	 arbovirosis	 y	

malaria	respectivamente,	en	viajeros	con	síndrome	febril	a	la	vuelta	de	un	viaje	al	trópico.	

El	 ensayo	 de	 IMA	 para	 detectar	 NS1	 de	 VDEN	 mostró	 una	 elevada	 sensibilidad	

(91,9%)	y	especificidad	(98,4%),	comparables	a	 la	 técnica	de	ELISA	pero	obteniendo	 los	

resultados	de	forma	tan	rápida	como	una	ICT.	

El	 test	 rápido	 para	 VDEN	 basado	 en	 ICT	 mostró	 una	 buena	 sensibilidad	 (89,3%)	

para	la	detección	de	IgM	frente	al	virus.		

La	técnica	de	ELISA	para	la	detección	de	IgG	utilizando	como	antígeno	NS1	de	VZIK	

mostró	 una	 sensibilidad	 del	 92,9%	 y	 una	 especificidad	 del	 87,0%	 comparándola	 con	 el	

ensayo	de	microneutralización.	

El	 ensayo	 basado	 en	 inmunoblot	 mostró	 una	 baja	 sensibilidad	 (<40%)	 para	 la	

detección	de	IgM	frente	a	VDEN,	VZIK	y	VCHIK.		

	

CONCLUSIONES	

El	 testado	simultáneo	de	suero	y	orina	mediante	métodos	moleculares	aumenta	el	

rendimiento	diagnóstico	para	la	detección	de	infecciones	por	VZIK.	El	VZIK	puede	persistir	

en	semen	durante	periodos	prolongados	de	tiempo.	La	frecuencia	de	desenlaces	adversos	

por	VZIK	en	embarazadas	atendidas	en	Cataluña	fue	similar	a	la	descrita	en	la	literatura	en	

algunas	 zonas	 endémicas.	 Los	 valores	 de	 leucocitos	 y	 plaquetas	 pueden	 ayudar	 en	 el	

despistaje	clínico	inicial	de	pacientes	con	fiebre	a	la	vuelta	de	un	viaje	al	trópico.	El	ensayo	

de	IMA	es	una	herramienta	útil	para	el	diagnóstico	rápido	de	dengue	agudo.	La	evaluación	

de	nuevas	técnicas	diagnósticas	para	arbovirosis	es	necesaria	para	determinar	su	utilidad	

a	fin	de	intentar	solucionar	las	limitaciones	del	diagnóstico	serológico.		
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ARBOVIRUS	

DEFINICIÓN	Y	CLASIFICACIÓN	

El	término	arbovirus	deriva	de	la	frase	“ARthropod-BOrne	virus”	(virus	transmitido	

por	artrópodos)	y	es	un	término	ecológico	que	hace	referencia	a	un	grupo	heterogéneo	de	

virus	 que	 se	 caracterizan	 por	 ser	 transmitidos	 por	 vectores	 artrópodos	

(fundamentalmente	 mosquitos,	 garrapatas	 y	 moscas	 de	 la	 arena).	 No	 son	 un	 grupo	

filogenético,	 sino	una	serie	de	virus	pertenecientes	a	distintas	 familias	que	comparten	 la	

forma	de	transmisión.	Al	menos	8	 familias	diferentes	engloban	 los	14	géneros	dentro	de	

los	 cuales	 se	 han	 descrito	 especies	 de	 arbovirus.	 Estas	 familias	 son:	 Togaviridae,	

Flaviviridae,	 Bunyaviridae,	 Reoviridae,	 Rhabdoviridae,	 Orthomyxoviridae,	 Arenaviridae	 y	

Asfarviridae,	 siendo	 las	 tres	 primeras	 las	más	 relevantes	 a	 nivel	 clínico.	 En	 total	 se	 han	

descrito	más	de	500	arbovirus,	de	los	cuales	cerca	de	150	son	capaces	de	causar	infección	

en	el	ser	humano	(1).	La	Tabla	1	muestra	un	resumen	de	 los	arbovirus	más	 importantes	

causantes	de	enfermedad	en	el	ser	humano.	

	

Familia	 Género	 Virus	 Vector	 Cuadro	

clínico	

Distribución	

geográfica	

Togaviridae	 Alphavirus	

	

	

	

	

	

	

Chikungunya	 M	 FAR	 CSA,	A,	SEA	

Ross	River	 M	 FAR	 Aus	

Mayaro	 M	 FAR	 CSA	

O’nyong-

nyong	

M	 FAR	 A	

Sindbis	 M	 FAR	 E,	A,	As	

Encefalitis	 M	 N	 NA,	CSA	
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equina	 del	

Este	

Encefalitis	

equina	 del	

Oeste	

M	 N	 NA,	CSA	

Encefalitis	

equina	

venezolana	

M	 N	 NA,	CSA	

Dengue	 M	 FAR,	H,	N	 CSA,	A,	As,	SEA	

Fiebre	

amarilla	

M	 H	 CSA,	A	

Flaviviridae	 Flavivirus	

	

Encefalitis	

japonesa	

M	 N	 SEA	

Fiebre	 del	

Nilo	

Occidental	

M	 FAR,	N	 NA,	CSA,	E,	A,	SEA,	

Aus	

Zika	 M	 FAR,	N	 CSA,	A,	SEA	

Encefalitis	 del	

Valle	Murray	

M	 N	 Aus	

Encefalitis	 de	

St	Louis	

M	 N	 NA	

Fiebre	 del	

bosque	

Kyasanur	

G	 H	 As	

Fiebre	

hemorrágica	

G	 H	 As	
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Tabla	1.	Características	de	los	principales	arbovirus	causantes	de	enfermedad	en	humanos.	Vector:	

M	(mosquito),	G	(garrapata),	MA	(mosca	de	la	arena).	Cuadro	clínico:	FAR	(fiebre-artralgia-rash),	N	

(neurológico),	 H	 (hemorrágico);	 Distribución	 geográfica:	 E	 (Europa),	 NA	 (Norteamérica),	 CSA	

(Centro		y	Sudamérica),	A	(África),	As	(Asía),	SEA	(Sudeste	Asiático),	Aus	(Australia).	

	

La	definición	original	del	término	arbovirus	hace	referencia	únicamente	a	virus	que	

se	transmiten	entre	huéspedes	vertebrados	empleando	para	ello	vectores	hematófagos.	Se	

han	descrito	otros	virus	en	los	que	este	ciclo	puede	observarse	pero	no	es	necesario	para	

su	 subsistencia,	 pudiendo	 prescindir	 de	 él.	 Son	 ejemplos	 de	 éstos	 el	 virus	 Gamboa	 o	 el	

virus	de	 la	estomatitis	vesicular	 Indiana	(2).	Otro	grupo	de	virus	de	reciente	descripción	

de	Omsk	

Encefalitis	

transmitida	

por	

garrapatas	

G	 N	 E,	As	

Powassan	 G	 N	 NA,	As	

Bunyaviridae	 Nairovirus	 Fiebre	

hemorrágica	

Crimea-Congo	

G	 H	 A,	As,	E	

	 Orthobunya

virus	

	

Encefalitis	 de	

La	Crosse	

M	 N	 NA	

	 Oropouche	 M	 FAR,	H,	N	 CSA	

	 Phlebovirus	

	

Heartland	 G	 FAR	 NA	

	 	 Fiebre	 del	

valle	Rift	

M	 H	 A	

	 	 Toscana	 MA	 FAR,N	 E,	A	
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son	 los	 virus	 “insecto-específicos”,	 que	 están	 genéticamente	 relacionados	 con	 los	

arbovirus	 pero	 que	 sólo	 se	 han	 detectado	 en	 artrópodos,	 sin	 haber	 podido	 probarse	 su	

capacidad	de	 replicación	 en	 células	 de	 vertebrados.	 Se	 desconoce	 si	 estos	 virus	 podrían	

evolucionar	hasta	 convertirse	en	nuevos	patógenos	emergentes,	 o	 si	pueden	afectar	 a	 la	

capacidad	 vectorial	 de	 los	 artrópodos,	 ya	 que	 se	 han	 detectado	 de	 forma	 simultánea	 a	

arbovirus	patógenos	en	algunos	insectos	(3).	Es	un	nuevo	campo	que	requiere	una	mayor	

investigación	 y	 en	 el	 que	 nuevos	 descubrimientos	 podrían	 cambiar	 la	 clasificación	 y	

definición	actuales	del	término	arbovirus.		

La	 clasificación	 completa	 de	 los	 arbovirus	 conocidos	 hasta	 la	 fecha	 puede	

consultarse	 en	 el	 Catálogo	 Internacional	 de	 Arbovirus	 (The	 International	 Catalog	 of	

Arboviruses	https://wwwn.cdc.gov/Arbocat/Default.aspx).	

	

EPIDEMIOLOGÍA	

CICLOS	DE	TRANSMISIÓN	

Todos	 los	 arbovirus	 conocidos	 hasta	 el	 momento	 son	 patógenos	 zoonóticos:	 se	

transmiten	 a	 los	humanos	desde	 sus	huéspedes	 animales.	 Son	virus	que	 requieren	unos	

complejos	 ciclos	 de	 transmisión	 en	 los	 que	 participan	 huéspedes	 vertebrados	

(frecuentemente	 aves	 y	 roedores)	 y	 artrópodos	 vectores.	 Los	 virus	 se	multiplican	 en	 el	

vector	sin	causar	infección	y	se	transmiten	a	su	hospedador	vertebrado	cuando	el	vector	

se	 alimenta	 del	 mismo;	 en	 este	 hospedador	 el	 virus	 se	 multiplica	 (hospedador	

amplificador)	causando	 infección	y,	durante	el	periodo	en	el	que	el	virus	se	mantiene	en	

sangre	(periodo	virémico),	puede	ser	ingerido	por	un	nuevo	vector	que	se	alimente	de	este	

hospedador,	cerrando	así	el	ciclo	(4).		

Habitualmente	 estos	 ciclos	 tienen	 lugar	 en	 zonas	 selváticas,	 entre	 vectores	 y	

huéspedes	vertebrados	salvajes	(ciclo	selvático	o	enzoótico)	(Figura	1).	La	proximidad	de	

los	 vectores	 y	huéspedes	habituales	 a	núcleos	urbanos	permite	 la	 interacción	 con	 el	 ser	
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humano	 o	 animales	 domésticos,	 dando	 lugar	 al	 establecimiento	 de	 ciclos	 rurales	 o	

epizoóticos.	Generalmente	estos	ciclos	no	suelen	contribuir	al	ciclo	de	transmisión,	ya	que	

el	virus	no	se	replica	de	forma	efectiva	en	los	nuevos	huéspedes	y	estos	son	un	callejón	sin	

salida	para	la	transmisión	del	virus,	siendo	lo	que	se	conoce	como	huéspedes	terminales.	

No	 obstante,	 hay	 varios	 virus	 que	 se	 han	 adaptado	 al	 ser	 humano	 y	 que	 pueden	

transmitirse	 de	 forma	 estable	 entre	 vectores	 y	 seres	 humanos,	 sin	 requerir	 otros	

huéspedes	 amplificadores.	 Estos	 ciclos	 reciben	 el	 nombre	 de	 ciclos	 urbanos	 y	 se	 han	

descrito,	por	ejemplo,	en	el	caso	de	virus	dengue	(VDEN),	virus	de	la	fiebre	amarilla	(VFA),	

virus	Zika	(VZIK),	virus	Chikungunya	(VCHIK)	y	virus	Ross	River	(VRR)	entre	otros	(5).		

Habitualmente	en	los	ciclos	enzoóticos	o	selváticos	los	huéspedes	son	asintomáticos	

o	presentan	una	clínica	muy	leve.	En	 los	ciclos	rurales	o	epizoóticos	el	patógeno	afecta	a	

animales	que	no	están	habitualmente	expuestos,	por	lo	que	pueden	dar	lugar	fácilmente	a	

epidemias	y	causar	una	gran	morbimortalidad.		

	

Figura	 1.	 Esquema	 de	 los	 diferentes	 ciclos	 de	 transmisión	 en	 los	 arbovirus	 (Imagen	 creada	 con	

BioRender	(https://biorender.com)).	
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EMERGENCIA	Y	RE-EMERGENCIA	DE	LOS	ARBOVIRUS	

Las	enfermedades	causadas	por	arbovirus	se	conocen	desde	hace	siglos,	si	bien	no	

fue	hasta	1927	cuando	se	aisló	el	primer	arbovirus:	el	virus	de	la	fiebre	amarilla	(VFA)	(6).	

Durante	los	siguientes	años,	debido	principalmente	a	los	numerosos	estudios	financiados	

por	la	Fundación	Rockefeller,	se	describieron	la	gran	mayoría	de	arbovirus	que	se	conocen	

actualmente	 (7).	 A	 partir	 de	 los	 años	 70	 la	 investigación	 de	 campo	 sobre	 arbovirus	

disminuyó.	 No	 obstante,	 en	 los	 últimos	 años	 las	 nuevas	 tecnologías	 de	 secuenciación	

masiva	o	Next	Generation	Sequencing	(NGS)	han	propiciado	la	descripción	de	multitud	de	

nuevos	virus.	Sin	embargo,	la	falta	de	aislamiento	de	los	mismos	hace	que	aún	se	conozca	

poco	sobre	su	ecología,	ciclo	y	huéspedes	implicados	(7),	así	como	su	importancia	en	salud	

pública.		

Los	arbovirus	son	una	importante	causa	de	enfermedad	a	nivel	mundial.	En	general,	

presentan	 una	 distribución	 global,	 siendo	 mayor	 el	 número	 de	 virus	 en	 las	 regiones	

tropicales	 y	 subtropicales	 debido,	 entre	 otros	 factores,	 a	 la	 abundancia	 de	 vectores	

competentes	 en	 las	 mismas.	 Cada	 virus	 tiene,	 a	 su	 vez,	 una	 distribución	 geográfica	

específica	 delimitada	 principalmente	 por	 la	 distribución	 de	 los	 vectores	 y	 huéspedes	

necesarios	 para	 mantener	 su	 ciclo	 primario.	 Los	 factores	 que	 influyen	 en	 estas	

distribuciones	 son,	 entre	 otros,	 temperatura,	 precipitaciones	 y	 otros	 factores	 ecológicos	

que	afectan	a	los	requerimientos	de	supervivencia	de	los	vectores	y	huéspedes	principales.			

En	 los	 últimos	 años	 del	 siglo	 XX	 se	 observó	 un	 repunte	 de	 las	 enfermedades	

causadas	por	arbovirus	que	se	mantiene	en	la	actualidad.	Algunas	de	estas	enfermedades	

son	debidas	a	virus	recientemente	descubiertos,	como	por	ejemplo	el	virus	del	bosque	de	

Barmah	en	Australia.	Sin	embargo,	el	mayor	problema	deriva	de	la	reaparición	y	aumento	

de	casos	de	enfermedades	que	se	creían	previamente	controladas,	como	son	el	dengue,	la	

fiebre	amarilla	y	la	fiebre	del	Nilo	Occidental.	La	Tabla	2	muestra	un	resumen	de	los	virus	

que	 han	 emergido	 o	 re-emergido	 recientemente	 dando	 lugar	 a	 diferentes	 epidemias	 en	

distintas	regiones	del	mundo.		
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Familia	 Virus/enfermedad	

Flaviviridae	 Dengue	

Zika	

Fiebre	amarilla	

Fiebre	del	Nilo	Occidental	

Encefalitis	japonesa	

Enfermedad	del	bosque	Kyasanur	

Togaviridae	 Chikungunya	

Mayaro	

Encefalitis	equina	de	Venezuela	

Ross	River	

Barmah	Forest	

Bunyaviridae	 Fiebre	del	Valle	del	Rift	

Oropouche	

Encefalitis	de	California	

Fiebre	hemorrágica	de	Crimea-Congo	

Virus	del	síndrome	febril	severo	y	trombocitopenia	

Tabla	2.	Arbovirus	de	 las	 tres	 familias	principales	causantes	de	enfermedad	en	humanos	que	han	

emergido	o	re-emergido	en	los	últimos	años.	Tabla	adaptada	de	(1)	y	(8).	

	

Factores	de	riesgo	para	la	emergencia	y	re-emergencia	de	arbovirus	

Los	complejos	ciclos	de	los	arbovirus	pueden	verse	alterados	por	múltiples	factores.	

Cambios	en	el	ambiente,	el	clima,	los	huéspedes,	los	vectores	e	incluso	en	el	propio	virus	

tienen	 impacto	 en	 los	 ciclos	 y	 pueden	 acarrear	 cambios	 en	 la	 epidemiología	 de	 estas	

enfermedades	 (Figura	 2).	 Los	 diferentes	 factores	 no	 actúan	 de	 manera	 aislada,	 ya	 que	

están	 íntimamente	 relacionados	 entre	 sí	 y	 cambios	 en	 alguno	 de	 ellos	 pueden	
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desencadenar	modificaciones	en	otras	variables	del	ciclo.	No	obstante,	con	el	objetivo	de	

simplificar	el	estudio	de	estos	factores	que	afectan	a	la	emergencia	y	re-emergencia	de	los	

arbovirus,	 los	 agruparemos	 en	 aquellos	 asociados	 al	 clima	 y	 el	 medioambiente,	 los	

asociados	al	ser	humano,	los	asociados	a	los	vectores	y	los	asociados	al	propio	virus.		

	

Figura	2.	Esquema	de	 las	 interacciones	entre	 los	diferentes	 factores	asociados	a	 la	emergencia	de	

los	arbovirus.	Adaptado	de	(5)	(Imagen	creada	con	BioRender	(https://biorender.com)).	

	

Factores	humanos	y	sociales	

El	último	informe	demográfico	de	las	Naciones	Unidas	realizado	en	2017	cifraba	la	

población	mundial	en	7.550	millones	de	personas.	Esto	supone	un	gran	aumento	desde	la	

primera	estimación	que	realizó	esta	entidad	en	1950,	cuando	se	calculaba	una	población	

de	 aproximadamente	 2.600	 millones	 de	 personas	

(https://www.un.org/es/sections/issues-depth/population/index.html).	 El	 aumento	 de	

población	es	más	acusado	en	las	regiones	tropicales,	que	también	son	las	regiones	donde	

más	frecuentes	son	las	infecciones	por	arbovirus	(https://population.un.org/wpp/Maps/).	
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Esto	 supone	 un	 aumento	 de	 huéspedes	 susceptibles	 en	 las	 zonas	 que	 hoy	 en	 día	 se	

consideran	de	especial	riesgo.		

Además,	 el	 aumento	 de	 la	 población	 afecta	 a	 la	 organización	 sociocultural	 y	 a	 las	

políticas	 de	 urbanización.	 Cada	 vez	 un	mayor	 número	 de	 personas	 vive	 en	 las	 grandes	

urbes	y	el	crecimiento	de	estas	tiene	un	fuerte	impacto	en	el	medioambiente.	El	cambio	de	

usos	 de	 la	 tierra	 para	 destinarla	 a	 cultivos	 y	 construcción	 y	 la	 deforestación	 asociada	 a	

estas	políticas	han	provocado	que	el	contacto	entre	el	ser	humano	y	el	patógeno	sea	cada	

vez	más	frecuente,	aumentando	así	el	riesgo	de	transmisión.	

Otro	 factor	 a	 tener	 en	 consideración	 es	 el	 constante	 movimiento	 en	 el	 que	 se	

encuentra	 la	 población	 mundial.	 Los	 desplazamientos	 son	 hoy	 en	 día	 más	 rápidos	 y	

asequibles,	lo	cual	incrementa	el	número	de	personas	que	realiza	viajes	y	la	probabilidad	

de	que	algunos	se	desplacen	desde	zonas	endémicas	durante	el	periodo	de	incubación	de	

alguna	arbovirosis	 (9).	No	se	deben	obviar	 tampoco	aquellos	desplazamientos	derivados	

de	 conflictos	 armados	 o	 desastres	 naturales,	 donde	 una	 gran	 parte	 de	 la	 población	 se	

desplaza	 de	 forma	 simultánea	 y	 acaba	 hacinada	 en	 lugares	 donde	 las	 condiciones	

sanitarias	son	muy	deficientes,	dificultando	el	control	y	prevención	de	las	enfermedades.		

	

Factores	ambientales	y	ecológicos	

Los	cambios	de	usos	de	la	tierra	tienen	un	gran	impacto	en	el	medioambiente.	Estos	

cambios	 alteran	 los	 ecosistemas	 naturales,	 favoreciendo	 la	 introducción	 de	 nuevas	

especies	o	el	aumento	de	algunas	ya	existentes.	Por	ejemplo,	la	urbanización	en	zonas	que	

previamente	 eran	 selváticas	 puede	 poner	 en	 contacto	 al	 ser	 humano	 con	 vectores	

selváticos	transmisores	de	arbovirosis	(9).	El	aumento	de	zonas	urbanas	propicia	también	

la	adaptación	de	los	mosquitos	a	la	cría	en	recipientes	artificiales,	frente	a	aquellos	lugares	

de	cría	que	emplean	en	ecosistemas	naturales.		

Aunque	el	cambio	climático	se	ha	postulado	como	un	factor	de	gran	importancia	en	

la	 emergencia	 y	 re-emergencia	 de	 las	 arbovirosis,	 su	 papel	 genera	 controversia.	 Los	
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primeros	 estudios	 predecían	 un	 aumento	 de	 las	 infecciones	 debido	 al	 aumento	 de	 la	

temperatura	global,	que	aumentaría	las	zonas	óptimas	para	el	desarrollo	de	los	vectores.	A	

pesar	de	ser	esto	así,	 el	 cambio	climático	es	un	proceso	complejo	en	el	que	no	se	puede	

tener	 en	 cuenta	únicamente	el	 factor	 “temperatura”.	Para	 comprender	bien	 su	alcance	y	

realizar	previsiones	realistas	habría	que	conocer	bien	como	afectan	todas	sus	variables	a	

la	 transmisión	de	 las	diferentes	 enfermedades.	 En	 general,	 el	 impacto	 global	 que	 tendrá	

sobre	las	arbovirosis	es	difícil	de	medir,	pero	parece	ser	que,	por	el	momento,	el	impacto	

del	 cambio	 climático	 en	 la	 transmisión	 de	 las	 arbovirosis	 es	menor	 que	 el	 causado	 por	

otros	 factores,	 que	 a	 su	 vez	 tienen	 un	 impacto	 directo	 en	 el	 propio	 cambio	 climático	

(deforestación,	desplazamientos,	cambios	en	el	uso	de	la	tierra…)	(9).	El	cambio	climático	

ilustra	 una	 vez	más	 como	 los	 factores	 se	 entrelazan,	 al	 tratarse	 de	 un	 factor	 ambiental	

causado	por	la	acción	del	ser	humano.	

	

Factores	del	vector	

Uno	 de	 los	 factores	 de	mayor	 importancia	 en	 la	 expansión	 de	 los	 arbovirus	 es	 la	

expansión	 de	 los	 vectores	 competentes.	 Esta	 expansión	 está	 muy	 ligada	 a	 la	 actividad	

humana,	ya	que	los	mosquitos	se	han	transportado	a	lugares	lejanos	de	su	hábitat	habitual	

siguiendo	rutas	de	transporte	marítimo,	aéreo	o	por	carretera.	Si	en	el	lugar	de	llegada	se	

cumplen	 los	 requisitos	 necesarios	 para	 su	 desarrollo,	 el	 vector	 se	 puede	 afincar	 e	 ir	

aumentando	 su	 área	de	 actuación.	Un	 claro	 ejemplo	 es	 la	 gran	 expansión	 en	 las	 últimas	

décadas	 de	 Aedes	 albopictus	 (10),	 un	 vector	 de	 origen	 asiático	 que	 ha	 colonizado	 gran	

parte	de	la	cuenca	mediterránea	y	cuya	presencia	ha	permitido	la	transmisión	autóctona	

de	diferentes	arbovirus	en	lugares	donde	hasta	el	momento	no	se	habían	descrito	(11).		

Factores	del	virus	

Los	 arbovirus	 presentan	 una	 gran	 capacidad	 de	 adaptación	 a	 los	 vectores	 y	 a	 sus	

huéspedes	 vertebrados	 (12).	 A	 pesar	 de	 su	 diferente	 taxonomía,	 los	 arbovirus	 poseen	
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ciertas	 características	 en	 común,	 como	 es	 su	 genoma	 ARN	 (excepto	 en	 el	 caso	 de	 los	

Asfarvirus,	que	son	virus	ADN)	(13),	lo	cual	hace	que	los	virus	suelan	estar	formados	por	

diversas	 poblaciones	 o	 quasi	 especies,	 debido	 a	 los	 errores	 que	 se	 comenten	 durante	 el	

proceso	 de	 replicación.	 Esto	 les	 permite	 adaptarse	 con	 rapidez	 a	 las	 características	

cambiantes	 del	 ambiente,	 del	 huésped	 y	 del	 vector.	 Como	 hemos	 visto,	 los	 arbovirus	 se	

caracterizan	 por	 un	 ciclo	 complejo	 en	 el	 cual	 son	 necesarios	 un	 vector	 artrópodo	 y	 un	

huésped	vertebrado,	por	lo	que	la	diversidad	de	los	virus	se	verá	limitada	por	la	capacidad	

de	 replicarse	 y	 transmitirse	 tanto	 en	 el	 huésped	 como	 en	 el	 vector,	 seleccionando	

únicamente	 aquellas	 mutaciones	 que	 no	 afecten	 negativamente	 a	 estos	 pasos.	 Por	 el	

contrario,	 los	 cambios	 que	 generen	 una	 ventaja	 pueden	 tener	 un	 gran	 impacto	 en	 la	

epidemiología	 de	 estos	 virus.	 Un	 ejemplo	 podría	 ser	 el	 observado	 con	 el	 virus	 del	 Nilo	

Occidental	(VNO	o	West	Nile	Virus,	WNV)	en	Estados	Unidos,	donde	la	aparición	de	la	cepa	

WNV02	desplazó	a	 la	cepa	WNV-NY99,	ya	que	 la	nueva	cepa	mostraba	un	menor	tiempo	

de	 incubación	extrínseco	 (14).	Otro	ejemplo	sería	el	VCHIK,	en	el	que	mutaciones	en	 las	

proteína	 E1	 y	 E2	 mostraron	 una	 mayor	 infectividad	 y	 diseminación	 en	 el	 vector	 Aedes	

albopictus,	favoreciendo	así	la	transmisión	por	este	vector	(15)(16).		

	

La	 actual	 emergencia	 y	 re-emergencia	de	 los	 arbovirus	depende,	 como	 se	ha	 visto	

hasta	ahora,	de	múltiples	factores,	algunos	de	ellos	posiblemente	desconocidos	aún,	por	lo	

que	 realizar	 predicciones	 sobre	 las	 futuras	 epidemias	 de	 arbovirosis	 es	 un	 trabajo	

complejo,	 ya	 que	 no	 es	 posible	 tener	 todas	 las	 variables	 en	 consideración.	 Debido	 a	 la	

dificultad	de	predecir	la	aparición	de	nuevos	riesgos	y	la	expansión	de	los	ya	existentes,	es	

necesario	 contar	 con	 programas	 de	 control	 que	 permitan	 detectar	 de	 forma	 rápida	 los	

nuevos	casos	para	tratar	de	frenar	los	posibles	brotes	que	se	den	en	un	futuro.	
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CLÍNICA	

Los	cuadros	clínicos	causados	por	arbovirus	se	han	agrupado	clásicamente	en	 tres	

síndromes	 clínicos:	 síndrome	de	 fiebre-artralgia-rash,	 síndrome	de	 fiebre	hemorrágica	y	

síndrome	neurológico	(Figura	3)	(17).		

La	 mayoría	 de	 infecciones	 cursan	 con	 cuadros	 febriles	 inespecíficos.	 Además,	 el	

mismo	virus	puede	dar	lugar	a	diferentes	síndromes	en	diferentes	pacientes,	y	diferentes	

virus	pueden	dar	lugar	a	cuadros	clínicos	muy	similares.	Por	todo	ello,	es	difícil	realizar	un	

diagnóstico	etiológico	basado	en	la	clínica,	más	aún	en	regiones	donde	circulan	de	forma	

simultánea	 diferentes	 arbovirus.	 Además,	 los	 cuadros	 inespecíficos	 que	 presentan	

habitualmente	los	arbovirus	(fiebre,	malestar,	cefalea,	mialgias…)	pueden	ser	iguales	a	los	

que	presentan	las	infecciones	causadas	por	otros	patógenos	como	malaria,	leptospira,	etc.	

En	 un	 gran	 número	 de	 casos	 las	 infecciones	 por	 arbovirus	 son	 asintomáticas,	

aspecto	importante	a	tener	en	cuenta	en	un	contexto	epidémico,	donde	la	incidencia	puede	

ser	mucho	más	elevada	de	lo	que	parece	si	sólo	se	tiene	en	cuenta	el	número	de	pacientes	

sintomáticos.	 Tener	 este	 dato	 presente	 es	 vital	 a	 la	 hora	 de	 desarrollar	 estrategias	 de	

control	de	la	infección	y	de	salud	pública.	
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Figura	 3.	 Agrupación	 de	 los	 arbovirus	 basados	 en	 el	 síndrome	 clínico	 principal	 que	 causan,	

adaptado	de	(17).		

	

En	 el	 caso	 de	 pacientes	 embarazadas	 hay	 que	 tener	 presente	 que	 la	 infección	 por	

arbovirus	 presenta	 unos	 riesgos	 adicionales	 como	 son	 la	 transmisión	 del	 virus	 al	 feto	

antes,	 durante	o	después	del	parto	 (pudiendo	provocar	 alteraciones	o	muerte	del	 feto	o	

una	infección	grave	en	el	recién	nacido)	o	un	cuadro	más	severo	en	la	mujer	gestante	(18).		

	

Tal	 y	 como	 se	 ha	 visto	 hasta	 el	 momento,	 los	 arbovirus	 son	 unos	 patógenos	 en	

expansión	y	un	gran	número	de	virus	podrían	emerger	o	re-emerger	en	un	futuro	cercano.	

Este	 trabajo	 se	 centra	 en	 especial	 en	 tres	 arbovirus	 que,	 por	 su	 prevalencia	 y	

emergencia/re-emergencia	 recientes,	 son	 de	 especial	 interés	 en	 nuestro	 trabajo	 diario:	

virus	dengue,	virus	chikungunya	y	virus	Zika.		
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VIRUS	DENGUE	

VIROLOGÍA	

El	 virus	 dengue	 (VDEN)	 pertenece	 al	 género	 Flavivirus,	 familia	 Flaviviridae.	 Es	 un	

virus	 icosaédrico,	 envuelto	 y	 con	 genoma	 ARN	 de	 polaridad	 positiva.	 El	 genoma	 se	

compone	de	una	hebra	simple	de	ARN	de	aproximadamente	11kb	con	un	único	marco	de	

lectura	 abierta	 que	 codifica	 10	proteínas:	 3	 proteínas	 estructurales	 y	 7	 no	 estructurales	

(Figura	 4).	 Las	 proteínas	 estructurales	 son	 la	 proteína	 premembrana	 (prM),	membrana	

(M),	 envoltura	 (E)	y	 cápside	 (C).	Las	proteínas	no	estructurales	 (non-structural,	NS)	 son	

las	siguientes:	NS1,	NS2A,	NS2B,	NS3,	NS4A,	NS4B	y	NS5.		Estas	últimas	juegan	un	papel	en	

la	replicación	viral	y	en	el	empaquetamiento	de	las	partículas	virales	(19).		

	

	

Figura	 4.	 Esquema	 del	 genoma	 del	 VDEN	 que	 incluye	 las	 proteínas	 estructurales	 (C:	 cápside,	 pr:	

premembrana,	M:	membrana	y	E:	 envoltura)	 y	 las	proteínas	no	 estructurales	 (non-structural	NS,	

NS1,	NS2A,	NS2B,	NS3,	NS4A,	NS4B	y	NS5).	

	

Se	 han	 descrito	 cuatro	 serotipos	 de	 VDEN	 diferentes:	 VDEN-1,	 VDEN-2,	 VDEN-3	 y	

VDEN-4.	En	2013	se	sugirió	 la	existencia	de	un	quinto	serotipo,	VDEN-5,	en	muestras	de	

suero	de	una	epidemia	ocurrida	en	Malasia	en	2007	(20),	si	bien	este	hallazgo	no	ha	sido	

suficientemente	confirmado.	Los	cuatro	serotipos	de	dengue	son	relativamente	diferentes	

genéticamente	(60-75%	de	aminoácidos	similares).	Los	virus	del	mismo	serotipo	difieren	

aproximadamente	en	un	3%	a	nivel	de	aminoácidos	y	en	un	6%	a	nivel	de	nucleótidos,	y	se	

subdividen	a	su	vez	en	diferentes	genotipos	y	cepas	(21).		
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PATOGÉNESIS	

La	infección	por	VDEN	comienza	cuando	el	mosquito	inocula	el	virus	al	alimentarse	

del	huésped.	El	VDEN	infecta	células	de	la	dermis	y	la	epidermis	como	macrófagos,	células	

dendríticas	y	células	de	Langerhans.	Las	células	infectadas	migran	a	los	nódulos	linfáticos,	

desde	donde	 se	 inicia	una	 fase	de	viremia	mediante	 la	 cual	 se	disemina	 la	 infección	por	

todo	el	organismo	(22).	

La	respuesta	del	organismo	frente	al	virus	depende	de	múltiples	factores	y	se	basa	

en	el	equilibrio	que	se	establezca	entre	factores	del	huésped	(genéticos	e	inmunológicos)	y	

del	virus	(21).	La	primera	respuesta	 frente	al	virus	parte	de	 la	respuesta	 inmune	 innata,	

tras	el	reconocimiento	del	virus	por	los	receptores	Toll-like	que	inducen	una	respuesta	de	

interferón	 α/β.	 Esta	 respuesta	 es	 capaz	 de	 inhibir	 la	 infección	 por	 VDEN,	 por	 lo	 que	 el	

virus	ha	desarrollado	estrategias	para	frenar	dicha	respuesta	(21).	La	infección	por	VDEN	

también	 provoca	 la	 activación	 de	 las	 células	 CD8+,	 que	 producen	 una	 gran	 cantidad	 de	

citocinas	pro-inflamatorias,	aumentando	los	niveles	de	interleucinas	y	produciendo	lo	que	

se	 conoce	 como	 “tormenta	 de	 citocinas”	 en	 los	 casos	 de	 dengue	 grave.	 El	 sistema	 del	

complemento,	que	se	activa	ante	la	presencia	de	la	proteína	NS1,	juega	un	rol	importante	

en	la	patogénesis,	ya	que	puede	desencadenar	la	extravasación	de	plasma	que	se	observa	

en	los	casos	graves	y	contribuye	además	a	la	tormenta	de	citocinas	ya	mencionada.	

El	sistema	inmune	también	se	encarga	de	fabricar	anticuerpos	frente	al	virus.	Tras	la	

primera	 infección	 se	 generan	 anticuerpos	 específicos	 frente	 al	 serotipo	 causante	 de	 la	

infección	que	parecen	aportar	protección	de	por	vida	frente	a	dicho	serotipo	(21).	Durante	

un	 periodo	 de	 tiempo	 breve	 estos	 anticuerpos	 podrían	 proteger	 frente	 al	 resto	 de	

serotipos.	No	obstante,	estos	anticuerpos	serotipo-específicos	podrían	desencadenar	una	

potenciación	 inmunitaria	 frente	 a	 una	 segunda	 infección	 por	 un	 serotipo	 diferente	

(antibody-dependent	enhancement,	ADE	por	sus	siglas	en	inglés)	(23).	En	este	fenómeno	

los	anticuerpos	pre-existentes	de	 la	 infección	anterior	no	sólo	no	neutralizan	al	 serotipo	

infectante	 sino	que	 facilitanla	 infección	de	macrófagos,	 lo	que	 resulta	en	una	replicación	
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viral	 aumentada	 y	 una	 mayor	 carga	 viral.	 No	 obstante,	 la	 potenciación	 mediada	 por	

anticuerpos	 no	 parece	 explicar	 por	 completo	 el	 desarrollo	 de	 los	 cuadros	 graves	 de	

dengue,	 ya	 que	 éstos	 pueden	 ocurrir	 también	 en	 infecciones	 primarias	 (en	 las	 que	 no	

existen	anticuerpos	previos).		

	

EPIDEMIOLOGÍA	

Los	 diferentes	 serotipos	 de	 VDEN	 evolucionaron	 de	 un	 ancestro	 común	 y	 dieron	

lugar	 a	 los	 cuatro	 virus	 conocidos	 hoy	 en	 día.	 Los	 diferentes	 serotipos	 se	mantenían	 en	

ciclos	selváticos	entre	mosquitos	y	primates	no	humanos	y	posteriormente	fueron	dando	

el	salto	a	los	ciclos	urbanos	(24).	La	presencia	de	ciclos	enzoóticos	bien	establecidos	de	los	

cuatro	serotipos	en	el	Sudeste	Asiático	hace	pensar	que	el	virus	pudo	originarse	allí	(25).	

El	mosquito	Aedes	albopictus	podría	haber	sido	el	vector	causante	de	 los	casos	humanos	

inicialmente,	 dado	 que	 era	 el	 vector	 presente	 en	 aquella	 región	 geográfica	 (26).	

Posteriormente	Aedes	aegypti,	que	presumiblemente	llegó	a	Asia	desde	África	mediante	las	

rutas	de	comercio	naval,	se	convirtió	en	el	principal	vector	de	la	enfermedad	(27).	En	los	

siglos	XVIII	y	XIX	los	barcos	de	esclavos	transportaron	el	vector	Ae.	aegypti	expandiéndolo	

por	diferentes	regiones	tropicales	causando	los	primeros	brotes	por	VDEN	y	estableciendo	

la	enfermedad	en	todas	 las	regiones	tropicales.	En	 los	siglos	XX	y	XXI	 la	globalización	ha	

acelerado	la	expansión	y	ha	propiciado	la	introducción	de	nuevos	serotipos	en	diferentes	

regiones,	 haciendo	 que	 las	 regiones	 se	 vuelvan	 hiperendémicas	 (regiones	 en	 las	 que	

diferentes	serotipos	circulan	de	forma	simultánea).	

No	se	conoce	con	exactitud	el	origen	del	término	dengue.	Una	teoría	es	que	deriva	de	

la	expresión	swahili	“ki-dinga	pepo”,	cuya	traducción	sería	“calambre	causado	por	un	mal	

espíritu”.	 Sin	 embargo	 el	 uso	 del	 término	 en	 brotes	 previos	 en	 Cuba	 no	 descarta	 que	 el	

origen	 de	 la	 palabra	 sea	 alguna	 expresión	 latina	 (28).	 El	 estudio	 retrospectivo	 de	 los	

brotes	 descritos	 como	 “dengue”	 o	 “ki-dinga	 pepo”	 ha	mostrado	 que,	 probablemente,	 las	
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infecciones	por	VCHIK	y	VDEN	se	han	confundido	a	lo	largo	de	los	siglos	y	que	la	diferente	

terminología	ha	contribuido	a	aumentar	aún	más	la	confusión	entre	los	diferentes	cuadros	

clínicos	y	brotes	registrados	(29)(30).		

Hoy	 en	 día,	 el	 VDEN	 es	 la	 enfermedad	 viral	 transmitida	 por	 mosquitos	 más	

prevalente	a	nivel	global.	Se	estima	que	ocurren	390	millones	de	infecciones	por	VDEN	al	

año,	 96	 millones	 de	 las	 cuales	 producen	 enfermedad	 clínica	 (hasta	 un	 75%	 de	 las	

infecciones	son	asintomáticas).	Esto	supone	un	número	de	casos	30	veces	superior	al	que	

se	 observaba	 hace	 50	 años	 (31).	 El	 virus	 circula	 por	 aproximadamente	 125	 países	 de	

zonas	tropicales,	poniendo	a	3.600	millones	de	personas	en	riesgo,	es	decir,	a	la	mitad	de	

la	 población	 mundial.	 Su	 distribución	 abarca	 países	 del	 Sudeste	 Asiático,	 Centro	 y	

Sudamérica,	Pacífico	occidental,	África	y	el	este	del	Mediterráneo	(Figura	5)	(32).		

	

Figura	5.	Mapa	de	áreas	con	transmisión	autóctona	sostenida	de	VDEN.		
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TRANSMISIÓN	

La	principal	vía	de	transmisión	de	VDEN	es	la	vectorial:	la	infección	ocurre	cuando	el	

mosquito	 vector	 se	 alimenta	 del	 ser	 humano	 e	 inocula	 el	 virus.	 Hoy	 en	 día	 el	 VDEN	 se	

mantiene	en	un	ciclo	urbano	en	el	que	toman	parte	el	ser	humano	y	el	mosquito	vector.	El	

VDEN	 está	 altamente	 adaptado	 al	 ser	 humano,	 por	 lo	 que	 ya	 no	 requiere	 los	 ciclos	

selváticos	de	 los	cuales	se	originó,	en	 los	que	tomaban	parte	primates	no	humanos	y	sus	

vectores	(24).	Estos	ciclos	siguen	existiendo	pero	se	desconoce	su	verdadero	 impacto	en	

términos	de	salud	pública	(25).		

La	hembra	del	mosquito	Aedes	 se	 infecta	 al	 alimentarse	de	un	huésped	durante	 el	

periodo	virémico,	es	decir,	mientras	el	virus	se	encuentra	en	la	sangre.	Entonces	comienza	

el	 periodo	 de	 incubación	 extrínseco,	 que	 es	 el	 tiempo	 que	 el	 virus	 tarda	 en	 infectar	 las	

células	 del	 tracto	 intestinal	 del	 mosquito,	 replicarse	 en	 diferentes	 tejidos	 y	 llegar	

finalmente	a	las	glándulas	salivares,	momento	en	el	cual	el	mosquito	se	vuelve	infeccioso.	

Todo	 el	 proceso	 se	 lleva	 a	 cabo	 en	 5-12	 días	 (habitualmente	 entre	 8-10)	 y	 está	

influenciado	por	la	temperatura	ambiental	(ambientes	más	cálidos	aceleran	el	proceso),	la	

cepa	viral	y	la	competencia	del	vector	(19).		

Una	 vez	 el	 virus	 se	 encuentra	 en	 las	 glándulas	 salivares	 del	 mosquito,	 éste	 ya	 es	

infectivo	y	puede	inyectar	el	virus	cuando	se	alimenta	de	la	sangre	del	siguiente	huésped.	

El	 rango	 de	 temperatura	 en	 el	 que	 ocurre	 la	 transmisión	 oscila	 entre	 18-34ºC,	 siendo	

máxima	 entre	 26	 y	 29ºC	 (33).	 El	mosquito	 sigue	 siendo	 infectivo	 de	 por	 vida	 (el	 adulto	

puede	 vivir	 entre	 dos	 y	 cuatro	 semanas	 habitualmente),	 pudiendo	 infectar	 a	 múltiples	

huéspedes	 en	 dicho	 periodo.	 Además,	 la	 hembra	 del	 mosquito	 puede	 transmitir	 la	

infección	de	forma	vertical	a	su	descendencia.	La	importancia	de	esta	transmisión	vertical	

en	la	epidemiología	del	VDEN	está	en	discusión	y,	si	bien	podría	explicar	la	persistencia	del	

virus	en	 la	naturaleza	tras	 la	aparición	de	 factores	adversos	para	 la	supervivencia	de	 los	

mosquitos	 adultos	 (34)(35),	 algunos	 estudios	 sugieren	 que	 los	 datos	 obtenidos	 hasta	 el	

momento	no	son	suficientes	para	realizar	esta	afirmación	(36).		
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El	 vector	 principal	 de	 VDEN	 es	 Ae.	 aegypti,	 especie	 que	 presenta	 una	 amplia	

distribución	 en	 las	 áreas	 endémicas	 de	 VDEN.	 Aedes	 albopictus	 es	 un	 vector	 más	

susceptible	a	la	infección	por	VDEN,	aunque	juega	un	papel	limitado	en	la	transmisión	de	

infección	entre	humanos.	Se	cree	que	el	mosquito	tigre,	Ae.	albopictus,	fue	originalmente	el	

vector	de	VDEN	hasta	la	aparición	de	Ae.	aegypti,	que	con	su	comportamiento	fuertemente	

antropofílico	 y	 peridoméstico	 permitió	 la	 transmisión	 mantenida	 entre	 humanos	 y	 el	

establecimiento	de	los	ciclos	urbanos	(25).	La	importancia	actual	de	Ae.	albopictus	radica	

en	su	amplia	distribución	y	su	gran	capacidad	de	colonización	y	expansión,	lo	que	unido	a	

su	 capacidad	 vectorial	 podría	 derivar	 en	 el	 establecimiento	 del	 virus	 en	 regiones	 hasta	

ahora	 libres	del	mismo.	Además	de	estas	dos	 especies	principales,	 se	han	descrito	otros	

géneros	 de	 Aedes	 capaces	 de	 transmitir	 VDEN	 (Aedes	 polynesiensis,	 Aedes	 hensilii,	 etc)	

(37)(38).	

	

Ae.	 aegypti	 se	 originó	 en	 África	 y	 hoy	 en	 día	 presenta	 una	 amplía	 distribución	 en	

zonas	 tropicales	 y	 subtropicales.	 Es	 un	 mosquito	 de	 actividad	 diurna	 y	 principalmente	

antropofílico	 (tiene	 preferencia	 por	 alimentarse	 del	 ser	 humano),	 pudiendo	 picar	 en	

ambientes	interiores	o	exteriores.	Además,	es	frecuente	que	durante	la	ingesta	se	alimente	

de	varios	individuos.	Son	mosquitos	peridomésticos,	que	se	encuentran	principalmente	en	

el	 entorno	 más	 próximo	 a	 las	 viviendas.	 Crían	 en	 pequeños	 depósitos,	 empleando	

habitualmente	 recipientes	 artificiales	 como	 macetas,	 platos	 y	 neumáticos	 que	 pueden	

encontrarse	fácilmente	en	los	ambientes	urbanos	(33).		

Ae.	albopictus	se	originó	en	Asia	y	se	cree	que	fue	exportado	a	otras	regiones	entre	

otras	cosas	gracias	al	comercio	de	neumáticos.	Presenta	una	distribución	similar	a	la	de	Ae.	

aegypti	 en	 zonas	 tropicales,	 aunque	en	general	 su	presencia	es	 inferior.	 Sin	embargo,	 su	

capacidad	 de	 sobrevivir	 en	 zonas	 más	 templadas	 explica	 su	 expansión	 reciente	 y	 su	

aparición	en	zonas	 templadas	de	Europa	y	Estados	Unidos.	Es	un	mosquito	de	actividad	

diurna	 y	 se	 alimenta	 principalmente	 en	 el	 exterior.	 Se	 alimenta	 de	 diferentes	 animales,	
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aunque	 en	 algunas	 circunstancias	ha	mostrado	una	 tendencia	 fuertemente	 antropofílica.	

Su	 hábitat	 se	 encuentra	 en	 zonas	 rurales	 y	 periurbanas,	 donde	 cría	 en	 pequeños	

recipientes	 de	 agua.	 Además	 de	 los	 recipientes	 artificiales	 que	 usa	 Ae.	 aegypti,	 Ae.	

albopictus	 cría	en	reservorios	naturales	como	 los	huecos	de	 los	árboles.	Una	preferencia	

por	 estas	 zonas	 de	 cría	 podría	 explicar	 por	 qué	 esta	 especie	 se	 ve	 más	 afectada	 por	

factores	externos	como	las	precipitaciones	(39).		

	

Aunque	la	transmisión	vectorial	es	la	de	mayor	importancia,	se	han	descrito	también	

otras	 vías	 de	 transmisión:	 casos	 asociados	 a	 accidentes	 de	 laboratorio	 o	 exposición	

accidental	 a	 la	 sangre	 de	 un	 paciente	 y	 casos	 asociados	 a	 transfusiones	 sanguíneas	 y	

trasplantes	 de	 órgano	 sólido	 de	 donantes	 infectados	 (40).	 En	 el	 caso	 de	 las	 mujeres	

embarazadas,	se	ha	descrito	la	transmisión	vertical	al	feto	durante	el	embarazo	o	el	parto,	

observándose	desde	pérdidas	fetales	hasta	casos	graves	de	infección	en	los	recién	nacidos	

(18)(41).	 El	 virus	 también	 se	 ha	 detectado	 en	 leche	 materna,	 por	 lo	 que	 la	 lactancia	

materna	 también	 podría	 ser	 una	 vía	 posible	 de	 transmisión	 (42).	 Recientemente	 se	 han	

descrito	dos	casos	de	probable	transmisión	por	vía	sexual	del	virus	(43)(44).		

	

CLÍNICA	

El	 periodo	 de	 incubación	 intrínseco,	 aquel	 que	 va	 desde	 la	 picadura	 del	mosquito	

hasta	 la	aparición	de	 los	síntomas,	es	habitualmente	de	4-8	días	 (rango	entre	3-14	días)	

(19).	El	espectro	de	síntomas	es	amplio,	pudiendo	darse	desde	casos	severos	con	shock	y	

disfunción	orgánica	hasta	casos	asintomáticos	o	subclínicos.	Se	estima	que	la	mayoría	de	

infecciones	 son	 asintomáticas	 o	 de	 carácter	 leve.	 La	 mayor	 parte	 de	 los	 pacientes	

sintomáticos	 presentan	 una	 enfermedad	 debilitante	 autolimitada,	 después	 de	 la	 cual	 se	

tiene	 una	 recuperación	 completa.	 Una	 pequeña	 proporción	 de	 pacientes	 pueden	

desarrollar	una	enfermedad	más	severa	con	síntomas	hemorrágicos.	
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Clásicamente,	la	infección	clínica	por	VDEN	se	dividía	en	fiebre	indiferenciada,	fiebre	

por	dengue	o	fiebre	hemorrágica	por	dengue	(Figura	6.A).	A	su	vez	la	fiebre	hemorrágica	

se	dividía	en	diferentes	niveles	de	gravedad,	siendo	el	más	grave	el	síndrome	de	shock	por	

dengue.	Esta	clasificación	era	muy	rígida	y	no	permitía	la	correcta	clasificación	de	algunos	

casos,	 dificultando	 así	 su	manejo.	 Por	 ello	 en	 2009	 la	 Organización	Mundial	 de	 la	 Salud	

(OMS)	cambió	la	clasificación	a	dengue	con	o	sin	signos	de	alarma	y	dengue	severo	(Figura	

6.B),	para	tratar	de	mejorar	el	manejo	de	los	pacientes	(31).		

	

Figura	6.	A.	Clasificación	clásica	de	los	cuadros	clínicos	causados	por	VDEN	(1997).	B.	Clasificación	

actual	de	cuadros	clínicos	causados	por	VDEN	(2009).		

	

La	clasificación	actual	considera	caso	probable	aquel	que	vive	en	áreas	endémicas	o	

ha	viajado	a	las	mismas	y	presenta	fiebre	y	dos	o	más	de	los	siguientes	criterios:	nauseas	o	

vómito,	erupción	cutánea,	molestias	o	dolores,	prueba	del	torniquete	positiva,	leucopenia	

o	 cualquiera	 de	 los	 signos	 de	 alarma.	 Los	 casos	 pueden	 presentar,	 en	 ocasiones,	 los	
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siguientes	 signos	 de	 alarma:	 dolor	 abdominal	 intenso	 o	 dolor	 abdominal	 a	 la	 palpación,	

vómitos	persistentes,	acumulación	de	líquidos,	sangrado	de	mucosas,	letargia	o	agitación,	

hepatomegalia	>2cm	o	alteraciones	de	 laboratorio	como	hematocrito	aumentado	 junto	a	

una	plaquetopenia	brusca.		

La	infección	por	dengue,	con	o	sin	signos	de	alarma,	puede	evolucionar	a	un	dengue	

grave,	que	se	define	como	la	presencia	de	extravasación	plasmática	(que	puede	derivar	en	

shock),	hemorragia	grave	o	compromiso	grave	de	órganos	(como	por	ejemplo	afectación	

hepática	 con	 transaminasas	 elevadas,	 afectación	 del	 sistema	 nervioso	 central	 con	

alteración	de	la	conciencia,	etc).		

	

En	el	curso	clínico	del	dengue	se	aprecian	tres	fases:	febril,	crítica	y	de	recuperación	

(Figura	 7).	 En	 la	 primera	 fase	 el	 paciente	 desarrolla	 de	 manera	 súbita	 fiebre	 elevada,	

acompañada	de	otros	síntomas	inespecíficos	como	rash,	mialgias,	artralgias	y	cefalea.	En	la	

fase	 crítica	 se	 observa	 un	 descenso	 de	 la	 fiebre.	 En	 algunos	 pacientes	 la	 permeabilidad	

capilar	aumenta	en	esta	fase.	Esto	provoca	una	extravasación	de	plasma	que	puede	durar	

24-48	horas.	Esto	suele	ir	precedido	de	leucopenia	y	plaquetopenia.	Los	pacientes	que	no	

presentan	 extravasación	mejoran	 en	 esta	 fase	 y	 se	 considera	 que	 tienen	 un	 dengue	 sin	

signos	 de	 alarma,	 mientras	 que	 aquellos	 que	 si	 la	 presentan	 pueden	 sufrir	 un	

empeoramiento	 de	 su	 condición	 clínica,	 con	 manifestación	 de	 signos	 de	 alarma	 que	

pueden	desembocar	en	un	dengue	severo.	Los	casos	con	signos	de	alarma	pueden	mejorar	

con	rehidratación	intravenosa,	si	bien	en	algunos	casos	la	extravasación	es	tan	importante	

que	 puede	 derivar	 en	 un	 cuadro	 grave	 con	 shock.	 El	 shock	 puede	 causar	 un	 fallo	

multiorgánico,	 coagulación	 intravascular	 y	 hemorragias.	 Estas	 últimas	 provocarán	 un	

descenso	 del	 hematocrito	 y	 un	 aumento	 del	 recuento	 de	 leucocitos	 (contrario	 a	 la	

leucopenia	que	se	suele	observar	en	estas	fases).		

En	 la	 fase	 de	 recuperación,	 los	 pacientes	 que	 superan	 la	 fase	 crítica	 van	

reabsorbiendo	los	fluidos	del	compartimento	extravascular.	En	esta	fase	mejora	el	estado	
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general	 del	 paciente	 y	 es	 en	 este	 momento	 donde	 algunos	 pacientes	 muestran	 el	 rash	

conocido	como	“islas	blancas	en	un	océano	rojo”,	característico	de	la	 infección	por	VDEN	

(31).		

	

	

Figura	7.	Curso	de	la	enfermedad	del	dengue.	Imagen	tomada	de	“Dengue:	guías	para	el	diagnóstico,	

tratamiento,	prevención	y	control”	(31)	con	autorización.	

	

Como	ya	se	ha	mencionado	previamente,	se	han	descrito	cuatro	serotipos	de	VDEN.	

Tradicionalmente	 se	 ha	 considerado	 que	 la	 infección	 por	 cada	 uno	 de	 ellos	 confiere	

protección	 de	 por	 vida	 frente	 a	 infecciones	 del	mismo	 serotipo,	 pero	 que	 la	 protección	

cruzada	frente	al	resto	de	serotipos	es	débil,	por	lo	que	una	persona	puede	infectarse	por	

los	cuatro	serotipos	de	VDEN	a	lo	largo	de	su	vida.	Sin	embargo,	algunos	estudios	apuntan	

a	que	es	posible	re-infectarse	por	el	mismo	serotipo,	aunque	la	frecuencia	de	reinfecciones	

por	el	mismo	serotipo	y	factores	de	riesgo	asociados	no	se	conocen	bien	(45).		

La	primera	 infección	por	uno	de	 los	 serotipos	 se	 conocerá	 como	dengue	primario,	

mientras	 que	 las	 infecciones	 sucesivas	 recibirán	 el	 nombre	de	dengue	 secundario.	 En	 el	

dengue	secundario	la	presencia	de	anticuerpos	frente	a	otro	serotipo	puede	desencadenar	

el	fenómeno	conocido	como	ADE:	los	anticuerpos	frente	al	serotipo	de	la	primera	infección	



52	
	

no	son	capaces	de	neutralizar	el	nuevo	serotipo	viral	pero	sí	 forman	complejos	 inmunes	

que	 facilitan	 la	 infección	 de	 macrófagos	 y	 un	 aumento	 de	 replicación	 (46).	 Un	 meta-

análisis	mostró	 que	 las	 infecciones	 secundarias	 por	 cada	 uno	 de	 los	 serotipos	 eran	más	

graves	que	 las	 infecciones	primarias	por	 el	mismo	 serotipo,	 apoyando	 la	 teoría	del	ADE	

(47).	 También	 se	 ha	 observado	 que	 a	 mayor	 tiempo	 entre	 la	 infección	 primaria	 y	 la	

secundaria,	mayor	es	el	riesgo	de	casos	severos	de	dengue	(48).	

En	 principio,	 los	 cuatro	 serotipos	 de	 VDEN	 causan	 un	 cuadro	 clínico	 similar.	 Sin	

embargo,	debido	a	sus	diferencias	genéticas,	se	ha	planteado	la	posibilidad	de	que	algunos	

serotipos	 sean	 más	 virulentos	 que	 otros,	 si	 bien	 es	 difícil	 descartar	 que	 otros	 factores	

como	la	inmunidad	de	la	población	no	jueguen	un	papel	en	estas	observaciones	(19).	A	la	

hora	de	evaluar	estos	estudios	también	hay	que	tener	en	cuenta	el	cambio	de	clasificación	

de	casos	realizado	por	la	OMS,	ya	que	en	la	primera	clasificación	había	que	cumplir	todos	

los	 criterios	para	 ser	 considerado	un	cuadro	grave.	Todo	ello	hace	que	hoy	en	día	no	 se	

pueda	asegurar	que	un	serotipo	en	concreto	de	lugar	a	cuadros	clínicos	más	severos.	

	

DIAGNÓSTICO	

La	 infección	 por	 VDEN	 puede	 dar	 lugar	 a	 un	 amplio	 abanico	 de	 cuadros	 clínicos:	

desde	el	síndrome	febril	inespecífico	hasta	los	cuadros	de	dengue	severo	con	hemorragia	y	

shock.	Realizar	un	diagnóstico	etiológico	de	VDEN	basándose	en	la	clínica	no	es	posible,	ya	

que	 los	 síntomas	 que	 suelen	 referir	 los	 pacientes	 son	 superponibles	 a	 los	 causados	 por	

otras	arbovirosis	u	otras	infecciones	no	virales,	sobre	todo	en	los	primeros	estadios	de	la	

infección,	cuándo	más	interesa	filiar	correctamente	el	cuadro.	

Se	 han	 propuesto	 diferentes	 algoritmos	 o	 listados	 de	 síntomas	 para	 ayudar	 al	

diagnóstico	 clínico	 del	 dengue,	 que	 incluyen	 también	 parámetros	 analíticos	 como	 la	

leucopenia.	La	sospecha	clínica	y	epidemiológica	son	fundamentales,	pero	para	obtener	un	

diagnóstico	definitivo	se	requieren	métodos	de	diagnóstico	microbiológico	(49).		
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Las	pruebas	diagnósticas	de	VDEN	se	dividen	en	dos	grupos:	pruebas	directas,	que	

detectan	la	presencia	del	virus	o	sus	componentes,	y	pruebas	indirectas	o	serológicas,	que	

detectan	 la	 respuesta	 inmune	 del	 huésped	 frente	 al	 virus.	 Para	 realizar	 las	 pruebas	

adecuadas	 en	 cada	 momento	 de	 la	 infección	 es	 importante	 realizar	 una	 buena	 historia	

clínica	y	conocer	la	cinética	del	virus	y	sus	marcadores.	La	presencia	de	VDEN	en	la	sangre	

del	paciente	puede	detectarse	desde	24-48	horas	antes	del	 inicio	de	la	fiebre	y	hasta	5-6	

días	tras	el	inicio	de	la	misma.	En	este	periodo	inicial	en	el	cuál	el	virus	se	encuentra	en	el	

organismo	es	cuando	pueden	emplearse	las	técnicas	directas.		

Teniendo	en	cuenta	el	tiempo	desde	el	inicio	de	los	síntomas	se	llevarán	a	cabo	unas	

pruebas	 u	 otras	 para	 tratar	 de	 alcanzar	 un	 diagnóstico	 definitivo.	 A	 continuación,	 se	

explican	brevemente	las	diferentes	técnicas	diagnósticas	de	VDEN	(Figura	8).		

	

Figura	8.	Principales	marcadores	diagnósticos	de	la	infección	por	VDEN.	Imagen	adaptada	de(50).	
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TÉCNICAS	DIRECTAS	

Aislamiento	viral	

El	 cultivo	 viral	 para	 aislamiento	 del	 virus	 puede	 realizarse	 en	muestras	 de	 suero,	

plasma	 o	 sangre	 total	 durante	 el	 periodo	 de	 duración	 de	 la	 viremia	 (entre	 24-48	 horas	

antes	 del	 inicio	 de	 los	 síntomas	 hasta	 5-6	 días	 después).	 En	 los	 casos	 secundarios	 este	

periodo	puede	verse	reducido	por	 la	presencia	de	anticuerpos	de	 las	 infecciones	previas	

que	pueden	interferir	y	disminuir	la	sensibilidad	del	cultivo	(51).	

El	aislamiento	viral	puede	realizarse	inoculando	el	virus	en	mosquitos,	en	el	cerebro	

de	ratones	o	en	diferentes	líneas	celulares.	Hoy	en	día	lo	más	empleado	es	el	aislamiento	

en	 líneas	celulares,	 siendo	 la	 línea	C6/36,	que	deriva	de	células	de	Ae.	albopictus,	 la	más	

adecuada	para	el	aislamiento	de	VDEN.	También	pueden	emplearse	células	de	mamíferos	

como	las	células	Vero,	LLC-MK2	o	BHK-21,	que	son	líneas	celulares	con	las	que	se	trabaja	

con	 mayor	 frecuencia	 en	 los	 laboratorios	 de	 diagnóstico	 clínico,	 aunque	 son	 menos	

sensibles	 que	 C6/36	 (49).	 El	 aislamiento	 viral	 es	 un	 proceso	 lento	 que	 puede	 tardar	

semanas	 en	 obtener	 resultado,	 por	 lo	 que	 hoy	 en	 día	 no	 se	 emplea	 para	 el	 diagnóstico	

rutinario.	

	

Amplificación	de	ácidos	nucleicos	

La	detección	del	ARN	viral	permite	un	diagnóstico	directo	de	la	infección	por	VDEN.	

En	 general,	 la	 técnica	 más	 empleada	 es	 la	 reacción	 en	 cadena	 de	 la	 polimerasa	 con	

transcriptasa	 inversa	 (reverse	 transcriptase	 –	 polymerase	 chain	 reaction,	 RT-PCR).		

Dentro	de	las	RT-PCR	hay	diferentes	tipos	como	las	clásicas	en	tiempo	final	o	aquellas	en	

tiempo	real	en	las	que	la	detección	se	puede	realizar	con	sondas	o	mediante	marcadores	

fluorescentes.	 También	 se	 han	 desarrollado	 técnicas	 anidadas	 (nested	 RT-PCR)	 para	

aumentar	 la	 sensibilidad	 de	 las	 RT-PCR	 a	 tiempo	 final.	 En	 general,	 las	 técnicas	 de	

amplificación	 aportan	 resultados	 rápidos	 y	 fiables	 que	 pueden	 mejorar	 el	 manejo	 del	
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paciente	y	por	ello	 se	han	convertido	en	el	método	de	elección	para	el	diagnóstico	en	 la	

fase	aguda.		

Una	de	las	técnicas	más	empleadas	es	una	RT-PCR	casera	descrita	por	Lanciotti,	en	

formato	 multiplex,	 que	 permite	 diferenciar	 los	 cuatro	 serotipos	 de	 VDEN	 de	 forma	

simultánea	 (52).	 Sin	 embargo,	 se	 describieron	 cepas	 de	 dengue	 con	 variaciones	 en	 la	

región	de	unión	de	 los	 cebadores	o	 la	 sonda	que	no	 eran	detectadas	 (53).	 Esto	pone	de	

relieve	 la	 necesidad	 de	 una	 continua	 evaluación	 de	 las	 pruebas	 moleculares,	 ya	 que	 la	

multitud	de	cepas	circulantes	y	su	variabilidad	genética	pueden	hacer	que	el	rendimiento	

de	una	prueba	sea	subóptimo	con	el	paso	del	 tiempo.	Se	han	descrito	múltiples	 técnicas	

tanto	caseras	como	comerciales	que	emplean	diferentes	cebadores	o	primers.	El	principal	

problema	es	la	falta	de	estudios	extensos	que	comparen	las	diferentes	técnicas	y	la	falta	de	

estandarización	 de	 las	 mismas	 (51).	 La	 principal	 desventaja	 de	 estas	 técnicas	 es	 que	

requieren	equipamiento	específico	y	personal	entrenado	para	llevarlas	a	cabo,	por	lo	que	

no	son	técnicas	útiles	para	estudios	en	lugares	remotos	que	carecen	de	estos	recursos.	

Recientemente	 se	 han	 descrito	 ensayos	 de	 amplificación	 isotérmica	 para	 la	

detección	 de	 VDEN.	 Son	 técnicas	 de	 amplificación	 de	 ácidos	 nucleicos	 en	 los	 cuales	 la	

amplificación	se	lleva	a	cabo	a	una	temperatura	constante.	Esto	requiere	un	equipamiento	

más	sencillo	(un	baño	de	agua	a	temperatura	constante	o	una	estufa),	por	lo	que	podrían	

ser	una	herramienta	útil	en	lugares	que	no	cumplen	los	requisitos	necesarios	para	realizar	

técnicas	de	RT-PCR	(54).		

Todas	estas	técnicas	se	realizan	habitualmente	en	muestras	de	sangre	total,	plasma	

o	suero,	aunque	se	ha	descrito	su	utilidad	también	en	orina	y	saliva	El	empleo	de	muestras	

de	 orina	 podría	 ampliar	 la	 ventana	 diagnóstica,	 ya	 que	 se	 han	 obtenido	 resultados	

positivos	entre	6	y	16	días	tras	el	inicio	de	los	síntomas	(49).		
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Detección	de	antígenos	

La	 detección	 de	 antígenos	 circulantes	 es	 otra	 aproximación	 diagnóstica	 de	 gran	

utilidad	 en	 el	 caso	 de	 VDEN.	 Dentro	 de	 las	 proteínas	 no	 estructurales	 previamente	

mencionadas,	 destaca	 por	 su	 importancia	 a	 nivel	 diagnóstico	 la	 glicoproteína	 NS1,	 que	

participa	 en	 la	 replicación	 temprana	 del	 ARN	 y	 se	 presenta	 en	 tres	 formas	 diferentes:	

unida	 al	 retículo	 endoplasmático,	 anclada	 a	 la	membrana	 o	 en	 la	 forma	 secretada.	 Esta	

última	puede	detectarse	en	la	sangre	desde	los	primeros	días	de	síntomas	y	sus	niveles	en	

sangre	 se	 corresponden	 con	 el	 pico	 de	 viremia	 por	 lo	 que	 es	 la	 diana	 empleada	 en	 las	

pruebas	 de	 diagnóstico	 rápido	 (19).	 En	 ocasiones	 prolonga	 la	 ventana	 de	 diagnóstico,	

pudiendo	detectarse	cuando	los	ácidos	nucleicos	ya	no	son	detectables.	

La	 detección	 de	 antígeno	NS1	 puede	 llevarse	 a	 cabo	mediante	 diferentes	 técnicas.	

Los	 métodos	 basados	 en	 ELISA	 (Enzyme-Linked	 ImmunoSorbent	 Assay,	 ensayo	 de	

inmunoabsorcion	 ligado	 a	 enzimas)	 presentan	 una	 mayor	 sensibilidad	 y	 especificidad,	

tardan	unas	horas	en	obtener	el	resultado	y	son	técnicas	medianamente	laboriosas.	Por	el	

contrario,	las	técnicas	basadas	en	inmunocromatografía	(ICT)	son	útiles	como	técnicas	de	

diagnóstico	 rápido,	 requiriendo	 poco	 entrenamiento	 de	 los	 profesionales	 y	 aportando	

resultados	en	15-30	minutos.	Sin	embargo,	la	sensibilidad	de	estas	técnicas	es	menor	que	

las	de	aquellas	basadas	en	ELISA.		

En	el	caso	de	infecciones	secundarias,	la	presencia	de	anticuerpos	circulantes	puede	

propiciar	 la	 formación	de	 inmunocomplejos	 que	dificultan	 la	 detección	de	NS1	 (55).	Así	

pues,	 la	sensibilidad	de	la	detección	de	antígeno	en	los	cuadros	de	dengue	secundario	es	

habitualmente	inferior	a	la	observada	en	los		casos	de	dengue	primario	(49).		

	

TÉCNICAS	INDIRECTAS:	SEROLOGÍA	

Tras	la	primera	semana	desde	el	inicio	de	los	síntomas	el	virus	suele	desaparecer	del	

organismo	y	aparecen	los	anticuerpos	generados	por	el	huésped	frente	a	la	infección.	Las	

primeras	en	aparecer	son	las	inmunoglobulinas	M	(IgM),	que	pueden	detectarse	desde	el	
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3-5º	día	tras	el	inicio	de	los	síntomas	y	pueden	persistir	positivas	durante	2-3	meses	(19).	

Las	 inmunoglobulinas	 G	 (IgG)	 aparecen	más	 tarde,	 sobre	 los	 días	 7-10	 tras	 el	 inicio	 del	

cuadro,	y	suelen	persistir	positivas	de	por	vida	(50).		

En	 el	 caso	 del	 dengue	 secundario	 se	 detectan	 las	 IgG	 desde	 el	 primer	 momento	

(correspondiente	 a	 los	 anticuerpos	 formados	 frente	 a	 la	 primera	 infección),	 observando	

un	rápido	aumento	en	su	titulación.	La	respuesta	de	IgM	frente	a	 la	 infección	secundaria	

puede	ser	baja	o	nula.		

Para	 la	detección	de	anticuerpos	se	han	descrito	múltiples	técnicas,	siendo	las	más	

sensibles	y	las	más	empleadas	las	técnicas	ELISA.	También	se	emplean	test	de	diagnóstico	

rápido	 basados	 en	 ICT	 para	 la	 detección	 de	 anticuerpos.	 Más	 recientemente	 se	 han	

descrito	nuevos	ensayos	basados	en	quimioluminiscencia	(CLIA).			

	

Dentro	de	 la	serología,	 las	 técnicas	de	neutralización	son	consideradas	 las	 técnicas	

de	 referencia.	 Estas	 técnicas	 son	 capaces	 de	 distinguir	 anticuerpos	 específicos	 frente	 a	

diferentes	virus	de	la	misma	familia,	por	ejemplo,	diferentes	flavivirus,	o	incluso	diferentes	

serotipos	 de	 VDEN.	 Los	 anticuerpos	 neutralizantes	 son	 capaces	 de	 inhibir	 la	 infección	

uniéndose	al	virus	y	neutralizándolo.	Tomando	esta	característica	como	base,	las	técnicas	

de	 neutralización	 ponen	 en	 contacto	 el	 suero	 del	 paciente	 con	 el	 virus	 en	 un	 cultivo	

celular.	Si	el	suero	contiene	anticuerpos	neutralizantes,	estos	se	unirán	al	virus	impidiendo	

la	 infección	 celular.	 En	 caso	de	no	haber	 anticuerpos	neutralizantes	 el	 virus	 infectará	 el	

cultivo	 celular.	 Una	 de	 las	 técnicas	 de	 detección	 de	 anticuerpos	 neutralizantes	 más	

empleada	es	 la	prueba	de	reducción	en	placa	(plaque	reduction	neutralizing	test,	PRNT).	

Este	 ensayo	 se	basa	 en	 la	observación	de	una	 reducción	en	el	número	de	placas	de	 lisis	

causadas	por	el	virus	en	un	cultivo	celular	cuando	existen	anticuerpos	neutralizantes.	El	

título	de	anticuerpos	se	define	como	la	última	dilución	a	la	cual	se	observa	una	reducción	

del	 número	 de	 placas	 determinado	 (50%	 o	 90%	 según	 el	 protocolo).	 Otro	 ensayo	

comúnmente	 utilizado	 es	 la	microneutralización	 en	 placa.	 El	 principio	 es	 el	 mismo	 que	
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para	el	PRNT,	pero	en	este	caso	no	se	contabilizan	 las	placas	de	 lisis	sino	 la	dilución	del	

suero	a	la	cual	se	bloquea	la	infección	de	los	pocillos	de	cultivo.	Ambos	ensayos	se	llevan	a	

cabo	 en	 laboratorios	 altamente	 especializados.	 Sin	 embargo,	 se	 están	 desarrollando	

nuevas	 técnicas	 de	 detección	 de	 anticuerpos	 neutralizantes	 e	 introduciendo	

modificaciones	como	el	empleo	de	virus	recombinantes,	que	podrían	facilitar	el	empleo	de	

estas	 técnicas	 en	 laboratorios	 con	 un	menor	 nivel	 de	 bioseguridad	 del	 ahora	 requerido	

(56).		

Aunque	 se	 consideran	 pruebas	 muy	 específicas,	 las	 técnicas	 de	 detección	 de	

anticuerpos	 neutralizantes	 presentan	 también	 cierto	 grado	 de	 reactividad	 cruzada.	 La	

recomendación	es	 realizar	el	estudio	de	dos	muestras	 (una	de	 la	 fase	aguda	y	otra	de	 la	

fase	 convaleciente)	 de	 forma	 paralela	 para	 objetivar	 un	 aumento	 de	 cuatro	 veces	 en	 el	

título	de	anticuerpos	neutralizantes..	Además,	para	realizar	una	correcta	interpretación	de	

los	 resultados,	 debería	 realizarse	 el	 estudio	 de	 forma	 simultánea	 frente	 a	 todos	 los	

serotipos	de	VDEN,	otros	 flavivirus	potencialmente	circulantes	y	algún	arbovirus	que	no	

sea	 de	 la	 familia	 Flaviviridae	 (57).	 Otra	 limitación	 a	 tener	 en	 cuenta	 es	 el	 fenómeno	

conocido	 como	 “pecado	 original	 antigénico”,	 que	 consiste	 en	 que,	 ante	 una	 nueva	

infección,	 el	 título	de	anticuerpos	neutralizantes	 frente	a	 la	 infección	actual	 se	mantiene	

bajo,	mientras	que	se	produce	un	aumento	del	título	de	anticuerpos	neutralizantes	frente	

al	 virus	 causante	 de	 la	 infección	previa.	 Esto	 se	 ha	descrito	 entre	 diferentes	 flavivirus	 y	

entre	diferentes	serotipos	de	VDEN	(56).		

Pese	a	ser	una	valiosa	herramienta,	estas	 técnicas	presentan	 limitaciones	como	un	

largo	tiempo	hasta	 los	resultados	y	 la	necesidad	de	 laboratorios	de	bioseguridad	nivel	3,	

por	lo	que	no	se	emplean	de	forma	rutinaria	en	el	diagnóstico.		

	

Tras	 un	 uso	 adecuado	 de	 las	 técnicas	 ahora	mencionadas,	 podremos	 clasificar	 los	

casos	como	dengue	probable	o	dengue	confirmado	(Tabla	3)	(58).	Se	considerará	un	caso	
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sospechoso	 de	 dengue	 secundario	 aquel	 en	 el	 que	 se	 detecten	 los	 ácidos	 nucleicos	 del	

virus	o	se	logre	su	aislamiento	en	presencia	de	una	IgG	positiva	(49).	

Dengue	probable	 Dengue	confirmado	

Una	de	las	siguientes:	

- IgM	positiva	aislada	

	

Una	de	las	siguientes:	

- RT-PCR	positiva	

- Cultivo	viral	positivo	

- Detección	de	antígeno	NS1	

- Detección	 de	 IgM	 específica	 y	

confirmación	con	neutralización	

- Seroconversión	 o	 aumento	 de	

cuatro	 veces	 el	 título	 en	 muestras	

pareadas	

Tabla	3.	Criterios	de	laboratorio	para	el	diagnóstico	de	VDEN.	

	

TRATAMIENTO	

La	infección	por	VDEN,	como	ya	hemos	visto,	puede	dar	 lugar	a	un	amplio	abanico	

de	cuadros	clínicos.	A	día	de	hoy	no	existe	ningún	tratamiento	antiviral	específico	frente	a	

VDEN,	 por	 lo	 que	 el	 manejo	 de	 los	 pacientes	 se	 basa	 en	 administrar	 tratamiento	 de	

soporte,	fluidoterapia	y	solución	de	las	posibles	complicaciones.		

A	 la	 hora	 de	manejar	 estos	 casos	 es	 de	 vital	 importancia	 un	 buen	 triaje	 y	 un	 alto	

grado	 de	 sospecha,	 así	 como	 contar	 con	 herramientas	 de	 diagnóstico	 adecuadas	 y	

preferiblemente	 rápidas.	 Muchos	 de	 los	 cuadros	 serán	 leves	 y	 no	 requerirán	 ingreso	

hospitalario,	pero	en	otros	casos	habrá	que	estar	alerta	ante	 la	aparición	de	síntomas	de	

alarma	 para	 poder	 ingresar	 al	 paciente,	 monitorizarlo	 y	 administrar	 el	 tratamiento	 de	

soporte	de	manera	óptima.		El	manejo	correcto	de	la	infección	reduce	significativamente	la	

mortalidad	de	los	cuadros	de	dengue	severo	(59).		
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PREVENCIÓN	

La	principal	vía	de	 transmisión	de	VDEN	es	 la	picadura	de	mosquito,	por	 lo	que	 la	

principal	 medida	 para	 evitar	 la	 transmisión	 sería	 evitar	 las	 picaduras	 de	 mosquitos	

infectados.	Algunas	medidas	que	han	sido	exitosas	con	 la	malaria	(como	las	mosquiteras	

impregnadas	en	insecticida)	no	son	de	utilidad	en	este	caso	porque	los	mosquitos	vectores	

presentan	una	actividad	diurna.		

Otra	 estrategia	 para	 prevenir	 la	 infección	 por	 VDEN	 es	 el	 desarrollo	 de	 vacunas	

efectivas.	Esta	es	una	tarea	complicada,	que	se	ha	visto	enlentecida	por	el	temor	a	que	la	

inducción	de	una	respuesta	inmune	frente	a	un	serotipo	aumentara	el	riesgo	de	cuadros	de	

dengue	severo	en	futuras	infecciones	por	otros	serotipos	y	por	la	complejidad	de	entender	

cómo	 funciona	 con	 exactitud	 la	 inmunidad	protectora	 frente	 a	VDEN.	Una	 vacuna	 eficaz	

debería	 provocar	 una	 inmunidad	 duradera	 frente	 a	 los	 cuatro	 serotipos,	 ya	 que	 una	

pérdida	de	inmunidad	con	el	tiempo	o	la	inmunidad	frente	a	un	único	serotipo	podría	dar	

lugar	 a	 casos	 más	 graves	 por	 el	 fenómeno	 ADE	 (19).	 Se	 han	 desarrollado	 diferentes	

candidatos	 vacunales	 contra	 dengue	 y	 varios	 de	 ellos	 se	 han	 completado.	 Una	 vacuna	

tetravalente	 frente	 a	 los	 cuatros	 serotipos	 de	 dengue	 basada	 en	 la	 vacuna	 de	 la	 fiebre	

amarilla	 (Dengvaxia®,	 Sanofi	 Pasteur)	 demostró	 protección	 contra	 dengue	 y	 contra	

cuadros	 de	 dengue	 severo	 en	 ensayos	 clínicos	 de	 fase	 3,	 aunque	 la	 protección	 contra	 el	

serotipo	2	fue	inferior.	Esta	vacuna	ya	ha	sido	aprobada	en	algunos	países,	pero	no	estaría	

indicada	 en	 niños	 menores	 de	 9	 años	 de	 edad	 por	 posibles	 problemas	 de	 seguridad.	

Análisis	posteriores	revelaron	sorprendentemente	la	posibilidad	de	una	menor	seguridad	

en	 personas	 que	 no	 habían	 estado	 expuestas	 al	 dengue	 previamente.	 Por	 ello,	 la	

recomendación	preferente	actual	es	la	de	vacunación	de	personas	seropositivas	al	dengue	

(60)(61)(62).			
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VIRUS	CHIKUNGUNYA	

VIROLOGÍA	

El	virus	chikungunya	(VCHIK)	es	un	virus	del	género	Alphavirus,	familia	Togaviridae,	

que	 se	 engloba	 dentro	 del	 complejo	 antigénico	 del	 virus	 de	 bosque	 Semliki	 y	 está	

relacionado	 con	 otros	 virus	 causantes	 de	 cuadros	 de	 artralgias	 como	 el	 virus	 O’nyong-

nyong	 (VONN),	 el	 virus	 Mayaro	 (VMAY),	 VRR,	 etc	 (63).	 Es	 un	 virus	 ARN	 de	 cápside	

icosaédrica	y	con	cubierta,	compuesto	por	una	única	hebra	de	11-12kb	de	sentido	positivo.	

Su	 genoma	 presenta	 dos	 marcos	 de	 lectura:	 el	 primero	 codifica	 una	 poliproteína	 no-

estructural	que	da	 lugar	a	cuatro	proteínas	no	estructurales	(non-structural	protein,	nsP	

(nsP1,	 nsP2,	 nsP3	 y	 nsP4))	 y	 el	 segundo	 codifica	 cinco	 proteínas	 estructurales	 (capside	

(C),	envoltura	(E1,	E2,	E3)	y	6K)	(Figura	9)	(64).		

	

	

Figura	9.	 Esquema	del	 genoma	de	VCHIK	que	 incluye	 las	proteínas	no	 estructurales	 (non-structural	 protein	

nsP	(nsP1,	nsP2,	nsP3	y	nsP4))	y	las	proteínas	estructurales	(C:	cápside,	E:	envoltura	(E1,	E2	y	E3)	y	6K)	

	

Los	 análisis	 filogenéticos	 muestran	 tres	 genotipos	 o	 linajes	 principales	 del	 virus:	

linaje	asiático,	linaje	ECSA	(Este/Centro/Sur	Africano)	y	linaje	del	África	del	Oeste	(65).	La	

cepa	del	océano	índico	(Indian	Ocean	Lineage,	IOL)	deriva	del	linaje	ECSA	(66).		

	

PATOGÉNESIS	

Los	 alphavirus	 se	 dividen	 en	 dos	 grupos	 conocidos	 como	 “alphavirus	 del	 Nuevo	

Mundo”	y	“alphavirus	del	Viejo	Mundo”.	La	evolución	sufrida	por	los	virus	en	las	distintas	
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regiones	ha	hecho	que	estos	difieran	en	 sus	mecanismos	patogénicos	y	en	 la	 clínica	que	

producen.	 En	 general,	 los	 virus	 del	 Nuevo	 Mundo	 se	 asocian	 a	 cuadros	 de	 encefalitis	

mientras	 que	 los	 del	 Viejo	 Mundo,	 entre	 los	 que	 se	 incluye	 VCHIK,	 se	 asocian	

habitualmente	a	cuadros	de	rash	y	artralgias	(67).		

La	 infección	 por	 VCHIK	 ocurre	 tras	 la	 inoculación	 del	 virus	 por	 la	 picadura	 de	 un	

mosquito	 infectado.	 El	 virus	 se	 replica	 en	 los	 fibroblastos	 del	 epitelio	 y	 después	 se	

disemina	 a	 los	 nódulos	 linfáticos.	 A	 través	 del	 torrente	 sanguíneo	 el	 virus	 alcanza	 otras	

regiones,	como	las	articulaciones.	En	los	casos	graves	puede	darse	replicación	en	el	hígado	

y	 en	 el	 sistema	 nervioso	 central	 (algunas	 células	 gliales	 también	 son	 susceptibles	 a	 la	

infección	por	VCHIK,	las	neuronas	no)	(67)(68).	La	distribución	y	replicación	del	virus	por	

todo	 el	 organismo	 da	 lugar	 a	 una	 alta	 carga	 de	 virus	 circulante	 (64).	 Durante	 esta	 fase	

virémica	es	cuando	aparecen	los	síntomas.		

La	patogénesis	del	virus	y	 la	activación	de	la	respuesta	inmune	frente	al	mismo	no	

están	aún	descritas	al	detalle.	Se	sabe	que	la	infección	estimula	la	producción	de	interferón	

tipo	 I,	 el	 cual	 juega	un	papel	 fundamental	 en	el	 aclaramiento	de	 la	 infección.	Además	 se	

potencia	 la	producción	de	múltiples	citocinas	proinflamatorias	y	 factores	de	crecimiento	

(64).	Se	ha	observado	también	una	activación	de	linfocitos	T	CD8+	en	las	lesiones	cutáneas	

y	de	linfocitos	T	CD4+	en	las	articulaciones	(68).		

Como	se	verá	más	adelante,	la	infección	por	VCHIK	puede	dar	lugar	a	un	cuadro	de	

artralgias	crónicas.	Esto	parece	deberse	a	la	presencia	residual	de	antígenos	víricos	y	a	la	

respuesta	inmune	generada	por	los	mismos,	más	que	a	una	replicación	activa	del	virus,	ya	

que	este	no	ha	logrado	aislarse	en	los	casos	con	sintomatología	articular	crónica	(69).	

	

EPIDEMIOLOGÍA	

El	virus	fue	descubierto	en	1952	en	Tanzania	(70)	y	recibe	su	nombre	de	la	palabra	

que	en	el	dialecto	Makonde	 significa	 “aquello	que	dobla”,	 en	 referencia	 a	 la	postura	que	
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presentan	los	pacientes	debido	a	las	artralgias	(31).	Aunque	su	descripción	inicial	se	hizo	

en	la	década	de	los	50,	se	cree	que	el	virus	llevaba	siglos	en	África	y	que	su	expansión	fuera	

de	África	pudo	ocurrir	durante	los	siglos	XVIII	y	XIX,	junto	a	la	expansión	del	vector	Aedes	

aegypti	gracias	al	transporte	marítimo.	De	hecho,	es	posible	que	los	primeros	brotes	de	la	

enfermedad	 inicialmente	 denominada	 kidinga-pepo	 (nombre	 del	 que	 presumiblemente	

deriva	 lo	 que	 hoy	 conocemos	 como	 dengue)	 pudieran	 ser	 en	 realidad	 infecciones	 por	

VCHIK	(70).		

Inicialmente	 el	 virus	 circulaba	 en	 África	 en	 ciclos	 selváticos	 en	 los	 que	 tomaban	

parte	primates	no	humanos	y	mosquitos	arbóreos.	Fue	en	África	donde	el	virus	dio	el	salto	

a	ciclos	urbanos	y	se	dieron	los	primeros	casos	humanos.	En	la	década	de	 los	50,	tras	su	

descripción	 en	 Tanzania,	 el	 virus	 también	 se	 aisló	 en	 Uganda	 y	 en	 otros	 países	 sub-

saharianos	(66).	La	primera	descripción	del	virus	fuera	de	África	se	realizó	en	Tailandia	en	

un	brote	en	1958	(30).	En	los	años	posteriores	se	fueron	describiendo	brotes	esporádicos	

tanto	en	África	como	en	Asia.		

Antes	 de	 2004	 los	 tres	 linajes	 descritos	 (linaje	 del	 África	 del	 Oeste,	 linaje	 ECSA	 y	

linaje	asiático)	rara	vez	se	encontraban	fuera	de	la	región	de	la	que	reciben	su	nombre.	En	

ese	momento	una	cepa	originaria	de	Kenia	(linaje	ECSA)	causó	grandes	brotes	en	las	islas	

del	Océano	índico,	especialmente	en	la	isla	La	Reunión.	El	estudio	de	la	cepa	causante	del	

brote	concluyó	que	se	trataba	de	una	nueva	cepa	derivada	del	 linaje	ECSA	que	recibió	el	

nombre	 de	 IOL.	 La	 expansión	 epidémica	 de	 esta	 cepa	 hizo	 que	 se	 detectase	 un	 gran	

número	de	casos	importados	en	viajeros	y	que	se	describiesen	también	los	primeros	casos	

autóctonos	 en	 países	 no	 endémicos,	 que	 tenían	 como	 caso	 índice	 a	 viajeros	 que	 habían	

regresado	 de	 dichas	 regiones.	 Por	 ejemplo,	 en	 2007,	 Italia	 sufrió	 un	 brote	 de	 unos	 200	

casos	tras	la	llegada	de	un	paciente	virémico	proveniente	de	la	India	(66).	El	vector	en	esta	

epidemia	fue	Ae.	albopictus	y	este	evento	marcó	el	primer	aviso	del	riesgo	de	introducción	

de	arbovirosis	en	zonas	hasta	ahora	libres	de	enfermedad	como	es	el	caso	de	Europa.	En	

los	 años	 2010	 y	 2014	 se	 notificaron	 algunos	 casos	 de	 infección	 de	 transmisión	 local	 en	
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Francia	 (71)(72)	 y	 más	 recientemente,	 en	 2017,	 tanto	 Francia	 como	 Italia	 detectaron	

nuevos	casos	autóctonos	(73)(74).		

Hasta	 2013	 la	 presencia	 de	 VCHIK	 se	 había	 limitado	 a	 las	 regiones	 hasta	 ahora	

citadas.	Ese	año	el	genotipo	asiático	de	VCHIK	se	introdujo	en	el	continente	americano,	en	

el	que	hasta	entonces	no	 se	había	descrito	ningún	caso	de	VCHIK	en	al	menos	200	años	

(30),	causando	una	gran	epidemia	(66).	Se	constató	transmisión	en	más	de	45	países	y	se	

cuantificaron	 más	 de	 1,7	 millones	 de	 casos.	 Tras	 el	 periodo	 epidémico	 inicial,	 el	 virus	

continúa	 circulando	 de	 forma	 endémica	 en	 el	 continente	 americano	 a	 un	 nivel	

notablemente	 inferior	 (75),	 sumándose	 al	 resto	 de	 regiones	 donde	 el	 virus	 ya	 era	

endémico	previamente	(Figura	10).		

	

Figura	10.	Mapa	de	áreas	con	transmisión	autóctona	sostenida	de	VCHIK.	
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TRANSMISIÓN	

La	principal	vía	de	transmisión	de	VCHIK	es	la	vectorial,	mediante	la	picadura	de	un	

mosquito	 hembra	 del	 género	 Aedes.	 El	 periodo	 de	 incubación	 extrínseco,	 aquel	 que	 va	

desde	que	el	mosquito	ingiere	el	virus	hasta	que	se	vuelve	infectivo,	es	de	unos	7-10	días	

(69).		

En	 África	 se	 han	 descrito	 ciclos	 selváticos	 bien	 establecidos	 entre	 mosquitos	

selváticos	 y	 primates	 no	 humanos	 (76).	 Estos	 ciclos	 actúan	 como	 reservorio	 de	 la	

enfermedad	 y	 pueden	 dar	 lugar	 a	 nuevas	 epidemias	 al	 entrar	 en	 contacto	 con	 el	 ser	

humano.	 En	 Asia	 y	 América	 no	 hay	 datos	 que	 certifiquen	 el	 establecimiento	 de	 ciclos	

selváticos	(77).	Durante	las	fases	epidémicas	se	establece	un	ciclo	urbano	que	es	suficiente	

para	mantener	la	transmisión,	sin	necesidad	de	otros	reservorios	del	virus	para	mantener	

el	brote	activo.	La	razón	por	la	que	antes	del	siglo	XX	los	brotes	de	VCHIK	fuera	de	África	

se	 daban	 con	 grandes	 fases	 de	 inactividad	 entre	 uno	 y	 otro	 podría	 deberse	 a	

reintroducciones	del	virus,	ya	que	el	virus	podría	no	haber	establecido	un	ciclo	selvático	

que	permitiese	una	transmisión	endémica	de	forma	continuada.		

	

Los	 vectores	 que	 toman	 parte	 en	 los	 ciclos	 selváticos	 de	 VCHIK	 son	 abundantes	

especies	de	Aedes,	como	Aedes	africanus,	Aedes	luteocephalus,	Aedes	furcifer-taylori,	Aedes	

vittatus	y	Aedes	fulgens	(77).	En	el	 caso	de	 los	 ciclos	urbanos	Ae.	aegypti	 y	Ae.	albopictus	

son	 los	 principales	 vectores,	 cuyas	 características	 principales	 ya	 se	 han	 revisado	

previamente	 (ver	 apartado	 de	 transmisión	 de	 VDEN).	 Hasta	 2004	 Ae.	 aegypti	 se	

consideraba	 el	 vector	 principal	 de	 VCHIK,	 que	 tras	 su	 expansión	 fuera	 de	 África	 llevó	

consigo	 los	 primeros	 brotes	 de	VCHIK.	 En	 la	 epidemia	de	2005	 acaecida	 en	 la	 isla	 de	 la	

Reunión,	 sin	 embargo,	 el	 vector	 principal	 fue	Ae.	albopictus.	 El	 estudio	 exhaustivo	 de	 la	

cepa	causante	del	brote	mostró	que	se	trataba	de	una	cepa	derivada	del	 linaje	ECSA	que	

presentaba	 una	 mutación	 en	 la	 proteína	 E1,	 encargada	 de	 la	 fusión	 viral.	 La	 mutación	

consistía	 en	 un	 cambio	 de	 alanina	 por	 valina	 en	 la	 posición	 226	 (E1-A226V)	 (15)	 que	
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mejoraba	la	habilidad	de	VCHIK	para	infectar	las	células	de	los	vectores.	Esta	mutación	es	

la	 responsable	 de	 un	 aumento	 de	 la	 infectividad	 para	 Ae.	 albopictus,	 permitiendo	 una	

diseminación	 más	 eficiente	 en	 el	 mosquito	 y	 en	 la	 transmisión	 a	 los	 huéspedes.	 Esta	

mutación	no	afecta	a	 la	 replicación	en	Ae.	aegypti,	 por	 lo	que	esta	nueva	cepa	puede	ser	

transmitida	de	 forma	efectiva	por	ambos	vectores.	Posteriormente	 se	han	descrito	otras	

mutaciones	en	la	proteína	E2	que	también	mejoran	la	transmisión	por	Ae.	albopictus	(16).	

El	linaje	asiático	presenta	una	interacción	epistática	entre	las	posiciones	226V	y	98T	de	la	

proteína	E1	que	impide	su	adaptación	a	Ae.	albopictus	por	la	mutación	A226V	(78),	motivo	

por	el	cual	probablemente	 las	cepas	A226V	no	han	emergido	previamente	en	Asia.	Se	ha	

descrito	transmisión	vertical	del	virus	en	los	mosquitos,	lo	que	unido	a	la	resistencia	de	los	

huevos	a	condiciones	climáticas	adversas,	podría	explicar	la	supervivencia	del	virus	en	los	

periodos	 interepidémicos	 en	 aquellas	 regiones	 donde	 no	 se	 ha	 establecido	 un	 ciclo	

selvático	(78).	

En	 el	 ser	 humano,	 además	 de	 la	 transmisión	 vectorial,	 se	 han	 descrito	 casos	 de	

transmisión	materno-fetal	(79).	La	transmisión	durante	el	parto	da	 lugar	a	una	infección	

grave	 del	 recién	 nacido,	 que	 puede	 cursar	 con	 encefalitis	 (18).	 A	 día	 de	 hoy	 no	 se	 han	

documentado	 casos	 de	 VCHIK	 debidos	 a	 transfusiones	 sanguíneas	 o	 trasplantes	 de	

órganos,	algo	que	sí	se	ha	descrito	en	otros	arbovirus.	Si	hay	constancia	de	algún	caso	de	

transmisión	por	accidentes	de	laboratorio	(80).		

	

CLÍNICA	

El	periodo	de	 incubación	 intrínseco	de	VCHIK	es	de	1-12	días,	 tras	el	 cual	un	gran	

número	de	pacientes	desarrollan	 síntomas	 (69).	El	porcentaje	de	pacientes	 sintomáticos	

es	 superior	 al	 de	 otras	 infecciones	 por	 arbovirus	 y	 la	 mayoría	 de	 estudios	 citan	 un	

porcentaje	de	asintomáticos	cercano	al	15%.	No	obstante,	nuevos	estudios	indican	que	la	

tasa	 de	 asintomáticos	 podría	 ser	 mayor	 y	 que	 el	 linaje	 de	 VCHIK	 podría	 afectar	 al	
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porcentaje	de	pacientes	sintomáticos.	Así,	por	ejemplo,	un	estudio	reciente	apunta	a	que	

en	 las	 epidemias	 debidas	 al	 linaje	 asiático	 son	 sintomáticos	 el	 50%	 de	 los	 pacientes,	

mientras	que	este	porcentaje	aumenta	hasta	el	80%	cuando	el	linaje	ECSA	es	el	implicado	

(81).	Conocer	el	porcentaje	de	pacientes	asintomáticos	es	de	gran	importancia	a	la	hora	de	

tomar	medidas	de	salud	pública	y	evaluar	la	posible	expansión	de	una	epidemia	(82).		

En	 los	casos	sintomáticos	el	primer	síntoma	en	aparecer	suele	ser	 la	 fiebre,	que	se	

inicia	 de	 manera	 brusca.	 Otros	 síntomas	 habituales	 son	 artralgias,	 cefalea,	 mialgias	 y	

exantema.	El	comienzo	de	los	síntomas	coincide	con	la	presencia	del	virus	en	sangre	y	el	

cuadro	 se	 resuelve	 tras	 la	 desaparición	 de	 la	 viremia,	 aproximadamente	 una	 semana	

después	del	 inicio.	Los	estudios	muestran	que	el	nivel	de	viremia	causado	por	VCHIK	es	

elevado,	 y	 que	puede	 estar	 correlacionado	 con	 la	 presencia	 y	 severidad	de	 los	 síntomas	

(69).	La	poliartralgia	es	uno	de	los	síntomas	más	característicos,	aparece	habitualmente	a	

la	 vez	 que	 la	 fiebre	 y	 se	 ha	 descrito	 hasta	 en	 un	 85-90	%	 de	 los	 casos.	 Es	 típicamente	

bilateral	 aunque	 no	 siempre	 simétrica,	 afectando	 a	 articulaciones	 periféricas	 y	 algunas	

grandes	articulaciones.	La	artritis	es	menos	frecuente,	pero	puede	verse	en	cerca	del	30%	

de	 los	 casos.	 El	 rash,	 que	 es	 otro	 de	 los	 síntomas	 característicos,	 suele	 ser	 macular	 o	

maculopapular	 y	 aparece	 en	 cerca	 de	 la	 mitad	 de	 los	 pacientes,	 siendo	 en	 ocasiones	

pruriginoso.	 Otras	 manifestaciones	 menos	 frecuentes	 son	 los	 trastornos	

gastrointestinales,	astenia,	conjuntivitis	o	eritema	(81).	

La	 mayoría	 de	 infecciones	 por	 VCHIK	 dan	 lugar	 a	 cuadros	 no	 complicados	 en	 la	

mayoría	de	pacientes.	Los	 factores	del	huésped	también	afectan	a	 la	presentación	clínica	

del	 cuadro,	 y	 se	 ha	 visto	 que	 los	 niños	 pequeños	 y	 los	 pacientes	 mayores	 de	 65	 años	

pueden	presentar	cuadros	de	mayor	gravedad,	así	como	los	pacientes	con	enfermedades	

de	base.	Estos	cuadros	son	atípicos	y	se	dan	en	aproximadamente	un	1%	de	los	pacientes.	

Pueden	cursar	con	encefalopatía,	encefalitis,	miocarditis,	hepatitis,	Síndrome	de	Guillain-

Barré	(SGB)	o	fallo	multiorgánico,	llegando	en	algunos	casos	a	ser	mortales	(81).	La	tasa	de	
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mortalidad	 estimada	 es	 de	 1/1.000,	 y	 la	mayoría	 de	 decesos	 se	 dan	 en	 estos	 grupos	 de	

riesgo	(83).	

Tras	 la	 resolución	del	 cuadro	agudo	 la	 infección	por	VCHIK	puede	dar	 lugar	a	una	

sintomatología	crónica	en	un	30-40%	de	los	pacientes,	que	se	caracteriza	principalmente	

por	 poliartralgias	 y/o	 poliartritis.	 La	 afectación	 suele	 ser	 simétrica	 y	 las	 pequeñas	

articulaciones	 de	 las	 manos	 son	 las	 que	 se	 ven	 afectadas	 con	 mayor	 frecuencia.	 Esta	

sintomatología	 puede	 resultar	 muy	 incapacitante	 y	 su	 duración	 oscila	 desde	 semanas	

hasta	 años.	 Esta	 poliartralgia	 mantenida	 en	 el	 tiempo	 parece	 estar	 asociada	 a	 la	

persistencia	de	componentes	virales	y	antígenos	que	desatan	una	respuesta	 inflamatoria	

en	 las	 articulaciones	más	 que	 a	 la	 persistencia	 del	 virus	 en	 sí,	 ya	 que	 no	 se	 ha	 logrado	

aislamiento	del	virus	en	estos	casos	(69).	Algunos	factores	que	se	han	visto	asociados	a	la	

persistencia	de	artralgias	en	la	fase	crónica	es	una	mayor	edad,	alteraciones	previas	en	las	

articulaciones,	 sexo	 femenino	 e	 infección	 por	 el	 linaje	 IOL	 (artralgias	 persistentes	 en	 el	

50%	de	los	casos,	frente	al	36%	de	los	casos	en	el	linaje	asiático)	(84).		

	

DIAGNÓSTICO	

La	presentación	clínica	de	la	infección	por	VCHIK	es	similar	a	la	de	otros	arbovirus,	

lo	cual	unido	a	una	distribución	geográfica	compartida	con	arbovirus	como	VDEN	y	VZIK	

hacen	 que	 el	 diagnóstico	 clínico	 no	 sea	 definitivo.	 Es	 necesario	 realizar	 un	 diagnóstico	

etiológico	 mediante	 técnicas	 de	 laboratorio,	 ya	 que	 permitirán	 un	 mejor	 manejo	 del	

paciente	tanto	en	la	fase	aguda	como	en	la	crónica.		

Al	 igual	 que	 en	 el	 resto	 de	 arbovirus,	 contamos	 con	 técnicas	 directas	 e	 indirectas	

para	realizar	el	diagnóstico.	Las	 técnicas	directas	se	basan	en	 la	detección	del	virus	o	de	

sus	componentes	virales,	mientras	que	las	pruebas	indirectas	son	las	pruebas	serológicas,	

que	detectan	la	respuesta	inmune	del	huésped	frente	a	la	infección.	En	el	caso	de	VCHIK	se	

observa	una	viremia	de	mayor	duración	que	la	vista,	por	ejemplo,	para	VDEN.		
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TÉCNICAS	DIRECTAS	

Aislamiento	viral	

Aunque	durante	décadas	el	cultivo	viral	se	consideró	la	técnica	de	referencia	para	la	

detección	de	virus,	hoy	en	día	ha	caído	en	desuso	por	ser	un	método	lento	y	laborioso	que	

requiere	 además	de	un	nivel	 3	 de	bioseguridad,	 por	 lo	 que	no	puede	 llevarse	 a	 cabo	 en	

todos	 los	 laboratorios.	 Como	 ventaja,	 el	 aislamiento	 viral	 permite	 una	 mejor	

caracterización	de	la	cepa.	El	VCHIK	puede	aislarse	en	muestras	de	suero	recogidas	hasta	7	

días	 tras	 el	 inicio	de	 los	 síntomas.	También	 se	ha	 conseguido	 su	 aislamiento	 a	 partir	 de	

líquido	cefalorraquídeo	(LCR)	(81).		

Las	 líneas	 celulares	 adecuadas	 para	 el	 aislamiento	 de	 VCHIK	 pueden	 ser	 de	

mosquito	 o	 de	 mamífero.	 En	 las	 células	 de	 Ae.	 albopictus	 C6/36	 se	 logra	 una	 infección	

persistente	 sin	 cambios	 citopáticos	 y	 se	 consiguen	altos	 títulos	 virales.	 En	 las	 células	de	

mamífero	se	producen	unos	fuertes	daños	citopáticos.	Las	más	empleadas	habitualmente	

son	las	células	Vero,	pero	también	se	ha	aislado	el	virus	en	las	células	LLC-MK2,	BHK-21	y	

293T	(81).		

	

Amplificación	de	ácidos	nucleicos	

Los	 métodos	 moleculares	 siguen	 siendo	 el	 pilar	 del	 diagnóstico	 en	 los	 cuadros	

agudos.	La	carga	viral	de	VCHIK	parecer	ser	más	elevada	y	prolongada	(7-8	días)	que	en	

otras	arbovirosis,	especialmente	en	neonatos	(64).	Existen	diferentes	técnicas	moleculares	

empleadas	para	el	diagnóstico	de	VCHIK:	RT-PCR	convencionales,	RT-PCR	en	tiempo	real	o	

métodos	 de	 amplificación	 isotérmica	 (85).	 El	 empleo	 de	 ensayos	 multiplex	 basados	 en	

estas	técnicas	permite	la	detección	simultánea	de	múltiples	patógenos.	Las	muestras	más	

frecuentemente	 empleadas	 son	 suero	 y	 plasma,	 aunque	 también	 se	 han	 empleado	 otras	

como	 LCR.	 En	 este	 último	 parece	 haber	 una	 menor	 carga	 viral	 pero	 el	 virus	 podría	

persistir	durante	más	tiempo	(81).		
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Detección	de	antígenos	

Se	ha	desarrollado	un	test	basado	en	ICT	con	anticuerpos	monoclonales	frente	a	 la	

proteína	 E1	 de	 VCHIK	 (86),	 pero	 en	 los	 estudios	 preliminares	 parece	 ser	 útil	

principalmente	 frente	 al	 linaje	 ECSA	 (sensibilidad	 del	 89%)	 y	 no	 frente	 al	 asiático	

(sensibilidad	del	33%),	con	una	especificidad	del	75%	(87).	Estos	datos	no	apoyan	el	uso	

de	estos	test	para	el	diagnóstico	de	VCHIK,	aunque	los	mejores	resultados	obtenidos	en	los	

casos	causados	por	el	linaje	ECSA	abren	la	puerta	a	su	utilización	en	situaciones	concretas	

donde	 sea	 este	 linaje	 el	 causante	 de	 la	 mayoría	 de	 los	 casos	 (88).	 A	 día	 de	 hoy	 estos	

métodos	de	detección	de	antígeno	para	VCHIK	no	están	comercializados.	

	

TÉCNICAS	INDIRECTAS:	SEROLOGÍA	

La	 IgM	puede	detectarse	a	 los	pocos	días	del	comienzo	del	cuadro	(4-5	días),	pero	

puede	mantenerse	positiva	durante	meses	o	incluso	un	año.	La	IgG	aparece	de	forma	más	

tardía	(7	días)	y	puede	permanecer	positiva	de	por	vida	(81).			

Se	 han	 desarrollado	 diferentes	 técnicas	 para	 la	 detección	 de	 anticuerpos	 frente	 a	

VCHIK,	 basados	 en	ELISA,	 inmunofluorescencia	 indirecta	 (IFI)	 o	 incluso	 ICT.	En	 general,	

las	primeras	son	las	más	empleadas	y	las	más	sensibles	y	específicas.	Para	la	detección	de	

anticuerpos	 IgM	 se	 emplean	 ensayos	 de	 captura,	 que	 aumentan	 la	 sensibilidad.	 Las	 ICT	

serían	 útiles	 para	 el	 diagnóstico	 rápido,	 pero	 parecen	 tener	 una	 menor	 sensibilidad	 y	

especificidad.	El	VCHIK	forma	parte	del	complejo	antigénico	del	virus	del	bosque	Semliki,	y	

puede	presentar	reacciones	cruzadas	con	otros	alphavirus	de	este	grupo	como	son	VONN	

y	 VMAY.	 Los	 estudios	 de	 neutralización	 pueden	 emplearse	 para	 diferenciar	mejor	 entre	

estos	virus	(81).		

	

Teniendo	en	cuenta	la	cinética	de	los	marcadores	hasta	ahora	mencionados,	hay	que	

adecuar	la	realización	de	las	diferentes	pruebas	al	momento	de	obtención	de	las	muestras.	



71	
	

Los	 resultados	 nos	 permitirán	 clasificar	 los	 casos	 como	 casos	 de	 infección	 por	 VCHIK	

probables	o	confirmados	según	los	criterios	que	aparecen	en	la	Tabla	4	(58).		

	

Chikungunya	probable	 Chikungunya	confirmado	

Una	de	las	siguientes:	

- IgM	positiva	aislada	

	

Una	de	las	siguientes:	

- RT-PCR	positiva	

- Cultivo	viral	positivo	

- Seroconversión	 o	 aumento	 de	

cuatro	 veces	 el	 título	 en	 muestras	

pareadas	

- Detección	 de	 IgM	 específica	 Y	

confirmación	por	neutralización	

Tabla	4.	Criterios	de	laboratorio	para	el	diagnóstico	de	VCHIK.	

	

TRATAMIENTO	

No	 existe	 ningún	 tratamiento	 antiviral	 disponible	 para	 el	 tratamiento	 de	 las	

infecciones	 por	 VCHIK,	 aunque	 estudios	 in	 vitro	 muestran	 que	 algunos	 compuestos	

podrían	tener	efecto,	todavía	no	hay	estudios	que	prueben	su	eficacia	clínica,	por	lo	que	el	

manejo	 de	 estas	 infecciones	 se	 basa	 en	medidas	 de	 soporte	 y	 sintomáticas	 (89).	 Para	 el	

tratamiento	sintomático	se	recomienda	el	uso	de	antiinflamatorios	no	esteroideos	que	no	

tengan	acción	sobre	la	agregación	plaquetaria	para	tratar	las	artralgias	y	la	fiebre.		

	

PREVENCIÓN	

La	 principal	 medida	 de	 prevención	 frente	 a	 VCHIK	 es	 evitar	 las	 picaduras	 de	 sus	

vectores.	 La	 expansión	de	 los	mosquitos	Aedes,	 junto	 a	 las	mutaciones	 observadas	 en	 el	

virus	que	facilitan	su	transmisión	por	el	mosquito	tigre,	hacen	que	el	riesgo	de	aparición	
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del	virus	en	nuevas	regiones	sea	elevado,	por	lo	que	hay	que	implementar	programas	de	

control	de	mosquitos	para	frenar	el	avance	del	virus.		

Múltiples	 estudios	 están	 tratando	 de	 desarrollar	 una	 vacuna	 frente	 a	 VCHIK,	

empleando	diferentes	opciones	como	son	las	vacunas	basadas	en	virus	atenuados,	las	que	

emplean	partículas	víricas	o	las	quiméricas,	pero	aún	no	se	dispone	de	una	vacuna	efectiva	

con	la	que	poder	inmunizar	a	la	población	en	riesgo	(89).		
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VIRUS	ZIKA	

VIROLOGÍA	

El	virus	Zika	(VZIK)	es	un	virus	icosaédrico	y	envuelto	del	género	Flavivirus,	familia	

Flaviviridae,	al	 igual	que	VDEN.	 	Presenta	un	genoma	ARN	de	aproximadamente	11kb	de	

polaridad	 positiva.	 Tiene	 un	 único	 marco	 de	 lectura	 abierta	 que	 codifica	 proteínas	

estructurales	(cápsula	(C),	premembrana	(prM),	y	envoltura	(E))	y	no	estructurales	(NS1,	

NS2A,	NS2B,	NS3,	NS4A,	2K,	NS4B	y	NS5)	(Figura	11)	(90)(91).		

	

	

Figura	11.	Esquema	del	genoma	de	VZIK	que	 incluye	 las	proteínas	estructurales	(C:	cápside,	prM:	

premembrana	y	E:	envoltura)	y	las	proteínas	no	estructurales	(non-structural	NS,	NS1,	NS2A,	NS2B,	

NS3,	NS4A,	2K,	NS4B	y	NS5).	

	

Inicialmente	 se	 describieron	 dos	 linajes	 de	 VZIK,	 el	 africano	 y	 el	 asiático.	

Recientemente	 ha	 aparecido	 el	 linaje	 americano,	 que	 deriva	 del	 asiático,	 y	 que	 algunos	

investigadores	 clasifican	 como	 tercer	 linaje	 y	 otros	 como	 un	 sub-linaje	 del	 asiático	

(92)(93).		

	

PATOGÉNESIS		

Tras	 la	 inoculación	 del	 virus	 mediante	 la	 picadura	 de	 una	 hembra	 del	 mosquito	

Aedes,	 el	 virus	 infecta	 los	 fibroblastos	y	 células	dendríticas	que	se	encuentran	en	 la	piel,	

empleando	diferentes	receptores	celulares.	Una	vez	ha	infectado	las	células	del	huésped	se	

desencadena	 la	 respuesta	 inmune,	 que	 incluye	 la	 liberación	 de	 múltiples	 citocinas.	 La	
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infección	 por	 VZIK	 activa	 la	 respuesta	 inflamatoria,	 así	 como	 las	 vías	 de	 apoptosis	 y	 de	

regulación	 de	 células	 gliales.	 La	 activación	 de	 estas	 vías	 contribuye	 a	 explicar	 los	

diferentes	 aspectos	 clínicos	 y	 complicaciones	 observados	 en	 las	 infecciones	 por	 VZIK	

(90)(94).	EL	VZIK	es	capaz	de	atravesar	la	barrera	placentaria,	infectando	los	macrófagos	

y	los	citotrofoblastos	de	la	placenta.	El	virus	también	muestra	cierto	tropismo	por	células	

progenitoras	neurales,	motivo	por	el	 cual	puede	causar	graves	alteraciones	neurológicas		

en	los	fetos	(90).		

	

Se	ha	planteado	la	posibilidad	de	que	el	aumento	de	patogenicidad	observado	en	las	

infecciones	 por	 VZIK	 pueda	 deberse	 a	 un	 fenómeno	 de	 ADE	 desencadenado	 por	 la	

presencia	 de	 anticuerpos	 pre-existentes	 frente	 a	 VDEN.	 La	mayoría	 de	 estudios	 in	 vitro	

parecen	mostrar	un	mayor	 título	 viral	 en	presencia	de	 anticuerpos	 anti-VDEN,	mientras	

que	los	estudios	in	vivo	realizados	en	animales	los	resultados	son	contradictorios,	aunque	

en	 la	mayoría	no	se	observa	este	aumento	en	el	 título	viral.	La	 falta	de	amplios	estudios	

epidemiológicos	impide	confirmar	esta	hipótesis	en	el	ser	humano	(95).	

Por	otro	 lado,	 se	ha	planteado	 también	 la	posibilidad	de	que	 la	 infección	por	VZIK	

potencie	una	posterior	infección	por	VDEN.	Esto	tendría	una	gran	importancia	clínica,	ya	

que	podría	dar	 lugar	 a	 casos	 graves	de	dengue	primario,	 como	 si	 se	 tratase	de	 casos	de	

dengue	 secundario.	 Aunque	 los	 estudios	 in	 vitro	 llevados	 a	 cabo	 parecen	 hallar	 títulos	

virales	más	elevados,	los	datos	epidemiológicos	muestran	un	descenso	de	casos	de	VDEN	

tras	 la	 epidemia	 de	 VZIK,	 lo	 que	 podría	 indicar	 cierto	 grado	 de	 neutralización	 cruzada	

entre	ambos	virus	(95).				

		

EPIDEMIOLOGÍA	

El	VZIK	se	describió	por	primera	vez	en	1947	en	el	bosque	Zika,	en	Uganda,	donde	la	

Fundación	Rockefeller	estaba	llevando	a	cabo	estudios	sobre	el	VFA.	El	VZIK	se	aisló	por	



75	
	

primera	 vez	 en	 un	 primate	 no	 humano	 y	 no	 fue	 hasta	 1954	 cuando	 se	 describieron	 los	

primeros	casos	humanos	en	Nigeria.	En	años	posteriores	se	describieron	nuevos	casos	en	

el	 continente	africano.	En	1966	se	aisló	el	virus	en	un	mosquito	en	Malasia,	pero	no	 fue	

hasta	1977	cuando	se	describieron	los	primeros	casos	humanos	en	Asia	(92).	

Aunque	 los	datos	serológicos	 indican	que	el	virus	 llevaba	unos	70	años	circulando	

tanto	en	África	como	en	Asia,	apenas	se	habían	descrito	una	veintena	de	casos	humanos	y	

no	 se	 había	 documentado	 ningún	 brote	 del	 mismo.	 La	 escasa	 sintomatología	 y	 las	

reacciones	 cruzadas	 con	otros	 flavivirus	 que	podrían	 estar	 circulando	por	 esas	 regiones	

pueden	ser	 la	causa	de	que	el	número	de	casos	 fuera	 infraestimado.	En	2007	el	virus	se	

introdujo	en	la	isla	de	Yap	(Micronesia),	donde	dio	lugar	al	primer	gran	brote	conocido	de	

VZIK.	Estudios	de	 seroprevalencia	mostraron	que	 cerca	del	75%	de	 la	población	 resultó	

infectada.	Este	brote	se	siguió	en	2013	por	otro	ocurrido	en	la	Polinesia	Francesa,	siendo	

el	virus	probablemente	introducido	desde	el	Sudeste	Asiático	(96).		

Se	 estima	 que	 en	 2014	 el	 virus	 se	 introdujo	 en	Brasil	 desde	 la	 Polinesia	 Francesa	

(97),	 lo	 que	 acabaría	 dando	 lugar	 a	 la	 epidemia	 de	 VZIK	 más	 grande	 conocida	 en	 la	

historia,	 afectando	 a	 múltiples	 países	 del	 continente	 americano	 y	 causando	 más	 de	 un	

millón	 de	 casos	 (98).	 En	 estos	 momentos	 el	 virus	 sigue	 circulando	 en	 el	 continente	

americano	a	un	nivel	residual	(Figura	12).	En	los	últimos	años	se	han	seguido	detectando	

brotes	 en	 diferentes	 regiones,	 como	 Cabo	 Verde,	 Singapur,	 Angola	 e	 India	

(99)(100)(101)(102).		
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Figura	12.	Mapa	de	áreas	con	transmisión	autóctona	sostenida	de	VZIK.		

	

TRANSMISIÓN	

La	 principal	 vía	 de	 transmisión	 de	 VZIK	 es	 la	 picadura	 de	 la	 hembra	 de	mosquito	

Aedes	 infectada.	Tras	el	descubrimiento	del	virus	se	creía	que	únicamente	existía	el	ciclo	

selvático	 y	 que	 los	 casos	 en	 humanos	 suponían	 un	 callejón	 sin	 salida	 para	 el	 virus.	 Sin	

embargo,	en	el	brote	de	Yap,	donde	no	hay	primates,	se	estableció	un	ciclo	de	transmisión	

urbano	 donde	 no	 hubo	 necesidad	 de	 otros	 reservorios.	 Las	 epidemias	 ocurridas	 desde	

entonces	 se	 han	 debido	 al	 establecimiento	 de	 ciclos	 urbanos.	 En	 África	 existen	 ciclos	

selváticos	entre	vectores	y	primates	no	humanos,	y	cabe	la	posibilidad	de	que	estos	ciclos	

estén	 presentes	 también	 en	 Asia.	 En	 América	 se	 ha	 especulado	 con	 el	 riesgo	 del	

establecimiento	 de	 estos	mismos	 ciclos,	 si	 bien	 aún	 no	 hay	 ningún	 dato	 que	 apoye	 esta	

hipótesis	(76).	
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El	periodo	de	incubación	extrínseco	de	VZIK	es	de	7-10	días,	a	partir	de	los	cuales	el	

mosquito	 es	 infectivo	 (103).	 Se	 ha	 descrito	 la	 transmisión	 vertical	 en	 mosquitos,	 con	

huevos	de	Aedes	infectados	por	VZIK	bien	por	vía	transovárica	o	durante	la	inseminación	

(104).	Ae.	 aegypti	 se	 considera	 el	 vector	 principal,	 mientras	 que	Ae.	 albopictus	 también	

parece	 ser	 un	 vector	 competente.	 En	 el	 brote	 de	 Yap,	 donde	 Ae.	 aegypti	 apenas	 estaba	

presente,	parece	que	Ae.	hensilii	 fue	el	vector	principal	 (105).	En	el	brote	de	 la	Polinesia	

Francesa	se	cree	que	Ae.	aegypti	fue	el	vector	principal,	ya	que	la	capacidad	vectorial	de	Ae.	

polynesiensis,	otro	vector	abundante	en	dicha	región,	parece	ser	reducida	(104).	

Tras	las	epidemias	de	VZIK	acaecidas	en	los	últimos	años	se	han	realizado	múltiples	

estudios	 para	 poder	 evaluar	 el	 papel	 de	 vectores	 de	 mosquitos	 tanto	 del	 género	Aedes	

como	 de	 otros	 géneros,	 principalmente	 Culex.	 Aunque	 hay	 resultados	 discrepantes,	 la	

competencia	 vectorial	 sólo	 se	 ha	 observado	 para	 los	 mosquitos	 del	 género	 Aedes	 ya	

mencionados	(104).	Lo	que	si	se	ha	observado	en	dichos	estudios	es	que	 la	competencia	

vectorial	 va	 muy	 ligada	 al	 genotipo	 de	 VZIK,	 así	 como	 a	 las	 diferentes	 poblaciones	 de	

mosquitos	de	una	misma	especie	(103).		

	

La	irrupción	de	VZIK	a	nivel	global	ha	supuesto	un	cambio	de	paradigma,	ya	que	es	

el	primer	arbovirus	que	además	de	por	vía	vectorial,	se	transmite	de	forma	efectiva	por	vía	

sexual	 (al	 contrario	 que	 el	 VDEN,	 del	 que	 sólo	 se	 han	 descrito	 casos	 aislados	 de	

transmisión	sexual).	 Se	han	descrito	casos	de	 transmisión	sexual	de	hombre	a	mujer,	de	

mujer	 a	 hombre	 y	 entre	 hombres,	 siendo	 la	 más	 frecuente	 la	 primera	 (106).	 Además,	

también	 se	 ha	 descrito	 transmisión	 vertical	 al	 feto,	 con	 graves	 consecuencias	 para	 el	

mismo	que	van	desde	la	muerte	fetal	y	graves	malformaciones	hasta	otros	tipos	de	déficits	

neurológicos	 (107).	 La	 transmisión	 puede	 darse	 en	 todos	 los	 trimestres,	 aunque	 parece	

que	el	riesgo	para	el	feto	es	mayor	en	el	primero.	Se	ha	descrito	transmisión	fetal	tanto	en	

madres	sintomáticas	como	en	asintomáticas	(108).	Se	ha	detectado	presencia	de	VZIK	en	

leche	materna,	si	bien	no	se	ha	podido	confirmar	que	haya	habido	infecciones	asociadas	a	
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la	lactancia	materna	(109).	Finalmente,	aunque	no	hay	casos	descritos,	los	datos	sugieren	

que	 VZIK	 podría	 transmitirse	 también	 por	 transfusiones	 sanguíneas	 o	 accidentes	 de	

laboratorio	(110).		

	

CLÍNICA	

Se	estima	que	 la	mayoría	de	 infecciones	por	VZIK	son	asintomáticas	 (50-80%).	En	

aquellas	en	las	que	sí	se	desarrollan	síntomas,	el	periodo	de	incubación	intrínseco	es	de	3	a	

14	días.	Al	contrario	que	en	las	infecciones	por	VCHIK	y	VDEN	el	comienzo	no	es	abrupto	y,	

en	general,	 se	observa	un	 cuadro	 leve	en	el	que	 los	 síntomas	más	 frecuentes	 son	 fiebre,	

artralgias,	conjuntivitis	no	purulenta,	rash	y	astenia	(108)(94).		

Antes	del	primer	brote	importante	en	2007	en	la	isla	de	Yap	se	consideraba	que	la	

infección	 por	 VZIK	 causaba	 un	 cuadro	 leve	 y	 autolimitado	 sin	 ninguna	 complicación	

asociada.	Esto	puede	deberse	a	que	el	número	de	casos	estudiados	hasta	ese	momento	era	

inferior	 a	 la	 veintena.	 Sin	 embargo,	 tras	 los	 primeros	 grandes	 brotes,	 se	 evidenció	 su	

relación	con	diferentes	complicaciones.	En	los	primeros	brotes	se	observó	por	primera	vez	

un	 aumento	 en	 la	 incidencia	 del	 SGB	 asociado	 a	 la	 infección	 por	 VZIK.	 El	 SGB	 es	 una	

polineuropatía	 aguda	 inmunomediada	 que	 se	 desarrolla	 en	 ocasiones	 tras	 un	 cuadro	

infeccioso	 (se	 ha	 descrito	 con	 frecuencia	 tras	 infecciones	 por	 Campylobacter	 sp,	 pero	

también	tras	otros	arbovirus	como	los	tratados	en	este	trabajo).	Tras	una	infección	ocurre	

una	activación	de	la	respuesta	inmune	que	actúa	de	forma	cruzada	frente	a	componentes	

de	los	nervios	periféricos,	dando	lugar	a	este	cuadro	clínico.	En	el	brote	de	Yap	se	observó	

por	 primera	 vez	 un	 aumento	 de	 incidencia	 de	 SGB	 en	 pacientes	 que	 habían	 sufrido	

previamente	un	cuadro	clínico	compatible	con	VZIK(94).	Posteriormente,	esto	también	se	

observó	en	países	del	continente	americano	(111).		

Otra	de	las	complicaciones	observadas	tras	la	infección	por	VZIK	fue	la	que	propició	

la	activación	de	la	Emergencia	de	Salud	Pública	de	Importancia	Internacional	por	parte	de	
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la	 OMS	 en	 Febrero	 de	 2016.	 En	 2015	 en	 Brasil	 comenzó	 a	 registrarse	 un	 aumento	

alarmante	de	los	casos	de	microcefalia	en	los	recién	nacidos	y	se	comenzó	a	trabajar	con	la	

hipótesis	 de	 que	 esto	 pudiese	 estar	 relacionado	 con	 la	 epidemia	 de	 VZIK.	 Un	 estudio	

retrospectivo	 del	 brote	 de	 Yap	 mostró	 también	 un	 aumento	 de	 la	 incidencia	 de	 las	

malformaciones	fetales	del	sistema	nervioso	central	en	la	misma	época(94).	Los	estudios	

han	concluido	que	la	afectación	fetal	por	la	infección	por	VZIK	puede	dar	lugar	a	pérdidas	

fetales,	 graves	 malformaciones	 como	 la	 microcefalia	 hasta	 u	 otro	 tipo	 de	 defectos	

neurológicos	 más	 sutiles	 que	 pueden	 incluso	 pasar	 desapercibidos	 en	 el	 momento	 del	

parto	y	apreciarse	en	etapas	posteriores	del	desarrollo	del	recién	nacido.	Se	calcula	que	un	

20-30%	de	los	fetos	expuestos	acaban	infectándose,	causando	la	pérdida	fetal	en	un	4-7%	

de	 los	 casos,	 Síndrome	 de	 Zika	 congénito	 (un	 patrón	 concreto	 de	 malformaciones	 y/o	

defectos	 al	 nacimiento	 (112))	 en	 un	 5-14%	 de	 los	 casos	 y	 siendo	 asintomáticos	 los	

restantes.	No	obstante,	 aunque	al	nacimiento	 los	bebés	no	presenten	alteraciones,	no	 se	

descarta	que	puedan	aparecer	trastornos	a	medio-largo	plazo	como	pérdida	de	audición,	

problemas	de	visión	y	retrasos	del	desarrollo	(108).	

	

DIAGNÓSTICO	

La	infección	por	VZIK	da	lugar	a	un	cuadro	autolimitado	leve	que	cursa	con	fiebre	o	

febrícula,	rash	y	artralgias	entre	otros.	Hay	un	alto	porcentaje	de	pacientes	asintomáticos,	

pero	hay	situaciones	en	los	que	es	necesario	realizar	el	cribado	de	VZIK	en	asintomáticos	

debido	a	sus	implicaciones	en	salud	pública	(riesgo	de	transmisión	sexual	y	de	transmisión	

materno-fetal).		

El	 diagnóstico	 de	 laboratorio	 de	 VZIK	 se	 basa,	 al	 igual	 que	 en	 otros	 arbovirus,	 en	

pruebas	directas	o	indirectas.		
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TÉCNICAS	DIRECTAS	

Aislamiento	viral	

El	VZIK	crece	bien	en	diferentes	 líneas	 celulares,	 como	LLC-MK2,	Vero	E6	y	 líneas	

celulares	 de	 mosquitos.	 Sin	 embargo,	 es	 un	 método	 poco	 sensible	 como	 herramienta	

diagnóstico	 debido	 en	 parte	 a	 la	 baja	 carga	 viral	 que	 presentan	 habitualmente	 las	

muestras	de	suero	(113).	El	cultivo	viral	es	un	método	laborioso	y	lento	que	hoy	en	día	no	

juega	un	papel	importante	para	el	diagnóstico	de	las	enfermedades	virales.		

	

Amplificación	de	ácidos	nucleicos	

La	técnica	de	amplificación	más	empleada	en	el	diagnóstico	de	VZIK	es	la	RT-PCR	y	

la	 muestra	 más	 frecuentemente	 empleada	 para	 el	 diagnóstico	 es	 el	 suero,	 donde	

habitualmente	 se	 puede	 detectar	 el	 virus	 durante	 la	 primera	 semana,	 aunque	 algunos	

estudios	muestran	que	puede	persistir	positiva	dos	 semanas	e	 incluso	más	 tiempo	en	el	

caso	de	mujeres	embarazadas.	La	detección	de	virus	en	orina	puede	realizarse	hasta	10-20	

días	tras	el	 inicio	de	 los	síntomas	(114).	Se	ha	probado	la	utilidad	de	 la	RT-PCR	en	otras	

muestras	 como	 saliva	 o	 LCR.	 La	 saliva	 es	 una	muestra	 no	 invasiva,	 por	 lo	 que	 un	 buen	

rendimiento	haría	de	ella	una	muestra	interesante	para	el	diagnóstico.	No	obstante,	el	bajo	

rendimiento	de	esta	muestra	ha	descartado	su	uso	en	la	rutina	diagnóstica	(115).		

Otras	 muestras	 a	 las	 que	 se	 les	 ha	 prestado	 especial	 interés	 son	 las	 muestras	

genitales,	 por	 el	 potencial	 riesgo	 de	 transmisión	 por	 vía	 sexual.	 Las	muestras	 vaginales	

pueden	 ser	 positivas,	 pero	 el	 periodo	 de	 tiempo	 en	 el	 que	 persisten	 positivas	 es	 breve	

(114).	 En	 el	 caso	 del	 semen,	 se	 ha	 detectado	 ARN	 viral	 en	 periodos	 superiores	 a	 los	 6	

meses	(116),	aunque	no	se	ha	detectado	virus	viable	más	allá	de	los	69	días	(117)(118)	y	

en	la	mayoría	de	pacientes	la	persistencia	de	virus	viable	no	supera	los	30	días	(119).	
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Aunque	 la	 RT-PCR	 es	 la	 técnica	más	 empleada	 hasta	 el	momento,	 también	 se	 han	

desarrollado	 métodos	 de	 amplificación	 isotérmica	 con	 resultados	 prometedores	

(120)(121).		

	

Detección	de	antígenos	

A	día	de	hoy	aún	no	hay	disponibles	técnicas	comerciales	de	detección	de	antígeno	

para	 el	 diagnóstico	 de	 VZIK.	 Se	 han	 publicado	 estudios	 con	métodos	 novedosos	 para	 la	

detección	de	antígenos	de	VZIK	basados	en	biosensores	o	en	citometría	de	 flujo,	pero	su	

uso	 aún	 no	 se	 ha	 extendido	 y	 es	 necesaria	 una	 evaluación	más	 extensa	 para	 valorar	 su	

aplicabilidad	(122)(123).		

	

TÉCNICAS	INDIRECTAS:	SEROLOGÍA	

El	diagnóstico	serológico	se	basa	en	 la	detección	de	anticuerpos	IgM	e	IgG	frente	a	

VZIK.	 La	 IgM	 aparece	 sobre	 el	 5-7º	 día	 tras	 el	 inicio	 de	 los	 síntomas	 y	 persiste	 positiva	

durante	 unos	 meses.	 Se	 han	 descrito	 casos	 en	 los	 que	 la	 IgM	 no	 se	 ha	 positivizado,	

relacionados	con	pacientes	que	habían	sufrido	una	 infección	por	VDEN	con	anterioridad	

(124).	Cuando	se	obtiene	un	resultado	de	IgM	positiva	aislada	se	recomienda	el	envío	de	

una	 nueva	 muestra	 a	 las	 2-3	 semanas	 para	 evaluar	 la	 seroconversión.	 Se	 han	 descrito	

casos	 en	 los	 que	 no	 ha	 ocurrido	 seroconversión,	 lo	 que	 podría	 dificultar	 el	 diagnóstico	

definitivo	de	la	infección	(125).	La	IgG	comienza	a	detectarse	a	partir	de	una	semana	tras	

el	inicio	de	los	síntomas	y	puede	permanecer	positiva	durante	años	o	décadas.	

La	principal	limitación	de	las	técnicas	serológicas	en	el	caso	de	VZIK	es	la	alta	tasa	de	

reacciones	cruzadas	que	presenta.	Al	ser	un	flavivirus,	se	han	descrito	reacciones	cruzadas	

con	 todos	 los	 serotipos	 de	 VDEN,	 virus	 que	 es	 endémico	 en	 las	 regiones	 donde	 se	 ha	

detectado	también	la	presencia	de	VZIK.	Por	el	momento,	y	a	falta	de	otras	herramientas	

que	permitan	una	mejor	 discriminación	 entre	 anticuerpos	 frente	 a	 diferentes	 arbovirus,	
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los	 test	 de	 neutralización	 se	 siguen	 considerando	 la	 técnica	 de	 referencia.	 No	 obstante,	

como	 ya	 se	 ha	 comentado	 previamente,	 son	 métodos	 laboriosos	 y	 lentos	 y	 no	 están	

disponibles	 en	 todos	 los	 laboratorios.	 Además,	 la	 interpretación	 de	 los	 resultados	 es	

compleja	y	no	siempre	permite	distinguir	cuál	es	el	 flavivirus	causante	del	cuadro	actual	

(126).		

	

En	 la	 Tabla	 5	 se	 resumen	 los	 criterios	 de	 laboratorio	 para	 el	 diagnóstico	 de	 VZIK	

(58).	

	

Zika	probable	 Zika	confirmado	

Una	de	las	siguientes:	

- IgM	positiva	aislada	

	

Una	de	las	siguientes:	

- RT-PCR	positiva	

- Cultivo	viral	positivo	

- Seroconversión	 o	 aumento	 de	

cuatro	 veces	 el	 título	 en	 muestras	

pareadas	

- Detección	 de	 IgM	 específica	 Y	

confirmación	por	neutralización	

Tabla	5.	Criterios	de	laboratorio	para	el	diagnóstico	de	VZIK.	

	

	

TRATAMIENTO	

El	 tratamiento	 de	 las	 infecciones	 por	 VZIK	 se	 basa	 en	 las	medidas	 de	 soporte.	 Al	

igual	 que	 para	 los	 otros	 arbovirus	 comentados,	 no	 se	 han	 descrito	 compuestos	 con	

actividad	 antiviral	 específica.	 En	 general,	 la	 infección	 por	 VZIK	 es	 un	 cuadro	 clínico	

autolimitado	que	se	soluciona	en	aproximadamente	una	semana.	En	el	caso	de	aparición	
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de	 complicaciones	 como	 el	 SGB,	 habrá	 que	 seguir	 el	 manejo	 clínico	 específico	 de	 las	

mismas.	El	manejo	de	 los	niños	 con	Síndrome	de	Zika	 congénito	 es	 complejo	 y	 requiere	

una	atención	multidisciplinar	para	los	niños	y	sus	familias.	

	

PREVENCIÓN	

Al	igual	que	en	el	resto	de	arbovirosis,	la	principal	forma	de	prevención	es	evitar	la	

picadura	de	los	mosquitos	vectores.	En	el	caso	del	VZIK	se	ha	descrito	la	transmisión	por	

vía	sexual,	por	lo	que	la	abstinencia	sexual	y	el	uso	de	métodos	barrera	son	medidas	útiles	

para	evitar	 la	 transmisión	por	esta	vía	(127)(128).	Tras	 la	gran	epidemia	de	VZIK	en	 las	

Américas	 se	 comenzaron	a	desarrollar	diferentes	vacunas	 frente	 al	 virus.	 La	mayoría	de	

ellas	 están	en	estudios	 clínicos	de	 fase	1,	 pero	el	 gran	descenso	de	 casos	 registrados	no	

permite	la	instauración	de	los	estudios	clínicos	de	fase	2	y	3	(108).		
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DIAGNÓSTICO	DIFERENCIAL	

Los	 virus	 dengue,	 chikungunya	 y	 Zika	 presentan	 una	 distribución	 geográfica	

solapada	 y	 comparten	 los	 mismos	 vectores.	 Además	 los	 cuadros	 clínicos	 que	 pueden	

causar	 los	 tres	 virus	 son	 inespecíficos	 y	 similares	 entre	 sí.	 Por	 este	 motivo,	 realizar	 el	

diagnostico	 diferencial	 de	 estos	 cuadros	 puede	 ser	 difícil.	 Cuando	 hay	 una	 sospecha	 de	

arbovirosis	en	la	historia	han	de	recogerse	con	exactitud	la	duración	del	viaje,	las	regiones	

visitadas	 y	 la	 posible	 exposición	 previa	 a	 otras	 arbovirosis.	 Además,	 hay	 que	 indicar	

claramente	 el	 momento	 del	 inicio	 de	 los	 síntomas	 y	 el	 tiempo	 transcurrido	 desde	 el	

comienzo	 de	 los	 mismos.	 Todos	 estos	 datos	 posibilitarán	 el	 manejo	 correcto	 de	 las	

muestras	en	el	laboratorio	y	la	realización	de	las	pruebas	diagnósticas	más	adecuadas	en	

cada	momento.		

	

CLÍNICA	

Los	cuadros	clínicos	causados	por	las	tres	arbovirosis	no	son	específicos,	por	lo	que	

el	diagnóstico	diferencial	es	muy	amplio.	Además	de	otras	patologías	relacionadas	con	el	

viaje,	 como	 puede	 ser	 la	 malaria,	 también	 pueden	 confundirse	 con	 leptospirosis,	

enfermedades	exantemáticas,	gripe,	gastroenteritis…	Realizar	una	buena	historia	clínica	y	

una	 buena	 exploración	 del	 paciente	 ayudará	 a	 orientar	 correctamente	 la	 etiología	 del	

cuadro.	 Los	 síntomas	 que	 presentan	 los	 diferentes	 arbovirus	 pueden	 ser	 los	mismos,	 si	

bien	 la	 frecuencia	y	 la	 intensidad	de	 los	mismos	suele	variar	según	el	virus	causante	del	

cuadro.	 En	 la	 Tabla	 6	 se	 resumen	 los	 síntomas	 más	 frecuentes	 observados	 en	 estas	

arbovirosis	(17)(69)(129).		
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Signos	y	síntomas	 Dengue	 Chikungunya	 Zika	

Causa	 de	 consulta	

habitual	

Fiebre,	mialgia	 Dolor	 articular,	

fiebre	

Exantema	o	prurito	

Fiebre	 >38ºC	

Duración:	4-7días	

>38ºC	

Duración:	3-5	días	

<38ºC	

Duración:	1-3	días	

Rash	 Frecuente	 Frecuente	 Muy	frecuente	

Conjuntivitis	 Infrecuente	 Infrecuente	 Muy	frecuente	

Cefalea	 Frecuente.	Intensa	 Leve	o	moderada.	 Leve	o	moderada.	

Dolor	retroorbital	 Frecuente.	Intenso	 Infrecuente	 Infrecuente	

Artralgia	 Infrecuentes	 Muy	Frecuentes	 Frecuentes	

Mialgia	 Muy	 frecuente.	

Intensa	

Frecuente.	

Moderada-intensa	

Infrecuente	

Edema	 Infrecuente	 Infrecuente	 Frecuente	

Tabla	 6.	 Signos	 y	 síntomas	 de	 las	 infecciones	 por	 dengue,	 chikungunya	 y	 Zika.	 Adaptado	 de	

(17)(69)(129).	

	

PARÁMETROS	ANALÍTICOS	

Las	 infecciones	 por	 arbovirus	 pueden	 causar	 alteraciones	 de	 ciertos	 parámetros	

analíticos.	 Estos	 hallazgos	 analíticos	 no	 son	 exclusivos	 de	 las	 arbovirosis,	 pero	 pueden	

orientar	el	diagnóstico	en	algunos	casos.	Por	ejemplo,	si	bien	la	plaquetopenia	puede	darse	

en	 los	 tres	 arbovirus	 tratados	 en	 este	 trabajo,	 una	 plaquetopenia	 marcada	 es	 más	

frecuente	en	los	casos	de	VDEN.	La	leucopenia	puede	observarse	también	en	los	tres	casos,	

pero	si	esta	va	acompañada	de	linfopenia	se	asocia	más	a	la	infección	por	VCHIK	(81).			

En	la	Tabla	7	se	resumen	algunos	parámetros	analíticos	que	con	frecuencia	pueden	

verse	alterados	en	estas	arbovirosis	(17)(69)(129).		
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Parámetro	analítico	 Dengue	 Chikungunya	 Zika	

Leucopenia	 Muy	frecuente	 Frecuente	 Infrecuente	

Linfopenia	 Infrecuente	 Frecuente	 Infrecuente	

Trombocitopenia	 Frecuente	 Muy	Frecuente	 infrecuente	

Proteína	C	reactiva	 Normal	 	 Elevada	 Elevada	

Hematocrito	 Elevado	 (signo	 de	

alarma)	

Normal	 Normal	

Tabla	 7.	 Parámetros	 analíticos	 más	 observados	 en	 las	 infecciones	 por	 VDEN,	 VCHIK	 y	 VZIK.	

Adaptado	de	(17)(69)(129)	

	

Además	de	para	realizar	el	diagnóstico	diferencial	entre	arbovirus,	estos	parámetros	

también	pueden	ser	útiles	a	la	hora	de	hacer	el	diagnóstico	diferencial	con	otras	entidades.	

Así,	 por	 ejemplo,	 las	 infecciones	bacterianas	 suelen	 cursar	 con	 leucocitosis,	 y	 la	malaria,	

aunque	 también	 presenta	 frecuentemente	 trombocitopenia,	 no	 cursa	 con	 leucopenia.	 La	

proteína	C	reactiva	también	se	altera	con	mayor	frecuencia	en	malaria	y	en	fiebre	entérica	

que	en	infecciones	por	VDEN	(130).		

	

DIAGNÓSTICO	MICROBIOLÓGICO	

Si	bien	la	clínica	y	los	datos	de	laboratorio	nos	pueden	hacer	sospechar	una	posible	

arbovirosis,	el	diagnóstico	definitivo	requerirá	siempre	de	técnicas	microbiológicas.	Para	

ello	 contamos,	 como	 se	 ha	 visto	 previamente,	 con	 técnicas	 directas	 que	 detectan	 la	

presencia	del	virus	o	sus	componentes	o	con	técnicas	indirectas	o	serológicas.	Las	técnicas	

directas	darán	un	diagnóstico	de	certeza,	si	bien	la	ventana	de	tiempo	en	la	que	pueden	ser	

empleadas	 es	 estrecha.	 Por	 el	 contrario	 las	 técnicas	 serológicas	 amplían	 la	 ventana	
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diagnóstica,	aunque	es	más	difícil	alcanzar	un	diagnóstico	de	certeza	únicamente	con	estas	

técnicas.		

Los	flavivirus	se	agrupan	en	8	complejos	antigénicos	diferentes,	y	los	alphavirus	en	

7.	En	las	pruebas	serológicas	es	frecuente	observar	reacciones	cruzadas	no	sólo	dentro	del	

mismo	 complejo	 antigénico,	 sino	 frente	 a	 virus	 de	 otros	 complejos	 antigénicos.	 Estas	

reacciones	cruzadas	se	observan	con	mayor	frecuencia	con	los	anticuerpos	IgG.	Debido	a	

estos	problemas,	no	se	puede	prescindir	de	técnicas	serológicas	más	específicas	como	son	

las	 pruebas	 de	 neutralización,	 más	 complejas	 y	 laboriosas	 que	 las	 habitualmente	

empleadas	 en	 los	 laboratorios	 de	 diagnóstico	 clínico	 (131).	 La	 recomendación	 para	

realizar	 un	 correcto	 diagnóstico	 de	 arbovirosis	 mediante	 técnicas	 de	 neutralización	 es	

testar	 de	 forma	 simultánea	 todos	 los	 virus	 que	 circulan	 en	 la	 región	 que	 ha	 visitado	 el	

paciente	 y	 que	 podrían	 ser	 responsables	 del	 cuadro.	 Sin	 embargo,	 las	 técnicas	 de	

neutralización	 tampoco	 son	 infalibles	 y	 no	 siempre	 permiten	 diferenciar	 anticuerpos	

frente	a	distintos	virus.	En	general,	en	las	infecciones	primarias	causadas	por	flavivirus	un	

resultado	de	un	título	cuatro	veces	superior	frente	a	un	virus	que	frente	a	los	demás	virus	

relacionados	 sugiere	 que	 dicho	 virus	 puede	 ser	 el	 causante	 del	 cuadro.	 No	 obstante,	 en	

infecciones	 secundarias	 esta	 técnica	 no	 permite	 diferenciar	 correctamente	 anticuerpos	

frente	a	VZIK	de	anticuerpos	frente	a	VDEN	(132).		

	

A	 la	 hora	 de	 abordar	 el	 diagnóstico	 de	 una	 posible	 infección	 por	 arbovirus	 es	

fundamental	 tener	 en	 cuenta	 el	 tiempo	de	 evolución	del	 cuadro,	 ya	 que	 esto	marcará	 la	

idoneidad	de	realizar	unas	técnicas	u	otras.	La	publicación	de	algoritmos	diagnósticos	de	

arbovirosis	facilita	la	toma	de	muestras	adecuada	en	cada	momento	para	lograr	optimizar	

el	diagnóstico	(Figura	13).		
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Figura	13.	Algoritmo	diagnóstico	de	arbovirosis.	Adaptado	de	(69)	(132).	
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SITUACIÓN	EN	NUESTRO	MEDIO	

En	Europa	los	virus	VDEN,	VZIK	y	VCHIK	no	son	endémicos.	No	obstante,	el	número	

de	viajeros	a	zonas	tropicales	va	en	aumento	y	los	vectores	de	estas	enfermedades	están	

presentes	y	extendiéndose	en	Europa,	 lo	cual	ha	creado	el	caldo	de	cultivo	perfecto	para	

que	esporádicamente	se	hayan	detectado	los	primeros	casos	de	transmisión	autóctona	de	

estas	arbovirosis	en	diferentes	países	europeos.	A	continuación	se	resume	el	estado	de	los	

vectores	 en	 nuestra	 región,	 así	 como	 los	 casos	 autóctonos	 que	 se	 han	 descrito	 en	 los	

últimos	años.	

	

VECTORES	

Ae.	 aegypti	 es	 el	 vector	 principal	 de	 las	 arbovirosis	 mencionadas	 en	 este	 trabajo.	

Históricamente	era	una	especie	endémica	en	todos	los	países	mediterráneos	así	como	en	

Portugal	y	en	los	archipiélagos	de	las	Canarias	y	las	Azores,	hasta	que	durante	la	primera	

mitad	del	siglo	XX	se	consiguió	su	erradicación.	A	partir	de	2004	el	mosquito	volvió	a	ser	

detectado	en	 la	 isla	de	Madeira	y	en	estos	momentos	 también	está	establecido	en	países	

del	Este	de	Europa,	alrededor	del	Mar	Negro	(133).	En	diciembre	de	2017	Ae.	aegypti	fue	

detectado	en	Fuerteventura,	aunque	no	se	considera	que	se	haya	establecido	en	la	isla.	La	

Figura	14	muestra	la	distribución	en	Europa	a	Mayo	de	2020.	
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Figura	14.	Distribución	conocida	de	Aedes	aegypti	en	Europa,	Mayo	de	2020.	

(https://www.ecdc.europa.eu/en/disease-vectors/surveillance-and-disease-data/mosquito-maps).		

	

Ae.	albopictus	ha	demostrado	ser	un	vector	competente	para	VDEN,	VCHIK	y	VZIK,	

siendo	especialmente	importante	en	el	caso	de	la	cepa	de	VCHIK	que	presenta	la	mutación	

A226V.	Esta	especie	invasora	de	mosquito	se	detectó	en	Europa	por	primera	vez	en	1979	

en	Albania	(134).	Posteriormente,	en	1990	el	mosquito	fue	identificado	en	Italia,	y	a	partir	

de	 ahí	 comenzó	 su	 expansión	 por	 Europa,	 donde	 cada	 año	 aparecen	 nuevas	 regiones	

donde	se	ha	certificado	la	presencia	del	vector.	Se	cree	que	una	de	las	principales	vías	de	

entrada	del	mosquito	fue	el	comercio	de	neumáticos	usados	(135).	La	Figura	15	muestra	la	

distribución	del	vector	en	Europa	en	Mayo	de	2020.	
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Figura	15.	Distribución	conocida	de	Aedes	albopictus	en	Europa,	Mayo	de	2020.	

(https://www.ecdc.europa.eu/en/disease-vectors/surveillance-and-disease-data/mosquito-maps).		

	

Su	presencia	en	España	se	detectó	por	primera	vez	en	2004	en	Sant	Cugat	del	Vallés	

(135)(136).	 Desde	 entonces,	 el	 mosquito	 no	 ha	 dejado	 de	 colonizar	 nuevos	 territorios,	

haciendo	que	a	día	de	hoy	esté	establecido	por	toda	la	cuenca	mediterránea	y	que	año	tras	

año	su	presencia	se	vaya	detectando	en	nuevas	regiones.	Recientemente	se	ha	establecido	

en	el	País	Vasco,	en	su	frontera	con	Francia,	y	también	se	han	detectado	introducciones	del	

mosquito	en	Extremadura	(137)(138).			

	

RIESGO	DE	CASOS	AUTÓCTONOS	

Hasta	 mediados	 del	 siglo	 XX,	 cuando	 Ae.	 aegypti	 aún	 era	 una	 especie	 habitual	 en	

ciertas	regiones	de	Europa,	ocurrían	brotes	de	VDEN	con	cierta	frecuencia,	siendo	uno	de	

los	últimos	registrados	el	que	ocurrió	en	Grecia	en	1927-1928	(133).	Tras	la	desaparición	

del	mosquito	no	volvieron	a	detectarse	casos	autóctonos	de	la	enfermedad.	Sin	embargo,	
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el	nuevo	establecimiento	de	los	vectores	junto	con	el	alto	número	de	viajeros	que	regresan	

de	zonas	endémicas	de	estos	arbovirus	ha	hecho	que	a	 comienzos	del	 siglo	XXI	estemos	

observando	nuevamente	casos	autóctonos	y	brotes	de	diferentes	arbovirosis	en	Europa.		

	

En	el	 año	2010	se	describieron	 los	primeros	 casos	de	VDEN	autóctono	en	Europa.	

Por	 un	 lado,	 se	 detectó	 un	 primer	 caso	 en	 Francia	 de	 un	 paciente	 que	 no	 había	 viajado	

previamente,	 pero	 había	 recibido	 visitas	 de	 unos	 amigos	 que	 residían	 en	 una	 zona	

endémica.	Un	tiempo	después	se	detectó	un	segundo	caso	en	el	mismo	vecindario	(139).	

Ese	mismo	año	un	paciente	que	regresaba	de	Croacia	 fue	diagnosticado	de	 infección	por	

VDEN	en	Alemania.	Era	el	primer	dato	que	hacía	sospechar	la	transmisión	de	VDEN	en	la	

zona,	 por	 lo	 que	 se	 inició	 un	 estudio	 que	 acabó	 encontrando	 otro	 caso	 de	 dengue	

autóctono	 en	 Croacia.	 Posteriores	 estudios	 serológicos	 obtuvieron	 resultados	 que	

respaldaban	la	hipótesis	de	que	el	virus	estaba	circulando	en	la	zona	(140).		

El	 VDEN	 causó	 un	 brote	 en	 la	 isla	 de	 Madeira	 en	 2012,	 en	 el	 que	 se	

diagnosticaron	más	de	2.100	casos	y	que	dio	lugar	a	casos	importados	en	múltiples	países	

europeos	(11).	Estudios	posteriores	mostraron	una	seroprevalencia	de	hasta	un	7,8%,	un	

porcentaje	de	afectados	mayor	de	 lo	calculado	 inicialmente	teniendo	en	cuenta	 los	casos	

confirmados	en	el	brote	(141).	En	este	caso	el	vector	fue	Ae.	aegypti.	

Otro	caso	de	dengue	autóctono	fue	descrito	en	Francia	en	2013,	siendo	el	caso	índice	

diagnosticado	tras	la	investigación	desarrollada	por	la	detección	del	caso	autóctono	(142).		

En	verano	de	2015	hubo	un	pequeño	brote	de	dengue	autóctono	en	Francia,	donde	

se	detectaron	7	casos	de	dengue	autóctono	y	se	pudo	identificar	al	caso	primario,	que	era	

un	paciente	que	había	 regresado	de	 la	Polinesia	 Francesa	 y	había	 sido	diagnosticado	de	

VDEN-1	a	su	regreso	a	Francia	(143).		

En	los	años	2018	y	2019	se	han	descrito	los	primeros	casos	autóctonos	de	dengue	en	

España.	En	2018	se	describieron	5	casos	en	la	región	de	Murcia,	tres	en	Agosto	y	otros	dos	

en	 Septiembre.	En	 Octubre	 se	 detectó	 un	 caso	 en	 Cataluña,	 sin	 relación	 con	 los	 casos	
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previos.	Todos	ellos	eran	VDEN-1	(144).	En	Septiembre	de	2019	se	ha	detectado	un	caso	

más	 en	 Cataluña.	 En	 Francia	 se	 han	 detectado	 cinco	 casos	 autóctonos	 entre	 Agosto	 y	

Septiembre	de	2019	(145).	En	todos	los	casos,	excepto	en	el	brote	de	Madeira,	el	vector	fue	

Ae.	albopictus.	 En	2019	se	ha	descrito	el	primer	 caso	autóctono	de	VDEN	en	España	por	

transmisión	 sexual,	 y	 segundo	 descrito	 en	 el	 mundo	 con	 esta	 vía	 de	 transmisión	

(https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/Communicable-disease-

threats-report-9-nov-2019.pdf).	

		

El	VCHIK	 causó	 los	primeros	 casos	 autóctonos	 en	Europa	 en	un	brote	 en	2007	en	

Italia.	 El	 caso	 índice	 fue	 un	 paciente	 que	 había	 regresado	 de	 India.	 Hubo	 337	 casos	

sospechosos	de	los	que	se	confirmaron	más	de	200	casos.	La	cepa	de	VCHIK	implicada	en	

este	brote	presentaba	la	mutación	A226V	(11).	En	2017	se	dieron	dos	brotes	en	Italia,	el	

primero	 en	 la	 región	 central	 y	 el	 segundo	 en	 el	 sur,	 derivado	 del	 primero.	 En	 total	 se	

dieron	 cerca	 de	 500	 casos	 y	 la	 cepa	 implicada	 no	 presentaba	 la	 mutación	 A226V	

(146)(147).	

	En	2010	se	detectó	el	primer	brote	en	Francia,	por	una	cepa	que	no	presentaba	la	

mutación	 A226V	 (11).	 Posteriormente,	 en	 2014	 se	 diagnosticaron	 12	 casos	 de	

chikungunya	en	Montpelier	(73)	y	en	2017	se	detectó	otro	brote	de	9	casos	autóctonos	en	

la	 región	 francesa	 de	 Var	 (148).	 En	 estos	 dos	 últimos	 brotes	 las	 cepas	 presentaban	 la	

mutación	A226V.	

En	España	por	el	momento	no	se	ha	registrado	ningún	caso	autóctono	de	VCHIK.	

	

La	 posibilidad	 de	 transmisión	 sexual	 de	 VZIK	 hizo	 que	 los	 primeros	 casos	

autóctonos	 tuvieran	 lugar	 por	 esta	 vía	 de	 transmisión,	 involucrando	 a	 pacientes	 que	

regresaban	 infectados	 de	 regiones	 donde	 había	 una	 epidemia	 activa	 por	 VZIK	 y	

transmitían	 la	 infección	 a	 pacientes	 que	 no	 habían	 viajado.	 Se	 describieron	 casos	 de	
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transmisión	 sexual	 en	 diferentes	 países	 Europeos	 (149)(150)(151)(152)	 y	 también	 se	

describieron	casos	de	afectación	neonatal	por	el	virus	(153).	

En	 Agosto	 de	 2019	 se	 han	 descrito	 los	 primeros	 casos	 de	 VZIK	 por	 transmisión	

vectorial	 en	Francia.	En	este	 caso	el	vector	habría	 sido	Ae.	albopictus,	 ya	que	es	el	único	

que	 se	 encuentra	 en	 la	 zona	 (154).	 En	 España	 no	 se	 ha	 detectado	 ningún	 caso	 de	

transmisión	autóctona	de	VZIK	hasta	el	momento	(sí	se	describieron	casos	de	transmisión	

sexual	 (https://www.redaccionmedica.com/secciones/sanidad-hoy/sanidad-confirma-

un-segundo-caso-en-espana-de-zika-por-transmision-sexual-8022)),	 pero	 un	 estudio	 ha	

demostrado	la	presencia	de	vectores	competentes	en	el	entorno	de	casos	importados,	por	

lo	que	existe	riesgo	de	que	se	den	casos	autóctonos	(Anexo	1).		

		

PREVENCIÓN	Y	CONTROL	

La	situación	actual	hace	que	cada	vez	sean	más	necesarios	los	protocolos	de	control	

de	arbovirosis.	Teniendo	en	cuenta	que	el	vector	ya	está	establecido	en	nuestro	medio,	hay	

que	 prestar	 especial	 atención	 a	 la	 introducción	 del	 virus,	 que	 ocurre	 normalmente	 en	

forma	de	viajeros	infectados	que	regresan	de	zonas	endémicas.		

Para	llevar	a	cabo	el	control	de	estas	arbovirosis	el	Ministerio	de	Sanidad,	Servicios	

Sociales	e	Igualdad	publicó	en	Abril	de	2016	el	“Plan	Nacional	de	Preparación	y	Respuesta	

frente	 a	Enfermedades	Transmitidas	por	Vectores.	 Parte	 I:	Dengue,	 chikungunya	y	Zika”	

(https://www.mscbs.gob.es/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/DocsZika/

Plan_Nac_enf_vectores_20160720_sin_CC.pdf),	 que	 tiene	 como	 objetivos	 mejorar	 los	

sistemas	 de	 vigilancia	 epidemiológicos	 y	 entomológicos,	 establecer	 criterios	 para	 la	

gestión	 del	 vector,	 reforzar	 mecanismos	 de	 coordinación	 y	 comunicación,	 apoyar	 la	

elaboración	 de	 planes	 autonómicos	 y	 locales	 y	 reforzar	 la	 comunicación	 del	 riesgo	 a	 la	

población.		
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Previamente	Cataluña	ya	contaba	con	el	protocolo	para	la	vigilancia	y	control	de	las	

arbovirosis	 importadas	 transmitidas	 por	 mosquitos	 en	 Cataluña	 (Protocol	 per	 a	 la	

vigilància	i	el	control	de	les	arbovirosis	importades	transmeses	per	mosquits	a	Catalunya,	

http://canalsalut.gencat.cat/web/.content/_Professionals/Vigilancia_epidemiologica/doc

uments/arxius/protocol_arbovirosis_cat.pdf),	cuyos	objetivos	principales	son	detectar	los	

casos	 de	 arbovirosis	 importados	 o	 autóctonos	 en	 Cataluña	 e	 implementar	 medidas	 de	

control	 epidemiológico	 y	de	 vectores,	 para	 tratar	de	 evitar	 la	 aparición	de	nuevos	 casos	

autóctonos.	 Es	 un	 protocolo	 que	 se	 actualiza	 con	 frecuencia	 para	 incluir	 las	 últimas	

recomendaciones	de	diagnóstico	y	vigilancia.	

	

La	epidemia	de	VZIK	que	comenzó	en	la	región	de	las	Américas	en	2015	propició	la	

declaración	de	una	Emergencia	de	Salud	Pública	de	 Importancia	 Internacional	por	parte	

de	la	OMS	debido	a	los	casos	de	fetos	con	microcefalia	que	se	detectaron	asociados	a	esta	

infección.	El	Ministerio	de	Sanidad,	 Servicios	 Sociales	 e	 Igualdad,	 con	el	 apoyo	de	varias	

asociaciones	científicas,	publicó	el	“Procedimiento	de	manejo	de	la	infección	por	virus	Zika	

durante	el	embarazo	y	en	recién	nacidos”,	que	se	actualizó	por	última	vez	en	Abril	de	2017	

(https://www.mscbs.gob.es/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/DocsZika/

BIS-Procedimiento-manejo-conjunto-Zika_20170428_sin_marca.pdf).			

En	Cataluña	existe	un	protocolo	de	actuación	frente	a	casos	de	fiebre	de	Zika		en	el	

ambito	obstétrico	y	pediátrico	de	Cataluña	(Protocol	d’actuació	davant	de	casos	de	febre	

vírica	 de	 Zika	 en	 l’àmbit	 obstètric	 i	 pediàtric	 de	 Catalunya	

http://canalsalut.gencat.cat/web/.content/_A-

Z/Z/zika/documents/ProtocolObstetric_prov.def.pdf).	 Este	 protocolo,	 actualizado	 por	

última	vez	en	Marzo	de	2019,	incluye	las	últimas	indicaciones	de	manejo	de	las	pacientes	y	

los	recién	nacidos,	así	como	los	algoritmos	diagnósticos	recomendados	para	confirmar	la	

infección	en	estos	casos.		
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El	diagnóstico	y	control	de	 las	arbovirosis	requiere	pruebas	diagnósticas	rápidas	y	

fiables	 que	 permitan	 clasificar	 correctamente	 los	 casos	 sospechosos.	 Para	 ello,	 hay	 que	

evaluar	 las	 técnicas	 diagnósticas	 disponibles	 para	 seleccionar	 las	 más	 idóneas	 en	 cada	

momento.	Hay	que	poner	especial	énfasis	en	la	circulación	simultánea	de	varios	virus	con	

cuadros	 clínicos	 solapados	 y,	 frecuentemente,	 relacionados	 genéticamente,	 lo	 que	

requerirá	 la	 reevaluación	 de	 las	 técnicas	 empleadas	 hasta	 el	 momento	 para	 valorar	 su	

utilidad	en	la	situación	actual.		
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ARTÍCULO	1	

Arbovirosis	 emergentes	 y	 reemergentes:	 dengue,	 chikungunya,	

Zika	 y	 fiebre	 del	 Nilo	 Occidental.	 Revisión	 de	 su	 distribución	

geográfica,	mecanismos	de	transmisión	y	diagnóstico.	

Autores:	

Izaskun	Alejo-Cancho,	Miguel	J.	Martínez	Yoldi,	María	Velasco	Arribas	y	Grupo	de	Trabajo	

de	 Enfermedades	 Emergentes	 de	 la	 Sociedad	 Española	 de	 Medicina	 Tropical	 y	 Salud	

Internacional	(SEMTSI)	

Revista,	volumen	(número):páginas,	fecha	de	publicación:	

Revista	de	Enfermedades	Emergentes,	19(1):	19-32,	2020	

Factor	de	impacto	–	Cuartil:	Revista	no	indexada	

Resumen:	

Los	 arbovirus	 no	 son	 un	 grupo	 filogenético,	 sino	 un	 conjunto	 de	 virus	

pertenecientes	 a	 distintas	 familias	 que	 comparten	 la	 vía	 de	 transmisión	 a	 través	 de	

artrópodos.	Hoy	día	suponen	una	amenaza	para	la	salud	global.	Suelen	ser	virus	ARN,	lo	

que	 les	 permite	 una	mayor	 adaptación	 a	 los	 huéspedes	 susceptibles	 y	 a	 cambios	 en	 el	

ambiente.	Muchos	arbovirus	causan	zoonosis	con	complejos	ciclos	de	transmisión	en	los	

que	 participan	 huéspedes	 vertebrados	 y	 artrópodos	 vectores.	 Los	 ciclos	 pueden	 ser	

enzoótico	 o	 selvático,	 doméstico	 y	 urbano.	 Los	 principales	 vectores	 de	 estos	 arbovirus	

son	mosquitos	de	los	géneros	Aedes	(virus	dengue,	chikungunya	y	Zika)	y	Culex	(virus	del	

Nilo	Occidental),	aunque	para	 los	diferentes	virus	también	se	han	descrito	otros	medios	

de	transmisión	como	trasplantes,	transfusiones	y	accidentes	de	laboratorio.	En	el	caso	del	

virus	 Zika	 también	 existe	 la	 transmisión	 sexual	 y	 vertical.	 Los	 virus	 analizados	 en	 esta	

revisión	 comparten	 en	 gran	 medida	 distribución	 geográfica	 (América	 Latina,	 África	
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subsahariana,	 subcontinente	 indio	 y	 Sudeste	 Asiático)	 con	 excepción	 del	 virus	 del	 Nilo	

Occidental,	que	presenta	mayor	diseminación	en	el	planeta.	Este	último	virus	es	el	único	

arbovirus	 de	 los	 cuatro	 que	 es	 autóctono	 en	 España.	 En	 los	 últimos	 20	 años	 se	 han	

producido	 grandes	 epidemias	 de	 estos	 arbovirus	 debido	 a	 la	 expansión	 de	 vectores	

competentes	y	a	la	introducción	de	virus	en	regiones	donde	no	se	habían	descrito	(virus	

Zika).	El	diagnóstico	de	estos	virus	puede	realizarse	por	técnicas	directas	como	reacción	

en	 cadena	 de	 la	 polimerasa	 con	 transcriptasa	 inversa	 (RT-PCR)	 en	 distintas	 muestras	

clínicas	 (sangre,	 orina,	 saliva,	 líquido	 cefalorraquídeo,	 etc.),	 con	 ventanas	 de	 detección	

diferentes	en	cada	caso	o	mediante	serología.	El	inconveniente	del	diagnóstico	serológico	

es	 la	 tasa	 de	 reacciones	 cruzadas	 que	 requieren	 la	 realización	 de	 pruebas	 de	

neutralización,	mucho	más	 complejas,	 para	 conseguir	 un	diagnóstico	más	 específico.	 Es	

necesario	 conocer	 la	 clínica,	 distribución	 y	 métodos	 diagnósticos	 de	 estas	 arbovirosis	

para	 poder	 realizar	 un	 correcto	 diagnóstico	 y	 tratamiento	 de	 las	 mismas	 en	 zonas	 no	

endémicas.	
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Summary

Arboviruses are not a phylogenetic group, but a group of viruses belonging to different families that share the 
route of transmission through arthropods. Today they pose a threat to global health. They are usually RNA viruses, 
which allows them greater adaptation to susceptible hosts and environmental change. Many arboviruses are 
zoonoses with complex transmission cycles involving vertebrate hosts and arthropod vectors. The cycles can be 
enzootic or wild, domestic and urban. The main vectors are mosquitoes of the genera Aedes (dengue, chikungunya 
and Zika virus) and Culex (West Nile virus). However, alternative transmissions mechanism have been described, 
such as transplantation, blood transfusion and laboratory exposure. Zika virus can also be transmitted sexually. 
The viruses analyzed in this review largely share geographical distribution (Latin America, sub-Saharian Africa, 
Indian subcontinent and Southeast Asia) with the exception of West Nile virus, which is the most widespread 
on the planet and is the only autochthonous arbovirus in Spain among the virus reviewed in this paper. Large 
epidemics of these arboviruses have occurred in the last 20 years due to the expansion of competent vectors 
and the introduction of viruses in regions where they had not been described (Zika virus). The diagnosis of these 
viruses can be made by direct techniques such as polymerase chain reaction with RT-PCR reverse transcriptase 
in different clinical samples (blood, urine, saliva, cerebrospinal fluid, etc.), with different detection windows in 
each case or by serology. The drawback of the serological diagnosis is the rate of cross reactions that require 
neutralization tests, much more complex, to achieve a more specific diagnosis. It is necessary to know the clinical, 
distribution and diagnostic methods of these arbovirosis to be able to make a correct diagnosis and treatment 
of them in non-endemic areas.

Key words:  
Arbovirus.  

Geographical distribution. 
Transmission. Diagnosis. 

Prevention.

Resumen

Los arbovirus no son un grupo filogenético, sino un conjunto de virus pertenecientes a distintas familias que 
comparten la vía de transmisión a través de artrópodos. Hoy día suponen una amenaza para la salud global. 
Suelen ser virus ARN lo que les permite una mayor adaptación a los huéspedes susceptibles y a cambios en el 
ambiente. Muchos arbovirus causan zoonosis con complejos ciclos de transmisión en los que participan hués-
pedes vertebrados y artrópodos vectores. Los ciclos pueden ser enzoótico o selvático, doméstico y urbano. Los 
principales vectores de estos arbovirus son mosquitos de los géneros Aedes (virus dengue, chikungunya y Zika) 
y Culex (virus del Nilo Occidental), aunque para los diferentes virus también se han descrito otros medios de 
transmisión como trasplantes, transfusiones y accidentes de laboratorio. En el caso del virus Zika también existe 
la transmisión sexual y vertical. Los virus analizados en esta revisión comparten en gran medida distribución 
geográfica (América Latina, África subsahariana, subcontinente indio y sudeste asiático) con excepción del virus 
del Nilo Occidental, que presenta mayor diseminación en el planeta. Este último virus es el único arbovirus de los 
4 que es autóctono en España. En los últimos 20 años se han producido grandes epidemias de estos arbovirus 
debido a la expansión de vectores competentes y a la introducción de virus en regiones donde no se habían 
descrito (virus Zika). El diagnóstico de estos virus puede realizarse por técnicas directas como reacción en cadena 
de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) en distintas muestras clínicas (sangre, orina, saliva, líquido 
cefalorraquídeo, etc.), con ventanas de detección diferentes en cada caso o mediante serología. El inconve-
niente del diagnóstico serológico es la tasa de reacciones cruzadas que requieren la realización de pruebas de 
neutralización, mucho más complejas, para conseguir un diagnóstico más específico. Es necesario conocer la 
clínica, distribución y métodos diagnósticos de estas arbovirosis para poder realizar un correcto diagnóstico y 
tratamiento de las mismas en zonas no endémicas.
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Introducción

El término arbovirus (arthropod-borne virus) hace referencia a 
un grupo heterogéneo de virus que se caracteriza por ser trans-
mitidos por vectores artrópodos (fundamentalmente mosquitos, 
garrapatas y moscas de la arena). Los arbovirus no son un grupo 
filogenético, sino un grupo de virus pertenecientes a distintas 
familias que comparten la vía de transmisión1. La mayoría de ellos 
son virus ARN (con la única excepción del género Asfavirus), lo 
que les permite adaptarse fácilmente a nuevos huéspedes y a 
cambios en el ambiente.

Muchos de los arbovirus causan zoonosis que se mantie-
nen mediante unos complejos ciclos de transmisión en los que 
participan huéspedes vertebrados y artrópodos vectores (Figura 
1). A grandes rasgos, los arbovirus presentan un ciclo enzoótico 
o selvático en el cuál la transmisión se da entre los vectores 
artrópodos y el principal huésped vertebrado. En este ciclo el 
animal salvaje no suele presentar clínica debida a la infección, o 
si la presenta es muy leve. El ciclo epizoótico o rural es aquel que 
tiene lugar entre el vector principal u otros vectores y animales 
domésticos o peridomésticos. Esto puede dar lugar a epidemias 
en animales que habitualmente no están expuestos al patógeno, 
causando una gran morbimortalidad. Finalmente, en el ciclo 
urbano, la transmisión ocurre principalmente entre humanos y 
vectores. Este ciclo se desarrolla tras la entrada en contacto del ser 
humano con alguno de los ciclos previos (el selvático o el rural). 
En algunos casos (virus dengue, virus chikungunya) el ciclo ur-
bano es suficiente para mantener la transmisión entre humanos, 
sin requerir los otros ciclos para la persistencia de la enfermedad 

en una región. Sin embargo, en otros casos como el del virus del 
Nilo Occidental, los humanos no son buenos amplificadores del 
virus, por lo que se convierten en huéspedes terminales que no 
pueden volver a infectar al vector y por lo tanto no permiten que 
se complete el ciclo. En estos casos los ciclos selvático y rural son 
los que tienen un papel importante en el mantenimiento de la 
enfermedad, mediante la presencia de huéspedes vertebrados 
que son buenos amplificadores del virus2. 

Los arbovirus son una importante causa de enfermedad 
a nivel mundial3. Un gran número de los arbovirus conocidos 
circulan en regiones tropicales y subtropicales, donde hay gran 
abundancia de vectores competentes. El virus dengue (DENV) y 
el virus del Nilo Occidental (VNO) son dos ejemplos de arbovirus 
con una amplia distribución mundial (Figura 2)4,5. Otros arbovirus 
tienen una distribución geográfica más limitada, siendo endé-
micos de regiones donde se encuentran los vectores y las con-
diciones óptimas para su transmisión. No obstante, la expansión 
de vectores competentes y la introducción de virus en regiones 
donde previamente no se habían descrito ha dado lugar en los 
últimos años a grandes epidemias de diferentes arbovirus, como 
la de VNO en Nueva York en 19996, las de chikungunya en la isla 
La Reunión en 2005 y en las Américas en 20137 y la más reciente 
epidemia de Zika que comenzó en Brasil en 20158.

La emergencia de los arbovirus no puede explicarse por 
un único factor9-11. La globalización, con viajes internacionales 
cada vez más frecuentes y rápidos; la expansión de vectores 
competentes; el establecimiento del ser humano en regiones 
previamente no urbanizadas, la posibilidad de mutaciones virales 
o el comportamiento humano son algunos de los factores que 

Figura 1. 1A. Ciclo de transmisión de los virus dengue, Zika 
y chikungunya. Los principales hospedadores vertebrados 
son representados arriba del ciclo y los vectores artrópodos 
abajo: Aedes agypti/Ae. albopictus para el ciclo urbano y 
otras especies de Aedes para el ciclo selvático. 1B.  Ciclo de 
transmisión del virus del Nilo Occidental. El ser humano y 
caballos son huéspedes terminales y los vectores artrópodos 
son Culex y Aedes.

1A 1B

Figura 2. Mapas de áreas con transmisión autóctona soste-
nida de dengue (A), chikungunya (B), Zika (C) y virus del Nilo 
Occidental (D). La falta de datos en algunas regiones puede 
hacer que las áreas de riesgo sean mayores.
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juegan un papel importante en la emergencia y re-emergencia 
de estos patógenos. 

Debido a su amplia distribución y a las recientes epidemias, es 
de vital importancia la sospecha clínica ante los casos sugestivos 
de arbovirosis. Se requieren también herramientas adecuadas 
para realizar un diagnóstico etiológico rápido y certero de estos 
cuadros, que permita implementar las medidas de control y te-
rapéuticas adecuadas frente a cada patógeno. El diagnóstico de 
laboratorio de las arbovirosis se basa en técnicas de detección 
directa y en técnicas serológicas o indirectas12,13. Las técnicas di-
rectas incluyen el aislamiento del virus, la detección del genoma 
viral mediante reacción en cadena de la polimerasa con trans-
criptasa inversa (RT-PCR, del inglés reverse transcription polymerase 
chain reaction), y la detección de antígenos virales. Estas técnicas 
pueden llevarse a cabo durante la fase aguda, cuando el virus 
o sus compuestos se encuentran en el organismo. Aportan un 
diagnóstico de confirmación, pero la ventana de tiempo en la 
que pueden realizarse es por lo general limitada (según el periodo 
de viremia o de excreción de cada patógeno). 

Las técnicas indirectas o serológicas se basan en la detección 
de anticuerpos producidos frente al patógeno. Estas permiten 
ampliar la ventana diagnóstica, pero requieren muestras parea-
das para confirmar el diagnóstico mediante seroconversión o 
aumento de título. Además hoy en día, con múltiples arbovirus 
de la misma familia circulando en las mismas regiones, las pruebas 
serológicas muestran graves problemas de reacciones cruzadas 
que limitan su utilidad diagnóstica14. En la medida de lo posible, 
se debe combinar el uso de técnicas directas e indirectas a fin de 
incrementar las posibilidades de un diagnóstico de confirmación.

Los arbovirus representan hoy en día una importante amena-
za para la salud global9,15. La sospecha clínica y unas herramientas 
diagnósticas adecuadas son indispensables para hacer frente a 
este problema y tratar de evitar la expansión de estas enfermeda-
des. El objetivo de este trabajo es revisar la distribución geográfica, 
transmisión y diagnóstico de cuatro de los arbovirus con mayor 
importancia actual: DENV, CHIKV, ZIKV y VNO. 

Dengue

Aunque no se sabe con seguridad, se cree que el término 
dengue deriva de la frase en swahili “ki-dinga pepo”, que quiere 
decir calambre causado por un mal espíritu. El DENV es un ar-
bovirus del género Flavivirus, familia Flaviviridae, del que se han 
descrito cuatro serotipos diferentes (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y 
DENV-4). Se considera la enfermedad viral transmitida por mos-
quitos más prevalente a nivel mundial, con una estimación de 
390 millones de infecciones por DENV al año, 96 millones de las 

cuales producen enfermedad clínica4. En 2013 se sugirió la exis-
tencia de un quinto serotipo (DENV-5) en muestras de suero de 
una epidemia de malaria ocurrida en 200716, si bien este hallazgo 
no ha sido suficientemente confirmado. 

istribución geográfica

Se cree que DENV se originó en el continente africano y 
durante los siglos XVIII y XIX se expandió por todas las regiones 
tropicales, acompañando la expansión de su principal vector 
Aedes aegypti17. En siglos posteriores la introducción de dife-
rentes serotipos y nuevas cepas en dichas regiones derivó en la 
situación actual, en la que la mayoría de regiones tropicales son 
hiperendémicas, es decir, múltiples serotipos circulan en ellas de 
forma simultánea. 

En la actualidad, el DENV se encuentra en regiones tropica-
les y subtropicales, afectando aproximadamente a 125 países y 
poniendo en riesgo a 2.500 millones de personas, casi la mitad 
de la población mundial4. Su distribución abarca países del Su-
deste Asiático, Centro y Sudamérica, Pacífico occidental y África, 
afectando así a 5 de las 6 regiones definidas por la OMS (todas 
excepto la europea; https://www.who.int/about/regions/es/). 

Algunos factores como la expansión de los vectores y la rapi-
dez de los viajes internacionales hacen que el riesgo de introducir 
DENV en nuevas zonas sea alto, dando lugar a epidemias por 
nuevos serotipos en zonas endémicas o brotes en lugares pre-
viamente no endémicos15. Así, se han descrito casos autóctonos 
aislados o pequeños brotes en algunos países europeos, como 
Francia y Croacia18-20 e incluso grandes epidemias, como la descri-
ta en la isla portuguesa de Madeira en 201221. Recientemente se 
han descrito también 6 casos autóctonos de dengue en España22.

Transmisión

La principal vía de transmisión del DENV es la picadura de 
mosquitos hembra del género Aedes. En el caso del DENV el 
ciclo urbano es el que mantiene la presencia de la enfermedad 
en zonas endémicas, teniendo el ciclo selvático en el que toman 
parte primates no-humanos un papel de dudosa importancia 
desde el punto de vista de salud pública.

Aedes aegypti es el vector principal y el que se encuentra más 
ampliamente distribuido en las zonas endémicas. El mosquito 
Aedes albopictus, también conocido como mosquito tigre, es 
igualmente capaz de transmitir la enfermedad, aunque su capa-
cidad como vector es inferior a la de Aedes aegypti. No obstante, 
el mosquito tigre es de gran importancia por su capacidad para 
expandirse y colonizar nuevas áreas, como ha ocurrido en la 
región Europea23.
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Tanto Ae. aegypti como Ae. albopictus son mosquitos de 
actividad diurna, por lo que las mosquiteras impregnadas con 
insecticida que se emplean para controlar otras enfermedades 
transmitidas por mosquitos nocturnos son menos eficientes 
en este caso. Aedes aegypti habita principalmente en ambien-
tes peridomésticos de regiones tropicales y subtropicales y es 
principalmente antropófilo, alimentándose tanto en ambientes 
exteriores como interiores24. Es frecuente su patrón de alimen-
taciones parciales, picando varios individuos durante la ingesta. 
Esta especie de mosquito cría en pequeños reservorios de agua 
como floreros o pequeños recipientes de agua y existe transmi-
sión vertical del virus desde la hembra del mosquito a los huevos 
que deposita. Los hábitats de ambas especies son similares, 
necesitando únicamente pequeños depósitos de agua para 
criar23. En general, Ae. albopictus es abundante en zonas rurales 
y periurbanas, puede sobrevivir en zonas más templadas (al 
contrario que Ae. aegypti) y se alimenta de diferentes especies 
de animales, aunque en ambientes urbanos tiene un compor-
tamiento principalmente antropofílico25. El rango medio de 
temperatura en el que ocurre la transmisión oscila entre 18-34 
ºC, siendo máxima entre 26 y 29 ºC26.

Los mosquitos se infectan al alimentarse de la sangre de una 
persona en fase virémica (fase aguda de la enfermedad en la 
que el virus circula en la sangre del paciente). En ese momento 
comienza el periodo de incubación extrínseco, que es el que 
transcurre entre la ingesta de la sangre hasta que el virus alcan-
za las glándulas salivares del mosquito, momento en el cual se 
vuelve infeccioso. El periodo de incubación extrínseco puede 
durar unos 8-12 días, pero se ve afectado por factores como la 
temperatura, siendo más breve en ambientes más cálidos. El 
periodo de incubación intrínseco es el que va desde la infección 
(tras la picadura del mosquito) hasta la aparición de los síntomas 
en el ser humano (3-14 días)27.

Además de la transmisión vectorial se han descrito otras vías 
de transmisión menos frecuentes, como la transmisión a partir 
de transfusiones sanguíneas o trasplantes de órganos, accidentes 
de laboratorio o transmisión vertical durante el embarazo28,29. 

Diagnóstico

La infección por DENV puede ser asintomática o provocar 
desde un cuadro leve hasta un cuadro grave con síntomas hemo-
rrágicos30. Entre los síntomas más frecuentes se encuentran cefa-
lea, fiebre, rash, malestar general, mialgias, etc. Los síntomas son 
muy inespecíficos, por lo que se requieren pruebas específicas 
para realizar un diagnóstico etiológico que permita diferenciarlo 
de otras enfermedades tropicales. 

La detección del genoma viral mediante RT-PCR puede 
llevarse a cabo durante el periodo virémico, desde 24-48 horas 

antes del inicio de los síntomas hasta 5-6 días después del inicio, 
detectándose en casos aislados hasta 8 días después del inicio de 
los síntomas. Otro método de diagnóstico directo de gran utilidad 
en el caso de la infección por DENV es la detección de antígeno 
NS1 circulante. Esta también se detecta durante el periodo virémi-
co y puede prolongar un poco más la ventana de diagnóstico. La 
detección de antígeno puede llevarse a cabo mediante técnicas 
rápidas como las basadas en inmunocromatografía, que permiten 
la obtención de resultados en escasos minutos, pero presentan 
una sensibilidad limitada. Otro método para la detección de 
antígeno NS1 es el ELISA, el cual tiene un mayor rendimiento 
diagnóstico pero es una técnica más lenta y laboriosa27.

La RT-PCR puede emplearse también en muestras de orina 
y saliva. La orina puede dar resultados positivos entre los días 
6 y 16 tras el inicio de los síntomas, lo que permitiría ampliar la 
ventana diagnóstica31.

Los anticuerpos IgM, una de las pruebas más empleadas a 
nivel global para el diagnóstico, pueden detectarse a partir de 3-5 
días tras el inicio de los síntomas y pueden persistir positivos unos 
meses32. Los anticuerpos IgG positivizan unos 7-10 días tras el 
inicio del cuadro y se mantienen positivos durante toda la vida31.

El DENV presenta una peculiaridad que no se da en otros ar-
bovirus, y es que una persona a lo largo de la vida puede padecer 
la infección hasta 4 veces, una por cada uno de los serotipos. La 
primera infección por dengue, sea cual sea el serotipo, se cono-
ce como dengue primario. A partir de esta infección, todas las 
posteriores se conocen como dengue secundario. La infección 
por un segundo serotipo de dengue puede dar un cuadro clínico 
más grave que el del dengue primario. Uno de los mecanismos 
más aceptados que explican este fenómeno es la potenciación 
inmunitaria o ADE (Antibody Dependent Enhancement). Brevemen-
te, los anticuerpos presentes frente al serotipo previo se unen al 
virus pero no son capaces de neutralizarlo y acaban favoreciendo 
su multiplicación en células como los macrófagos causando una 
infección más grave33. Sin embargo, también son posibles casos 
de dengue severo e incluso hemorrágico en infecciones primarias 
y otros mecanismos fisiopatogénicos además del ADE pueden 
jugar un papel en el desarrollo de cuadros severos por dengue.

El diagnóstico del dengue secundario tiene unas caracte-
rísticas que difieren del diagnóstico del dengue primario. En el 
dengue secundario al inicio de la infección pueden detectarse 
anticuerpos IgG frente al dengue previo, y la respuesta IgM 
frente al episodio actual puede ser baja o nula. Estos anticuerpos 
circulantes pueden ligarse al antígeno NS1 formando inmuno-
complejos que dificultan su detección, por lo que la sensibilidad 
de la detección de antígenos disminuye en las infecciones se-
cundarias. Por todo ello, el diagnóstico de dengue secundario 
puede alcanzarse mediante detección del genoma por RT-PCR 
en presencia de una IgG positiva31.
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Se obtiene el diagnóstico de confirmación para DENV (Ta-
bla 1) mediante las técnicas directas o con la observación de 
seroconversión o de un aumento de cuatro veces del título de 
anticuerpos en dos muestras pareadas. Una IgM aislada sólo 
permitirá etiquetar el caso como probable34. 

El diagnóstico de DENV se ha visto dificultado por la circu-
lación de diferentes flavivirus en la misma región. Los resultados 
obtenidos por serología han de ser tomados con cautela, ya que 
se ha observado un alto grado de reactividad cruzada entre DENV 
y ZIKV. Las técnicas de neutralización son las más específicas, 
pero su realización es costosa, compleja y laboriosa, y para ser 
correctamente interpretadas deben realizarse frente a todos los 
flavivirus circulantes en la región y en muestras pareadas, por lo 
que no se emplean para el diagnóstico de rutina. Actualmente, 
se recomienda realizar algoritmos diagnósticos que permitan un 
diagnóstico simultáneo de DENV, CHIKV y ZIKV35. 

hikungunya

El virus chikungunya es un virus del genero Alphavirus, familia 
Togaviridae. Se han descrito tres genotipos principales (Asiático, 
ECSA (Este/Centro/Sur Africano) y genotipo del África del oeste)36; 
el linaje del océano índico (IOL) deriva del ECSA). El chikungun-
ya está relacionado con otros alphavirus que también causan 
cuadros clínicos de fiebre y artralgias (O’nyong-nyong, Barmah, 
Ross River, Semliki, Mayaro y Sindbis). El nombre chikungunya en 
el dialecto Makonde de Tanzania quiere decir “enfermedad que 
dobla las articulaciones”, nombre que hace referencia a las inca-
pacitantes artralgias e incluso artritis que provoca la infección37.

istribución geográfica

El CHIKV se describió por primera vez durante un brote en 
Tanzania en 195237, pero se cree que probablemente llevaba 
siglos circulando en África y que ya se importó a Asia y América 
durante los siglos XVIII y XIX mediante el comercio de esclavos, 

en barcos gracias a los cuales también se expandió el vector 
Aedes aegypti24. De hecho, se cree que algunos de los brotes de 
dichas épocas clasificados como dengue, pudieron deberse en 
realidad al virus chikungunya según las descripciones clínicas 
de los mismos38.

No obstante, no fue hasta 1952 cuando se describió formal-
mente su presencia en Tanzania, y posteriormente en Uganda y 
en otros países sub-saharianos. La primera descripción del virus 
fuera de África se hizo en 1958, en un brote en Tailandia36. 

En 2004 se describió la aparición de una nueva cepa derivada 
del genotipo ECSA originada en Kenia, la cepa del África del oeste, 
que causó grandes brotes en islas del Océano Índico, entre los 
que cabe destacar el brote de la isla La Reunión39. 

Como consecuencia de esta expansión epidémica, numero-
sos países comenzaron a detectar infecciones por chikungunya 
en sus viajeros. Uno de ellos proveniente de la India dio lugar 
a una epidemia de la enfermedad en Italia en 200740, donde 
se detectaron más de 200 casos y el vector responsable de la 
transmisión fue Aedes albopictus. Este evento alertó sobre el riesgo 
de introducción de CHIKV en zonas hasta ahora libres de enfer-
medad y posteriormente, en los años 2010 y 2014 se notificaron 
algunos casos autóctonos en Francia41,42. En 2017 se reportaron 
nuevamente casos en Francia y un brote epidémico en Italia43,44.

En 2013 el CHIKV se introdujo en el continente Americano, 
detectándose su transmisión rápidamente en más de 45 países y 
causando más de 1,7 millones de casos. Se ha estableció de forma 
endémica en el continente Americano, si bien tras la explosiva 
epidemia inicial ahora circula a un nivel notablemente más bajo.

Transmisión

La transmisión de CHIKV depende de los mosquitos del géne-
ro Aedes. En África predominan los ciclos enzoóticos que afectan a 
primates no-humanos, en los cuales diferentes especies de Aedes 
han sido descritas como posibles transmisores (Ae. africanus, Ae. 
furcifer, Ae. Taylori, etc…) mientras que en Asia predominan los 
ciclos de transmisión urbana en los que Ae. aegypti es el principal 
vector, seguido de Ae. Albopictus45. Debido a su hábitat natural 
Ae. albopictus suele ser vector en ciclos rurales o epizoóticos, no 
obstante, en las zonas donde no se ha detectado presencia de 
Ae. aegypti se ha constatado que Ae. albopictus ha tenido el papel 
de principal vector en ciclos urbanos.

 En el brote descrito en la isla La Reunión en 2005 se detectó 
que las cepas presentaban una mutación de la glicoproteína E1 
en la posición 226 (mutación A226V9). Esta mutación aumentaba 
la eficiencia como vector de Ae. albopictus46, pudiendo detectar 
el virus en las glándulas salivares del mosquito a partir del día 2 
post-infección (suponiendo una reducción del periodo de incu-

Tabla 1. Criterios de laboratorio para el diagnóstico de 
virus dengue.

Dengue probable Dengue confirmado

Una de las siguientes: Una de las siguientes:
-  IgM positiva aislada - RT-PCR positiva 
  - Cultivo viral positivo 
  - Detección de antígeno NS1 
  - Detección de IgM específica y  
     confirmación con neutralización 
  - Seroconversión o aumento de  
     cuatro veces el título en muestras  
     pareadas
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bación extrínseco). Esta mutación aumenta la capacidad vectorial 
de Ae. albopictus, que cuenta con una distribución geográfica 
más amplia, lo que podría haber contribuido a la expansión de 
CHIKV en los últimos años.

Además de la transmisión vectorial, se han descrito casos de 
transmisión vertical de CHIKV, con una mayor tasa de transmisión 
cuando más cerca esté el momento del parto. La morbimortali-
dad de estos casos es elevada47. No hay evidencia de transmisión 
sexual, a pesar de haberse encontrado el virus en semen48, ni 
tampoco transmisión durante la lactancia. 

Otra vía de transmisión sería la exposición laboral a sangre 
de pacientes infectados y las transfusiones sanguíneas o los tras-
plantes de órganos en los que el donante estuviese infectado49.

Diagnóstico

El cuadro clínico de la infección por CHIKV cursa con fiebre, 
rash y unas artralgias muy incapacitantes que se pueden acabar 
cronificando. No todos los pacientes muestran todos los sínto-
mas ni con la misma intensidad, por lo que la clínica no permite 
diferenciar bien el cuadro de otras arbovirosis. 

El diagnóstico de laboratorio puede alcanzarse mediante téc-
nicas de RT-PCR en el periodo virémico, hasta 8 días tras el inicio 
de los síntomas, o mediante aislamiento del virus50. Actualmente, 
aunque existen algunos ensayos, no existen técnicas de detec-
ción de antígeno ampliamente utilizadas para el diagnóstico de 
CHIKV de la forma que ocurre para DENV.

El diagnóstico serológico se basa en la detección de anticuer-
pos IgM e IgG. La IgM aparece aproximadamente a los 5 días tras 
el inicio de los síntomas, pudiendo persistir durante semanas o 
meses. La conversión de IgG puede observarse a partir de las 
dos semanas desde la infección y puede mantenerse positiva 
de por vida.

Los criterios de laboratorio para el diagnóstico de casos de 
infección por CHIKV son los descritos en la Tabla 234.

Zika

El virus Zika (ZIKV) es un virus del género Flavivirus, familia 
Flaviviridae. Se conocen dos linajes del mismo, uno africano y otro 
asiático, siendo este último el predominante y el causante de las 
últimas epidemias51,52. Algunos estudios sugieren la existencia de 
un tercer linaje (Africa 2) que representaría una etapa intermedia 
entre las cepas africanas y las cepas asiáticas53. Se consideraba un 
arbovirus de escaso potencial patógeno54 hasta que las últimas 
epidemias han mostrado su relación con la microcefalia en hijos 
de mujeres infectadas durante el embarazo, y con el síndrome 
de Guillain Barre.

istribución geográfica

ZIKV fue descrito por primera vez en 1947 en el bosque Zika 
en Uganda, donde se llevaban a cabo estudios sobre el ciclo 
enzoótico de la fiebre amarilla subvencionados por la Fundación 
Rockefeller55. El virus se aisló por primera vez en un primate no 
humano, y no fue hasta 1954 cuando se describieron los pri-
meros casos en humanos en Nigeria. En los años posteriores se 
diagnosticaron casos esporádicos en África. La primera detección 
del virus en Asia ocurrió en Malasia en 1966. Los estudios de se-
roprevalencia parecían mostrar una amplia distribución del virus 
en África y Asia56, si bien el número de casos de enfermedad en 
humanos descrito era muy bajo57,58. 

En 2007 tuvo lugar el que fue el primer brote importante 
de la enfermedad, en la isla de Yap (Micronesia)59. Estudios de 
seroprevalencia mostraron que cerca del 75% de la población 
se vio afectada por el mismo. 

A partir del año 2013 se detectó la presencia de Zika en la 
Polinesia Francesa, tras una introducción probablemente desde 
el sudeste asiático60. A finales de 2014 aparecieron los primeros 
casos de ZIKV en el nordeste de Brasil y el virus continuo su ex-
pansión dando lugar a una epidemia de grandes dimensiones61. 
Además, la asociación de la infección por ZIKV con los casos de 
microcefalia provocaron la declaración de una emergencia de 
salud pública de importancia internacional (ESPII) por parte de 
la Organización Mundial de la Salud (OMS) en febrero de 2016.

En los últimos años también se han detectado brotes de ZIKV 
en África (Cabo Verde) y Singapur62,63.

Transmisión

Al igual que DENV y CHIKV, ZIKV se transmite por la picadura 
de la hembra de mosquito Aedes infectada. Se han descrito múl-
tiples especies dentro del género Aedes como vectores poten-
ciales de este virus, pero se considera que el principal vector es 

Tabla 2. Criterios de laboratorio para el diagnóstico de 
virus chikungunya y Zika.

Chikungunya y  Chikungunya y Zika 
Zika probables confirmados

Una de las siguientes: Una de las siguientes:
- IgM positiva aislada - RT-PCR positiva
 - Cultivo viral positivo
 - Seroconversión o aumento de  
    cuatro veces el título en  
    muestras pareadas
 - Detección de IgM específica y 
    confirmación por neutralización
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Ae. aegypti. El mosquito Ae. albopictus también parece ser capaz 
de transmitir la enfermedad y Aedes hensilii se postula como el 
vector principal en el brote de Yap64, donde era la especie de 
mosquito más abundante. En el brote de la Polinesia Francesa 
además de Ae. aegypti y Ae. albopictus, Ae. polynesiensis también 
pudo actuar como vector. Se han realizado múltiples estudios 
sobre mosquitos naturalmente infectados y sobre la capacidad 
de diferentes especies para transmitir el virus, sin embargo, aún 
está por determinar la capacidad de algunas especies del género 
Aedes y de otros géneros vectoriales como transmisores de ZIKV65. 
Los estudios con mosquitos del género Culex, aunque algunos 
presentan resultados contradictorios, no parecen indicar que el 
virus pueda transmitirse por estos vectores.

Hasta las más recientes epidemias, se creía que ZIKV se 
mantenía en ciclos selváticos en primates, siendo los humanos 
huéspedes terminales. No obstante, la ausencia de primates en 
el brote de Yap y la rápida expansión observada en los recientes 
brotes hacen pensar que se ha desarrollado un ciclo urbano de 
transmisión56.

La irrupción de ZIKV a nivel global ha supuesto un cambio de 
paradigma, ya que se trata del primer arbovirus que además de 
por vía vectorial, ha demostrado consistentemente transmitirse 
también por vía sexual. Esta transmisión se ha descrito princi-
palmente de hombres a mujeres66, pero también de mujeres 
a hombres67 y entre hombres68. Una revisión sistemática de los 
casos descritos prueba que es una vía de transmisión válida y que 
la transmisión puede darse a partir de pacientes asintomáticos y 
largo tiempo después de haber estado expuesto al virus69. 

Inicialmente la OMS y los Centers for Disease Control (CDC) 
recomendaban un periodo de ocho semanas de relaciones prote-
gidas para evitar la transmisión por vía sexual, que posteriormente 
y tras analizar los datos que se iban obteniendo, se aumentó a seis 
meses tras la presentación de los síntomas o desde el momento 
en el que acabó la posible exposición al virus70. Recientemente 
CDC ha publicado sus nuevas recomendaciones, en donde re-
bajan a tres meses el periodo a esperar antes de tener relaciones 
sexuales desprotegidas71. En el caso de embarazo, se recomienda 
abstinencia o relaciones protegidas durante todo el embarazo 
por el riesgo de afectación fetal en caso de infección. 

En los casos de ZIKV puede observarse transmisión vertical 
durante el embarazo. La transmisión intrauterina de la infección 
puede dar lugar a malformaciones fetales, siendo la microcefalia 
una de las manifestaciones más características. En estos casos, el 
ZIKV se ha podido aislar en líquido amniótico, placenta y tejidos 
fetales72. El efecto de haber padecido infecciones seriadas por 
flavivirus es difícil de determinar y no está claro en la actualidad, 
aunque algunos estudios sugieren que infecciones previas por 
dengue podrían aumentar la posibilidad de efectos adversos 

por Zika73. También se ha descrito la presencia de partículas vi-
rales en la leche materna, si bien no se ha podido establecer su 
potencial infectivo74. La transmisión intrauterina se ha descrito 
también para otros arbovirus, incluyendo los analizados en esta 
revisión. No obstante, aunque se han descrito casos puntuales de 
pérdidas fetales y algún caso de afectación del recién nacido tras 
la infección, ninguno de ellos se ha asociado a malformaciones 
del mismo modo que ZIKV75. 

Finalmente, al igual que en otros arbovirus, la transmisión 
puede deberse a la exposición laboral a muestras infectivas, por 
transfusiones sanguíneas o por trasplantes de órganos76.

Diagnóstico

La infección por ZIKV se caracteriza por fiebre, rash, artralgias 
y conjuntivitis no purulenta, si bien las infecciones asintomáticas 
se consideran muy frecuentes y podrían ser mayoritarias. La 
clínica puede ser similar a la de otras arbovirosis, por lo que es 
necesario realizar un diagnóstico etiológico mediante técnicas 
de laboratorio.

Al igual que el resto de arbovirosis tratadas en esta revisión, el 
diagnóstico de ZIKV puede alcanzarse mediante técnicas directas, 
dentro de las cuales destaca la RT-PCR que puede ser positiva en 
sangre durante una semana y en orina hasta 10-20 días después 
del inicio de los síntomas. ECDC emitió unas recomendaciones 
iniciales sobre el tipo de muestra a analizar en función del tiempo 
desde el inicio de los síntomas77. No obstante, nuevos estudios 
muestran una ventana de detección más amplia de la recomen-
dada al comienzo de la epidemia78,79. Un reciente estudio muestra 
que la RT-PCR puede persistir positiva en suero hasta 2 semanas 
después del inicio de los síntomas, siendo mucho más amplio 
en mujeres embarazadas80; y hasta una semana en orina, por lo 
que las recomendaciones actuales de los CDC se han adaptado 
a estos datos y recomiendan testar suero y orina hasta 14 días 
después del inicio de los síntomas81. El empleo de sangre total 
en lugar de suero también parece aumentar la sensibilidad y 
la ventana de detección82. En el caso de las embarazadas, se 
recomienda la realización de RT-PCR hasta 12 semanas después 
de los síntomas o de la exposición en los casos asintomáticos, 
debido a las viremias prolongadas que se han descrito en este 
grupo de pacientes.

Además de en suero y orina, se ha detectado la presencia de 
RNA de ZIKV en otras muestras biológicas como saliva y líquido 
cefalorraquídeo80,83. Se ha puesto especial énfasis en la detección 
del virus en muestras genitales, debido a su potencial transmisión 
por vía sexual. Las muestras de exudado vaginal no parecen ser 
positivas durante un largo periodo de tiempo80, mientras que el 
virus se ha encontrado en semen en periodos superiores a los 
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6 meses84. La detección de RNA no es sinónimo de virus viable 
e infectivo, y el periodo máximo de detección de virus viable 
es de 69 días85,86, aunque la mayoría de estudios no muestran 
infectividad más allá de los 30 días87.

El diagnóstico serológico se basa en la detección de anti-
cuerpos IgM e IgG frente al virus. La IgM aparece a partir del 5º 
día y en caso de ser positiva se recomienda una nueva toma 2-3 
semanas después para evaluar la seroconversión. La IgM podría 
mantenerse negativa en caso de haber padecido una infección 
por DENV previamente88. Algunos estudios han descrito la posi-
bilidad de que en algunos casos no se observe seroconversión, 
lo cual podría implicar que no se pueda llegar al diagnóstico del 
cuadro en algunos casos89. La alta tasa de reacciones cruzadas 
con anticuerpos frente a DENV hace que el diagnóstico sero-
lógico sea difícil y requiere el desarrollo de nuevas técnicas de 
diagnóstico serológico que minimicen las reacciones cruzadas. 
Se recomienda la realización de pruebas de neutralización para 
alcanzar un diagnóstico más certero, pero son técnicas laboriosas, 
complejas y limitadas a laboratorios de referencia, por lo que 
no son de utilidad para el diagnóstico rutinario. Además, estas 
técnicas requieren la realización en paralelo de dos muestras, una 
aguda y otra convaleciente, y el estudio en paralelo de la reacción 
frente a todos los flavivirus circulantes en la zona, por lo que la 
interpretación de las mismas resulta compleja. 

Los criterios de laboratorio para el diagnóstico de infecciones 
por ZIKV se muestran en la Tabla 234.

irus del Nilo Occidental

El virus del Nilo Occidental (VNO) es un arbovirus del género 
Flavivirus, familia Flaviviridae. Se han descrito diversos linajes, de 
los cuales los linajes 1 y 2 son los principales causantes de brotes 
en humanos. El linaje 1 se divide a su vez en tres sublinajes: 1a, 
localizado en África, Oriente Medio, Europa y América; 1b, llamado 
también virus Kunjin, que circula en ciclos enzoóticos en Australia, 
y el 1c localizado en India. El linaje 2 circula en ciclos enzoóticos 
en África y se ha descrito en los últimos años en Europa Central90 
y recientemente en aves en Cataluña91. Los linajes 3 y 4 se han 
descrito en Europa pero su importancia médica está por deter-
minar y el linaje 5 parece estar presente únicamente en India9. 

istribución geográfica 

El VNO se aisló por primera vez en Uganda en 1937 y fue 
causante de brotes esporádicos en África, Asia y Australia. Poste-
riormente se detectó su circulación en el sur de Europa. En 1999 
se detectó su presencia en Nueva York por primera vez y en los 
años posteriores se expandió rápidamente por todos los Estados 

Unidos, América Central, Sudamérica y Canadá, dando lugar a 
una epidemia con miles de personas afectadas6.

Así, hoy en día, el VNO presenta una extensa distribución a 
nivel mundial, estando presente en el sur de Europa, América, 
África, Oriente Medio, Rusia occidental, sudeste asiático y Aus-
tralia, debido probablemente a la capacidad del virus de infectar 
numerosas especies de mosquitos y aves92. La introducción, 
epidemia y posterior establecimiento endémico del VNO en 
Estados Unidos es un claro ejemplo del potencial emergente de 
un arbovirus. Se han producido varios brotes de VNO durante las 
últimas décadas. Por ejemplo, se diagnosticaron casos autóctonos 
de fiebre humana del Nilo Occidental en 2010-2015 en Grecia e 
Italia, 624 y 148 casos respectivamente93. Durante el año 2018, 
se produjo un número récord de casos con más de 1500 infec-
ciones humanas por VNO y un total de 180 muertes en Europa94 
siete veces más que el número de infecciones reportadas en el 
año anterior.

En España se tiene constancia de la circulación de al menos 
tres linajes: 1, 2 y 495,91,96. El primer caso humano se describió en 
2004, y el primer brote en humanos y caballos en 2010. En 2016 
se dio otro brote en Andalucía97 y recientemente se ha diagnos-
ticado un caso importado de Rumanía de VNO linaje 2 (datos 
sin publicar), probablemente relacionado con el mayor número 
de casos detectados en Europa durante 201897,98. Además de los 
casos en humanos, se han ido produciendo brotes anuales en 
caballos desde 2016 y hay datos serológicos que sustentan la 
presencia del virus en aves en Andalucía. Todos los casos obser-
vados en humanos y animales, así como las evidencias obtenidas 
en estudios de seroprevalencia indican que el VNO circula en 
nuestro medio, si bien parece que a un nivel bajo99.

Transmisión

El VNO se mantiene en la naturaleza en un ciclo enzoótico 
entre aves y mosquitos, y puede infectar a un amplio rango de 
animales vertebrados. El ser humano y animales como los caballos 
se consideran huéspedes terminales, es decir, pueden infectarse 
y sufrir la enfermedad pero no participan en el mantenimiento 
natural del virus, ya que la viremia es insuficiente para contagiar a 
nuevos mosquitos. Los huéspedes que sí desarrollan altos niveles 
de viremia y que permiten el mantenimiento del ciclo son las aves. 

El VNO se ha detectado en diferentes géneros de mosquitos, 
como Culex y Aedes92. Todos ellos pueden ser vectores compe-
tentes, pero se ha demostrado que los principales vectores de 
la enfermedad y quienes permiten el mantenimiento del ciclo 
enzoótico son los mosquitos del género Culex100. Estos vectores 
presentan una distribución cosmopolita. En regiones tropicales la 
transmisión se da durante todo el año, mientras que en regiones 
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templadas los casos tienen lugar durante el pico de actividad de 
los mosquitos Culex, normalmente entre agosto y septiembre101. 

Otras vías de transmisión menos frecuentes que la vectorial 
son la transmisión por accidentes de laboratorio, transfusión de 
sangre o trasplante de órganos102,103. Si bien estas formas de trans-
misión son minoritarias y no producen un riesgo de expansión 
del virus, tienen importancia a nivel de salud pública, ya que en 
zonas donde circule el virus podría ser necesario el cribado de 
donantes. En el caso de mujeres embarazadas, se ha descrito la 
transmisión intrauterina y por lactancia materna104.

Diagnóstico

La infección por VNO es asintomática hasta en el 80% de 
los casos. Aproximadamente un 20% de las infecciones cursan 
con un síndrome febril similar al de otras arbovirosis y menos 
del 1% de los casos desarrolla una enfermedad neuroinvasiva 
potencialmente mortal. 

Durante la fase febril se puede detectar el VNO por RT-PCR 
en suero, aproximadamente durante una semana tras el inicio de 
los síntomas, aunque en algunos casos se ha descrito una viremia 
de hasta 13 días. No obstante, la viremia es de baja intensidad y 
aclara rápidamente por lo que el cultivo viral pocas veces obtiene 
un resultado positivo105. Algunos estudios sugieren que el uso de 
sangre total en vez de suero podría aumentar la sensibilidad y la 
detección de VNO en orina mediante RT-PCR también podría ser 
un método para alargar el periodo de detección106,107.

Debido a esta corta duración y baja intensidad de la viremia, 
en el caso de VNO la mayoría de diagnósticos se realizan mediante 
pruebas serológicas. La mediana de tiempo desde la detección de 
ARN a las seroconversión de IgM e IgG es de 4 y 8 días respectiva-
mente105. La detección de IgM en un contexto de cuadro clínico 
compatible se considera indicativo de infección reciente, aunque 
pueden persistir positivas hasta un año después de la infección. 
Las pruebas serológicas muestran una gran reactividad cruzada 
con los anticuerpos dirigidos frente a otros flavivirus (virus de la 
encefalitis japonesa, virus de la encefalitis de Sant Louis, virus 
Usutu), por lo que normalmente deben confirmarse mediante 
ensayos de neutralización. En general, dada la reactividad cruzada 
en las pruebas serológicas, se recomiendan intentar la detección 
por RT-PCR en suero, sangre total y orina, a fin de obtener un 
diagnóstico de confirmación. 

Los criterios diagnósticos de laboratorio para las infecciones 
por VNO se muestran en la Tabla 334. 

En las infecciones con afectación del sistema nervioso central, 
la fase de viremia precede al inicio de los síntomas neurológicos, 
por lo que una vez establecidos éstos la RT-PCR en suero es de 
escaso valor diagnóstico. No obstante, podría detectarse el virus 
en líquido cefalorraquídeo, así como IgM. La detección de IgM en 

líquido cefalorraquídeo de pacientes con encefalitis en los que se 
han excluido otras causas es altamente predictiva de encefalitis 
por VNO, especialmente si se demuestra la integridad de la barrera 
hematoencefálica (síntesis intratecal de IgM). 

onclusiones

Los virus tratados en esta revisión han sufrido una gran 
expansión en los últimos años, causando brotes epidémicos en 
lugares libres de los mismos hasta el momento6-8. Ser conscientes 
del riesgo de introducción de estos virus y conocer sus presen-
taciones clínicas es de vital importancia para reconocer cuadros 
clínicos sugestivos en zonas no endémicas y poder realizar un 
correcto diagnóstico y manejo de los mismos.

Actualmente en España se ha detectado VNO de linaje 1, 
dando casos esporádicos o brotes en caballos y seres huma-
nos97,108, VNO linaje 496 y recientemente se ha detectado tam-
bién la presencia de VNO de linaje 2 en un ave en Cataluña91. 
En 2018 se han registrado los primeros casos por transmisión 
autóctona de dengue22. En el caso de chikungunya y Zika no se 
han descrito aún casos autóctonos por transmisión vectorial (sí 
se ha descrito transmisión de zika por vía sexual), pero se han 
detectado numerosos casos importados sobre todo en los años 
de mayor actividad epidémica109-111, lo cual unido a la expansión 
de un vector potencial de estas infecciones como es Ae. albopictus 
hace que el riesgo de transmisión local de estos virus en nuestro 
medio no sea nada despreciable112, tal y como ha ocurrido en 
otros países de nuestro entorno. 

Los arbovirus son un problema de salud pública a nivel mun-
dial y la aparición de nuevas epidemias y nuevos virus es difícil de 
predecir. No obstante, no hay que bajar el nivel de alerta, ya que 
una rápida identificación y un correcto diagnóstico de los casos 
es primordial para poder llevar a cabo campañas de control que 
limiten los posibles brotes epidémicos. 

Tabla 3. Criterios de laboratorio para el diagnóstico de virus 
del Nilo Occidental.

Virus del Nilo  Virus del Nilo 
Occidental probable Occidental confirmado

Una de las siguientes: Una de las siguientes:
-  Respuesta serológica  -  RT-PCR positiva 
   frente a VNO en suero -  Cultivo viral positivo
 -  Detección de IgM específica en  
    líquido cefalorraquídeo
 -  Detección de IgM específica a  
  título alto y detección de IgG con  
  confirmación por neutralización
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HIPÓTESIS	
	

	

La	 hipótesis	 principal	 de	 este	 proyecto	 es	 que	 una	 evaluación	 rigurosa	 de	 los	

métodos	diagnósticos	disponibles,	junto	con	el	estudio	de	la	cinética	de	los	marcadores	de	

la	infección	viral	permitirá	un	mejor	diagnóstico	de	las	infecciones	por	arbovirus.	Además,	

la	revisión	de	los	resultados	obtenidos	por	los	protocolos	vigentes	contribuirá	a	una	mejor	

estimación	del	 riesgo	de	 introducción	de	arbovirosis	en	nuestro	medio	y	en	particular	a	

determinar	 de	 forma	 más	 precisa	 el	 riesgo	 de	 infección	 y	 afectación	 fetal	 por	 Zika	 en	

embarazadas.	
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OBJETIVOS	
	

1. Estudiar	la	cinética	de	la	infección	por	virus	Zika	mediante	detección	molecular	del	

virus	en	diferentes	tipos	de	muestras.	

2. Evaluar	 el	 cribado	 serológico	 y	 el	 impacto	 de	 la	 infección	 por	 virus	 Zika	 en	

embarazadas	 atendidas	 en	 Cataluña	 potencialmente	 expuestas	 al	 virus	 en	 áreas	

endémicas.		

3. Evaluar	 la	 utilidad	 de	 los	 valores	 de	 leucocitos	 y	 plaquetas	 para	 el	 diagnóstico	

diferencial	rápido	del	síndrome	febril	en	viajeros	provenientes	de	áreas	endémicas	

para	arbovirus.		

4. Evaluar	el	rendimiento	de	un	nuevo	ensayo	de	inmuno-aglutinación	magnética	que	

detecta	el	antígeno	viral	NS1	para	el	diagnóstico	de	 infecciones	agudas	por	virus	

dengue.		

5. Investigar	 la	 utilidad	 de	 otras	 técnicas	 serológicas	 para	 el	 diagnóstico	 de	 las	

infecciones	por	dengue,	chikungunya	y	Zika.	





	

	

	

	

	

	

		MATERIAL	Y	MÉTODOS	
Y	RESULTADOS
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MATERIAL	Y	MÉTODODS	Y	RESULTADOS	
	

A	continuación	se	indican	los	resultados	obtenidos	en	esta	tesis	doctoral	para	cada	

uno	de	los	objetivos	descritos	anteriormente.		

	

Objetivo	 1:	 Estudiar	 la	 cinética	 de	 la	 infección	 por	 virus	 Zika	 mediante	 detección	

molecular	del	virus	en	diferentes	tipos	de	muestras.	

Resultados	obtenidos:			
	

• Artículo	 2:	 Twenty-four	 cases	 of	 imported	 Zika	 virus	 infections	 diagnosed	 by	

molecular	methods.	 (2016)	Diagnostic	Microbiology	 and	 Infectious	Diseases,	 86	 (2):	

160-162.	

• Artículo	 3:	 Persistence	 of	 Zika	 virus	 in	 semen	 93	 days	 after	 the	 onset	 of	 symptoms.	

(2018)	Enfermedades	Infecciosas	y	Microbiología	Clínica,	36	(1):	21-23.	

	

Objetivo	 2:	 Evaluar	 el	 cribado	 serológico	 y	 el	 impacto	de	 la	 infección	por	 virus	Zika	 en	

embarazadas	 atendidas	 en	 Cataluña	 potencialmente	 expuestas	 al	 virus	 en	 áreas	

endémicas.	

Resultados	obtenidos:			
	

• Artículo	 4:	 Screening	 for	 Zika	 virus	 infection	 in	 1057	 potentially	 exposed	 pregnant	

women,	 Catalonia	 (northeastern	 Spain).	 (2019)	 Travel	 Medicine	 and	 Infectious	

Disease,	29:	69-71.	

	

Objetivo	3:	Evaluar	la	utilidad	de	los	valores	de	leucocitos	y	plaquetas	para	el	diagnóstico	

diferencial	 rápido	del	 síndrome	 febril	 en	viajeros	provenientes	de	áreas	endémicas	para	

arbovirus.	
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Resultados	obtenidos:		

• Artículo	 5:	 Diagnostic	 value	 of	 platelet	 and	 leukocyte	 counts	 in	 the	 differential	

diagnosis	 of	 fever	 in	 the	 returning	 traveler.	 (2019)	 American	 Journal	 of	 Tropical	

Medicine	and	Hygiene,	100	(2):	470-475.	

	

Objetivo	 4:	 Evaluar	 el	 rendimiento	 de	 un	 nuevo	 ensayo	 de	 inmuno-aglutinación	

magnética	que	detecta	el	antígeno	viral	NS1	para	el	diagnóstico	de	infecciones	agudas	por	

virus	dengue.	

Resultados	obtenidos:		

• Artículo	 6:	 Evaluation	 of	 a	 novel	 microfluidic	 immuno-magnetic	 agglutination	 assay	

method	 for	 detection	 of	 dengue	 virus	 NS1	 antigen.	 (2020)	 PLOS	 Neglected	 Tropical	

Diseases,	14	(2).	

	

Objetivo	5:	 Investigar	 la	utilidad	de	otras	técnicas	serológicas	para	el	diagnóstico	de	 las	

infecciones	por	dengue,	chikungunya	y	Zika.	

Resultados	obtenidos:		

• Resultados	adicionales	1:	Evaluación	de	un	test	rápido	para	el	diagnóstico	de	infección	

por	virus	dengue	en	viajeros	

• Resultados	adicionales	2:	Evaluación	de	un	nuevo	método	basado	en	inmunoblot	para	

la	 detección	 simultánea	 de	 anticuerpos	 frente	 a	 virus	 dengue,	 virus	 Zika	 y	 virus	

chikungunya	

• Resultados	adicionales	3:	Evaluación	de	un	ELISA	basado	en	el	antígeno	NS1	para	 la	

detección	de	anticuerpos	contra	el	virus	Zika		

	

	

A	 continuación,	 se	 presenta	 un	 resumen	 explicativo	 de	 cada	 uno	 de	 los	 artículos	

publicados	 o	 resultados	 adicionales	 obtenidos	 seguido	 del	 trabajo	 completo.	



	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

OBJETIVO	1:	

Estudiar	 la	 cinética	 de	 la	 infección	 por	 virus	 Zika	 mediante	

detección	molecular	del	virus	en	diferentes	tipos	de	muestras.	
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ARTÍCULO	2	

Twenty-four	cases	of	imported	Zika	virus	infections	diagnosed	by	

molecular	methods	

Veinticuatro	 casos	 importados	 de	 infección	 por	 virus	 Zika		

diagnosticados	mediante	métodos	moleculares	

Autores:	

Izaskun	Alejo-Cancho,	Nuria	Torner,	Inés	Oliveira,	Ana	Martínez,	José	Muñoz,	Mireia	Jane,	

Joaquim	 Gascón,	 Ana	 Requena-Méndez,	 Anna	 Vilella,	 Mª	 Ángeles	 Marcos,	 María	 Jesús	

Pinazo,	Verónica	Gonzalo,	Natalia	Rodríguez,	Miguel	J	Martínez	

Revista,	volumen	(número):	páginas,	fecha	de	publicación:	

Diagnostic	Microbiology	and	Infectious	Diseases,	86	(2):	160-162,	Octubre	2016	

Factor	de	impacto	–	Cuartil:	2,401	–	Q3	

Introducción:	

El	 virus	 Zika	 (VZIK)	 es	 un	 arbovirus	 del	 género	 flavivirus	 que	 recientemente	 ha	

provocado	 varias	 epidemias	 en	 las	 que	 se	 ha	 comprobado	 su	 potencial	 para	 provocar	

cuadros	graves	como	el	síndrome	de	Guillain-Barré	y	malformaciones	fetales.		

La	detección	del	virus	en	muestras	clínicas	empleando	la	reacción	en	cadena	de	la	

polimerasa	con	transcriptasa	 inversa	(RT-PCR)	permite	un	diagnóstico	de	confirmación.	

Sin	 embargo,	 faltan	 estudios	 sobre	 el	 rendimiento	 diagnóstico	 de	 diferentes	 muestras	

clínicas	(como	suero,	orina	o	saliva)	para	determinar	qué	muestras	son	más	rentables	y	

en	qué	periodos	de	tiempo	tras	la	aparición	de	los	síntomas	deben	analizarse.	

Resultados	y	discusión:	

Presentamos	 una	 serie	 de	 24	 viajeros	 diagnosticados	 de	 infección	 por	 VZIK	

mediante	métodos	moleculares	 utilizando	muestras	 de	 suero	 y	 orina.	 El	 diagnóstico	 se	

realizó	 inicialmente	mediante	 una	 RT-PCR	 en	 tiempo	 real	 (RealStar	 Zika	 Virus	 RT-PCR	
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Kit,	Altona	Diagnostics,	Alemania)	y	todas	las	muestras	positivas	se	confirmaron	por	una	

segunda	 técnica	 molecular:	 una	 RT-PCR	 genérica	 de	 flavivirus	 casera	 seguida	 de	

secuenciación	u	otra	RT-PCR	comercial	(VIASURE	Zika	Virus	Real	Time	PCR	Detection	kit,	

Certest	Biotec).	Se	testaron	muestras	de	suero	y	orina	en	paralelo	en	todos	 los	casos	en	

que	ambas	muestras	fueron	recogidas.	En	todas	las	muestras	recogidas	en	los	primeros	5	

días	 tras	 el	 inicio	 de	 los	 síntomas	 se	 excluyó	 la	 infección	 por	 dengue	 y	 chikungunya	

mediante	RT-PCR	en	tiempo	real	específicas.	

Se	testaron	suero	y	orina	en	12	casos,	sólo	suero	en	11	y	sólo	orina	en	uno.	De	los	

12	casos	con	ambas	muestras,	cuatro	presentaron	un	resultado	positivo	en	ambas,	cuatro	

sólo	en	orina	y	cuatro	sólo	en	suero.	Estos	resultados	fueron	analizados	en	relación	con	el	

tiempo	desde	el	inicio	de	los	síntomas	y	fueron	comparados	con	el	algoritmo	diagnóstico	

sugerido	 por	 el	 European	 Centre	 for	 Disease	 prevention	 and	 Control	 (ECDC)	 en	 aquel	

momento.		

Fueron	 positivas	 por	 RT-PCR	 en	 tiempo	 real	 el	 76,9%	 (20/26)	 de	 las	 muestras	

recogidas	en	el	periodo	óptimo	sugerido	por	el	ECDC,	el	84,7%	(6/7)	de	las	recogidas	en	

el	 periodo	 subóptimo	 y	 el	 66,7%	 (2/3)	 de	 las	 recogidas	 fuera	 de	 estos	 periodos.	 Un	

paciente	presentó	una	RT-PCR	positiva	en	suero	8	días	tras	el	inicio	de	los	síntomas,	con	

un	 resultado	 negativo	 en	 orina.	 Otros	 resultados	 inesperados	 se	 encontraron	 en	 un	

paciente	que	obtuvo	un	resultado	positivo	en	orina	el	día	1	y	en	otros	dos	pacientes	con	

un	resultado	negativo	en	suero	el	día	3	tras	el	inicio	de	los	síntomas.	

Estos	resultados	sugieren	que	la	cinética	del	VZIK	aún	no	se	conoce	lo	suficiente,	y	

que	 el	 testado	 simultáneo	 de	 muestras	 de	 suero	 y	 orina	 mejoraría	 el	 rendimiento	 del	

diagnóstico	molecular	de	la	infección	por	VZIK.		
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Zika virus is an emerging flavivirus widely spreading through Latin America. Molecular diagnosis of the
infection can be performed using serum, urine and saliva samples, although a well-defined diagnostic
algorithm is not yet established. We describe a series of 24 cases of imported zika virus infection into Catalonia
(northeastern Spain). Based on our findings, testing of paired serum and urine samples is recommended.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Background

Zika virus (ZIKV) is an arthropod-borne virus from the genus
Flavivirus, family Flaviviridae. It was first identified in 1947 after
isolation from a rhesus monkey in Uganda (Wellcome and Unit,
1973). Sporadic cases of ZIKV infection in humans had been reported
until the 2007 outbreak in Yap islands (Duffy et al., 2009). The French
Polinesia epidemic in 2013 preceded the current expansion of the
virus in Latin America (Cao-Lormeau, 2014). Most cases of ZIKV
infection are considered to be either asymptomatic or inducing a mild
disease presenting with symptoms such as fever, malaise, rash,
arthralgia and conjunctivitis. However, the rapid dissemination of the
virus and the possibility of severe complications such as Guillain-Barré syn-
drome or fetal abnormalities have placed ZIKV as the latest viral threat to
public health systems (Cao-Lormeau et al., 2016; Rasmussen et al., 2016).

Since the clinical presentation is unspecific and may overlap with
that of other arboviral diseases circulating in the same region, laborato-
ry confirmation of suspected patients is essential for an accurate classi-
fication of cases. As for dengue and chikungunya, diagnosis of ZIKV
infection is generally achieved by molecular detection of the viral ge-
nome and by detection of IgM and IgG ZIKV-induced antibodies. Sero-
logical diagnosis is challenging mainly due to cross reactivity with
antibodies against other flaviviruses (Lanciotti et al., 2008) and may re-
quire performing laborious seroneutralization assays. In this sense,
more specific serological assays are needed and recently a ZIKV ELISA

has shown promising results (Huzly et al., 2016). In general, molecular
detection by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)
would be preferable since it offers rapid and specific diagnosis, although
its use is limited by the presence of the virus in clinical samples during
the acute phase of the infection. Determining the type of samples and
the duration of the virus in those biological fluids is important for an op-
timalmolecular diagnosis. A short viremia (3–5 days) has been reported
(Lanciotti et al., 2008), but the virus may be detectable for nearly
2 months in certain pregnant women with congenital infection
(Levanov et al., 2016). The diagnostic utility of saliva and urine samples
has also been reported. Saliva may increase the rate of detection but it
does not seem to expand the period of detection compared to serum
(Musso et al., 2015). The virusmay be present in urine for prolonged pe-
riods up to 20 days after the onset of symptoms (Bingham et al., 2016;
Gourinat et al., 2015). However, there is a lack of published series of
ZIKV in travelers addressing the optimal time for testing each sample.
An accurate description of the optimal samples and collection time
would be useful for improved detection of ZIKV infections, given its im-
plications on pregnancy and the possibility of autochtonous vector
borne or sexual transmission in non endemic countries. Recently, provi-
sional guidelines for testing have been provided by the ECDC suggesting
optimal periods for testing of serum (0–4 days after onset of symptoms)
and urine (3–8 days) samples (Ecdc, 2016).

2. Results and discussion

We report a series of 24 travelers with ZIKV infection diagnosed by
molecular methods in serum and urine samples at our laboratory from
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January 2016 onwards. Cases detected were either attended at the
Tropical Medicine Department of Hospital Clinic de Barcelona or
detected through a regional arbovirus surveillance program (http://
canalsalut.gencat.cat/web/.content/home_canal_salut/professionals/
temes_de_salut/vigilancia_epidemiologica/documents/arxius/protocol_
arbovirosis_cat.pdf).

A commercial ZIKV specific real time RT-PCR (RealStar® Zika Virus
RT-PCR kit, Altona Diagnostics) was used as a first line test and all
positive samples were confirmed by a second molecular test: an in
house generic flavivirus RT-PCR (Moureau et al., 2007) followed by
sequencing or another commercial real time RT-PCR (VIASURE Zika
Virus Real Time PCRDetection kit, Certest Biotec). ZIKV-IgM and IgG an-
tibodieswere detected in serumdiluted 1/10 by a commercial immuno-
fluorescence test (Euroimmun, AG). When available, both urine and
serum samples were analyzed. All serum samples collected within
5 days after the onset of symptoms tested negative for dengue and
chikungunya by specific real time RT-PCR assays.

A total of 24 patients were diagnosed of ZIKV infection by real time
RT-PCR. Seventeen patients (70.8%) were female and the median age
was 38 years-old. All patients presented with symptoms. The main
clinical and epidemiological characteristics of the patients and
how the diagnosis of ZIKV infection was performed are summarized in
Table 1. The type of sample and the time point of collection after the

onset of symptoms are also described. In 12 cases, serum and urine sam-
ples were analyzed whereas in 11 patients only serum samples were
collected and in one patient only urine was tested. A total of 36 samples
were tested (23 serum and 13 urine samples). Among the patients with
both serum and urine samples tested, four of them had a positive result
in both samples, four patients had positive results only in urine and four
were only positive for ZIKV in serum. Significantly lower cycle threshold
(Ct) values were observed in urine samples obtained 5 or 6 days after
the onset of symptoms compared to serum samples, indicating higher
viral loads in urine, as previously described (Gourinat et al., 2015).

Interestingly, 20/26 (76.9%) of the samples collected within the
suggested optimal time for testing (Ecdc, 2016) were positive, 6/7
(85.7%) of the samples collected within the suboptimal time tested
positive and 2/3 (66.7%) of the samples collected out of the optimal or
suboptimal times tested positive. Patient 24 showed a positive RT-PCR
in serum on day 8 after the onset of the symptoms, with a negative
RT-PCR in urine. Both results are unexpected as at this time a positive
PCR would be more likely in urine and a negative result in serum.
Other unexpected findings include a positive RT-PCR in urine at day 1
(patient 1) or negative RT-PCR in serum at day 3 (patients 8 and 10).
Although saliva samples are not considered to expand the ZIKV period
of detection and were not collected in our series, systematic testing of
these samples may yield surprising results, as has been recently

Table 1
Clinico-epidemiological characteristics and virological diagnosis of 24 cases of imported ZIKV infection.

Patient Sex/age Country visited Symptoms
Days after onset
of symptoms

RT-PCR in serum (Ct) RT-PCR in urine (Ct)
Zika serology1

IgM IgG

1 F/in her 40s Bolivia Rash, arthralgia, conjunctivitis 1 Positive (32.67) Positive (34.56) NI Positive⁎

2 F/under 15 Honduras
Fever, chill, headache,
rash, conjunctivitis

2 Positive (35.93) NA Negative Negative

3 F/in her 40s Puerto Rico Rash, low fever 2 Positive (38.06) NA Negative Negative

4 F/under 15 Honduras
Fever, chill, headache,
rash, conjunctivitis

2 Positive (36.63) NA Positive ⁎⁎ Negative

5 F/in her 40s Brazil Arthralgia, rash 2 Positive (37.59) NA Negative Negative

6 M/in his 30s Honduras
Fever, chill, headache,
rash, conjunctivitis

2 Positive (38.14) NA Negative Positive⁎

7 F/in her 40s Honduras
Low fever, arthralgia,
rash, headache

2 Positive (34.27) NA Negative NI

8 M/in his 20s Bolivia
Arthralgia,
rash, dysthermia

3 Negative Positive (35.04) Negative Positive⁎

9 M/in his 30s Venezuela
Myalgia, cehalea, fever,
adenopathies, rash

3 Positive (24.78) NA Negative Positive⁎⁎

10 M/in his 40s Colombia
Low fever, arthralgia, myalgia,
rash, diarrhea

3 Negative Positive (33.6) Negative Negative

11 F/in her 40s Colombia Rash, arthralgia, low fever 3 Positive (35.38) NA Negative Positive⁎

12 F/in her 50s Colombia
Dysthermia, rash,
facial pruritus

3 Positive (26.76) Negative NA NA

13 F/in her 30s Dominican Republic
Fever, arthralgia, headache,
rash, asthenia

3 Positive (36.24) NA Positive⁎⁎ Negative

14 F/in her 20s Dominican Republic Fever, arthralgia, rash 3 Positive (35.45) Negative NA NA
15 F/in her 30s Dominican Republic Low fever, rash 3 Positive (30.73) Negative Negative Positive⁎

16 F/in her 40s Bolivia
Rash, fever, arthralgia,
conjunctivitis,
headache, asthenia

4 NA Positive (26.66) NA NA

17 F/in his 20s Dominican Republic Rash, arthralgia 4 Negative Positive (33.95) Negative Negative
18 M/in his 30s Venezuela Arthralgia, rash, dysthermia 5 Positive (34.22) Positive (31.32) Negative Negative

19 M/in his 30s México and El Salvador
Arthralgia, rash,
conjunctivitis, adenopathy

6 Positive (37.25) Positive (24.14) Positive⁎ Positive⁎

20 M/in his 40s Venezuela
Fever, rash,
arthralgia, conjunctivitis

6 Negative Positive (34.74) Positive⁎⁎ Positive⁎

21 F/in his 30s Dominican Republic
Arthralgia, fever,
conjunctivitis, rash

6 Positive (31.57) NA Negative Positive⁎

22 F/in her 20s Martinique
Fever, cephalea,
rash, adenopaty

6 Positive (37.55) Positive (33.16) Positive ⁎⁎ Negative

23 F/in her 60s Colombia
Asthenia, rthralgia,
myalgia, rash, headache

8 Positive (37.87) NA Positive Negative

24 F/in her 40s Brazil Rash, dysthermia, conjunctivitis 8 Positive (35.17) Negative Negative Negative

NA: samples not available; NI: not interpretable due to homogeneous staining of both infected and non-infected cells of the immunofluorescence slide. Ct: cycle threshold values of the
RealStar® Zika Virus RT-PCR kit (Altona Diagnostics).
⁎ samples were also positive for antibodies against dengue;
⁎⁎ weakly positive;
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shown in a case with prolonged viral shedding in saliva for 29 days
(Barzon et al., 2016). Taken together, it seems that the kinetics of ZIKV
is not yet fully understood. Our results support the testing of paired serum
and urine samples for an improved ZIKVmolecular diagnosis and may con-
tribute to a better understanding of the diagnostic markers of ZIKV infection.
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Caso	clínico:		

En	 enero	 de	 2016	 un	 hombre	 de	 unos	 30	 años	 acudió	 al	 Servicio	 de	 Medicina	

Tropical	del	Hospital	Clinic	tras	regresar	de	Venezuela.	Dos	días	antes	había	presentado	

malestar,	fiebre,	mialgias,	artralgias	y	dolor	retroorbital,	seguido	al	día	siguiente	de	rash	

pruriginoso	y	conjuntivitis.	El	paciente	estaba	vacunado	frente	a	la	fiebre	amarilla	y	había	

pasado	una	infección	por	virus	dengue	(VDEN)	en	la	 infancia.	En	la	analítica	presentaba	

una	 ligera	 elevación	 de	 transaminasas	 y	 de	 proteína	 C	 reactiva,	 siendo	 el	 resto	 de	

parámetros	normales.	La	fiebre	y	el	rash	desaparecieron	en	3	días	y	el	resto	de	síntomas	

en	una	semana.	

	

Diagnóstico	de	laboratorio:	

En	una	muestra	de	suero	recogida	tres	días	tras	el	inicio	de	los	síntomas	se	detectó	

ARN	 de	 virus	 Zika	 (VZIK)	mediante	 la	 técnica	 de	 reacción	 en	 cadena	 con	 transcriptasa	

inversa	 (RT-PCR)	 (RealStar	Zika	Virus	RT-PCR	Kit,	Altona	Diagnostics,	Alemania).	No	se	

detectó	ARN	de	virus	dengue	o	chikungunya	mediante	RT-PCR	en	tiempo	real	específicas	
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para	 estos	 virus	 y	 se	 descartó	 malaria	 tras	 el	 estudio	 de	 gota	 gruesa	 y	 extensión.	 La	

presencia	de	VZIK	se	confirmó	mediante	 la	secuenciación	de	un	fragmento	del	gen	viral	

NS5.	El	paciente	aportó	muestras	de	seguimiento	para	evaluar	la	persistencia	de	VZIK	en	

semen,	 suero	 y	 orina.	 Las	muestras	 de	 orina	 (día	 48	 y	 201)	 fueron	 negativas.	 La	 única	

muestra	positiva	de	suero	fue	la	obtenida	el	día	3,	siendo	las	siguientes	negativas	(días	48	

y	201).	En	el	caso	del	semen,	la	RT-PCR	fue	positiva	los	días	30,	48	y	93	y	negativa	el	día	

201.	No	se	consiguió	aislar	el	virus	en	cultivo	celular	a	partir	de	las	muestras	de	semen.	

En	 la	 primera	 muestra	 el	 paciente	 presentaba	 IgG	 positiva	 frente	 a	 VZIK	 y	 VDEN	

(probablemente	por	una	reacción	cruzada	con	los	anticuerpos	frente	VDEN	desarrollados	

en	 la	 infancia).	El	día	30	 la	 IgM	frente	a	ambos	virus	 fue	 también	positiva.	El	día	201	 la	

IgM	frente	a	VZIK	había	negativizado.		

Discusión:	

El	VZIK	es	el	único	flavivirus	descrito	hasta	la	fecha	que	se	transmite	por	vía	sexual.	

Aún	no	se	conoce	con	exactitud	cuánto	tiempo	puede	persistir	el	virus	en	semen.	Se	han	

reportado	 casos	 de	 persistencia	 durante	 47,	 62,	 76	 u	 80	 días,	 y	 recientemente	 hasta	 6	

meses.	En	nuestro	estudio	se	detectó	el	virus	en	semen	durante	3	meses,	siendo	el	primer	

caso	 de	 estas	 características	 descrito	 en	 España.	 Lamentablemente,	 no	 disponemos	 de	

muestras	entre	el	día	93	y	201	para	saber	exactamente	cuándo	dejo	de	ser	detectable	el	

virus.	Las	recomendaciones	actuales	para	prevenir	la	infección	por	vía	sexual	indican	un	

periodo	 de	 6	meses	 de	 abstinencia	 o	 relaciones	 sexuales	 con	 protección	 para	 los	 casos	

sintomáticos	 y	 un	 periodo	 de	 8	 semanas	 para	 los	 casos	 asintomáticos,	 aunque	 no	 hay	

datos	 que	 avalen	 esta	 diferenciación.	 Son	 necesarios	 estudios	 más	 amplios	 para	

determinar	 los	 factores	 que	 influyen	 en	 la	 persistencia	 del	 virus	 en	 semen	 y	 por	 tanto	

mejorar	nuestro	conocimiento	de	la	cinética	de	VZIK	en	el	ser	humano.	
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Introduction:  Zika  virus  is mainly  transmitted  through  the bites  of  infected  Aedes  mosquitoes,  although
mother-to-child  and  sexual  transmission  have  also  been  described.  The  presence  of  Zika  virus  in  semen
after  infection  seems  to  be  not  uncommon,  but the  duration  of  viral  persistence  has  not  been  well-
determined.
Methods:  Molecular,  serological  and  cell  culture  methods  were  used  for the  diagnosis  and  follow  up of
a case  of Zika  virus  infection  imported  from  Venezuela.  Serial  samples  of  serum,  urine  and  semen  were
analyzed  to investigate  the  persistence  of  the  Zika  virus.
Results:  Zika  virus  was  detected  in  semen  samples  up  to  93 days  after  the  onset  of symptoms.
Conclusions:  Our  results  confirm  the  persistence  of  Zika  virus  in  semen  samples  for  long  periods  after
infection.

© 2016  Elsevier  España,  S.L.U.  and  Sociedad  Española  de  Enfermedades  Infecciosas  y  Microbiologı́a
Clı́nica.  All rights  reserved.

Persistencia  del  virus  Zika  en  semen  93  días  tras  el  comienzo  de  los  síntomas

Palabras clave:
Virus Zika
Semen
Persistencia

r  e  s  u  m  e  n

Introducción:  El  virus  Zika  se  transmite  fundamentalmente  por la  picadura  de  mosquitos  Aedes infectados,
aunque  también  es  posible  la  transmisión  de madre  a hijo  y  la transmisión  sexual.  La presencia  del virus
Zika  en  semen  tras  la  infección  parece  ser  algo  relativamente  frecuente,  pero  la  duración  de  la  persistencia
viral  no  es  bien  conocida.
Métodos: Mediante  técnicas  moleculares,  serológicas  y  cultivo  celular  se  diagnosticó  un  caso  de Zika
importado  de  Venezuela  y  se tomaron  muestra  seriadas  de  suero,  orina  y semen  para  investigar  la
persistencia  del virus.
Resultados:  El virus  Zika  fue  detectado  en  muestras  de  semen  recogidas  93  días  después  del  inicio  de  los
síntomas.
Conclusiones:  Nuestros  resultados  confirman  la  persistencia  del  virus  Zika  en semen  por  períodos  pro-
longados  de  tiempo  después  de  la infección.

© 2016  Elsevier  España,  S.L.U.
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Case report

In January 2016 a man in his 30s, previously diagnosed with
prostatitis in December 2015 and in treatment with ciprofloxacin,
presented to the Tropical Medicine Department at Hospital Clinic
(Barcelona) two days after his return from a 15-day holiday trip to
Venezuela. During his stay he reported self-limited hematospermia
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Table 1
Laboratory results obtained at the time of diagnosis and in follow-up samples.

Laboratory tests Days post onset of illness

3 30 48 93 201

Real time RT-PCR
ZIKV (Serum) Positive (28.7) Negative Negative
ZIKV  (Urine) Negative Negative Negative
ZIKV  (Semen) Positive (31.4) Positive (32.58) Positive (29.99) Negative
DENV  (serum) Negative
CHIKV (serum) Negative

Serology
IgM ZIKV Negative Positive Negative
IgG  ZIKV Positive (*) Positive Positive
IgM  DENV Negative Positive
IgG DENV Positive Positive
IgM CHIKV Negative Negative
IgG CHIKV Negative Negative

ZIKV: zika virus; DENV: dengue virus; CHIKV: chikungunya virus.
* IgG against ZIKV by ELISA were Negative. Cycle treshold of real time RT-PCR is shown in positive samples.

and ceftibuten was added by a local urologist to his previous
ciprofloxacin regime. In the trip back to Europe he started with
malaise, fever (≥39 ◦C), myalgias, arthralgias and retro-orbital pain.
One day after, he developed a total itchy body macular rash, fol-
lowed by conjunctivitis. He had not been vaccinated for this trip.
He had received yellow fever vaccination in the past and referred
dengue fever infection during his childhood. Medical examina-
tion revealed bilateral enlarged latero cervical lymph nodes, non
purulent conjuntivitis and an intense itchy maculopapular rash
diffused on the face, trunk, arms and legs. He had mild transamini-
tis (alanine aminotransferase 195 UI/L, aspartate aminotransferase
79 UI/L) and elevated C-reactive protein (1.69 mg/dl). A complete
blood count, blood levels of electrolytes, as well as coagulation and
renal-function tests were normal. Chest radiograph results were
unremarkable. The fever and the cutaneous rash resolved in 3 days
while malaise, weakness, and myalgia lasted for 1 week after pre-
sentation.

Laboratory investigations

Diagnosis of Zika virus (ZIKV) infection was established by
real time reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)
using a commercial kit (RealStar Zika Virus RT-PCR Kit 1.0, Altona
Diagnostics, Hamburg, Germany) in a serum sample collected three
days post onset of illness (dpi). Dengue and chikungunya RNA were
not detected by specific real-time RT-PCR assays and malaria was
ruled out by negative blood thick and thin smears. The presence
of ZIKV was confirmed by Sanger sequencing analysis of a 270 bp
amplicon (from a generic flavivirus RT-PCR assay1) of the NS5 gene.
The patient agreed to provide follow up samples to investigate the
presence of ZIKV in semen, serum and urine samples. A summary of
the samples collected and the results obtained is shown in Table 1.
No ZIKV RNA was detected in follow up serum or urine samples.
The first semen sample was obtained at 30 dpi and tested posi-
tive by ZIKV real time RT-PCR. Two more semen samples obtained
at 51 and 93 dpi also contained detectable levels of ZIKV RNA.
A fourth semen sample collected 201 dpi tested negative for ZIKV.
For cell culture, semen samples were kept frozen until inoculated
onto Vero cells and monitored for virus growth by visual inspection
of the cytopathic effect and by RT-PCR of culture supernatants, but
the virus could not be isolated. Serological tests were performed
for dengue (Panbio ELISA, Alere, Australia), chikungunya and Zika
(Immunofluorescence, Euroimmun, Germany). The patient tested
positive for IgG against dengue upon first presentation at the Hos-
pital, in agreement with the dengue virus infection he reported
to have suffered during his childhood. This first sample tested

positive for IgG against Zika by immunofluorescence but was
negative by Anti-Zika Virus ELISA (Euroimmun, Germany), in con-
cordance with the higher specificity reported for the ELISA test.2

IgM against Zika was positive one month after onset of symptoms
and was  undetectable 2 months later.

Discussion

ZIKV is, to date, the only flavivirus transmitted through sexual
contact, and this mode of transmission might be more frequent than
previously thought. So far, male to male,3 male to female4,5 and
female to male sexual transmission6 have been documented and
up to 11 countries have reported ZIKV sexual transmission. While
most cases have been originated from men  with previous history of
ZIKV symptoms, the virus can also be spread through sexual con-
tact before the symptoms develop and even from asymptomatic
ZIKV infections.7 ZIKV sexual transmission is of public health con-
cern, particularly for pregnant women given the possibility of ZIKV
induced fetal abnormalities.8

The duration of ZIKV persistence in semen is yet poorly under-
stood. Reports of travelers that acquired ZIKV during the present
American epidemic showed viral persistence in semen for 47, 62,
76 and 80 days. Recently, a case of Zika Virus persistence for
6 months in semen has been described in a traveler returning from
Haiti to Italy.9 In our case, ZIKV infection imported from Venezuela
was confirmed during the viremic period 3 days after the onset
of symptoms. Results of the follow up samples suggest that viral
persistence was restricted to semen and longer shedding in urine
was not demonstrated. Although it is possible to isolate ZIKV from
semen, our attempts were not successful. Failure to isolate ZIKV
from semen samples has been reported in other studies,9 with even
higher viral loads (lower Ct) than in our case. The RT-PCR Cycle
Threshold (Ct) values obtained in the three positive semen samples
remained relatively stable until the last positive sample was tested
as long as 93 days after the onset of symptoms. Our results con-
firm longer periods for ZIKV presence in semen and represent, to
our knowledge, the first reported follow up of Zika virus in semen
in Spain. Unfortunately, samples between the third and the sixth
month after symptomatic illness were not available for testing. We
can only suggest that somewhere between 93 and 201 dpi ZIKV
RNA declined to undetectable levels. Current recommendations
include a precautionary period of safer sex/abstinence for 6 months
after onset of illness or for 8 weeks in asymptomatic patients who
traveled to areas with active ZIKV transmission.10,11 This distinc-
tion between symptomatic and asymptomatic patients has, to our
knowledge, no scientific basis to support that viral persistence in
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semen of asymptomatic patients is shorter than in symptomatic
ZIKV infections. Further studies are needed to better characterize
the frequency and duration of ZIKV persistence in semen. For other
emerging viruses such as Ebola, the duration of the virus in semen
has been expanding as long as new studies and larger series of
patients have been analyzed, moving from 91 days in the Kikwit
outbreak12 to 18 months in the West African epidemic.13 Likewise,
factors influencing viral persistence in semen should be identified
for a better understanding of ZIKV kinetics in humans.
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OBJETIVO	2:	

Evaluar	el	cribado	serológico	y	el	impacto	de	la	infección	por	

virus	 Zika	 en	 embarazadas	 atendidas	 en	 Cataluña	

potencialmente	expuestas	al	virus	en	áreas	endémicas.	
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Cribado	 de	 la	 infección	 por	 virus	 Zika	 en	 1.057	 mujeres	 gestantes	

potencialmente	expuestas,	Cataluña	(noreste	de	España)	

Autores:		

Elena	Sulleiro,	Ariadna	Rando*,	Izaskun	Alejo*,	Anna	Suy,	Anna	Gonce,	Carlota	Rodó,	Nuria	Torner,	
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Elena	 Marbán-Castro,	 M	 Paz	 Sánchez-Seco,	 Ana	 Vázquez,	 Fernando	 De	 Ory,	 Tomás	 Pumarola,	

Miguel	J	Martínez	

*:	contribuyeron	por	igual	en	este	trabajo	

Revista,	volumen	(número):	páginas,	fecha	de	publicación:	

Travel	Medicine	and	Infectious	Disease,	29:	69-71	Mayo-Junio	2019	

Factor	de	impacto	–	Cuartil:		4,868	–	Q1	

Introducción	y	objetivos:	

La	 infección	 en	 el	 embarazo	 por	 virus	 Zika	 (VZIK)	 puede	 producir	 defectos	

congénitos	 como	 microcefalia	 y	 abortos.	 Sin	 embargo,	 aún	 se	 desconoce	 el	 riesgo	 de	

infección	 en	 las	 embarazadas,	 el	 riesgo	 de	 infección	 fetal	 y	 de	 desarrollo	 de	 defectos	

congénitos	entre	otros.	Este	estudio	describe	 los	 resultados	observados	en	el	programa	

de	cribado	de	VZIK	en	embarazadas	de	Cataluña	en	el	año	2016.		

Material	y	métodos:	

Se	realizó	el	cribado	de	VZIK	en	embarazadas	con	historia	de	viaje	a	zona	endémica	

durante	 el	 embarazo	 o	 en	 las	 8	 semanas	 previas	 a	 la	 concepción.	 En	 las	 pacientes	

sintomáticas	 se	 realizaron	 técnicas	 serológicas	 a	 partir	 del	 día	 4	 tras	 el	 inicio	 de	 los	

síntomas	y	técnicas	moleculares	durante	la	primera	semana	(en	suero)	y	durante	las	dos	

primeras	 semanas	 (en	 orina).	 En	 las	 pacientes	 asintomáticas	 se	 realizó	 el	 cribado	 con	



	 	

142	

técnicas	serológicas.	Las	técnicas	empleadas	fueron	una	RT-PCR	en	tiempo	real	comercial	

(Altona	 Diagnostics)	 y	 una	 inmunofluorescencia	 indirecta	 (Euroimmun).	 En	 caso	 de	

resultado	 serológico	 positivo	 para	 VZIK	 se	 determinó	 la	 presencia	 de	 anticuerpos	

neutralizantes	frente	a	VZIK	mediante	un	ensayo	de	microneutralización.		

Un	 caso	 confirmado	 de	 VZIK	 se	 definió	 como:	 i)	 una	 embarazada	 con	 RT-PCR	

positiva	y/o	ii)	una	embarazada	con	IgM	positiva	frente	a	VZIK	y	negativa	frente	a	dengue	

con	un	título	de	anticuerpos	neutralizantes	(TAN)	frente	a	VZIK	≥1/32.	Se	consideraron	

probables	los	casos	con	una	IgG	positiva	aislada	frente	a	VZIK	y	un	TAN	≥1/32.	Los	casos	

sin	 ninguna	 evidencia	 de	 laboratorio	 de	 infección	 por	 VZIK	 o	 con	 IgG	 positiva	 aislada	

frente	 a	 VZIK	 con	 un	 TAN	 <1/32	 se	 consideraron	 casos	 negativos.	 El	 seguimiento	

obstétrico	 se	 llevó	 a	 cabo	 en	 dos	 servicios	 de	 referencia	 para	 la	 detección	 precoz	 de	

microcefalia	u	otras	malformaciones.		

Resultados	y	discusión:	

Entre	 Enero	 y	 Diciembre	 de	 2016	 se	 realizó	 el	 cribado	 de	 1.057	 embarazadas	

potencialmente	 expuestas	 a	 VZIK.	 	 Se	 detectaron	 14	 casos	 confirmados	 (1,3%),	 12	

diagnosticados	 por	 RT-PCR	 y	 2	 por	 técnicas	 serológicas.	 La	 suma	 de	 los	 casos	

confirmados	 y	 probables	 alcanzó	 los	 142	 casos	 (13,4%).	 Se	 detectaron	 3	 desenlaces	

fetales	 adversos	 asociados	 a	 la	 infección	 por	 VZIK	 (3,1%):	 un	 recién	 nacido	 con	

microcefalia	y	dos	abortos.	En	el	primer	caso	se	detectó	RNA	viral	en	líquido	amniótico	y	

en	 los	 otros	 dos	 en	 el	 tejido	placentario	 (lográndose	 en	uno	de	 ellos	 el	 aislamiento	 del	

virus	en	cultivo	celular).	En	los	tres	casos	la	madre	presentó	síntomas	durante	el	primer	

trimestre	del	embarazo.	El	porcentaje	de	casos	sintomáticos	fue	del	25%	entre	los	casos	

los	 confirmados	 y	 probables,	 aumentando	 al	 85,7%	 considerando	 sólo	 los	 casos	

confirmados.	Nuestros	 resultados	 contribuyen	 a	 aumentar	 el	 conocimiento	 del	 impacto	

del	VZIK	en	el	embarazo	y	ayudan	a	estimar	el	riesgo	de	desenlaces	adversos	en	gestantes	

que	viven	en	Europa	y	han	viajado	a	zonas	endémicas	durante	el	embarazo.		
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Dear editor:

A recent editorial in Travel Medicine and Infectious Diseases high-
lighted the lack of studies about Zika virus (ZIKV) in pregnancy and its
implications in many countries [1]. Zika virus infection can induce
congenital defects in the newborn such as microcephaly and mis-
carriage when mothers are infected during pregnancy [2]. However,
relevant questions remain to be completely understood, such as the risk
of infection for pregnant women and of subsequent congenital defects,
and the ratio between symptomatic and asymptomatic ZIKV infections
in the general population and in pregnant women. Here, we describe
the results of a ZIKV screening of pregnant women in Catalonia,
northeastern Spain. Testing for ZIKV was recommended for all pregnant
women with history of travel to ZIKV endemic areas during pregnancy
or in the 8 weeks before conception [3]. Symptomatic patients were
screened by serological methods from day four after the onset of
symptoms and by molecular methods within the first week (serum) and
two weeks (urine) after illness. Asymptomatic patients were tested by
serological methods. Seroneutralization assay for ZIKV was perfomed in
samples positive for antibodies. Commercial diagnostic assays were
used (RT-PCR, Altona Diagnostics and IIFT, Euroimmun). Neutraliza-
tion titers ≥1/32 were considered indicative of the presence of ZIKV
neutralizing antibodies. Follow up at two designated reference ob-
stetrical departments for early detection of microcephaly or other
malformations was offered to pregnant women with laboratory evi-
dence of ZIKV infection. When available, amniotic fluid and placental
tissue samples were tested for ZIKV by RT-PCR in cases of microcephaly
or miscarriage, respectively.

A ZIKV confirmed case was defined as i) a pregnant woman with a
positive RT-PCR test for ZIKV in serum and/or urine samples and/or ii)
a pregnant woman with a positive IgM against ZIKV, a negative IgM
against dengue virus and a ZIKV neutralization titer ≥1/32. A ZIKV
probable case was defined as a pregnant woman with an isolated po-
sitive IgG test against ZIKV and a ZIKV neutralization titer ≥1/32. All
cases with no laboratory evidence of ZIKV infection and cases with an
isolated positive IgG test and a ZIKV neutralization titer< 1/32 were
considered negative cases.

A total of 1057 pregnant women with history of potential exposure
to ZIKV were tested between January and December 2016. The results
of the screening, clinical presentation and pregnancy outcomes are
summarized in Fig. 1.

The median age of the pregnant women undergoing ZIKV screening
was 31 years (range 15–49). The country most frequently visited was
the Dominican Republic (113 women; 14.2%) followed by Bolivia (97,
12.2%), Ecuador (90; 11.3%) and Colombia (88; 11.0%). Information
about the gestational age in which the women were potentially exposed
to ZIKV was available in 683/1057 women (62.8%). Thirty-five (5.1%)
stayed in ZIKV endemic areas within one month before conception, 482
(70.6%) during the first trimester, 117 (17.1%) during the second tri-
mester and 49 (7.2%) during the third trimester. Clinical information
was available in 946 patients (89.5%) and most of them (846; 89.4%)
had not presented ZIKV compatible symptoms. Overall, ZIKV infection
was confirmed in 14 out of the 1057 potentially exposed pregnant
women (1.3%; 95%CI: 0.7–2.2%) and this figure rose to 142/1057
(13.4%; 95%CI: 11.4%–15.6%) considering women with any laboratory
evidence of ZIKV infection (confirmed and probable cases). Of the 14
confirmed ZIKV cases, 12 were diagnosed by RT-PCR and two by ser-
ological methods.

We detected three adverse fetal outcomes associated with ZIKV in-
fection: one newborn with microcephaly and two miscarriages. In the
case with microcephaly, ZIKV RNA was detected in amniotic fluid [4].
In both cases of miscarriage, ZIKV RNA was detected in placental tis-
sues and in one case ZIKV was, in addition, isolated from embryonic
cells [5]. In forty-six probable cases, the information on the final
pregnancy outcome was not available, but no fetal abnormalities were
found at the time of screening. Our data show a prevalence of serious
adverse effects (microcephaly or miscarriage) associated with ZIKV
infection of 3/96 (3.1%; 95% CI:0.6%–8.9%) among pregnant women
with laboratory evidence of ZIKV infection. Importantly, in the three
cases, ZIKV infection occurred in the first trimester of pregnancy.
Moreover, the three cases were symptomatic and laboratory confirmed.

ZIKV infection in pregnancy, particularly during the first trimester
in which the central nervous system of the fetus is being formed, is
associated with adverse fetal outcomes such us miscarriage and
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microcephaly among others [2]. There is a lack of published data from
cohorts of pregnant women residing in Europe and who have been
potentially exposed to ZIKV during pregnancy. A recent systematic re-
view and metaanalysis based on series from the Americas estimated the
prevalence of microcephaly of 2.3% [95%CI: 1.0%–5.3%] among ba-
bies born to ZIKV-infected mothers [6]. Our results from pregnant
women with any laboratory evidence of ZIKV infection are in con-
cordance with these figures. Among eight published studies, the pro-
portion of asymptomatic ZIKV infections in pregnant women ranged
from 17.2 to 56% [6]. Our study revealed that among women with any
laboratory evidence of ZIKV infection only 25% presented symptoms.
However, 85.7% (12 out of 14) laboratory confirmed ZIKV cases were
symptomatic. These differences may be explained considering that
ZIKV symptomatic patients may be more likely to seek medical atten-
tion and therefore might be more likely to be laboratory confirmed by
RT-PCR in the acute phase of the illness. In contrast, asymptomatic
cases are mainly detected by serology and therefore are more likely to
be classified as probable cases.

Our study has several limitations. Firstly, the high cross reactivity
between dengue and ZIKV induced antibodies and the absence of
available neutralization tests against DENV in our setting hampered a
more precise classification of the group of probable ZIKV infections.
Secondly, other relevant risk factors such as precise duration of the trip
or stay in the endemic areas, magnitude of the ZIKV circulation in each
country at the time of visit and use of repellents or other measures
against mosquito bites, were not systematically assessed. Despite these
limitations, some of them being certainly difficult to address, we pre-
sent the screening results from more than 1000 pregnant women who
were screened for ZIKV infection. Our results contribute to better un-
derstand the impact of ZIKV infection in pregnancy and might be
helpful to estimate the risk of poor pregnancy outcomes for pregnant
women living in Europe who travel to ZIKV affected areas, as well as to
evaluate the performance of screening and surveillance programs.
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OBJETIVO	3:		

Evaluar	 la	 utilidad	 de	 los	 valores	 de	 leucocitos	 y	 plaquetas	

para	 el	 diagnóstico	 diferencial	 rápido	del	 síndrome	 febril	 en	

viajeros	 provenientes	 de	 áreas	 endémicas	 para	 arbovirus.
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ARTÍCULO	5	
Diagnostic	 value	 of	 platelet	 and	 leukocyte	 counts	 in	 the	

differential	diagnosis	of	fever	in	the	returning	traveler	

Valor	 diagnóstico	 del	 recuento	 de	 plaquetas	 y	 leucocitos	 en	 el	

diagnóstico	diferencial	de	la	fiebre	en	el	viajero	

Autores:	

Elisa	 Rubio,	 Izaskun	 Alejo-Cancho,	 Cristian	 Aylagas,	 Daniel	 Camprubí,	 Roser	 Ferré,	 Ma	

Rosa	 Albarracín,	 Verónica	 Gonzalo,	 Josep	 Barrachina,	 Miriam	 José	 Álvarez-Martínez,	

María	Eugenia	Valls,	Jordi	Mas,	Jordi	Vila,	Irene	Losada,	Miguel	J.	Martínez,	Climent	Casals-

Pascual	

Revista,	volumen	(número):	páginas,	fecha	de	publicación:	

American	Journal	of	Tropical	Medicine	and	Hygiene,	100	(2):	470-475,	Febrero	2019	

Factor	de	impacto	–	Cuartil:	

2,315	–	Q2	

Introducción	y	objetivo:	

La	 malaria,	 los	 arbovirus	 y	 la	 diarrea	 del	 viajero	 representan	 algunas	 de	 las	

etiologías	más	comunes	de	fiebre	tras	una	estancia	en	los	trópicos.	Dado	que	los	síntomas	

iniciales	de	estas	enfermedades	a	menudo	son	similares,	el	diagnóstico	diferencial	supone	

un	reto	para	la	correcta	clasificación	y	manejo	de	los	pacientes.	El	objetivo	de	este	estudio	

fue	 establecer	 la	 utilidad	 del	 recuento	 de	 plaquetas	 y	 leucocitos	 en	 el	 diagnóstico	

diferencial	de	la	fiebre	en	el	viajero.		

Material	y	métodos:	

Entre	 2013	 y	 2016	 se	 analizaron	 retrospectivamente	 aquellos	 episodios	 con	

sospecha	 clínica	de	malaria	 en	 los	que	 se	había	 realizado	un	 estudio	de	 gota	 gruesa.	El	

diagnóstico	 microbiológico	 de	 cada	 episodio	 se	 estableció	 mediante	 la	 detección	
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molecular	en	el	caso	de	los	arbovirus,	la	identificación	de	enteropatógenos	para	los	casos	

de	diarrea	u	otros	cuadros	gastrointestinales	y	el	examen	de	gota	gruesa	y	extensión	para	

el	diagnóstico	de	malaria.		

Resultados:	

Se	incluyeron	un	total	de	1.218	episodios.	La	malaria,	las	infecciones	por	arbovirus	

y	 la	 diarrea	 u	 otros	 cuadros	 gastrointestinales	 causaron	 102	 (8,4%),	 68	 (5,6%)	 y	 72	

(5,9%)	casos	respectivamente.	La	media	de	plaquetas	en	los	episodios	de	malaria	fue	de	

89	 x	 109/L	 y	 la	 trombocitopenia	 (<150.000	 x	 109	 plaquetas/L)	 presentó	 un	 valor	

predictivo	negativo	del	98%	para	el	diagnóstico	de	malaria.	La	media	de	leucocitos	en	los	

episodios	de	arbovirus	fue	de	3,19	x	109/L	y	la	leucopenia	(<4	x	109	leucocitos/L)	obtuvo	

un	valor	predictivo	negativo	del	98,1%	para	el	diagnóstico	de	infecciones	por	arbovirus.	

Los	recuentos	de	plaquetas	y	leucocitos	no	estuvieron	significativamente	alterados	en	los	

episodios	de	diarrea	u	otros	cuadros	gastrointestinales.		

Discusión:	

Los	 recuentos	 iniciales	 de	 plaquetas	 y	 leucocitos	 pueden	 ser	 útiles	 a	 la	 hora	 de	

realizar	el	diagnóstico	diferencial	de	la	fiebre	en	el	viajero	que	vuelve	de	áreas	tropicales	

o	 subtropicales.	 Aunque	 el	 rendimiento	 de	 estos	 parámetros	 no	 es	 suficiente	 para	

alcanzar	un	diagnóstico	etiológico,	deberían	utilizarse	en	 la	valoración	clínica	 inicial	del	

paciente.	
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Diagnostic Value of Platelet and Leukocyte Counts in the Differential Diagnosis of Fever in the
Returning Traveler
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Josep Barrachina,1 Mı́riam José Álvarez-Martı́nez,1,3 Maria Eugenia Valls,1 Jordi Mas,1 Jordi Vila,1,3 Irene Losada,2,3
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Abstract. Malaria, arbovirus infection and travelers’ diarrhea are among the most common etiologies of fever after a
stay in the tropics. Because the initial symptoms of these diseases often overlap, the differential diagnostic remains a
challenge. The aim of this study was to establish the effectiveness of platelet and leukocyte counts in the differential
diagnosis of fever in the returning traveler. Between 2013 and 2016, patients with a clinical suspicion of malaria, who had
thick blood smears performed were retrospectively included. The microbiological etiology of each episode was estab-
lished based on molecular detection in the case of arbovirus infection, the detection of pathogens in stool samples for
diarrhea and other gastrointestinal symptoms and the thick and thin blood smear results for malaria. A total of 1,218
episodes were included. Malaria, arbovirus infection, and diarrhea and other gastrointestinal symptoms caused 102
(8.4%), 68 (5.6%), and 72 (5.9%) episodes, respectively. The median platelet counts in malaria episodes were 89 × 109/L
and thrombocytopenia (< 150,000 × 109 platelets/L) yielded a 98% negative predictive value to predict malaria. The
median leukocyte counts in arbovirus infection episodes were 3.19 × 109/L and leucopenia (< 4 × 109 leukocytes/L)
yielded a 97.9% negative predictive value to predict arbovirus infections. Platelet and leukocyte counts were not sig-
nificantly altered in episodes caused by diarrhea and other gastrointestinal symptoms. Initial platelet and leukocyte
counts might be useful for the clinical differential diagnosis of fever in the returning traveler. Although these results are
insufficient to establish a diagnosis, they should be considered in the initial clinical assessment.

INTRODUCTION

Fever is one of the main reasons to attend emergency de-
partments in travelers returning from tropical areas. Malaria,
arbovirus infection, and travelers’ diarrhea are among the
most common etiologies of fever after a stay in the tropics.1–3

The initial clinical presentation for all these diseases is frequently
unspecific and might include fever, arthralgia, headache, my-
algia, and gastrointestinal symptoms. In consequence, the
differential diagnosis based on clinical symptoms remains a
challenge. Because of the increasing number of people trav-
elling abroad and the difference in severity, outcome, and
treatment of each condition, early diagnosis is crucial for the
successful management of the patient, especially for life-
threatening conditions such as malaria and severe dengue.
Diagnostic predictors such as abnormalities in hematological
parameters may be useful because they can suggest the eti-
ology before the definitive microbiological diagnosis.
Acute malaria is often associated with mild or moderate

thrombocytopenia in nonimmune adults and in children from
malaria-endemic areas, and is a sensitive but nonspecific in-
dicator of infection with malaria parasites. Profound throm-
bocytopenia is unusual. Malarial thrombocytopenia is rarely
associated with hemorrhagic manifestations or disseminated
intravascular coagulation either in nonimmune adults or chil-
dren in endemic areas.4–6

Arbovirus infections are commonly accompanied by
thrombocytopenia and also by leucopenia. Potts andRotham7

reviewed differences in laboratory indicators between patients
with dengue and other febrile illnesses (measles, typhoid
fever, leptospirosis, and severe acute respiratory syndrome)

in endemic areas and found that leukocyte and platelet
counts were significantly lower among patients with dengue.
Moreover, in endemic areas leukocyte parameters have been
used for diagnostic models of dengue in combination with
clinical symptoms.8 The same modifications in hematologi-
cal parameters have been reported for Zika,9 chikungunya,
and other arbovirus infections. These parameters are sen-
sitive for arbovirus infection, but they lack specificity, as they
vary amongdifferent arbovirus infections10 and theyheighten in
more severe cases.7,11

Travelers’ diarrhea and other gastrointestinal symptoms
after a stay in a tropical or subtropical area can be caused by
bacterial, viral, and parasitic pathogens. Laboratory indicators
vary depending on themicrobiological agent and its virulence.
Few studies document abnormalities in hematological pa-
rameters as an indicator for travelers’ diarrhea, except for
enteric fever, which is commonly associated with thrombo-
cytopenia and either leucopenia or leukocytosis.12–15

The aim of this is study was to establish the diagnostic ef-
fectiveness of leukocyte and platelet counts in the differential
diagnosis of patients returning from tropical or subtropical
areas with a clinical suspicion of malaria.

MATERIALS AND METHODS

Patients. The study was conducted at the Hospital Clinic i
Provincial de Barcelona (an 800-bed teaching hospital in
Barcelona, Spain). Following current clinical guidelines,
screening for malaria in all febrile patients returning from
tropical and subtropical areas is performed. This protocol in-
cludes fevermeasured using a thermometer and also a history
of fever reported by the patient. Cases for this study were
selected based on the thick and thin blood smear tests for
malaria requested by the attending physician. All thick blood
smears performed in the microbiology and parasitology

*Address correspondence to Elisa Rubio, Department of Clinical
Microbiology, Hospital Clı́nic de Barcelona, Villarroel, 170, Barcelona
08036, Spain. E-mail: elrubio@clinic.cat
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department between 2013 and 2016 were retrospectively
analyzed. Thick blood smears performed as a control of the
evolution in already diagnosed patients were excluded, and
only the first thick blood smear of each episode was analyzed.
Date of analysis, last visited country, identified Plasmodium
species, and parasite density were collected for each episode
and patient. In addition, the results from the different di-
agnostic methods to detect arbovirus infections and data on
bacterial and parasitic intestinal pathogens were collected
retrospectively. Finally, platelet and leukocyte counts at the
beginning of each malaria-suspected episode (±3 days dif-
ference from the date of performance of the first thick and thin
blood smear) were collected retrospectively.
Diagnostic procedures. The diagnosis of malaria was

defined by the presence of Plasmodium trophozoites in the
thick and thin blood smears. In addition, a rapid diagnostic test
(BinaxNOW Malaria, Alere, Ireland) was performed in some
cases depending on the last visited country and the chemo-
prophylaxis taken by the patient. In cases where the Plasmo-
dium species could not be established solely by microscopy,
a commercial nested polymerase chain reaction (PCR) with
specific primers forPlasmodium falciparum,Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae, and Plasmodium ovale was performed
(BIOMALAR Gel Form Kit; BioTools, Madrid, Spain). PCR
products were visualized in a 2% agarose gel.
Confirmed arbovirus infections were defined based on a

positive specific real-time reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) for dengue, chikungunya, or Zika in
serum or urine samples within themalaria suspected episode.
An in-housemultiplex real-timePCRwasused for themolecular
diagnosis of the four dengue serotypes using EXPRESS One-
Step SuperScript qRT-PCR (Thermo Fisher, Madrid, Spain).16

For the molecular diagnosis of chikungunya and Zika,
two different commercial real-time RT-PCR were perform-
ed: RealStar chikungunya RT-PCR (Altona Diagnostics,
Hamburg, Germany) and RealStar Zika RT-PCR (Altona
Diagnostics).
The diagnosis of travelers’ diarrhea or presence of other

intestinal pathogens was established with the detection of
viral, bacterial, or parasitic pathogens in a stool sample col-
lected during the same episode as the thick blood smear.
The routinemethods for the detection of bacterial pathogens

were cultures of the stool sample in Blood agar (Oxoid®;
Thermo Fisher), MacConkey agar (Becton Dickinson®, Hei-
delberg, Germany), CCDA agar (Becton Dickinson®) for Cam-
pylobacter isolation, Salmonella Shigella (SS) agar (Becton
Dickinson®) for Shigella and Salmonella isolation, Cefsulodin-
Irgasan-Novobiocin (CIN) agar (BectonDickinson®) forYersinia
isolation, and Rappaport-Vassiliadis Salmonella Enrichment
Broth (Becton Dickinson®) for the recovery of Salmonella and
latter planting onto SS agar. The isolated bacteria were identi-
fied by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry (Bruker, Bremen, Germany), and the
Salmonella/Shigella identified were serotyped by agglutination
with commercial antisera (Bio-Rad®, Marnes-la-Coquette,
France). An in-house multiplex PCR15,17 was used for the de-
tection of virulence genes of diarrheagenic Escherichia coli
targeted to CVD432 probe of enteroaggregative E. coli and the
lt and st genes of enterotoxigenic E. coli. PCR products were
visualized in a 2% agarose gel.
Parasitic pathogens were detected by direct microscopic

observation from fresh and concentrated stool samples with

the merthiolate formalin ether method and the modified
Kinyoun acid-fast stain from the concentrated samples for the
detection of Cryptosporidium and Cyclospora cayetanensis.
The detection of rotavirus and adenovirus was performed

with a rapid immunochromatographic test (bioNexia®; Rota-
Adeno, Marcy-l’Etoile, France) from stool samples.
The different diagnostic techniques were performed based

on diagnostic suspicion and clinical criteria. We should em-
phasize that there was no clinical request for Norovirus de-
tection in the group of patients included in the study.
Statistical analysis.Clinical, epidemiologic, and laboratory

data were collected on standardized forms and entered in a
passwordprotecteddatabase.Univariate andmultiple logistic
regressionmodels were fitted for all clinical variables available
using etiology as dependent variables. Interaction of in-
dependent variables was checked using the likelihood ratio
test.
The area under the receiver operating characteristic (ROC)

curves was used to compare the sensitivity and specificity
of selected markers. Cutoff values were chosen based on
the highest sensitivity and specificity to predict outcomeusing
the “roctab/detail” function (Stata 11.0; Stata Corporation,
College Station, TX). When the diagnostic performance was
assessed for more than one variable, the estimates were de-
rived from a logistic regression model using the selected
markers or clinical features as independent variables and the
condition to diagnose as the dependent variable. These
analyseswere carried out using the “lroc,” “lstat,” and “roctab/
graph” functions in Stata. Data were analyzed with STATA 11.

RESULTS

Characteristics of the study population and geographic
distribution.During thestudyperiod, 1,218episodesbelonging
to 1,185 patients returning from tropical or subtropical areas
with a clinical suspicion of malaria were included in the study,
and 46.8% were female. The most commonly visited area was
sub-Saharan Africa (47.5%), followed by Southern Asia/Pacific
(31.3%), Latin America (19.5%), and North Africa/Middle
East (1.6%).
Among patients diagnosed with malaria, 85.3% had

returned from sub-Saharan Africa; the single country with
most malaria cases was Equatorial Guinea. Sub-Saharan Africa
was the origin of 93% of patients diagnosed with P. falciparum
malaria and all patients diagnosed with P. malariae and P. ovale
malaria. Patients diagnosed with P. vivax malaria had arrived
from South Asia/Pacific (55.6%) and Latin America (44.4%).
Patients with arbovirus infection were mostly diagnosed af-
ter a stay in Southern Asia/Pacific (52.9%) and Latin America
(44.1%), with Thailand and Indonesia as the most frequently
visited countries. The distribution of patients with travelers’
diarrhea and parasitic intestinal pathogens was more het-
erogeneous, although themost frequently visited regionwas
sub-Saharan Africa (41.7%), and the most frequent visited
country was India. Figure 1 shows the geographical distri-
bution of the cases diagnosed with malaria and arbovirus
infection.
Confirmed etiologic diagnosis. A confirmed etiologic di-

agnosis of arbovirus infection, malaria, or travelers’ diarrhea
and other intestinal pathogens was found in 238 (19.5%)
cases. Malaria was responsible for 102 episodes (8.4%),
arbovirus infection for 68 episodes (5.6%), and traveler’s
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diarrhea and other gastrointestinal symptoms for 72 episodes
(5.9%) (Table 1). Four patients were diagnosedwithmore than
one tropical infection: three cases of malaria and an intestinal
pathogen and one case of arbovirus infection and an intestinal
pathogen.
Among the malaria-confirmed cases, the most common

species was P. falciparum, followed by P. vivax, P. ovale, and
P. malariae. In one case, neither microscopic nor molecular
methods could determine the Plasmodium species. The
median parasitemia was 0.6% (IQR: 0.05–3.6). The most
frequently found arbovirus was dengue, followed by chi-
kungunya and Zika.
Regardinggastrointestinal symptoms, 40caseswerecaused

by a bacterial pathogen and 32 by a parasitic pathogen. How-
ever, we did not performmolecular or serological investigations
to look for potential viruses associated with gastrointestinal
(GI) symptoms. Diarrheagenic E. coli was the most commonly
identified bacterial agent and Giardia lamblia and Blastocystis
hominis were the most commonly identified parasitic agents.
The latter probably not being the cause of infection. Table 1
shows the etiology of all intestinal pathogens identified.
Leukocyte and platelet counts may help establish

fever etiology. Figure 2 shows a scatter plot with the distri-
bution of platelets and leukocytes counts according to the
different etiologies, and Table 2 shows the median leukocyte
and platelet counts according to the malaria and arbovirus
etiologies. The four episodeswithmore thanoneetiologywere

classified in the malaria and arbovirus infection group because
it is known that these diseases cause more abnormalities in
platelet and leukocyte counts. Although some overlap was
found, malaria presented a major trend toward thrombocyto-
penia without affecting leukocyte counts. In the cases of arbo-
virus, both leucopenia and thrombocytopenia were observed.
Malaria. Figure 3A shows the platelet distribution among

patients with and without malaria. Platelet counts were sig-
nificantly lower (P < 0.001) in patients with malaria compared
with patients without malaria. The ROC curve analysis for
platelet count and malaria yielded an area under the curve of
0.89 (95% CI: 0.86–0.93, P < 0.05) (Figure 4B). Applying a
cutoff value of 150,000 × 109/L (thrombocytopenia), the sen-
sitivity, specificity, negative and positive predictive values
were 82.4%, 82.9%, 98.1%, and 30.6%, respectively. There
was a higher tendency toward thrombocytopenia in episodes
caused by P. falciparum than for the other Plasmodium spe-
cies, but these differences were not statistically significant. A
weak but significant inverse correlation between parasitemia
levels and platelet counts was observed (r = −0.31, P < 0.01).
Eighteen patients diagnosed with malaria did not have throm-
bocytopenia. In 16 cases, it was caused by P. falciparum in
patients returning from sub-Saharan Africa, one case was
caused byP. vivax in a patient returning fromPakistan, and one
case was caused by P. ovale in a patient returning from

TABLE 1
Etiology of infection in travelers presenting with acute febrile illness
with a suspected diagnosis of malaria

Aetiology Number (%) N %

Unknown 979 (80.4)*
Arbovirus 68 (5.6)*
Dengue 50 73.5
Chikungunya 12 17.7
Zika 6 8.8

Malaria 102 (8.4)*
Plasmodium falciparum 86 84.3
Plasmodium vivax 9 8.8
Plasmodium ovale 4 3.9
Plasmodium malariae 2 2.0
Plasmodium spp. 1 1.0

Traveller’s diarrhea 40 (3.3)*
EAEC 21 52.5
ETEC 10 25.0
ETEC + Shigella flexneri 1 2.5
Campylobacter jejuni 3 7.5
Salmonella typhimurium 2 5.0
Salmonella spp. 1 2.5
Vibrio spp. 1 2.5
Shigella sonnei 1 2.5

Intestinal parasites 32 (2.6)*
Blastocystis hominis 10 31.3
Cyclospora cayetanensis 1 3.1
Entamoeba histolytica/dispar 3 9.4
E. histolytica/dispar + Iodamoeba
butschlii

1 3.1

E. histolytica/dispar + Chilomastix
mesnili

1 3.1

E. histolytica/dispar + Giardia lamblia 1 3.1
G. lamblia 11 34.4
G. lamblia + C. mesnili 1 3.1
G. lamblia + C. mesnili +
Cryptosporidium sp.

1 3.1

Hymenolepis nana 1 3.1
Schistosoma intercalatum + Trichuris
trichiura

1 3.1

EAEC = enteroaggereagtive Escherichia coli; ETEC = enterotoxigenic E. coli.
* Percentages may not total 100 because patients may have more than one diagnosis.

FIGURE 1. Geographic destination of travelers included in the study
withmalaria andconfirmedarbovirus infection from2013 to 2016. This
figure appears in color at www.ajtmh.org.
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Cameroon. Among theP. falciparum cases, three patientswere
travelers of sub-Saharan Africa origin living in a nonendemic
area and visiting family or relatives in their country of origin, five
patients had undergone previous episodes of malaria in pre-
vious travels to endemic areas, one patient was already under
treatment when the platelet count was performed, and one
patient was splenectomized.
Arbovirus infection. Both platelet and leukocyte counts in

patients with arbovirus infection were significantly lower (P <
0.001) compared with patients without arbovirus infection
(Table 2, Figure 4A). The ROC curve analysis for platelet and
leukocyte counts and arbovirus infection yielded an area un-
der the curve of 0.71 for platelet counts and 0.88 for leukocyte
counts (Figure 4B). Applying a cutoff value of 4.00 × 109

leukocytes/L (leucopenia), the sensitivity, specificity, negative
and positive predictive values were 72.1%, 87.3%, 98.1%,
and 25.1%, respectively. The median platelet counts for pa-
tients with dengue, chikungunya, and Zika were 143, 223, and
155 (×109/L), respectively. The median leukocyte counts for
patients with dengue, chikungunya, and Zika were 2.68, 3.24,
and 3.55 (×109/L), respectively. The platelet and leukocyte
levels were significantly lower in episodes caused by dengue
(P = 0.002 and P = 0.004, respectively) compared with epi-
sodes caused by chikungunya.
The ROC curve for leukocyte counts, including only arbo-

virus infection and malaria cases, yielded an area under the
curve of 0.78, and leucopenia had sensitivity, specificity,
negative and positive predictive values of 72.1%, 59.8%,
78.4%, and 67.7%, respectively, to differentiate arbovirus
infection from malaria.

Travelers’ diarrhea and other intestinal pathogens. No
hematological parameterwassignificantly altered for patients,
where a parasitic intestinal pathogen was identified. Platelet
levels among patients with diarrhea of bacterial etiology were
significantly higher (P<0.001) comparedwith patientswithout
this etiology. However, none showed a platelet count greater
than 450,000 × 109/L (thrombocythemia18). Leukocyte levels
were not significantly altered in patients with travelers’ di-
arrhea of bacterial etiology.

DISCUSSION

In this study, we have shown that an initial laboratory
screening using hematological parameters such as platelet
and leukocyte counts might assist the clinical differential di-
agnosis in returning travelers. Indeed,weshow that in thecase
of malaria, platelet counts under 150,000 × 109/L (thrombo-
cytopenia) have sensitivity and specificity values of 82.4%,
and 82.9%, respectively, and a negative predictive value of
98.1%. Although this diagnostic performance is not sufficient
to establish a diagnosis, the clinician can use its high negative
predictive value to consider diagnoses other thanmalaria in an
initial assessment. Moreover, we show an inverse correlation
between parasitemia levels and platelet count, indicating that
levels of thrombocytopenia can be used as a predictive factor
of severity in malaria. Few publications directly correlate par-
asitemia with lower platelet counts, and this correlation has
mainly been presented in P. vivax malaria.19–21 Thrombocy-
topenia in the absence of significant bleeding is not consid-
ered a clinical manifestation for severe malaria.22 However,
some studies correlate the levels of thrombocytopenia
with malaria severity.23–25 Our results show a tendency for
P. falciparummalaria to have lower platelet counts compared
with other malaria species. These results agree with previous
studies,25,26 although other publications27 show that P. vivax
infection presents higher rates of thrombocytopenia. Our
study does not have enough cases of non-falciparummalaria
to verify if thrombocytopenia is a discriminating feature for a
particular type of malaria.
Among patients diagnosed with P. falciparum malaria

without thrombocytopenia, we show a high rate of patients
with previous episodes of malaria (8/16). It is known that the
repeated exposure to malaria parasites is associated with
semi-immunity against malaria and a reduced risk of severe
malaria.28 Some studies have shown that malaria severity is
lower in patients of sub-Saharan Africa origin living in non-
endemic areas and visiting family or relatives in their country
of origin.29,30 In addition, different hematological patterns
have been observed in semi-immune patients compared
with nonimmune patients, including a lower rate of severe
thrombocytopenia.23,30 These findings could explain the
lack of thrombocytopenia in patients previously exposed to
malaria.
We have shown that low platelet counts are not specific to

malaria because they are also associated with arbovirus in-
fections. However, in arbovirus infections, we usually find
concomitant leucopenia.7 In this study, we observed statisti-
cally lower leukocyte and platelet levels associated with
dengue, chikungunya, and Zika. In our sample, leukocyte
levels show a better diagnostic performance than platelets
because leukocyte levels are more specifically altered in ar-
bovirus infections.

TABLE 2
Platelet and leukocyte counts according to the etiology of fever in the
returning traveler

Etiology (N)

Platelet counts (109/L)
Leukocyte counts

(109/L)

Median IQR Median IQR

Malaria (102) 89 52–135 4.75 3.73–6.00
Arbovirus infection (68) 154 120–1953 3.19 2.24–4.18
Travelers’ diarrhea bacteria (40) 257 204–308 7.28 5.39–8.63
Intestinal parasites (32) 209 146–264 6.37 4.89–9.31
Unknown (979) 215 175–257 6.77 5.12–9.21

FIGURE 2. Distribution of white blood cell and platelet counts on
admission in travelers with malaria and arbovirus infection. This figure
appears in color at www.ajtmh.org.
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Leukocyte counts of 4.00 × 109 leukocytes/L or less (leu-
copenia) have sensitivity and specificity values of 72.1% and
87.3%, respectively, and a negative predictive value of 98.1%
for the detection of arbovirus infection. In addition, leucopenia
showed a negative predictive value of 78.4% to differentiate
malaria from arbovirus infection.
In agreement with previous studies,10 our results show that

leucopenia and specially thrombocytopenia are more severe
in dengue compared with chikungunya cases. No statistical
significance in hematological parameters is shown for epi-
sodes caused by Zika due to the low number of included
cases, sincewe only started testing for Zika virus in 2016, after
the large 2015 Brazil outbreak.31 However, in agreement with
previously reported cases, Zika cases in our study presented
mild leucopenia.32,33

No hematological parameter was significantly altered in epi-
sodes of travelers’ diarrhea or where parasitic intestinal patho-
genswere identified,probablybecauseof the lackof invasiveness
of parasitic and bacterial agents causing gastrointestinal symp-
toms.BlastocystishominisorHymenolepisnanawere identified in
some episodes. Probably, in these cases the focus of fever was
other than gastrointestinal but a parasitic study was additionally
demandedby the clinician becauseof gastrointestinal symptoms
or other epidemiological characteristics.

In the cases included in our study, the country visited did
not provide a major insight into the etiology. Most cases of
P. falciparum malaria came from sub-Saharan Africa, partic-
ularly from Equatorial Guinea. However, because Equatorial
Guinea is a former Spanish colony, and therefore a preferred
destination, we do not consider it to reflect the severity of
malaria in this country. Most cases of arbovirus infection ar-
rived from Southern Asia/Pacific and Latin America. Our re-
sults show that the distribution of travelers’ diarrhea and other
gastrointestinal symptoms is more heterogeneous among
tropical areas. These findings are in agreementwith previously
reported epidemiological information.34

This study has several limitations. First, underlying condi-
tions that could potentially alter leukocyte or platelet counts
were not systematically investigated. Second, some of the
selected casesmay not correspond to acute febrile illness but
rather to reported fevers. Finally, diagnoses other thanmalaria
and arbovirus infection were not analyzed. These limitations
would explain the large number of episodes of unknown eti-
ology included in the study, although previous studies show a
25% rate of undiagnosed episodes of fever after travelling to
the tropics.3,35 However, platelet and leukocyte counts were
able to set apart malaria and arbovirus infections from other
conditions. These indicators are inexpensive, easily available,

FIGURE 4. Leukocyte distribution in arbovirus and non-arbovirus
cases (A) and diagnostic performance (area under the receiver oper-
ating characteristic [ROC] curve) for leukocyte counts to discriminate
arbovirus and non-arbovirus infection cases (B). This figure appears in
color at www.ajtmh.org.

FIGURE 3. Platelet distribution in malaria and non-malaria cases (A)
and diagnostic performance (area under the receiver operating char-
acteristic [ROC] curve) for platelet counts to discriminate malaria and
non-malaria cases (B). Dotted line indicates the cutoff value for
thrombocytopenia. This figure appears in color at www.ajtmh.org.
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and can provide useful information in the differential diagnosis
of returning travelers presenting with fever.
In conclusion, this study provides quantitative evidence for the

potential role of platelet and leukocyte counts as diagnostic pre-
dictors of malaria and arbovirus infection, two of the most com-
mon causes of fever in the returning traveler and which may
rapidly evolve into severe diseases. These parameters can be
used as an initial guidance to accelerate the definitive diagnosis
and administer the appropriate treatment.
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OBJETIVO	4:	

Evaluar	 el	 rendimiento	 de	 un	 nuevo	 ensayo	 de	 inmuno-

aglutinación	magnética	que	detecta	el	antígeno	viral	NS1	para	

el	 diagnóstico	 de	 infecciones	 agudas	 por	 virus	 dengue.
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Evaluation	 of	 a	 novel	 microfluidic	 immuno-magnetic	

agglutination	assay	method	for	the	detection	of	dengue	virus	NS1	

antigen	

Evaluación	de	 un	nuevo	 ensayo	microfluídico	 de	 aglutinación	 inmuno-

magnética	para	la	detección	de	antígeno	NS1	de	virus	dengue	

Autores:	

Izaskun	 Alejo-Cancho,	 Jessica	 Navero-Castillejos,	 Aida	 Peiró-Mestres,	 Rosa	 Albarracín,	

Josep	 Barrachina,	 Alexander	 Navarro,	 Verónica	 Gonzalo,	 Víctor	 Pastor,	 José	 Muñoz,	
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Introducción	y	objetivo:	

El	 virus	 dengue	 (VDEN)	 es	 el	 arbovirus	 más	 importante	 y	 la	 enfermedad	

transmitida	por	vectores	 con	mayor	 crecimiento	a	nivel	mundial,	 causando	millones	de	

infecciones	 en	 países	 endémicos	 y	 en	 viajeros	 que	 regresan	 de	 dichos	 países.	 Son	

necesarios	métodos	de	diagnóstico	rápido	para	mejorar	el	manejo	clínico	de	los	pacientes	

y	para	prevenir	 la	transmisión	local	en	zonas	no	endémicas.	La	detección	de	 la	proteína	

no-estructural	 1	 (NS1)	 de	 VDEN	 es	 una	 herramienta	 útil	 para	 el	 diagnóstico,	 pero	 los	

métodos	disponibles	en	la	actualidad	son	lentos	o	carecen	de	la	sensibilidad	suficiente.	

El	 objetivo	 de	 nuestro	 estudio	 fue	 evaluar	 un	 nuevo	 test	 diagnóstico	 rápido	 de	

detección	 de	 NS1	 de	 VDEN:	 un	 ensayo	 de	 aglutinación	 inmuno-magnética	 (IMA)	

microfluidico	y	semicuantitativo	basado	en	la	agregación	de	nanopartículas	magnéticas	y	
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su	detección	mediante	un	lector	electrónico	(Virotrack	Dengue	Acute	y	Blubox,	Blusense	

diagnostics).	

Material	y	métodos:	

Se	 empleó	un	panel	 de	135	muestras	de	 viajeros	que	habían	 regresado	de	países	

endémicos	de	dengue	(74	muestras	positivas	para	dengue	incluyendo	los	cuatro	serotipos	

del	 virus,	 26	muestras	 positivas	 para	 Zika,	 25	muestras	 positivas	 para	 chikungunya,	 5	

muestras	 positivas	 para	 malaria	 y	 5	 muestras	 negativas).	 Las	 muestras	 se	 testaron	

mediante	 tres	métodos	 de	 detección	 de	 antígeno	 diferentes:	 SD	 Dengue	 NS1	 Ag	 ELISA	

(técnica	 ELISA,	 el	 método	 más	 sensible	 para	 la	 detección	 de	 NS1	 actualmente),	 SD	

BIOLINE	Dengue	Duo	(técnica	inmunocromatográfica	(ICT),	empleada	para	el	diagnóstico	

rápido	de	la	enfermedad)	y	ViroTrack	Dengue	Acute	(técnica	IMA).		

Resultados:	

La	sensibilidad	observada	para	SD	Dengue	Elisa	NS1,	ViroTrack	Dengue	Acute	y	SD	

BIOLINE	 Dengue	 Duo	 fue	 97,2%,	 91,1%	 y	 68,1%	 respectivamente.	 Todos	 los	 métodos	

mostraron	una	alta	especificidad	(98,4%	en	el	caso	de	ViroTrack	Dengue	Acute	y	100%	

para	 los	 otros	 dos	 métodos).	 Los	 métodos	 basados	 en	 ELISA	 e	 IMA	 sólo	 fallaron	 al	

detectar	muestras	de	pacientes	infectados	con	el	serotipo	2	de	VDEN.	Los	métodos	ICT	e	

IMA	obtuvieron	los	resultados	en	15	minutos,	frente	a	las	2,5	horas	del	método	ELISA.	Los	

métodos	 ELISA	 e	 IMA	 realizan	 una	 lectura	 de	 resultados	 cuantificada,	 mientras	 que	 la	

lectura	de	la	ICT	es	subjetiva	y	puede	mostrar	variaciones	entre	observadores.		

Discusión:	

ViroTrack	Dengue	Acute	es	un	ensayo	sensible	y	específico	para	la	detección	de	NS1	

de	VDEN.	Aporta	resultados	de	manera	más	rápida	que	el	método	ELISA	y	sus	resultados	

son	mejores	que	los	obtenidos	por	el	otro	método	rápido	(ICT).	Por	lo	tanto,	representa	

una	herramienta	útil	 para	 el	 diagnóstico	 rápido	de	dengue	 en	 viajeros	que	 regresan	de	

países	endémicos.	
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Abstract

Background

Dengue virus (DENV) is the most important arbovirus worldwide, causing infections in

endemic countries and returning travellers from these areas. Rapid diagnostic tests are

needed to improve patient management and monitor local transmission. The detection of

DENV non-structural protein 1 (NS1) is a useful tool for the diagnosis, but the currently avail-

able methods can be time consuming or lack sensitivity. The objective of our study was to

evaluate a new rapid and semi-quantitative microfluidic DENV NS1 immuno-magnetic

agglutination assay based on aggregation of magnetic nanoparticles detected by an elec-

tronic reader (Virotrack Dengue Acute and Blubox, Blusense diagnostics, Copenhagen,

Denmark).

Methodology/Principal findings

A panel of 135 serum samples from travelers returning from dengue endemic countries was

analyzed (74 DENV positive samples including the four DENV serotypes, 26 Zika virus posi-

tive samples, 25 chikungunya virus positive samples, 5 malaria positive samples and 5 neg-

ative samples). Samples were tested by three different antigen detection methods: SD

Dengue NS1 Ag ELISA, SD BIOLINE Dengue Duo and ViroTrack Dengue Acute. The sensi-

tivity observed for SD Dengue NS1 Ag ELISA, ViroTrack Dengue Acute and SD BIOLINE

Dengue Duo was 97.2%, 91.1% and 68.1%, respectively. All methods showed high specific-

ity (98.4% for ViroTrack Dengue Acute and 100% for both SD Dengue NS1 Ag ELISA and

SD BIOLINE Dengue Duo). SD Dengue NS1 Ag ELISA and ViroTrack Dengue Acute only

failed to detect samples positive for DENV-2.

Conclusions/Significance

ViroTrack Dengue Acute is a sensitive and specific assay for DENV NS1 detection. It pro-

vides faster results than the ELISA method and a better performance than the rapid
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immunochromatographic tests. ViroTrack Dengue Acute could represent a valuable tool for

rapid diagnosis of DENV infections in returning travellers from endemic countries.

Author summary

Dengue virus is a human pathogen that causes millions of infections each year. It can be
found in nearly all tropical areas, and people living in those regions and travelers who visit
them are at risk of disease. The symptoms may vary from a mild flu-like disease to severe
hemorrhagic symptoms. Accurate diagnosis of dengue is important for a better manage-
ment of the disease and for epidemiological surveillance. Detection of DENV antigen is a
useful tool to diagnose DENV infections. However, currently available techniques are not
rapid (ELISA assays) or not accurate enough (immunochromatographic tests). Here, we
evaluate a new antigen detection technique based on aggregation of magnetic nanoparti-
cles. The method combines a short time to results (12 minutes) with a high diagnostic per-
formance. We therefore conclude that this new technique could be a useful tool for the
diagnosis of dengue.

Introduction

Dengue virus (DENV) (genus Flavivirus, family Flaviviridae) is mainly transmitted by the
bites of infected Aedes mosquitoes, and there are four different serotypes of the virus (DENV-
1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4). Infection by one of the DENV serotypes does not induce
protection against other serotypes, and secondary infections are associated with a higher risk
of severe clinical disease [1] [2]. DENV infection has a large spectrum of clinical manifesta-
tions; from asymptomatic infections to a febrile illness (dengue fever) and in a minority of
cases a severe life-threatening disease [3]. DENV is considered the most important arthropod
borne virus (arbovirus) and the fastest growing vector borne disease worldwide [3]. It is esti-
mated that 390 millions of infections by DENV may occur annually, being 96 millions of them
symptomatic [4]. Most of the cases of DENV infection occur in endemic countries. The num-
ber of travelers returning from endemic countries is also increasing, and therefore DENV
infection has become a common diagnosis among travelers presenting fever at their return[5].
In a surveillance study in returning travelers from 2007 to 2011, DENV infection accounted
for 15% of the etiologies of febrile illness[6].

Laboratory diagnosis of DENV infection can be achieved by direct and indirect methods.
Direct methods include detection of the viral genome by reverse-transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR), virus isolation or detection of viral antigens. Indirect diagnosis is
based on detection of immunoglobulin (Ig) M and IgG antibodies, and the confirmation by
indirect methods is achieved by the observation of seroconversion in paired acute and conva-
lescent serum samples[3]. The detection of non-structural protein 1 (NS1) of DENV, a glyco-
protein secreted from infected cells, is a useful tool for the diagnosis of acute DENV infection.
NS1 antigen can be detected by enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) or immuno-
chromatographic assays (ICT). Enzyme-linked immunosorbent assays have proven to be a
useful tool for NS1 antigen detection, with sensitivity values between 57.7%-95.1% according
to different studies[7][8][9][10][11]. However, the ELISA time to results (around 2-3h) and
the need for certain laboratory expertise to perform them make them not the best choice for
rapid diagnosis. Immunochromatographic tests, on the contrary, are easy to use and provide
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results in minutes. However, they offer a lower diagnostic performance, with sensitivities rang-
ing from 40% to 79.1% among different reports [9][11]. The specificity observed for both tech-
niques is very high (95%-100%)[7][8][10][11], and therefore a positive NS1 detection
represents a laboratory confirmed case of DENV infection (https://ecdc.europa.eu/en/
surveillance-and-disease-data/eu-case-definitions).

Immuno-magnetic agglutination (IMA) assays are newly developed methods that use mag-
netic particles coated with capture molecules (e.g. antibodies, ligands, nucleotides) that bind
specifically to the target biomarker, forming clusters that enable the detection. Different assays
have been developed for the detection of pathogens, small molecules and proteins[12]. These
methods are easy to use and can improve the sensitivity and time to the results of classic meth-
ods such as ELISAs [13]. An assay to detect DENV NS1 antigen has been developed based on
IMA technology[14].

A rapid and reliable diagnostic test for acute DENV infections would contribute to a better
patient management and would be helpful for surveillance programs in order to monitor local
virus transmission in non-endemic areas where the vectors are present. The objective of our
study was to evaluate a new rapid and semi-quantitative microfluidic DENV NS1 immuno-
magnetic agglutination (IMA) assay based on aggregation of magnetic nanoparticles detected
by an electronic reader (Virotrack Dengue Acute and Blubox, Blusense diagnostics). The per-
formance of the test was evaluated in samples from acute cases of DENV, chikungunya virus
(CHIKV), Zika virus (ZIKV) and Plasmodium infections and was compared against estab-
lished methods for detection of DENV NS1 antigen.

Materials and methods

Samples

A panel of 135 serum samples from travelers returning from dengue endemic countries was
analyzed in this study. The panel included 74 DENV positive samples by real time RT-PCR
including all DENV serotypes (26 DENV-1, 24 DENV-2, 15 DENV-3, 7 DENV-4, 2 non typed
DENV), 26 ZIKV positive samples by real time RT-PCR, 25 CHIKV positive samples by real
time RT-PCR, 5 malaria positive samples by thick and thin blood smear and 5 negative sam-
ples from patients with fever returning from endemic countries in which an arboviral infection
was ruled out. A summary of the samples included in the study, according to days after the
onset of symptoms and the geographical area visited by the travelers is shown in Fig 1. The
median age of travelers was 35 years old (range 6–74) and 51% were female.

Laboratory diagnosis

Acute DENV infections in travelers were diagnosed by detection of DENV RNA in serum
samples. The following methods were used for detection and/or serotyping of DENV: a com-
mercial real-time RT-PCR (LightMix Modular Dengue, TIB Molbiol, Berlin, Germany, per-
formed on LightCycler 480 II thermal cycler, Roche), an in-house real-time RT-PCR
(performed on Stratagene Mx3000P thermal cycler, Thermo Fisher Scienctific)[15] or an in-
house generic flavivirus RT-PCR [16]. RT-PCR products obtained with the later method were
then visualized in a 2% agarose gel followed by sequencing. The different methods used reflect
the availability of diagnostic assays in different periods in our laboratory: the in-house real
time RT-PCR was substituted in 2017 by the commercial assay and the generic flavivirus
RT-PCR was used for serotyping three samples. Dengue cases were classified as secondary
infections when pre-existing immunoglobulin (Ig) G against DENV (measured by PanBio
ELISA (Alere, Brisbane, Australia)) were present in the sample positive for DENV RNA [3].
The diagnosis of acute CHIKV and ZIKV infections was achieved by specific real-time
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RT-PCR (RealStar Chikungunya Virus RT-PCR kit and RealStar Zika Virus RT-PCR kit,
Altona Diagnostics GmbH, Hamburg, Germany). Malaria cases were diagnosed by thick and
thin blood smears. All samples were stored frozen at -80˚C until the DENV NS1 assays were
performed.

Tests for DENV NS1 antigen detection

The samples were tested by three different methods for detection of DENV NS1 antigen: SD
Dengue NS1 Ag ELISA (Standard Diagnostic Inc, Kyongii-Do, Korea), SD BIOLINE Dengue
Duo (Standard Diagnostic Inc, Kyongii-Do, Korea) and ViroTrack Dengue Acute (BluSense
Diagnostics, Copenhagen, Denmark). All assays were performed according to the manufactur-
er’s instructions.

SD Dengue NS1 Ag ELISA (hereinafter also referred to as ELISA) is an enzyme-linked
immunosorbent assay for the qualitative detection of NS1 antigen in human serum. SD BIO-
LINE Dengue Duo kit is a rapid immunochromatographic test (hereinafter also referred to as
immunochromatographic test or ICT) that detects both DENV NS1 antigen and antibodies

Fig 1. A. Distribution of samples by day post-onset of symptoms and final diagnosis. B. Distribution of samples by
visited region, according to the WHO regions. In 11 samples (9 positive DENV samples, one positive ZIKV sample
and one positive CHIKV sample) the country visited was not recorded.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008082.g001
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against DENV (IgM/IgG) in human serum, plasma or whole blood. ViroTrack Dengue Acute
(hereinafter also referred to as immuno-magnetic agglutination assay or IMA) is a rapid and
semi-quantitative microfluidic DENV NS1 detection method based on IMA technology[14].
The IMA test uses magnetic nanoparticles coated with a mix of monoclonal antibodies capable
of detecting NS1 from all four DENV serotypes. The test cannot differentiate between the sero-
types and returns a positive, negative, or equivocal value relative to the total amount of DENV
NS1 antigen (of one or multiple serotypes) present in the sample. The kit consists on a car-
tridge in which 30 μl of serum, plasma, whole blood or capillary blood are introduced. This
cartridge is then inserted on the reader (Blubox; BluSense Diagnostics, Copenhagen, Den-
mark), in which all the self-contained sample preparation, mixing and reading steps take
place. The reading is automatic and quantitative, and the results are obtained on the screen in
12 minutes after loading the cartridge. An overview of the main characteristics of the NS1
detection assays and the principle of the IMA technology is shown in Fig 2.

Fig 2. A. Overview of the three DENV NS1 detection methods. B. Schematic principle of the IMA technology.
Magnetic nanoparticles coated with monoclonal antibodies against DENV NS1 protein are incubated with the serum
sample. Incubation in a strong magnetic field induces NS1-mediated nanoparticle aggregation. The concentration of
NS1 in the sample is quantified by measuring the modulation of a transmitted laser light upon magnetic rotation of
nanoparticles.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008082.g002

Evaluation of a novel dengue NS1 antigen detection assay

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008082 February 18, 2020 5 / 11

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008082.g002
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008082


Statistical analysis

Sensitivity, specificity, likelihood ratios and agreement values were calculated for all methods
having molecular techniques as the gold standard. Sensitivity was calculated as: true positives/
(true positives + false negatives) and specificity as: true negatives/(true negatives + false posi-
tives). Confidence interval for sensitivity and specificity were calculated using the efficient-
score method described by Newcomb based on the procedure described by Wilson[17]. Likeli-
hood ratios indicate the increase or decrease of probability for a disease for the given test
results, and were calculated as follows: positive likelihood ratio (LR+) = sensitivity/(1-specific-
ity); negative likelihood ratio (LR-) = (1-sensitivity)/specificity) and interpreted based on Hay-
den et al[18]. Kappa coefficient, a measurement of nonrandom agreement between
measurements, was also calculated and interpreted following Landis and Koch criteria[19].

Ethics statement

This study was approved by the Ethical Comitee of Hospital Clinic (File HCB/2018/0931).
Leftovers of routine diagnostic serum samples were anonymized and stored frozen until
testing.

Results

All 135 serum samples were tested by ViroTrack Dengue Acute, 133 samples by SD Dengue
NS1 Ag ELISA and 130 samples by SD BIOLINE Dengue Duo kit (some samples could not be
tested by all methods due to insufficient sample volume).

The sensitivity, specificity, positive and negative likelihood ratios and kappa statistic values
obtained are summarized in Table 1. The results obtained for each method by type of pathogen
are shown in Table 2. Sensitivity values were higher with the ELISA (97.2%), followed by the
IMA assay (91.9%) and the ICT (68.1%). Specificity was 100% for ELISA and ICT and 98.4%
for the IMA test. One ZIKV positive sample tested positive in IMA assay. This sample was
obtained two days after the onset of the symptoms and tested positive for ZIKV and negative
for DENV and CHIKV by real-time RT-PCR. This apparent cross-reactivity was not observed
in the other 25 ZIKV positive samples tested.

For all three methods positive likelihood ratios >10 were obtained, which means that a pos-
itive result has large effect on post-test probability. For negative likelihood ratio, a ratio <0.1
was obtained both for IMA and ELISA test, which implies a large effect on post-test probabil-
ity, and a ratio of 0.3 for ICT, which means a small effect on post-test probability.

Both ELISA and IMA methods showed an almost perfect agreement with the real-time
RT-PCR gold standard according to the kappa statistic values and Landis and Koch criteria,
whereas the ICT showed a substantial agreement.

Table 1. Sensitivity, specificity, likelihood ratios and Kappa statistic results for each test with a 95% confidence interval. The gold standard used for the final diagno-
sis was the DENV RT-PCR result.

Sensitivity (%, 95% CI) Specificity (%, 95% CI) Positive Likelihood ratio Negative likelihood ratio Kappa (value, 95% CI)

ViroTrack Dengue Acute 91.9
(82.6–96.7)

98.4
(90–99.9)

>10 0.08
(0.04–0.2)

0.9 (0.8–1)

SD Dengue Ag NS1 ELISA 1 97.2
(89.4–99.5)

100
(92.6–100)

>10 0.03 (0.007–0.11) 1 (0.9–1)

SD BIOLINE Dengue
Duo 1

68.1
(55.7–78.5)

100
(90.6–100)

>10 0.36 (0.25–0.52) 0.7 (0.6–0,8)

1 Due to insufficient sample volume in DENV positive samples 2 SD Dengue NS1 Ag ELISA and 5 SD BIOLINE Dengue Duo could not be performed.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008082.t001
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The ELISA and the IMA assay detected all DENV-1, DENV-3 and DENV-4 positive sam-
ples included in the study. Detection rates for DENV-2 positive samples for the ELISA and
IMA assays were 95.5% and 79.2%. The tested panel included eight samples from secondary
DENV infections: seven were detected by the ELISA, six by the IMA assay and four by the
ICT.

Detection rates by days post-onset are shown on Supplementary material (S1 Table), as well
as true positive (TP), true negative (TN), false positive (FP) and false negative (FN) values for
each test (S2 Table).

Discussion

DENV infection is a frequent diagnosis in travelers returning from endemic countries[5][6].
The clinical presentation of the infection can range from asymptomatic or mild disease to a
severe syndrome. A rapid diagnostic test for dengue could contribute to better patient manage-
ment and facilitate screening of patients for arboviral surveillance programs in non-endemic
areas [20]. In the last years, local transmission of DENV and CHIKV has been documented in
several European countries, including the first autochthonous cases in Spain in 2018 [21].

Detection of DENV NS1 protein in serum of infected patients represents the principal anti-
gen-detection diagnostic method for DENV infections. A variety of both ELISAs and ICTs are
commercially available. Previous studies have observed sensitivity values of 57.7%-95.1% for
ELISA assays[7][8][9][10][11] and 40%-79.1% for immunochromatographic tests[9][11].
While the diagnostic performance of ELISA-based methods is clearly superior to that of
immunocromatography-based rapid tests, ELISA methods are more time-consuming requir-
ing 2-3h until the results are obtained. In addition, unlike rapid tests, ELISA-based assays are
not as suitable as rapid tests for screening of individual samples, given that they usually require
the use of multiple controls in each run. Thus, ELISA-based tests are not optimal for urgent
testing of individual samples and the rapid tests, which are suitable for individual sample test-
ing, do not perform sufficiently well.

Immuno-magnetic agglutination assays have been recently developed for the detection of
various biomarkers [12][22]. Their simplicity of use and rapid time to results are interesting
features for rapid diagnosis of infectious diseases. In this study, we have evaluated a novel IMA

Table 2. Positive results from the total of positive samples tested.

Panel Number of samples Positive by ViroTrack Dengue
Acute

Positive by SD Dengue NS1 Ag
ELISA

Positive by SD BIOLINE Dengue
Duo

N % N % N %

DENV 74 68 91.9 701 97.2 472 68.1

Serotype-1 26 26 100 26 100 202 83,3

Serotype-2 24 19 79.2 211 95,5 142 66.7

Serotype-3 15 15 100 15 100 11 73.3

Serotype-4 7 7 100 7 100 1 1.4

Non-typed 2 1 50 1 50 1 50

ZIKV 26 1 3.8 0 0 0 0

CHIKV 25 0 0 0 0 0 0

Malaria 5 0 0 0 0 0 0

Negative 5 0 0 0 0 0 0

1 Due to insufficient sample volume SD Dengue NS1 Ag ELISA could not be performed in 2 DENV-2 samples.
2 Due to insufficient sample volume in 2 DENV-1 samples and 3 DENV-2 samples SD BIOLINE Dengue Duo could not be performed.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008082.t002
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assay for detection of DENV NS1 antigen. We compared the IMA assay with an ELISA and
with an ICT method, considering the RT-PCR results as the gold standard. On the one hand, it
was important to compare the IMA with the ELISA, which represents the reference method
for NS1 antigen detection. On the other hand, it was specifically relevant to compare the IMA
to the ICT, as both assays represent rapid diagnostic testing and therefore would be used in the
same clinical situations.

We show that the sensitivity of the IMA (91.9%) is notably higher than the ICT (68.1%) and
only slightly lower than the ELISA (97.2%). The IMA requires the lowest amount of sample, is
very simple to perform, provides results in less than 15 minutes and offers a semi-quantitative
reading. These features make the IMA a promising candidate for rapid DENV NS1 diagnostic
testing.

The IMA technology seems to be not exempt from some limitations that have been
described for NS1 detection assays, such as the lower sensitivity for DENV-2 and for secondary
dengue infections. DENV-2 was the least detected serotype by all three methods. IMA technol-
ogy failed to detect the NS1 protein in 6 cases of confirmed DENV infection by RT-PCR,
being 5 of them DENV-2 and one non-typed DENV. Limitations in detecting DENV-2 NS1
antigen have already been addressed in other studies[7][8], obtaining a sensitivity of 63% for
DENV-2 against a 84% of sensitivity of the other three serotypes pooled[23]. A decrease in sen-
sitivity of NS1 detection kits has also been observed during DENV-2 outbreaks[24].This phe-
nomenon could be related to lower NS1 protein levels in serum in DENV-2 infections[25].
Both ELISA and IMA assays detected all DENV-4 samples, but the ICT only detected one out
of seven samples with this serotype. Low sensitivity for the detection of DENV-4 has been pre-
viously described for other NS1 assays, including the ICT that was used in our study [11].

Detection of NS1 antigen in secondary DENV infections is challenging because of lower
sensitivity, probably due to the formation of immune complexes between NS1 and pre-existing
antibodies from the previous DENV infection [25][26]. Other studies have shown a great
decrease in sensitivity when comparing primary infections to secondary infections, from 47–
71% sensitivity in primary dengue cases to 21–55% in secondary cases with ICT assays[9]. Sim-
ilar results have been reported for ELISA kits, with sensitivity values dropping from 96.1% to
67.3%[10] in secondary infections. Our study did not include a high number of secondary den-
gue cases, since the majority of our patients are travelers and DENV infections in travelers are
much more likely to be primary infections. Despite the low number of secondary dengue cases
analyzed in this study, the IMA technology seems to have better sensitivity than ICT for the
diagnosis of secondary infections. A larger study on the diagnostic performance of the IMA
technology in endemic areas would be needed to assess the usefulness of the IMA for global
dengue diagnostics.

Along with the new test, we also evaluated SD Dengue NS1 Ag ELISA and SD BIOLINE
Dengue Duo in our study. The ELISA assay had a very good performance, with results similar
to the best results obtained in other studies (sensitivity of 85–95%)[11]. Lower sensitivity val-
ues have been observed for ELISA in other studies (60–76%)[9][8]. This difference could be
explained by the number of secondary dengue infections, as well as the number of DENV-2
infections included in the studies, two factors that can severely affect the performance of the
different kits. Regarding SD BIOLINE Dengue Duo, the sensitivity observed in our study was
similar to that observed in other reports (52–66%) [9].

In this study, a sample from a patient with ZIKV infection gave a positive result for Viro-
Track Dengue Acute. The rest of the positive ZIKV samples did not give any false positive
result by ViroTrack Dengue Acute. This phenomenon of cross reactivity has been previously
described in a single sample for other rapid diagnostic tests [27]. Although it is not clear the
reasons for this cross reactivity, it seems to be a rare finding.
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The IMA test performs automatic reading of the results and quantification, providing a
robust assessment of the presence of NS1 antigen in the sample. Although some studies have
shown low inter-observer variation in the interpretation of NS1 rapid tests, differences have
also been reported and weak positive samples are more prone to be misclassified in ICTs. In
conclusion, we evaluated the utility of an IMA technology (ViroTrack Dengue Acute) for the
NS1 detection of suspected cases of DENV infection in travelers. The assay compiles several
advantages of rapid tests (short time to results, suitability for individual sample testing) and
the better performance of ELISA methods. Thus, it could represent a valuable tool for the diag-
nosis of acute DENV infections.
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OBJETIVO	5:	

Investigar	 la	 utilidad	 de	 otras	 técnicas	 serológicas	 para	 el	

diagnóstico	 de	 las	 infecciones	 por	 dengue,	 chikungunya	 y	

Zika.
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RESULTADOS	ADICIONALES	1	

Evaluación	de	un	test	rápido	para	el	diagnóstico	de	infección	por	

virus	dengue	en	viajeros		

Una	versión	preliminar	de	este	estudio	fue	presentada	en	formato	poster	en	el	24º	

Congreso	 de	 la	 Sociedad	 Europea	 de	Microbiología	 y	 Enfermedades	 Infecciosas	

(ECCMID,	European	Congress	of	Clinical	Microbiology	and	Infectious	Diseases):			

Evaluation	 of	 a	 rapid	 test	 for	 dengue	 virus	 infection	 in	 travelers;	 Alejo	 Cancho	 I,	

Vilavella	D,	Campos	I,	Ferre	R,	Monte	R,	Cañas	A,	Martínez	D,	Gascón	J,	Martínez	MJ	

Autores:	

Izaskun	Alejo-Cancho,	Daniel	Vilavella,	Irene	Campos,	Roser	Ferré,	Rosa	Monte,	A.	Cañas,	

Diego	Martínez,	Aída	Peiró-Mestres,	Joaquim	Gascón,	Miguel	Julián	Martínez	

Introducción	y	objetivos:	

El	virus	dengue	(VDEN)	es	un	flavivirus	transmitido	por	artrópodos	que	causa	unos	

300	millones	 de	 infecciones	 anuales.	 Su	 cuadro	 clínico	 es	 variable,	 pudiendo	 ocasionar	

desde	infecciones	asintomáticas	o	leves	hasta	graves	cuadros	hemorrágicos.		

Su	diagnóstico	se	basa	en	métodos	serológicos	y	en	la	detección	del	virus.	También	

existen	 técnicas	 rápidas	 de	 detección	 de	 antígeno	 NS1,	 que	 han	 sido	 principalmente	

evaluadas	 en	 zonas	 endémicas.	 El	 objetivo	 de	 nuestro	 estudio	 es	 evaluar	 un	 test	 de	

diagnóstico	 rápido	 en	 viajeros	 que	 regresan	 de	 zonas	 endémicas	 con	 sospecha	 de	

infección	por	VDEN.	

Material	y	métodos:	

Se	 evaluó	 un	 panel	 de	 68	 muestras	 de	 pacientes	 que	 regresaban	 de	 zonas	

endémicas	con	un	cuadro	sugestivo	de	VDEN.	En	64	muestras	se	comparó	el	resultado	de	

IgM	e	IgG	obtenidos	por	el	método	de	diagnóstico	rápido	(SD	Bioline	Dengue	Duo)	con	los	
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obtenidos	por	el	método	de	rutina	(ELISA	IgM	e	IgG,	Dengue	Panbio).	En	19	muestras	se	

comparó	el	 resultado	de	detección	de	antígeno	NS1	de	VDEN	con	 los	 resultados	de	una	

RT-PCR	en	tiempo	real	casera	específica	para	VDEN.	

Resultados:	

El	test	rápido	presentó	una	sensibilidad	del	89,3%	(70,6-97,2%)	para	la	IgM	y	del	

54,5%	 (36,6-71,5%)	 para	 la	 IgG.	 Para	 ambos	 la	 especificidad	 fue	 del	 100%.	 El	 índice	

kappa	mostró	una	correlación	con	el	método	de	referencia	casi	perfecta	en	el	caso	de	la	

IgM	 y	 moderada	 para	 la	 IgG.	 El	 antígeno	 NS1	 fue	 positivo	 en	 13	 de	 las	 14	 muestras	

positivas	 por	 RT-PCR.	 Cinco	 muestras	 de	 malaria	 incluidas	 en	 el	 panel	 presentaron	

resultados	negativos	para	los	tres	marcadores	de	infección	por	VDEN	mediante	el	método	

de	diagnóstico	rápido.	

Discusión:	

Los	resultados	obtenidos	con	el	test	de	diagnóstico	rápido	fueron	comparables	a	los	

métodos	 de	 rutina	 para	 la	 detección	 de	 IgM.	 SD	 Bioline	 Dengue	 Duo	 podría	 ser	 una	

herramienta	 útil	 para	 el	 diagnóstico	 de	 infección	 aguda	 por	 VDEN	 en	 viajeros,	 ya	 que	

además	parece	detectar	bien	el	antígeno	NS1.	La	detección	de	IgG	mostró	un	rendimiento	

inferior	al	de	la	técnica	de	referencia.	Los	resultados	obtenidos	son	notablemente	mejores	

que	otros	reportados	en	 la	 literatura	con	este	 test.	Esto	es	así	probablemente	porque	el	

rendimiento	diagnóstico	de	la	prueba	es	superior	en	infecciones	primarias	(que	ocurren	

más	 frecuentemente	 en	 viajeros)	 que	 en	 zonas	 endémicas	 donde	 la	 frecuencia	 de	

infecciones	secundarias	es	superior.	



1	
	

EVALUACIÓN	 DE	 UN	 TEST	 RÁPIDO	 PARA	 EL	 DIAGNÓSTICO	 DE	 INFECCIÓN	1	

POR	VIRUS	DENGUE	EN	VIAJEROS	2	

	3	

	4	

I.	 Alejo-Cancho1*,	 D.	 Vilavella1,	 I.	 Campos1,	 R.	 Ferré1,	 R.	 Monte1,	 A.	 Cañas1,	 D.	5	

Martínez1,	A.	Peiró-Mestres1,	J.	Gascón2,	3,	M.J.	Martínez1,	3,	4	6	

	7	

	8	

	9	

1	Servicio	de	Microbiología,	Hospital	Clinic,	Barcelona	10	

2	Servicio	de	Medicina	Tropical,	Hospital	Clinic,	Barcelona	11	

3	ISGlobal,	Centro	de	Investigación	de	Salud	Internacional	de	Barcelona	(CRESIB),	12	

Hospital	Clinic	13	

4	Universitat	de	Barcelona,	Barcelona	14	

	15	

	16	

	17	

	18	

	19	

	20	

*Correspondencia:		21	

Izaskun	Alejo-Cancho	22	

Servicio	de	Microbiología,	Hospital	Clinic,	Barcelona	23	

alejo@clinic.cat	24	

	25	



2	
	

RESUMEN	26	

Introducción	y	objetivos	27	

El	virus	dengue	(VDEN)	es	un	flavivirus	transmitido	por	artrópodos	que	causa	unos	28	

300	millones	 de	 infecciones	 anuales.	 Su	 cuadro	 clínico	 es	 variable,	 pudiendo	 ocasionar	29	

desde	infecciones	asintomáticas	o	leves	hasta	graves	cuadros	hemorrágicos.		30	

Su	diagnóstico	se	basa	en	métodos	serológicos	y	en	la	detección	del	virus.	También	31	

existen	 técnicas	 rápidas	 de	 detección	 de	 antígeno	 NS1,	 que	 han	 sido	 principalmente	32	

evaluadas	 en	 zonas	 endémicas.	 El	 objetivo	 de	 nuestro	 estudio	 es	 evaluar	 un	 test	 de	33	

diagnóstico	rápido	en	viajeros	que	regresan	de	zonas	endémicas	con	sospecha	de	infección	34	

por	VDEN.	35	

	36	

Material	y	métodos	37	

Se	evaluó	un	panel	de	68	muestras	de	pacientes	que	regresaban	de	zonas	endémicas	38	

con	un	cuadro	sugestivo	de	VDEN.	En	64	muestras	se	comparó	el	resultado	de	IgM	e	IgG	39	

obtenidos	por	el	método	de	diagnóstico	rápido	(SD	Bioline	Dengue	Duo)	con	los	obtenidos	40	

por	el	método	de	rutina	(ELISA	IgM	e	IgG,	Dengue	Panbio).	En	19	muestras	se	comparó	el	41	

resultado	 de	 detección	 de	 antígeno	NS1	 de	 VDEN	 con	 los	 resultados	 de	 una	 RT-PCR	 en	42	

tiempo	real	casera	específica	para	VDEN.	43	

	44	

Resultados	45	

El	 test	 rápido	presentó	una	sensibilidad	del	89,3%	(70,6-97,2%)	para	 la	 IgM	y	del	46	

54,5%	(36,6-71,5%)	para	la	IgG.	Para	ambos	la	especificidad	fue	del	100%.	El	índice	kappa	47	

mostró	una	 correlación	 con	el	método	de	 referencia	 casi	perfecta	en	el	 caso	de	 la	 IgM	y	48	

moderada	para	la	IgG.	El	antígeno	NS1	fue	positivo	en	13	de	las	14	muestras	positivas	por	49	

RT-PCR.	Cinco	muestras	de	malaria	incluidas	en	el	panel	presentaron	resultados	negativos	50	

para	 los	 tres	 marcadores	 de	 infección	 por	 VDEN	 mediante	 el	 método	 de	 diagnóstico	51	

rápido.	52	
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Discusión	53	

Los	resultados	obtenidos	con	el	test	de	diagnóstico	rápido	fueron	comparables	a	los	54	

métodos	 de	 rutina	 para	 la	 detección	 de	 IgM.	 SD	 Bioline	 Dengue	 Duo	 podría	 ser	 una	55	

herramienta	 útil	 para	 el	 diagnóstico	 de	 infección	 aguda	 por	 VDEN	 en	 viajeros,	 ya	 que	56	

además	parece	detectar	bien	el	antígeno	NS1.	La	detección	de	IgG	mostró	un	rendimiento	57	

inferior	al	de	la	técnica	de	referencia.	Los	resultados	obtenidos	son	notablemente	mejores	58	

que	otros	 reportados	en	 la	 literatura	 con	este	 test.	Esto	 es	 así	probablemente	porque	el	59	

rendimiento	diagnóstico	de	 la	prueba	es	superior	en	 infecciones	primarias	 (que	ocurren	60	

más	 frecuentemente	 en	 viajeros)	 que	 en	 zonas	 endémicas	 donde	 la	 frecuencia	 de	61	

infecciones	secundarias	es	superior.	62	

	63	

	64	

	65	

	66	

	67	

	68	

	69	

	70	

	71	

	72	

	73	

	74	

	75	

	76	

	77	

	78	

	79	
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INTRODUCCIÓN	80	

El	 virus	 dengue	 (VDEN)	 es	 un	 virus	 del	 género	 flavivirus	 transmitido	 por	81	

artrópodos.	 Es	 la	 enfermedad	 transmitida	 por	 vectores	 con	 mayor	 crecimiento	 a	 nivel	82	

mundial:	 se	 estima	 que	 ocurren	 390	millones	 de	 infecciones	 anuales	 por	 este	 virus	 que	83	

está	presente	en	más	de	125	países(1).	El	diagnóstico	de	VDEN	en	los	viajeros	contribuye	84	

a	 definir	mejor	 su	 presencia	 en	 los	 países	 visitados,	 ya	 que	 en	 algunos	 casos	 en	 dichos	85	

países	carecen	de	las	infraestructuras	necesarias	para	diagnosticar	los	casos.		86	

El	rango	de	manifestaciones	clínicas	observadas	en	las	infecciones	por	VDEN	es	muy	87	

amplio,	 desde	 casos	 asintomáticos	 o	 leves	 hasta	 cuadros	 hemorrágicos	 severos(2).	 El	88	

diagnóstico	 microbiológico	 de	 VDEN	 se	 realiza	 habitualmente	 mediante	 métodos	89	

serológicos,	detección	de	ARN	viral	o	aislamiento	viral.	Otra	aproximación	diagnóstica	es	90	

la	detección	del	antígeno	NS1,	que	es	una	glicoproteína	secretada	de	las	células	infectadas	91	

por	 el	 virus	 y	 que	 circula	 en	 la	 sangre	 de	 los	 pacientes	 durante	 la	 fase	 aguda	 de	 la	92	

enfermedad.	 En	 las	 infecciones	 primarias	 por	 VDEN	 el	 genoma	 puede	 ser	 detectado	93	

durante	 la	 primera	 semana	 tras	 el	 inicio	 de	 los	 síntomas.	 El	 antígeno	 NS1	 puede	 ser	94	

detectado	durante	el	mismo	periodo	e	 incluso	unos	días	después	de	 la	 fase	virémica	(3).	95	

Los	 anticuerpos	 IgM	 aparecen	 habitualmente	 el	 día	 5	 tras	 el	 inicio	 de	 los	 síntomas,	 y	96	

posteriormente	aparecen	los	anticuerpos	IgG(3).		97	

	98	

En	 la	 actualidad	 se	 han	 desarrollado	 diferentes	 test	 de	 diagnóstico	 rápido	 que	99	

detectan	 sólo	 el	 antígeno	NS1	 o	 el	 antígeno	 y	 los	 anticuerpos	 IgM	 e	 IgG.	 Estos	métodos	100	

permiten	un	diagnóstico	sencillo	y	rápido	de	 las	 infecciones	por	VDEN.	El	papel	de	estos	101	

test	 ha	 sido	 evaluado	 en	 múltiples	 estudios,	 la	 mayoría	 de	 ellos	 en	 zonas	 endémicas	102	

(4)(5)(6)(7).	Los	resultados	obtenidos	sugieren	que	la	exposición	previa	a	otros	serotipos	103	

de	VDEN	y	a	otros	flavivirus	puede	afectar	al	resultado	del	antígeno	en	estos	test,	ya	que	104	

los	anticuerpos	pre-existentes	podrían	ligarse	al	antígeno	impidiendo	su	detección	(3).	No	105	

hay	 mucha	 información	 respecto	 a	 la	 utilidad	 de	 estos	 test	 de	 diagnóstico	 rápido	 en	106	
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viajeros	 que	 regresan	 de	 zonas	 endémicas.	 Nuestra	 hipótesis	 es	 que	 estos	 test	 podrían	107	

obtener	un	mayor	rendimiento	en	los	viajeros,	ya	que	los	casos	de	dengue	secundario	y	la	108	

presencia	de	anticuerpos	 frente	a	diferentes	 flavivirus	es	menos	 frecuente	en	este	grupo	109	

de	 pacientes.	 Un	 diagnóstico	 rápido	 en	 viajeros	 que	 regresan	 de	 zonas	 endémicas	110	

permitiría	optimizar	el	manejo	clínico	y	epidemiológico	de	estos	pacientes.		111	

	112	

El	 objetivo	 de	 este	 estudio	 es	 evaluar	 un	 test	 de	 diagnóstico	 rápido	 que	 detecta	113	

antígeno	NS1	de	VDEN	y	anticuerpos	IgM	e	IgG	frente	a	VDEN	(SD	Dengue	Duo,	Standard	114	

Diagnostics,	Kyongii-Do,	Corea)	en	muestras	de	viajeros	que	regresan	de	zonas	tropicales	115	

o	subtropicales.		116	

	117	

	118	

MATERIAL	Y	MÉTODOS	119	

Muestras	120	

Se	evaluó	el	test	con	un	panel	de	68	muestras	de	suero	de	pacientes	que	acudieron	a	121	

nuestro	hospital	con	fiebre	tras	estancia	en	zona	endémica.	En	64	muestras	se	realizó	un	122	

estudio	serológico	de	rutina,	obteniendo	diferentes	patrones	serológicos	de	infección	por	123	

VDEN:	 19	 muestras	 eran	 positivas	 para	 IgM	 e	 IgG	 frente	 a	 VDEN,	 9	 muestras	 sólo	124	

presentaban	 IgM	 positiva,	 14	 sólo	 IgG	 positiva	 y	 22	 presentaban	 ambos	 marcadores	125	

negativos.		126	

Se	 realizó	 la	 RT-PCR	 a	 tiempo	 real	 en	 un	 total	 de	 19	 muestras,	 15	 con	 estudio	127	

serológico	concomitante	y	4	sin	datos	serológicos.	Del	total	de	19	muestras	en	las	que	se	128	

realizó	la	RT-PCR	a	tiempo	real,	se	obtuvieron	14	resultados	positivos	(7	VDEN-1,	3	VDEN-129	

2,	1	VDEN-3,	2	VDEN-4	y	una	muestra	no	tipable).		130	

Del	 total	 de	 muestras,	 cinco	 correspondían	 a	 casos	 de	 malaria	 (cuatro	 casos	 por	131	

Plasmodium	falciparum	y	uno	por	Plasmodium	vivax).		132	

	133	
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Métodos	diagnósticos	de	rutina		134	

El	método	de	rutina	empleado	en	nuestro	laboratorio	para	la	detección	de	IgM	e	IgG	135	

frente	 a	 VDEN	 es	 un	 ensayo	 de	 inmunoabsorción	 ligado	 a	 enzimas	 (Enzyme-linked	136	

ImmunoSorbent	Assay,	ELISA)	comercial	 (PanBio	ELISA,	Alere,	Australia),	que	se	 realiza	137	

de	 manera	 automatizada	 en	 la	 plataforma	 Freedom	 EVOlyzer	 (Tecan,	 Suiza).	 Todas	 las	138	

muestras	 se	 procesaron	 siguiendo	 las	 instrucciones	 del	 fabricante.	 Brevemente,	 las	139	

muestras	 de	 suero	 diluidas	 se	 incuban	 durante	 60	minutos	 a	 37ºC	 con	 un	 trazador	 de	140	

anticuerpos	 monoclonales	 y	 con	 el	 antígeno.	 Tras	 la	 incubación	 se	 realiza	 un	 lavado	 y	141	

posteriormente	se	lleva	a	cabo	una	nueva	incubación	de	una	hora.	Tras	un	segundo	lavado	142	

se	 añade	 el	 sustrato,	 con	 el	 que	 se	 incuba	durante	 10	minutos	 a	 temperatura	 ambiente.	143	

Tras	añadir	solución	de	parada	se	mide	la	absorbancia.		144	

La	detección	de	RNA	viral	se	realizó	mediante	una	RT-PCR	a	tiempo	real	casera	que	145	

detecta	de	forma	simultánea	los	4	serotipos	de	VDEN	(8).			146	

El	 diagnóstico	 de	 malaria	 de	 los	 casos	 sospechosos	 se	 alcanzó	 mediante	 la	147	

observación	 de	 la	 gota	 gruesa	 y	 la	 extensión	 sanguínea,	 realizando	 la	 identificación	 de	148	

especie	y	el	cálculo	del	índice	de	parasitemia.		149	

	150	

SD	Bioline	Dengue	Duo	151	

El	método	a	evaluar	en	este	estudio	fue	SD	Bioline	Dengue	Duo,	un	ensayo	basado	en	152	

inmunocromatografía	 (ICT)	 que	 detecta	 de	 manera	 simultánea	 anticuerpos	 IgM	 e	 IgG	153	

frente	 a	 VDEN	 en	 una	 tira	 de	 nitrocelulosa,	 y	 la	 presencia	 de	 antígeno	NS1	 en	 otra	 tira	154	

diferente.	Se	puede	realizar	el	estudio	en	sangre	total,	plasma	o	suero.	En	nuestro	estudio	155	

la	muestra	empleada	fue	el	suero.		156	

Las	 muestras	 se	 procesaron	 siguiendo	 las	 instrucciones	 del	 fabricante.	 El	157	

procedimiento	 es	 el	 siguiente:	 en	 la	 parte	 del	 casete	 correspondiente	 a	 la	 detección	 de	158	

antígeno	NS1	se	añaden	3	gotas	(aproximadamente	100µl)	de	suero	y	se	lee	el	resultado	159	

pasados	15-20	minutos;	la	detección	de	anticuerpos	se	realiza	en	la	otra	parte	del	casete,	160	
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donde	hay	que	añadir	10	µl	de	muestra	y	4	gotas	de	diluyente,	y	realizar	la	lectura	también	161	

a	los	15-20	minutos.	162	

La	interpretación	se	realizó	siguiendo	las	instrucciones	del	fabricante:	en	presencia	163	

de	 una	 banda	 de	 control,	 una	 banda	 de	 test	 positiva	 indica	 un	 resultado	 positivo	 de	164	

antígeno	NS1;	 en	 presencia	 de	 la	 banda	 de	 control,	 la	 presencia	 de	 una	 banda	marcada	165	

como	M	 indica	 un	 resultado	 positivo	 para	 IgM	 y	 una	 banda	 en	 G,	 un	 resultado	 positivo	166	

para	IgG.	La	no	aparición	de	la	banda	de	control	invalida	los	resultados	de	dicha	tira.		167	

	168	

Análisis	estadístico	169	

Se	compararon	los	resultados	serológicos	obtenidos	por	el	test	rápido	(ICT)	con	los	170	

resultados	 de	 rutina	 por	 el	 método	 ELISA,	 tomando	 este	 último	 como	 método	 de	171	

referencia.	En	el	 caso	del	 antígeno	NS1,	 los	 resultados	 se	 compararon	 con	 los	obtenidos	172	

por	la	RT-PCR.	Se	calcularon	los	valores	de	sensibilidad,	especificidad	y	valores	predictivos	173	

positivo	y	negativo,	así	como	el	índice	kappa	del	nuevo	método.		174	

Los	 intervalos	 de	 confianza	 para	 los	 valores	 de	 sensibilidad	 y	 especificidad	 se	175	

calcularon	 empleando	 el	 método	 descrito	 por	 Newcomb	 basado	 en	 el	 trabajo	 de	176	

Wilson(9).	El	índice	Kappa	se	interpretó	siguiendo	los	criterios	de	Landis	y	Koch(10).		177	

	178	

	179	

RESULTADOS	180	

Se	compararon	los	resultados	obtenidos	por	SD	Bioline	Dengue	Duo	tomando	como	181	

referencia	el	método	ELISA	empleado	de	rutina	en	nuestro	 laboratorio.	Sesenta	y	cuatro	182	

muestras	fueron	evaluadas	para	los	resultados	serológicos.	Los	resultados	de	sensibilidad,	183	

especificidad,	valores	predictivos	e	índice	kappa	se	muestran	en	la	Tabla	1.		184	

	185	

	186	

	187	
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Sensibilidad	

(%	(IC	95%))	

Especificidad	

(%	(IC	95%))	

Valor	

predictivo	

positivo	

Valor	

predictivo	

negativo	

Índice	

kappa	

IgM	
89,3	(70,6-

97,2)	

100	(88,0	–	

100)	
100	(83,4-100)	

92,3	(78,0-

98,0)	

0,90	

(0,80-	

1,01)	

IgG	
54,5	(36,6-

71,5)	
100	(86,3-100)	 100	(78,1-100)	

67,4	(51,9	–	

80,0)	

0,54	

(0,33-

0,74)	

Tabla	 1.	 Valores	 de	 sensibilidad,	 especificidad,	 valores	 predictivos	 e	 índice	 kappa	 de	 SD	 Bioline	188	
Dengue	Duo	para	IgM	e	IgG	frente	a	VDEN.	IC:	Intervalo	de	confianza.		189	

	190	

Los	valores	de	 índice	kappa	mostraron	una	concordancia	casi	perfecta	para	 la	 IgM	191	

(0,9)	y	moderada	para	la	IgG	(0,54)	según	los	criterios	de	Landis	y	Koch.		192	

	193	

Los	resultados	de	antígeno	NS1	se	compararon	con	los	resultados	obtenidos	por	RT-194	

PCR.	Se	detectó	antígeno	en	13	de	las	14	muestras	con	resultado	positivo	por	RT-PCR.	La	195	

única	 RT-PCR	 positiva	 que	 obtuvo	 un	 resultado	 negativo	 para	 antígeno	 NS1	 fue	 una	196	

muestra	de	VDEN-4.		197	

Respecto	 a	 las	 5	 muestras	 de	 malaria	 incluidas	 en	 el	 estudio,	 ninguna	 obtuvo	198	

resultados	positivos	para	antígeno	o	anticuerpos	mediante	ICT.	Con	los	métodos	de	rutina	199	

se	detectó	una	IgM	frente	a	VDEN	en	una	muestra	e	 IgG	positiva	 frente	a	VDEN	en	otras	200	

tres	muestras.			201	

	202	

	203	

	204	

	205	
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DISCUSIÓN	206	

Los	 test	 rápidos	 para	 diagnóstico	 de	 VDEN	 son	 una	 nueva	 herramienta	 para	 el	207	

diagnóstico	 de	 esta	 infección.	 Estos	 test	 se	 han	 evaluado	 principalmente	 en	 zonas	208	

endémicas,	 donde	 se	 han	 reportado	 sensibilidades	 del	 44,4-87,5%	 y	 especificidades	 del	209	

94,64-100%	 para	 el	 antígeno	 NS1,	 del	 60,51-77,8%	 y	 76,19-94,06%	 para	 la	 IgM	 y	 del	210	

48,59-90,06%	y	76,19-92,48%	para	la	IgG,	respectivamente	(4)(5)(7)(6).		211	

En	 nuestro	 estudio	 hemos	 observado	 que	 la	 detección	 de	 anticuerpos	 IgM	 por	 el	212	

método	 rápido	 presenta	 una	 alta	 sensibilidad	 (89,3%	 (70,6-97,2%))	 y	 muy	 buena	213	

especificidad	(100%	(88,0	–	100%)),	superiores	a	las	observadas	en	los	estudios	previos	y	214	

con	resultados	comparables	a	los	obtenidos	mediante	los	métodos	de	rutina.	En	el	caso	de	215	

la	 IgG	 la	 sensibilidad	es	más	baja	 (54,5%	(36,6-71,5%)),	 similar	a	 la	observada	en	otros	216	

estudios.	217	

En	el	caso	del	antígeno	NS1,	el	test	rápido	detectó	todas	las	muestras	positivas	por	218	

RT-PCR	 menos	 una.	 La	 muestra	 no	 detectada	 era	 un	 VDEN-4	 y	 otros	 estudios	 han	219	

reportado	menor	sensibilidad	para	este	serotipo(11).	Sin	embargo,	el	número	de	muestras	220	

evaluadas	 por	 RT-PCR	 y	 antígeno	 NS1	 es	 bajo,	 con	 lo	 que	 no	 se	 pueden	 extraer	221	

conclusiones	 sólidas.	 Es	 necesaria	 por	 tanto	 una	 evaluación	 más	 amplia	 de	 esta	222	

herramienta	diagnóstica.		223	

Algunos	estudios	hablan	de	 la	posible	aparición	de	reacciones	cruzadas	en	 los	 test	224	

rápidos	de	VDEN	en	pacientes	con	malaria,	especialmente	en	el	caso	de	la	IgM(4).	Nuestro	225	

estudio	incluía	cinco	muestras	de	pacientes	diagnosticados	de	malaria	(4	P.	falciparum	y	1	226	

P.vivax)	 en	 los	 que	 no	 se	 observó	 ninguna	 reactividad	 cruzada	 en	 el	 test	 rápido.	 Las	227	

técnicas	de	rutina	detectaron	una	IgM	en	uno	de	 los	casos	e	 IgG	en	tres.	La	presencia	de	228	

IgG	aislada	indicaría	una	infección	por	VDEN	pasada	y	la	discordancia	en	las	IgG	entre	los	229	

métodos	de	rutina	y	el	test	rápido	podría	explicarse	por	la	baja	sensibilidad	del	nuevo	test.	230	

La	 falta	 de	muestras	 posteriores	 del	 caso	 con	 IgM	positiva	 impide	 realizar	 una	 correcta	231	

valoración	 de	 dicho	 resultado	 aislado.	 No	 obstante,	 el	 número	 de	 muestras	 de	 malaria	232	
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incluidas	en	el	estudio	es	bajo,	por	lo	que	habría	que	realizar	un	estudio	más	amplio	para	233	

descartar	la	aparición	de	reactividad	cruzada.	234	

	235	

Los	 resultados	 obtenidos	 para	 la	 IgG	 en	 este	 estudio	 no	 permiten	 recomendar	 su	236	

detección	 por	 ICT	 de	 forma	 rutinaria,	 ya	 que	 la	 sensibilidad	 es	muy	 inferior	 a	 la	 de	 los	237	

métodos	 de	 rutina.	 Sin	 embargo,	 la	 detección	 de	 IgG	 no	 es	 un	 método	 diagnóstico	 de	238	

infección	 aguda,	 ya	 que	 este	 tipo	 de	 anticuerpos	 aparecen	 habitualmente	 una	 semana	239	

después	 del	 inicio	 del	 cuadro	 y	 pueden	 persistir	 positivos	 de	 por	 vida.	 Los	 resultados	240	

obtenidos	 en	 este	 estudio	 sugieren	 que	 el	 test	 de	 diagnóstico	 rápido	 podría	 ser	 una	241	

herramienta	útil	para	el	diagnóstico	rápido	de	 infecciones	agudas	por	VDEN	en	viajeros.	242	

Diagnosticar	un	caso	agudo	con	rapidez	permite	un	mejor	manejo	del	paciente,	así	como	243	

una	rápida	aplicación	de	medidas	de	control	para	tratar	de	evitar	la	transmisión	autóctona	244	

del	virus.		245	

	246	

	247	

	248	

	249	
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RESULTADOS	ADICIONALES	2	

Evaluación	 de	 un	 nuevo	método	 basado	 en	 inmunoblot	 para	 la	

detección	simultánea	de	anticuerpos	frente	a	virus	dengue,	virus	

Zika	y	virus	chikungunya	

Autores:	

Izaskun	 Alejo-Cancho,	 Aida	 Peiró-Mestres,	 Jessica	 Navero-Castillejos,	 Verónica	 Gonzalo,	

Josep	Barrachina,	Alexander	Navarro,	Rosa	Albarracin,	Miguel	J	Martínez	Yoldi	

Introducción	y	objetivo:	

Los	 virus	 dengue	 (VDEN),	 chikungunya	 (VCHIK)	 y	 Zika	 (VZIK)	 presentan	

actualmente	una	amplia	distribución	mundial,	dando	lugar	a	un	gran	número	de	casos	en	

zonas	endémicas	y	en	viajeros	que	 regresan	de	 las	mismas.	La	 clínica	que	presentan	es	

muy	 similar,	 lo	 que	 hace	 que	 el	 diagnóstico	 microbiológico	 sea	 imprescindible	 para	

establecer	 la	etiología	del	cuadro.	Las	pruebas	de	detección	de	anticuerpos	son	un	pilar	

fundamental	del	diagnóstico,	pero	su	principal	limitación	son	las	reacciones	cruzadas,	lo	

cual	 hace	 que	 llegar	 a	 un	 diagnóstico	 de	 confirmación	 sea	 difícil.	 El	 objetivo	 de	 este	

estudio	 es	 evaluar	 un	 nuevo	 método	 diagnóstico	 basado	 en	 serología	 que	 detecta	 de	

forma	simultánea	anticuerpos	frente	a	los	tres	virus.	

Material	y	métodos:	

Se	 empleó	 un	 panel	 de	 59	muestras	 para	 evaluar	 el	 ensayo:	 7	muestras	 de	 casos	

confirmados	 de	 VCHIK,	 20	 de	 casos	 confirmados	 de	 VDEN,	 8	 de	 casos	 confirmados	 de	

VZIK,	18	muestras	de	casos	probables	de	VZIK	y	6	muestras	de	gestantes	asintomáticas	

con	microneutralización	frente	a	VZIK	negativa.	Las	muestras	se	habían	analizado	con	los	

métodos	de	rutina	empleados	habitualmente	en	nuestro	laboratorio	y	posteriormente	se	

analizaron	con	el	nuevo	método	a	estudio.		

Los	 resultados	 del	 nuevo	 método	 pueden	 leerse	 de	 manera	 visual	 o	 de	 manera	
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automática	 empleando	 un	 software.	 En	 ambos	 casos	 se	 compara	 la	 intensidad	 de	 las	

bandas	 de	 los	 diferentes	 antígenos	 con	 unas	 bandas	 de	 control	 para	 valorar	 si	 hay	

presencia	de	anticuerpos	específicos	frente	a	dichos	antígenos	y	en	función	del	patrón	de	

bandas	obtenida	la	muestra	se	clasificará	como	presencia	de	anticuerpos	frente	a	VDEN,	

VZIK,	 VCHIK,	 de	 forma	 genérica	 como	 presencia	 de	 anticuerpos	 frente	 flavivirus	 o	 sin	

presencia	 de	 anticuerpos	 frente	 a	 dichos	 arbovirus,	 siguiendo	 las	 instrucciones	 del	

fabricante	.		

Resultados:	

El	nuevo	método	mostró	una	baja	sensibilidad	en	 la	detección	de	 IgM	frente	a	 los	

diferentes	virus	(VCHIK	0%,	VDEN	38,1%	y	VZIK	39,1%)	y	mayor	frente	a	la	IgG	(VCHIK	

90,9%,	VDEN	70,4%	y	VZIK	79,5%).	Los	valores	de	especificidad	fueron	mayores	en	todos	

los	casos	(VCHIK	IgM	94,2%,	VCHIK	IgG	100%,	VDEN	IgM	97,4%,	VDEN	IgG	100%,	VZIK	

IgM	100%	y	VZIK	IgG	86,7%).		

Respecto	 a	 la	 interpretación,	 18	 (51,4%)	 de	 las	 35	 muestras	 con	 diagnóstico	

confirmado	 fueron	 correctamente	 clasificadas	 mediante	 el	 método	 automático	 y	 21	

(60%)	mediante	el	método	visual.	

Discusión:	

La	 baja	 sensibilidad	 del	 nuevo	 método	 evaluado	 no	 permite	 recomendar	 su	 uso	

como	técnica	habitual	de	diagnóstico	serológico	de	arbovirosis.	No	obstante,	y	a	pesar	de	

la	 limitación	 que	 supone	 el	 reducido	 número	 de	 muestras	 incluidas,	 el	 método	 podría	

tener	cierta	utilidad	potencial	a	la	hora	de	discriminar	entre	infecciones	por	VDEN	y	VZIK,	

en	las	que	las	reacciones	cruzadas	serológicas	son	frecuentes.		

	



1	
	

EVALUACIÓN	DE	UN	NUEVO	MÉTODO	DE	INMUNOBLOT	PARA	LA	DETECCIÓN	1	

SIMULTÁNEA	 DE	 ANTICUERPOS	 FRENTE	 A	 VIRUS	 DENGUE,	 VIRUS	 ZIKA	 Y	2	

VIRUS	CHIKUNGUNYA	3	

	4	

	5	

	6	

	7	

	8	

Izaskun	 Alejo-Cancho1,	 Aida	 Peiró-Mestres2,	 Jessica	 Navero-Castillejos2,	 Verónica	9	

Gonzalo1,	 Josep	 Barrachina1,	 Alexander	 Navarro1,	 Rosa	 Albarracin1,	 Miguel	 J	10	

Martínez	Yoldi1,2,3	11	

	12	

	13	

	14	

1	Servicio	de	Microbiología,	Hospital	Clinic,	Barcelona	15	

2	ISGlobal,	Centro	de	Investigación	de	Salud	Internacional	de	Barcelona	(CRESIB),	16	

Hospital	Clinic	17	

3	Universitat	de	Barcelona,	Barcelona	18	

	19	

	20	

	21	

*Correspondencia:		22	

Izaskun	Alejo-Cancho	23	

Servicio	de	Microbiología,	Hospital	Clinic,	Barcelona	24	

alejo@clinic.cat	25	



2	
	

RESUMEN	26	

Introducción	y	objetivos		27	

Los	 virus	 dengue	 (VDEN),	 chikungunya	 (VCHIK)	 y	 Zika	 (VZIK)	 presentan	28	

actualmente	una	amplia	distribución	mundial,	dando	lugar	a	un	gran	número	de	casos	en	29	

zonas	 endémicas	 y	 en	 viajeros	 que	 regresan	 de	 las	mismas.	 La	 clínica	 que	 presentan	 es	30	

muy	 similar,	 lo	 que	 hace	 que	 el	 diagnóstico	 microbiológico	 sea	 imprescindible	 para	31	

establecer	 la	 etiología	del	 cuadro.	 Las	pruebas	de	detección	de	 anticuerpos	 son	un	pilar	32	

fundamental	del	diagnóstico,	pero	su	principal	 limitación	son	 las	reacciones	cruzadas,	 lo	33	

cual	hace	que	llegar	a	un	diagnóstico	de	confirmación	sea	difícil.	El	objetivo	de	este	estudio	34	

es	 evaluar	 un	 nuevo	 método	 diagnóstico	 basado	 en	 serología	 que	 detecta	 de	 forma	35	

simultánea	anticuerpos	frente	a	los	tres	virus.	36	

	37	

Material	y	métodos		38	

Se	 empleó	 un	 panel	 de	 59	muestras	 para	 evaluar	 el	 ensayo:	 7	muestras	 de	 casos	39	

confirmados	 de	 VCHIK,	 20	 de	 casos	 confirmados	 de	 VDEN,	 8	 de	 casos	 confirmados	 de	40	

VZIK,	 18	muestras	de	 casos	probables	de	VZIK	y	6	muestras	de	 gestantes	 asintomáticas	41	

con	microneutralización	frente	a	VZIK	negativa.	Las	muestras	se	habían	analizado	con	los	42	

métodos	de	rutina	empleados	habitualmente	en	nuestro	 laboratorio	y	posteriormente	se	43	

analizaron	con	el	nuevo	método	a	estudio.		44	

Los	 resultados	 del	 nuevo	 método	 pueden	 leerse	 de	 manera	 visual	 o	 de	 manera	45	

automática	 empleando	 un	 software.	 En	 ambos	 casos	 se	 compara	 la	 intensidad	 de	 las	46	

bandas	 de	 los	 diferentes	 antígenos	 con	 unas	 bandas	 de	 control	 para	 valorar	 si	 hay	47	

presencia	de	anticuerpos	específicos	frente	a	dichos	antígenos	y	en	función	del	patrón	de	48	

bandas	obtenida	 la	muestra	se	clasificará	como	presencia	de	anticuerpos	 frente	a	VDEN,	49	

VZIK,	 VCHIK,	 de	 forma	 genérica	 como	 presencia	 de	 anticuerpos	 frente	 flavivirus	 o	 sin	50	

presencia	 de	 anticuerpos	 frente	 a	 dichos	 arbovirus,	 siguiendo	 las	 instrucciones	 del	51	

fabricante	.	52	
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	53	

Resultados	54	

El	nuevo	método	mostró	una	baja	 sensibilidad	en	 la	detección	de	 IgM	 frente	 a	 los	55	

diferentes	virus	(VCHIK	0%,	VDEN	38,1%	y	VZIK	39,1%)	y	mayor	frente	a	 la	IgG	(VCHIK	56	

90,9%,	VDEN	70,4%	y	VZIK	79,5%).	Los	valores	de	especificidad	fueron	mayores	en	todos	57	

los	casos	(VCHIK	IgM	94,2%,	VCHIK	IgG	100%,	VDEN	IgM	97,4%,	VDEN	IgG	100%,	VZIK	58	

IgM	100%	y	VZIK	IgG	86,7%).		59	

Respecto	 a	 la	 interpretación,	 18	 (51,4%)	 de	 las	 35	 muestras	 con	 diagnóstico	60	

confirmado	fueron	correctamente	clasificadas	mediante	el	método	automático	y	21	(60%)	61	

mediante	el	método	visual.	62	

	63	

Discusión	64	

La	 baja	 sensibilidad	 del	 nuevo	 método	 evaluado	 no	 permite	 recomendar	 su	 uso	65	

como	técnica	habitual	de	diagnóstico	serológico	de	arbovirosis.	No	obstante,	y	a	pesar	de	66	

la	 limitación	 que	 supone	 el	 reducido	 número	 de	 muestras	 incluidas,	 el	 método	 podría	67	

tener	cierta	utilidad	potencial	a	la	hora	de	discriminar	entre	infecciones	por	VDEN	y	VZIK,	68	

en	las	que	las	reacciones	cruzadas	serológicas	son	frecuentes.		69	

	70	

	71	

	72	

	73	

	74	

	75	

	76	

	77	

	78	
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INTRODUCCIÓN	79	

Las	 infecciones	 por	 arbovirus	 suponen	 un	 riesgo	 creciente	 para	 los	 viajeros	 que	80	

visitan	áreas	endémicas.	La	 irrupción	hace	unos	años	del	virus	 chikungunya	 (VCHIK)	en	81	

las	 Américas	 (1),	 seguido	 de	 la	 expansión	 del	 virus	 Zika	 (VZIK)	 (2)	 ha	 supuesto	 que	 en	82	

gran	parte	de	las	regiones	tropicales	circulen	de	forma	simultánea	estos	dos	virus	junto	al	83	

virus	dengue	(VDEN).	Estos	virus	causan	millones	de	infecciones	anuales	en	pacientes	que	84	

viven	en	dichas	regiones	o	en	viajeros	que	viajan	a	las	mismas	(3)(4)(5).		85	

	86	

La	 clínica	 de	 las	 diferentes	 infecciones	 por	 arbovirus	 puede	 ser	 muy	 similar,	 con	87	

síntomas	 inespecíficos	 como	 fiebre,	 cefalea	 y	 rash	 (5).	 Algunos	 síntomas	 son	 más	88	

sugestivos	de	una	etiología	concreta,	pero	no	siempre	están	presentes	y	ninguno	de	ellos	89	

es	 patognomónico.	 En	 la	 situación	 actual,	 en	 la	 que	 los	 diferentes	 virus	 circulan	 por	 las	90	

mismas	regiones,	 comparten	vectores	y	 causan	cuadros	clínicos	similares,	 el	diagnóstico	91	

etiológico	requiere	la	realización	de	pruebas	microbiológicas	que	permitan	diferenciar	el	92	

virus	causante	del	cuadro.	93	

	94	

El	 diagnóstico	 de	 laboratorio	 de	 las	 infecciones	 por	 arbovirus	 puede	 realizarse	95	

mediante	 métodos	 directos	 o	 indirectos	 (6).	 Los	 métodos	 directos	 son	 aquellos	 que	 se	96	

basan	 en	 la	 detección	 del	 virus	 o	 sus	 componentes:	 cultivo	 viral,	 detección	 de	 ácidos	97	

nucleicos	 o	 detección	 de	 antígenos.	 Estos	 métodos	 proporcionan	 un	 diagnóstico	 de	98	

confirmación,	pero	presentan	una	limitación	temporal,	dado	que	sólo	son	útiles	durante	el	99	

periodo	 en	 el	 que	 el	 virus	 es	 detectable	 en	muestras	 como	 la	 sangre,	 aproximadamente	100	

una	semana	tras	el	inicio	de	los	síntomas.	Los	métodos	indirectos	se	basan	en	detectar	la	101	

respuesta	del	huésped	frente	al	virus.	Los	anticuerpos	pueden	comenzar	a	detectarse	unos	102	

días	tras	el	inicio	de	los	síntomas	y	en	el	caso	de	las	inmunoglobulinas	tipo	G	(IgG)	pueden	103	

persistir	positivos	incluso	de	por	vida.	Esto	permite	aumentar	la	ventana	diagnóstica,	pero	104	

obtener	un	diagnóstico	de	confirmación	con	estos	métodos	es	más	complicado,	ya	que	es	105	
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necesario	 observar	 una	 seroconversión	 o	 un	 aumento	 de	 cuatro	 veces	 el	 título	 de	106	

anticuerpos	IgG	específicos	para	que	el	diagnóstico	sea	confirmatorio.	Además,	las	técnicas	107	

serológicas	presentan	en	ocasiones	reactividad	cruzada	frente	a	virus	del	mismo	género	o	108	

antigénicamente	relacionados,	como	ocurre	en	el	caso	de	VZIK	y	VDEN,	ambos	del	género	109	

flavivirus.	110	

Por	todo	ello,	el	diagnóstico	de	las	arbovirosis	requiere	habitualmente	la	realización	111	

de	múltiples	pruebas	diagnósticas	para	tratar	de	filiar	la	etiología	del	cuadro,	por	lo	que	el	112	

desarrollo	de	técnicas	que	de	forma	simultánea	permitan	diagnosticar	los	diferentes	virus	113	

agilizaría	sustancialmente	el	diagnóstico	de	estas	infecciones.		114	

	115	

El	objetivo	de	este	estudio	es	evaluar	un	nuevo	prototipo	de	técnica	de	diagnóstico	116	

serológico	 basado	 en	 inmunoblot	 (recomLine	 Tropical	 Fever,	 Mikrogen	 diagnostik,	117	

Alemania)	que	detecta	de	forma	simultánea	anticuerpos	frente	a	VDEN,	VZIK	y	VCHIK.	118	

	119	

	120	

MATERIAL	Y	MÉTODOS	121	

Muestras	122	

Se	 empleó	 un	 panel	 de	 59	 muestras	 para	 evaluar	 el	 nuevo	 método	 diagnóstico.	123	

Cincuenta	y	tres	de	estas	muestras	pertenecían	a	viajeros	que	habían	regresado	de	países	124	

endémicos	 para	 estas	 arbovirosis	 y	 en	 los	 que	 se	 había	 obtenido	 un	 diagnóstico	125	

confirmado	o	probable	de	arbovirosis:	7	muestras	de	casos	confirmados	de	VCHIK,	20	de	126	

casos	 confirmados	 de	 VDEN,	 8	 de	 casos	 confirmados	 de	 VZIK	 y	 18	 muestras	 de	 casos	127	

probables	de	VZIK.	Las	6	muestras	restantes	eran	de	gestantes	asintomáticas	a	las	que	se	128	

les	realizó	el	cribado	de	infección	por	VZIK	y	en	las	que	la	microneutralización	para	este	129	

virus	 resultó	 negativa.	 Las	 características	 de	 las	 muestras	 empleadas	 en	 el	 estudio	 se	130	

resumen	en	la	Tabla	1.		131	

	132	
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Diagnóstico	 N	

Días	tras	

el	inicio	

de	

síntomas	

(media	

(rango))	

Chikungunya	 Dengue	 Zika	

IgM	

+	

IgG	

+	

IgM	

+	

IgG	

+	

IgM	

+	

IgG	

+	

Chikungunya	

confirmado	
7	

34,8	(15-

66)	
7	 6	 0	 2	 1	 1	

Dengue	confirmado	 20	
17,8	(2-

62)*	
0	 0	 18	 15	 7	 12	

Zika	confirmado	 8	
26,9	(12-

42)	
0	 0	 2	 5	 7	 8	

Zika	probable	(IgM	

positiva)	
8	

30,1	(8-

48)	
0	 0	 0	 5	 8	 7	

Zika	probable	

(microneutralización	

positiva)	

10	 NA**	 0	 4	 1	 10	 0	 10	

Negativos	 6	 NA	 0	 1	 0	 6	 0	 6	

Tabla	1.	Resumen	de	las	muestras	empleadas	en	el	estudio.	NA:	no	aplicable.	133	

*	Se	excluyen	del	cálculo	de	los	días	post-síntomas	dos	pacientes	que	tuvieron	infección	por	VDEN	134	

confirmada	un	año	antes,	que	corresponden	a	las	muestras	con	IgM	frente	a	VDEN	negativa.	135	

**Sólo	 un	 caso	 presentó	 síntomas	 (muestra	 tomada	 el	 día	 41	 tras	 el	 inicio),	 el	 resto	 eran	136	

asintomáticos.	137	

	138	

Definición	de	casos	139	

Los	 casos	 se	 consideraron	 confirmados	 si	 se	 había	 obtenido	un	 resultado	positivo	140	

por	 métodos	 de	 amplificación	 de	 ácidos	 nucleicos	 frente	 a	 alguno	 de	 los	 virus	 en	 una	141	
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muestra	previa	o	si	se	había	objetivado	seroconversión	para	alguno	de	los	virus.	En	el	caso	142	

de	 VZIK	 también	 se	 consideraron	 casos	 confirmados	 aquellos	 que	 presentaban	 una	143	

inmunoglobulina	 tipo	M	(IgM)	y	un	 título	de	anticuerpos	neutralizantes	superior	a	1/32	144	

frente	a	VZIK,	con	IgM	frente	a	VDEN	negativa.	Se	consideraron	casos	probables	aquellos	145	

en	 los	 que	 se	 observó	 presencia	 de	 IgM	 frente	 a	 alguno	 de	 los	 virus,	 sin	 haber	 podido	146	

confirmar	la	seroconversión	por	falta	de	muestras	posteriores	o	por	una	IgG	ya	positiva	en	147	

la	primera	muestra.	Además,	en	el	caso	de	VZIK,	se	consideraron	casos	probables	aquellos	148	

que	 presentaron	 anticuerpos	 neutralizantes	 en	 título	 1/32	 o	 superior	 en	 ausencia	 de	149	

anticuerpos	IgM.	Las	muestras	con	una	IgG	positiva	frente	a	alguno	de	 los	virus	pero	sin	150	

ningún	otro	dato	de	infección	actual	se	clasificaron	como	infecciones	pasadas.	151	

	152	

Métodos	diagnósticos	de	rutina	153	

El	 diagnóstico	 de	 confirmación	 se	 alcanzó	 en	 la	 mayoría	 de	 los	 casos	 mediante	154	

técnicas	moleculares.	Para	el	diagnóstico	de	VDEN	se	empleó	una	RT-PCR	casera	a	tiempo	155	

real(7),	 mientras	 que	 para	 el	 diagnóstico	 de	 VCHIK	 y	 VZIK	 se	 emplearon	 RT-PCR	156	

comerciales	 a	 tiempo	 real	 (RealStar®	 Chikungunya	 Virus	 RT-PCR	 kit	 y	 RealStar®	 Zika	157	

Virus	RT-PCR	kit,	Altona	Diagnostics	GmbH,	Alemania).		158	

La	 detección	 de	 anticuerpos	 se	 llevó	 a	 cabo	 mediante	 una	 técnica	 ELISA	 para	 la	159	

detección	 de	 IgM	 e	 IgG	 frente	 a	 VDEN	 (PanBio	 dengue	 ELISA,	 Alere,	 Australia)	 y	 una	160	

técnica	de	 inmunofluorescencia	 indirecta	para	 la	detección	de	 IgM	e	 IgG	 frente	a	VZIK	y	161	

VCHIK	(Arboviral	fever	Mosaic,	Euroimmun,	Alemania).	En	todos	los	casos	los	métodos	se	162	

llevaron	a	cabo	siguiendo	las	instrucciones	de	los	fabricantes.	Para	simplificar	el	análisis,	163	

los	 resultados	 positivos	 débiles	 obtenidos	 por	 los	 métodos	 de	 rutina	 se	 consideraron	164	

positivos	y	los	resultados	dudosos	se	consideraron	negativos.		165	

En	 las	muestras	 de	 embarazadas	 con	 anticuerpos	 frente	 a	 VZIK	 se	 llevó	 a	 cabo	 la	166	

determinación	 de	 anticuerpos	 neutralizantes	 frente	 al	 mismo	 mediante	 la	 técnica	 de	167	

microneutralización.	Esta	 técnica	se	 llevó	a	cabo	en	el	 laboratorio	nacional	de	referencia	168	
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(Instituto	de	Salud	Carlos	III,	Majadahonda),	donde	un	título	<1/32	se	interpretó	como	un	169	

resultado	 negativo	 y	 un	 título	 >1/512	 como	 resultado	 positivo.	 Los	 resultados	 entre	170	

ambos	títulos	se	clasificaron	como	indeterminados.	Para	simplificar	el	análisis,	en	nuestro	171	

estudio	 se	 consideraron	 indicativos	 de	 la	 presencia	 de	 anticuerpos	 neutralizantes	 todos	172	

aquellos	títulos	>1/32.		173	

	174	

recomLine	Tropical	Fever	175	

El	método	a	estudio	es	una	técnica	de	inmunoblot	que	detecta	de	forma	simultánea	176	

anticuerpos	 frente	 a	 VDEN,	 VZIK	 y	 VCHIK	 (recomLine	 Tropical	 Fever,	 Mikrogen	177	

diagnostik,	Alemania).	El	test	consta	de	dos	tiras	de	nitrocelulosa,	una	para	la	detección	de	178	

IgM	 y	 otra	 para	 IgG.	 Cada	 tira	 contiene	 una	 banda	 frente	 a	 VCHIK	 (antígeno	 E1),	 dos	179	

bandas	 frente	 a	VDEN	 (antígeno	NS1	 y	 antígeno	E),	 dos	 bandas	 frente	 a	VZIK	 (antígeno	180	

NS1	 y	 antígeno	 E),	 una	 banda	 de	 control	 de	 la	 reacción,	 una	 banda	 de	 control	 de	 la	181	

conjugación	(diferentes	para	IgG	e	IgM)	y	una	banda	de	control	de	punto	de	corte.	Las	tiras	182	

se	incuban	con	suero	diluido	durante	una	hora	y	posteriormente	se	realiza	un	lavado.	Tras	183	

una	 segunda	 incubación	 de	 45	 minutos	 con	 anticuerpos	 anti-IgG	 o	 IgM	 humanas	184	

conjugados,	 se	 realiza	un	 lavado	y	 se	 añade	una	 solución	con	un	 sustrato	que	 revela	 las	185	

bandas	en	los	lugares	de	la	tira	en	los	que	se	han	fijado	los	anticuerpos.		186	

	187	

La	 lectura	de	 los	 resultados	puede	 realizarse	de	 forma	visual	 (siendo	el	 evaluador	188	

quien	analiza	 las	bandas	que	aparecen	en	 las	 tiras)	o	de	 forma	automática	empleando	el	189	

software	 recomScan,	 que	 tras	 un	 escaneo	de	 las	 tiras	 realiza	 una	 interpretación.	Ambos	190	

métodos	fueron	evaluados	en	este	estudio.		191	

	192	

Las	 bandas	 de	 control	 deben	 ser	 positivas	 para	 que	 el	 test	 se	 considere	 válido.	193	

Siguiendo	 las	 instrucciones	 del	 fabricante	 la	 interpretación	 se	 realiza	 de	 la	 siguiente	194	

manera:		195	
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	196	

- Chikungunya:	sólo	hay	un	antígeno	presente	en	el	ensayo,	por	lo	que	una	muestra	197	

será	considerada	positiva	si	la	banda	del	antígeno	es	al	menos	tan	intensa	como	la	198	

banda	del	punto	de	corte.	Si	tiene	una	intensidad	menor	o	la	banda	no	es	visible,	se	199	

considerará	negativo.	200	

- Flavivirus:	 la	 interpretación	se	basa	en	el	antígeno	NS1,	siendo	la	proteína	E	sólo	201	

una	 ayuda	 en	 el	 diagnóstico.	 Así,	 si	 la	 banda	 del	 antígeno	 NS1	 de	 VDEN	 es	 tan	202	

fuerte	como	la	banda	del	punto	de	corte	y	visiblemente	más	intensa	que	la	banda	203	

de	NS1	de	VZIK,	la	muestra	se	considerará	positiva	para	anticuerpos	contra	VDEN	204	

y	no	contra	VZIK.	En	el	caso	de	que	la	banda	de	VZIK	NS1	sea	más	intensa	que	la	205	

banda	de	VDEN	NS1,	la	muestra	se	considerará	positiva	para	anticuerpos	frente	a	206	

VZIK.	Cuando	ambas	bandas	tienen	un	resultado	de	 intensidad	similar	se	emitirá	207	

un	 resultado	 de	 “positivo	 para	 anticuerpos	 frente	 a	 flavivirus”,	 siendo	 imposible	208	

distinguir	 si	 se	 trata	de	 anticuerpos	 contra	VDEN	o	 contra	VZIK.	 En	 caso	de	que	209	

tanto	NS1	como	E	sean	positivas	para	un	 flavivirus,	 la	 intensidad	de	ambas	debe	210	

ser	 superior	 a	 las	 del	 otro	 virus	 para	 que	 la	 interpretación	 vaya	 a	 favor	 de	 una	211	

infección	por	dicho	virus.	Es	decir,	si	VDEN	NS1	es	más	intensa	que	VZIK	NS1	pero	212	

las	bandas	E	de	ambos	virus	son	de	la	misma	intensidad,	se	considerará	“positivo	213	

para	anticuerpos	frente	a	flavivirus.		214	

	215	

Para	 evaluar	 el	 nuevo	método	diagnóstico	 se	 analizó	 por	 un	 lado	 su	 capacidad	de	216	

detectar	 anticuerpos	 frente	 a	 alguno	 de	 los	 virus	 y	 por	 otro	 lado	 la	 interpretación	 que	217	

realiza	 de	 los	 resultados	 obtenidos.	 La	 presencia	 o	 no	 de	 bandas	 frente	 a	 los	 diferentes	218	

antígenos	(considerándose	positiva	cualquier	banda	superior	o	igual	a	la	banda	de	punto	219	

de	corte)	se	comparó	con	los	resultados	obtenidos	por	los	métodos	serológicos	de	rutina.		220	

Por	 otro	 lado,	 la	 interpretación	 obtenida	 tanto	 de	 forma	 visual	 como	 de	 forma	221	

automática	 se	 comparó	 con	 el	 resultado	 de	 las	 muestras	 con	 un	 diagnóstico	 de	222	
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confirmación.	Se	valoró	de	 forma	conjunta	el	 resultado	obtenido	para	 IgM	e	 IgG	en	cada	223	

una	de	las	muestras	y	el	resultado	final	se	comparó	con	el	diagnóstico	confirmado	en	cada	224	

caso.		225	

	226	

	227	

Análisis	estadístico	228	

Se	 calcularon	 los	 valores	de	 sensibilidad,	 especificidad,	 razones	de	 verosimilitud	 e	229	

índice	 kappa	 para	 el	 nuevo	método	 evaluado,	 teniendo	 como	 referencia	 los	métodos	 de	230	

rutina.	 Los	 intervalos	 de	 confianza	 se	 calcularon	 empleando	 el	 método	 descrito	 por	231	

Newcomb	 basado	 en	 el	 trabajo	 de	 Wilson(8).	 La	 interpretación	 de	 las	 razones	 de	232	

verosimilitud	 se	 realizaron	 según	 el	 trabajo	 de	 Hayden	 et	 al	 (9)y	 el	 índice	 Kappa	 se	233	

interpretó	siguiendo	los	criterios	de	Landis	y	Koch(10).		234	

	235	

	236	

	237	

RESULTADOS	238	

Todas	las	muestras	se	analizaron	con	el	método	a	estudio	basado	en	inmunoblot.	Se	239	

calcularon	los	valores	de	sensibilidad,	especificidad	y	razones	de	verosimilitud	obtenidos	240	

por	el	nuevo	test	diagnóstico,	obteniendo	los	resultados	recogidos	en	la	Tabla	2.	241	

		242	

	243	

	244	

	245	

	246	

	247	

	248	

	249	



11	
	

	 	
Sensibilidad		

%	(IC	95%)	

Especificidad	

%	(IC	95%)	

Razón	de	

verosimilitud	

positiva	

(IC	95%)	

Razón	de	

verosimilitud	

negativa	

(IC	95%)	

Kappa	

(IC	

95%)	

Chikungunya	

IgM	 0	(0-0,4)	
94,2	(83,1-

98,5)	
0	

1,06	(1,05-

1,06)	

-0,1	(-

0,7	–	

0,5)	

IgG	
90.9	(57,1-

99,5)	
100	(90,8-100)	 >10	

0,09	(0,01-

0,59)	

0,9	

(0,8-

1,1)	

Dengue	

IgM	 38,1	(19-61,3)	
97,4	(84,6-

99,9(	
>10	

0,64	(0,45-

0,89)	

0,4	

(0,1-

0,7)	

IgG	 74,4	(58,5-86)	 100	(75,9-100)	 >10	
0,26	(0,15-

0,43)	

0,6	

(0,4-

0,8)	

Zika	

IgM	
39,1	(20,5-

61,2)	
100	(88-100)	 >10	

0,61	(0,44-

0,84)	

0,4	

(0,2-

0,7)	

IgG	
79,5	(64,2-

89,7)	

86,7	(58,4-

97,7)	

5,97	(1,63-

21,87)	

0,24	(0,13-

0,43)	

0,5	

(0,3-

0,8)	

Tabla	 2.	 Valores	 de	 sensibilidad,	 especificidad,	 razón	 de	 verosimilitud	 positiva,	 razón	 de	250	

verosimilitud	 negativa	 e	 índice	 Kappa	 obtenidas	 por	 el	 método	 basado	 en	 inmunoblot,	 con	251	

intervalos	de	confianza	(IC)	al	95%.	252	

	253	
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La	sensibilidad	de	la	nueva	técnica	fue	baja,	en	especial	para	las	IgM	y	de	forma	más	254	

marcada	en	los	casos	de	VCHIK,	donde	el	nuevo	método	no	detectó	ninguna	IgM	frente	a	255	

VCHIK.	También	 falló	al	detectar	13	de	 las	21	 IgM	de	VDEN	y	14	de	 las	23	 IgM	 frente	a	256	

virus	VZIK.	La	detección	de	IgG	obtuvo	mayor	sensibilidad	que	la	de	IgM,	aunque	también	257	

falló	al	detectar	casos	que	habían	sido	positivos	por	los	métodos	de	rutina.		258	

En	el	 caso	de	 las	 razones	de	verosimilitud	positivas,	 las	 IgG	 frente	 a	 los	 tres	 virus	259	

obtuvieron	resultados	>10,	lo	que	indica	que	un	resultado	positivo	tiene	un	gran	efecto	en	260	

la	probabilidad	post-test.	En	la	IgM	de	VDEN	también	fue	>10,	mientras	que	la	IgM	frente	a	261	

VZIK	 presentó	 una	 razón	 de	 5,97,	 que	 indica	 que	 un	 resultado	 positivo	 tiene	 un	 efecto	262	

moderado	en	la	probabilidad	post-test.	En	el	caso	de	VCHIK	no	pudo	analizarse	ya	que	no	263	

se	obtuvo	ningún	resultado	positivo	para	IgM	mediante	el	método	a	estudio.		264	

Al	 analizar	 las	 razones	 de	 verosimilitud	 negativas,	 sólo	 la	 IgG	 frente	 a	 VCHIK	265	

presentaba	un	gran	efecto	en	la	probabilidad	post-test,	mientras	que	las	IgG	frente	a	VDEN	266	

y	VZIK	presentaban	un	efecto	pequeño	en	dicha	probabilidad.	Los	resultados	negativos	de	267	

IgM	frente	a	cualquiera	de	 los	virus	no	presentaban	cambios	en	 las	probabilidades	post-268	

test.	269	

	270	

Figura	1.	Ejemplo	de	interpretación	de	resultados	de	IgG.	En	la	parte	superior	de	la	imagen	aparece	271	

una	banda	de	referencia	con	las	bandas	de	control	de	reacción	(0),	de	IgG	(1),	de	IgM	(2),	de	punto	272	

de	corte	(3),	de	antígeno	NS1	de	VDEN	(4),	de	antígeno	E	de	VDEN	(5),	de	antígeno	E	de	VCHIK	(6),	273	
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de	antígeno	NS1	de	VZIK	(7)	y	de	antígeno	E	de	VZIK	(8).	La	banda	A	es	positiva	en	 IgG	 frente	a	274	

VZIK,	 la	banda	B	 frente	a	VDEN,	 la	banda	C	 frente	a	 flavivirus	sin	poder	diferenciar	entre	VZIK	y	275	

VDEN	y	la	banda	D	frente	a	VCHIK.		276	

	277	

La	 falta	 de	 sensibilidad	 repercutió	 también	 en	 los	 valores	 del	 índice	 kappa.	 En	 el	278	

caso	de	IgM	frente	a	VCHIK	se	obtuvo	un	valor	<0,	 lo	que	indica	una	pobre	concordancia	279	

según	los	criterios	de	Landis	y	Koch.	En	el	caso	de	IgM	frente	a	VDEN	y	VZIK	se	obtuvieron	280	

valores	 superiores,	 que	muestran	 una	 concordancia	moderada.	 En	 el	 caso	 de	 las	 IgG,	 se	281	

obtuvo	una	concordancia	casi	perfecta	en	el	caso	de	VCHIK,	y	una	concordancia	moderada	282	

en	el	caso	de	VDEN	y	VZIK.	283	

	284	

La	 interpretación	 que	 aporta	 el	 nuevo	 prototipo	 de	 kit	 diagnóstico	 se	 evaluó	285	

comparando	 la	 interpretación	 obtenida	 por	 medios	 visuales	 o	 automáticos	 para	 el	286	

conjunto	 de	 la	 muestra	 (interpretación	 combinada	 de	 IgG	 e	 IgM)	 con	 el	 diagnóstico	287	

definitivo	de	los	pacientes.	En	este	análisis	sólo	se	evaluaron	las	35	muestras	de	las	que	se	288	

tenía	 un	 diagnóstico	 confirmado.	 En	 la	 Tabla	 3	 se	 resumen	 los	 datos	 de	 interpretación	289	

obtenidos.		290	

	291	

	292	

	293	

	294	

	295	

	296	

	297	

	298	

	299	

	300	
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Diagnóstico	

definitivo	
N	

Interpretació

n	automática	

correcta	

N	/	%	(IC	

95%)	

Interpretació

n	visual	

correcta	

N	/	%	(IC	

95%)	

Clasificació

n	como	

flavivirus	

automática	

N	/	%	(IC	

95%)	

Clasificació

n	como	

flavivirus	

visual	

N	/	%	(IC	

95%)	

Chikungunya	

confirmados	
7	

3	/	42,9%	

(15,8-75%)	

5	/	71,4%	

(35,9-91,8%)	
NA	 NA	

Dengue	

confirmados	
20	

8	/	40%	(21,9-

61,3%)	

9	/	45%	(25,8-

65,8%)	

4	/	20%	

(8,1-41,6%)	

2	/	10%	

(2,8-30%)	

Zika	

confirmados	
8	

7	/	87,5%	

(52,9-97,8%)	

7	/	87,5%	

(52,9-97,8%)	

1	/	12,5%	

(2,2-47,1%)	
0	

Total	de	

diagnósticos	
35	

18	/	51,4%	

(36,6-67,0%)	

21	/	60,0%	

(43,6-74,5%)	

5	/	17,9%	

(7,9-

35,6%)*	

2	/	7,1%	(2-

22,7%)*	

Tabla	 3.	 Número	 de	 casos	 y	 porcentaje	 con	 intervalos	 de	 confianza	 (IC)	 al	 95%	 de	 casos	301	

correctamente	identificados	por	el	método	basado	en	inmunoblot.		302	

*	En	el	cálculo	de	flavivirus	no	se	tienen	en	cuenta	los	casos	confirmados	de	chikungunya,	obviando	303	

las	infecciones	pasadas	que	éstos	pudieran	presentar.	304	

	305	

En	el	caso	de	VCHIK	la	interpretación	se	basó	únicamente	en	el	resultado	de	la	IgG,	306	

ya	que	este	método	no	detectó	ninguna	IgM	frente	a	VCHIK.	Hubo	dos	casos	de	VCHIK	que	307	

presentaron	 anticuerpos	 frente	 a	 uno	 o	 más	 flavivirus,	 por	 lo	 que,	 en	 ausencia	 de	308	

detección	 de	 ningún	 anticuerpos	 frente	 a	 VCHIK,	 fueron	 incorrectamente	 clasificados	309	

como	“infección	por	dengue”	o	“infección	por	flavivirus”).	310	

Hubo	 un	 caso	 de	 infección	 por	 VZIK	 que	 se	 clasificó	 como	 VDEN	 por	 el	 método	311	

visual,	 siendo	 el	 único	 en	 el	 que	 se	 cometió	 un	 error	 de	 clasificación,	 además	 de	 los	 ya	312	
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comentados	de	VCHIK.	El	resto	de	resultados	discrepantes	se	deben	a	resultados	negativos	313	

obtenidos	por	el	inmunoblot.	314	

	315	

	316	

Estas	comparaciones	se	realizaron	con	el	diagnóstico	definitivo	de	las	muestras,	ya	317	

que	 para	 el	 estudio	 se	 emplearon	 muestras	 bien	 caracterizadas	 en	 las	 que	 se	 había	318	

obtenido	 un	 resultado	 positivo	 previamente	mediante	 RT-PCR	 o	 tras	 la	 observación	 de	319	

seroconversión.	 En	 el	 caso	 de	 los	 flavivirus	 los	 métodos	 de	 rutina	 presentan	 con	320	

frecuencia	 reacciones	 cruzadas,	 por	 lo	 que	 también	 se	 analizó	 cuál	 hubiese	 sido	 la	321	

interpretación	 diagnóstica	 basada	 únicamente	 en	 la	 información	 aportada	 por	 dichos	322	

métodos	 empleando	 únicamente	 la	 muestra	 incluida	 en	 el	 estudio	 (sin	 poder	 valorar	323	

seroconversión	y	sin	tener	datos	sobre	RT-PCR).		324	

En	el	 caso	de	VCHIK	 los	métodos	de	 rutina	hubiesen	aclarado	el	 diagnóstico	 en	 al	325	

menos	6	de	los	casos,	al	presentar	IgM	frente	a	dicho	virus	y	no	frente	a	VZIK	o	VDEN	(5	de	326	

las	muestras	también	presentaba	IgG	positiva	en	dicho	momento).	En	el	caso	restante	los	327	

métodos	 de	 rutina	 detectaron	 IgM	 frente	 a	 VZIK,	 por	 lo	 que	 únicamente	 con	 los	 datos	328	

disponibles	de	serología	no	se	podría	haber	esclarecido	la	etiología.			329	

De	los	20	casos	confirmados	de	VDEN	18	presentaban	IgM	positiva	por	métodos	de	330	

rutina,	7	de	 las	 cuales	presentaban	 también	 IgM	 frente	a	VZIK	 (y	3	de	ellas	 IgG	 frente	a	331	

ambos	flavivirus),	por	lo	que	sólo	11	se	habrían	podido	clasificar	como	VDEN	probable.	En	332	

los	dos	casos	de	VDEN	pasado	se	detectó	IgG	frente	a	VDEN	y	no	frente	a	VZIK,	por	lo	que	333	

su	 clasificación	 hubiese	 sido	 correcta.	 Así,	 el	 total	 de	 casos	 de	 VDEN	 correctamente	334	

clasificados	por	los	métodos	de	rutina	habrían	sido	13	/	65%	(43,3-81,9%).		335	

De	los	8	casos	confirmados	de	VZIK,	dos	presentaban	IgM	frente	a	VDEN,	en	uno	de	336	

ellos	 sin	 detectarse	 IgM	 frente	 a	 VZIK,	 por	 lo	 que	 6	 casos	 se	 hubiesen	 clasificado	337	

correctamente,	1	como	posible	flavivirus	y	el	caso	restante	erróneamente	como	infección	338	

por	VDEN.		339	



16	
	

	340	

Aunque	excluidos	de	este	primer	análisis,	también	se	analizó	la	interpretación	de	las	341	

muestras	 de	 infección	 VZIK	 probable,	 cuya	 clasificación	 está	 basada	 en	 los	 resultados	342	

serológicos	 de	 rutina.	 Seis	 de	 los	 8	 casos	 de	 VZIK	 probables	 con	 IgM	 positiva	 fueron	343	

clasificados	 como	 VZIK	 con	 la	 interpretación	 automática,	 y	 7	 con	 la	 visual.	 Un	 caso	 fue	344	

clasificado	 como	 flavivirus	 por	 ambos	 métodos,	 y	 uno	 como	 VDEN	 por	 el	 método	345	

automático.	 En	 el	 caso	 de	 las	 10	muestras	 con	 neutralización	 positiva	 frente	 a	 VZIK,	 el	346	

método	automático	clasificó	como	flavivirus	 las	10	y	el	visual	8,	siendo	 las	dos	restantes	347	

clasificadas	como	VDEN.		348	

Finalmente,	de	las	6	muestras	de	cribado	de	VZIK	con	microneutralización	negativa	349	

la	 interpretación	 automática	 clasificó	 4	 de	 ellas	 como	 VDEN	 y	 2	 como	 flavivirus.	 La	350	

interpretación	visual	clasificó	5	como	VDEN	y	1	como	flavivirus.	351	

	352	

	353	

DISCUSIÓN	354	

El	 diagnóstico	 serológico	 de	 las	 arbovirosis	 es	 complejo,	 especialmente	 en	 el	355	

panorama	actual	donde	varios	arbovirus	de	la	misma	familia	circulan	de	forma	simultánea	356	

en	amplias	regiones	causando	cuadros	clínicos	muy	similares.		357	

Por	 ello,	 el	 método	 evaluado	 en	 este	 estudio	 propone	 un	 abordaje	 interesante,	358	

permitiendo	 la	detección	simultánea	de	anticuerpos	 frente	a	 los	arbovirus	VDEN,	VZIK	y	359	

VCHIK.	Esto	reduciría	el	número	de	técnicas	a	realizar	al	abordar	un	diagnóstico	de	estas	360	

características,	 permitiendo	 una	 interpretación	 global	 de	 los	 resultados	 y	 reduciendo	 el	361	

tiempo	de	obtención	de	los	mismos.	362	

	363	

Diferentes	estudios	realizados	para	evaluar	los	métodos	diagnósticos	empleados	de	364	

rutina	 en	 nuestro	 laboratorio	 reportaron	 sensibilidades	 de	 >95%	 tanto	 en	 el	 caso	 del	365	

ELISA	de	VDEN	como	en	el	caso	de	la	IFI	frente	a	VCHIK	y	VZIK	(11)(12)(13).	Los	valores	366	
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de	 sensibilidad	 obtenidos	 para	 el	 método	 basado	 en	 inmunoblot	 en	 esta	 evaluación,	367	

especialmente	 en	 el	 caso	 de	 la	 IgM,	 son	 notablemente	 inferiores,	 desaconsejando	 el	368	

empleo	de	esta	técnica	como	sustituto	de	las	empleadas	hasta	el	momento.		369	

	370	

Una	de	las	principales	ventajas	que	presenta	este	método	es	la	detección	simultánea	371	

de	anticuerpos	frente	a	diferentes	antígenos	de	los	dos	flavivirus	incluidos,	lo	que	podría	372	

en	algunos	casos	podría	evitar	la	realización	de	técnicas	de	neutralización,	que	son	mucho	373	

más	 laboriosas	 y	 lentas	 que	 sólo	 se	 realizan	 en	 laboratorios	 especializados	 y	 retrasan	374	

considerablemente	el	diagnóstico.		375	

El	 nuevo	 método	 catalogó	 correctamente	 sólo	 el	 40-45%	 de	 las	 infecciones	 por	376	

VDEN,	pero	el	87,5%	de	las	infecciones	por	VZIK.	El	nuevo	método	también	mostró	buena	377	

concordancia	en	los	casos	de	VZIK	probables	con	IgM	positiva,	mientras	que	en	el	caso	de	378	

las	muestras	con	microneutralización	positiva	la	mayoría	de	muestras	fueron	clasificadas	379	

como	infecciones	por	flavivirus.		380	

Esto	 sugiere	 un	 potencial	 para	 este	 tipo	 de	 ensayos	 basados	 en	 inmunoblot	 en	381	

cuanto	a	la	discriminación	entre	infecciones	por	VDEN	y	VZIK.	382	

Este	 estudio	 presenta	 algunas	 limitaciones,	 como	 son	 un	 número	 limitado	 de	383	

muestras,	en	especial	muestras	de	VZIK	confirmado.	Además,	la	técnica	de	neutralización	384	

se	 ha	 realizado	 exclusivamente	 frente	 a	 VZIK,	 y	 no	 de	 forma	 paralela	 frente	 a	 otros	385	

flavivirus,	 por	 lo	 que	 algunas	 de	 las	 muestras	 testadas	 podrían	 estar	 erróneamente	386	

clasificadas.	 Un	 estudio	 con	 muestras	 procesadas	 en	 paralelo	 para	 varios	 flavivirus	387	

mediante	 técnicas	 de	 neutralización	 sería	 de	 utilidad	 para	 comparar	 la	 utilidad	 de	 este	388	

método	diagnóstico	a	la	hora	de	diferenciar	infecciones	por	diferentes	flavivirus.	389	

Como	 conclusión,	 el	 nuevo	método	 no	 estaría	 indicado	 con	 su	 rendimiento	 actual	390	

como	 técnica	 serológica	 de	 rutina	 para	 el	 diagnóstico	 de	 arbovirosis	 debido	 a	 su	 baja	391	

sensibilidad.	 Versiones	 mejoradas	 de	 este	 prototipo	 podrían	 ser	 útiles	 para	 difereniar	392	

entre	infecciones	por	VDEN	y	VZIK.			393	
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RESULTADOS	ADICIONALES	3	

Evaluación	 de	 un	 ELISA	 basado	 en	 el	 antígeno	 NS1	 para	 la	

detección	de	anticuerpos	frente	al	virus	Zika	

Este	 estudio	 es	 una	 ampliación	 de	 una	 evaluación	 inicial	 de	 la	 técnica	 ELISA	

presentada	como	comunicación	en	formato	poster	en	el	30º	congreso	nacional	de	

la	asociación	española	de	técnicos	de	laboratorio	(AETEL):		

Evaluación	de	un	ELISA	basado	en	el	antígeno	NS1	para	la	detección	de	anticuerpos	

contra	el	virus	Zika.	Barrachina	J,	Alejo	I,	Albarracín	R,	Gonzalo	V,	Martinez	Yoldi	MJ.		

Autores:	

Izaskun	 Alejo-Cancho,	 Josep	 Barrachina,	 Rosa	 Albarracín,	 Verónica	 Gonzalo,	 Miguel	 J	

Martínez	Yoldi	

Introducción	y	objetivo:	

El	virus	Zika	(VZIK)	es	un	arbovirus	que	puede	causar	alteraciones	en	el	desarrollo	

fetal	y	 síndrome	de	Guillain-Barré	como	complicaciones	más	severas	de	 la	 infección.	Su	

diagnóstico	mediante	técnicas	serológicas	es	complejo	debido	a	las	frecuentes	reacciones	

cruzadas	 que	 se	 observan	 frente	 a	 otros	 flavivirus,	 como	 es	 el	 caso	 del	 virus	 dengue	

(VDEN).	 El	 objetivo	 de	 este	 estudio	 es	 evaluar	 un	 nuevo	 ensayo	 de	 inmunoabsorción	

ligado	a	enzimas	(ELISA)	basado	en	el	antígeno	NS1	de	VZIK	(Euroimmun	Zika	IgM	e	IgG,	

Euroimmun,	Alemania).	

Material	y	métodos:	

Se	empleó	un	panel	de	161	muestras	de	pacientes	con	sospecha	clínica	de	infección	

por	VZIK.	En	27	muestras	se	determinaron	anticuerpos	IgM	e	IgG,	en	42	sólo	IgM	y	en	92	

sólo	IgG.	En	96	muestras	se	realizó	el	estudio	de	microneutralización	frente	a	VZIK.		

Los	 resultados	 obtenidos	 por	 los	métodos	 de	 rutina	 (detección	 de	 IgM	 e	 IgG	 por	
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inmunofluorescencia	indirecta	(IFI)	y	técnica	de	microneutralización)	se	compararon	con	

los	obtenidos	por	el	método	a	estudio	(Anti-Zika	Virus	ELISA	IgM	e	IgG,	Euroimmun).		

Resultados:	

En	 el	 grupo	 de	 las	 muestras	 testadas	 para	 IgM	 había	 12	 muestras	 de	 casos	

confirmados	 de	 infección	 por	 VZIK.	 	 El	 nuevo	método	 detectó	 la	 IgM	 en	 6	 (50%	 (21,1-

78,9%)),	mientras	que	el	método	basado	en	IFI	detectó	9	(75%	(42,8-94,5%)).	Sumando	a	

estos	casos	confirmados	los	casos	probables,	la	técnica	IFI	detectó	la	IgM	en	20	de	los	23	

casos	(86,96%	(66,4-97,2%))	y	la	técnica	ELISA	10	(43,48%	(23,1-65,5%)).	

La	 sensibilidad	 y	 especificidad	 de	 la	 IgG	 se	 calculó	 tomando	 como	 referencia	 el	

resultado	 de	 la	 técnica	 de	 microneutralización.	 El	 nuevo	 método	 presentó	 una	

sensibilidad	del	92,9%	(79,4-98,1%)	y	especificidad	del	87,0%	(74,5-94,2%).			

Discusión:	

Los	resultados	obtenidos	para	 la	IgM	parecen	mostrar	una	menor	sensibilidad	del	

nuevo	 método	 serológico,	 por	 lo	 que	 se	 requiere	 un	 estudio	 con	 mayor	 número	 de	

muestras	 para	 evaluar	 mejor	 su	 utilidad.	 En	 cambio,	 los	 resultados	 obtenidos	 por	 el	

nuevo	método	para	la	IgG	son	muy	prometedores,	con	una	concordancia	elevada	con	los	

resultados	obtenidos	por	microneutralización.	Esto	permitiría	dar	una	respuesta	mucho	

más	rápida	evitando	en	muchas	ocasiones	la	realización	de	un	ensayo	de	neutralización.	
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RESUMEN	26	

Introducción	27	

El	virus	Zika	(VZIK)	es	un	arbovirus	que	puede	causar	alteraciones	en	el	desarrollo	28	

fetal	 y	 síndrome	de	Guillain-Barré	 como	 complicaciones	más	 severas	 de	 la	 infección.	 Su	29	

diagnóstico	mediante	técnicas	serológicas	es	complejo	debido	a	las	frecuentes	reacciones	30	

cruzadas	 que	 se	 observan	 frente	 a	 otros	 flavivirus,	 como	 es	 el	 caso	 del	 virus	 dengue	31	

(VDEN).	 El	 objetivo	 de	 este	 estudio	 es	 evaluar	 un	 nuevo	 ensayo	 de	 inmunoabsorción	32	

ligado	a	enzimas	(ELISA)	basado	en	el	antígeno	NS1	de	VZIK	(Euroimmun	Zika	IgM	e	IgG,	33	

Euroimmun,	Alemania).	34	

	35	

Material	y	métodos	36	

Se	empleó	un	panel	de	161	muestras	de	pacientes	con	sospecha	clínica	de	infección	37	

por	VZIK.	En	27	muestras	se	determinaron	anticuerpos	IgM	e	IgG,	en	42	sólo	IgM	y	en	92	38	

sólo	IgG.	En	96	muestras	se	realizó	el	estudio	de	microneutralización	frente	a	VZIK.		39	

Los	 resultados	 obtenidos	 por	 los	 métodos	 de	 rutina	 (detección	 de	 IgM	 e	 IgG	 por	40	

inmunofluorescencia	indirecta	(IFI)	y	técnica	de	microneutralización)	se	compararon	con	41	

los	obtenidos	por	el	método	a	estudio	(Anti-Zika	Virus	ELISA	IgM	e	IgG,	Euroimmun).		42	

	43	

Resultados	44	

En	 el	 grupo	 de	 las	 muestras	 testadas	 para	 IgM	 había	 12	 muestras	 de	 casos	45	

confirmados	 de	 infección	 por	 VZIK.	 	 El	 nuevo	método	 detectó	 la	 IgM	 en	 6	 (50%	 (21,1-46	

78,9%)),	mientras	que	el	método	basado	en	IFI	detectó	9	(75%	(42,8-94,5%)).	Sumando	a	47	

estos	casos	confirmados	los	casos	probables,	la	técnica	IFI	detectó	la	IgM	en	20	de	los	23	48	

casos	(86,96%	(66,4-97,2%))	y	la	técnica	ELISA	10	(43,48%	(23,1-65,5%)).	49	

La	 sensibilidad	 y	 especificidad	 de	 la	 IgG	 se	 calculó	 tomando	 como	 referencia	 el	50	

resultado	de	la	técnica	de	microneutralización.	El	nuevo	método	presentó	una	sensibilidad	51	

del	92,9%	(79,4-98,1%)	y	especificidad	del	87,0%	(74,5-94,2%).			52	
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	53	

Discusión	54	

Los	 resultados	obtenidos	para	 la	 IgM	parecen	mostrar	una	menor	 sensibilidad	del	55	

nuevo	 método	 serológico,	 por	 lo	 que	 se	 requiere	 un	 estudio	 con	 mayor	 número	 de	56	

muestras	para	evaluar	mejor	su	utilidad.	En	cambio,	los	resultados	obtenidos	por	el	nuevo	57	

método	 para	 la	 IgG	 son	 muy	 prometedores,	 con	 una	 concordancia	 elevada	 con	 los	58	

resultados	 obtenidos	 por	microneutralización.	 Esto	 permitiría	 dar	 una	 respuesta	mucho	59	

más	rápida	evitando	en	muchas	ocasiones	la	realización	de	un	ensayo	de	neutralización.	60	

	61	

	62	

	63	

	64	

	65	

	66	

	67	

	68	

	69	

	70	

	71	

	72	

	73	

	74	

	75	

	76	

	77	

	78	
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INTRODUCCIÓN	79	

El	virus	Zika	(VZIK)	es	un	virus	transmitido	por	artrópodos	(arbovirus)	emergente	80	

que	 ha	 sido	 declarado	 emergencia	 de	 salud	 pública	 por	 la	 Organización	 Mundial	 de	 la	81	

Salud	 (OMS).	 Antes	 de	 las	 epidemias	 actuales	 se	 creía	 que	 el	 virus	 causaba	 un	 cuadro	82	

clínico	 leve,	 en	muchos	 casos	 asintomático.	 En	 las	 recientes	 epidemias	 se	 ha	 observado	83	

que	 VZIK	 puede	 causar	 afectación	 fetal	 cuando	 infecta	 a	 las	 mujeres	 embarazadas	84	

pudiendo	causar,	entre	otras	alteraciones,	microcefalia.	Otra	complicación	que	también	se	85	

ha	visto	asociada	a	la	infección	por	VZIK	es	el	síndrome	de	Guillain-Barré(1).		86	

El	diagnóstico	de	VZIK	se	basa	en	la	detección	del	genoma	viral	por	RT-PCR	y/o	en	la	87	

detección	 de	 anticuerpos	 frente	 al	 virus.	 Las	 pruebas	 serológicas	 presentan	 una	88	

importante	 limitación:	 las	 reacciones	 cruzadas	 frente	 a	 otros	 virus	 genéticamente	89	

relacionados	como	por	ejemplo	el	virus	dengue	(VDEN),	también	del	género	flavivirus.	Por	90	

este	motivo,	el	diagnóstico	serológico	es	complejo	y	en	ocasiones	requiere	 la	 realización	91	

de	 pruebas	 de	 neutralización,	 que	 son	 pruebas	 laboriosas	 y	 que	 se	 llevan	 a	 cabo	92	

únicamente	 en	 laboratorios	 especializados.	 Estas	 técnicas	 no	 siempre	 permiten	 obtener	93	

un	 diagnóstico	 confirmado	 y	 además	 alargan	 el	 tiempo	 hasta	 los	 resultados	 de	 forma	94	

ostensible	(2).		95	

Tras	 el	 comienzo	 de	 la	 epidemia	 de	 VZIK	 las	 primeras	 pruebas	 serológicas	96	

disponibles	 comercialmente	 y	 las	 más	 empleadas	 eran	 aquellas	 basadas	 en	97	

inmunofluorescencia	 indirecta	 (IFI).	 Estas	 pruebas	 emplean	 como	 antígeno	 un	 cultivo	98	

viral	infectado	por	el	virus,	motivo	por	el	cual	son	capaces	de	detectar	anticuerpos	contra	99	

cualquier	antígeno	viral	expresado	durante	la	infección.	Se	ha	documentado	que,	si	bien	la	100	

sensibilidad	 es	 buena,	 presentan	 una	 especificidad	 menor,	 con	 un	 alto	 porcentaje	 de	101	

reacciones	 cruzadas	 frente	 a	 otros	 flavivirus.	 Posteriormente	 se	 han	 ido	 desarrollando	102	

nuevos	métodos	basados	en	diferentes	antígenos	virales	aislados	para	tratar	de	encontrar	103	

aquellos	 que	 permitan	 una	 mejor	 discriminación	 entre	 diferentes	 flavivirus.	 La	 técnica	104	

anti-Zika	 Virus	 ELISA	 IgM	 e	 IgG	 (Euroimmun,	 Alemania)	 se	 trata	 de	 un	 ensayo	 de	105	
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inmunoabsorción	ligado	a	enzimas	(Enzyme-linked	ImmunoSorbent	Assay,	ELISA)	basado	106	

en	 el	 antígeno	 NS1	 de	 VZIK.	 Este	 ensayo,	 por	 tanto,	 detecta	 anticuerpos	 sintetizados	107	

exclusivamente	contra	la	proteína	NS1	del	virus.		108	

	109	

El	 objetivo	 de	 este	 trabajo	 es	 evaluar	 la	 utilidad	 de	 este	 método	 ELISA	 para	 la	110	

detección	de	anticuerpos	IgM	e	IgG	frente	a	VZIK,	en	comparación	a	la	técnica	basada	en	111	

inmunofluorescencia	indirecta	y	las	técnicas	de	neutralización.		112	

	113	

MATERIAL	Y	MÉTODOS	114	

Muestras	115	

Se	 empleó	 un	 panel	 de	 161	muestras	 de	 pacientes	 con	 sospecha	 de	 infección	 por	116	

VZIK,	 incluyendo	muestras	del	cribado	de	embarazadas.	Veintisiete	de	estas	muestras	se	117	

testaron	 con	 los	 métodos	 serológicos	 de	 rutina	 (IFI)	 tanto	 la	 IgM	 como	 la	 IgG,	 en	 42	118	

muestras	sólo	la	IgM	y	en	92	sólo	la	IgG.		119	

Un	 total	 de	 96	muestras	 correspondían	 a	mujeres	 gestantes	 en	 las	 que	 el	 cribado	120	

inicial	 (IgG	 mediante	 IFI)	 fue	 positivo,	 por	 lo	 que	 se	 procedió	 a	 realizar	 la	 prueba	 de	121	

microneutralización	frente	a	VZIK.		122	

	123	

Métodos	diagnósticos	124	

El	método	serológico	empleado	de	 rutina	en	nuestro	 laboratorio	para	 la	detección	125	

de	 anticuerpos	 frente	 a	 VZIK	 fue	 Euroimmun	 Arbovirus	 Fever	 Mosaic	 2	 (Euroimmun,	126	

Alemania).	Se	trata	un	método	basado	en	inmunofluorescencia	indirecta	(IFI)	que	cuenta	127	

con	 seis	 pocillos	 por	 campo:	 uno	 con	 células	 infectadas	 por	 VZIK,	 otro	 por	 virus	128	

chikungunya	 (VCHIK)	 y	 otros	 cuatro	 por	 los	 diferentes	 serotipos	 de	 VDEN	 (VDEN-1,	129	

VDEN-2,	 VDEN-3	 y	 VDEN-4).	 El	 método	 se	 llevó	 a	 cabo	 siguiendo	 las	 instrucciones	 del	130	

fabricante.		131	
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En	el	caso	de	las	pacientes	embarazadas,	todas	las	muestras	con	un	resultado	de	IgG	132	

positivo	en	el	 cribado	mediante	 IFI	se	enviaron	al	 Instituto	de	Salud	Carlos	 III,	donde	se	133	

llevó	a	cabo	la	detección	de	anticuerpos	neutralizantes	frente	a	VZIK	mediante	la	técnica	134	

de	 microneutralización	 en	 placa.	 La	 interpretación	 de	 los	 resultados	 fue	 la	 siguiente:	135	

títulos	inferiores	a	1/32	se	reportaron	como	negativos	(54	muestras),	entre	1/32	y	1/512	136	

como	 indeterminados	 (32	 muestras)	 y	 los	 superiores	 a	 1/512	 como	 positivos	 (10	137	

muestras).	 Para	 simplificar	 el	 análisis,	 en	 este	 estudio	 se	 consideraron	 los	 títulos	>1/32	138	

(positivos	 e	 indeterminados)	 como	 indicativos	 de	 la	 presencia	 de	 anticuerpos	139	

neutralizantes.		140	

En	 algunos	 casos	 se	 realizó	 el	 diagnóstico	 de	 VZIK	 mediante	 RT-PCR,	 bien	 en	 la	141	

muestra	empleada	en	este	estudio	o	en	muestras	 tomadas	con	anterioridad.	Para	ello	se	142	

empleó	 una	RT-PCR	 en	 tiempo	 real	 comercial	 (RealStar®	Zika	Virus	RT-PCR	 kit,	 Altona	143	

Diagnostics	GmbH,	Alemania).	144	

	145	

En	algunos	casos	se	realizó	de	forma	paralela	el	estudio	de	infección	por	VDEN.	La	146	

detección	de	anticuerpos	IgM	e	IgG	frente	a	VDEN	se	realizó	mediante	una	técnica	ELISA	147	

(PanBio	ELISA	(Alere,	Australia))	y	la	RT-PCR	empleada	para	la	detección	de	VDEN	fue	una	148	

RT-PCR	casera	en	tiempo	real(3).	149	

	150	

El	 método	 evaluado	 en	 este	 estudio	 fue	 Euroimmun	 anti-Zika	 virus	 IgM	 e	 IgG	151	

(Euroimmun,	Alemania).	Es	un	método	ELISA	que	emplea	como	antígeno	la	proteína	NS1	152	

de	VZIK.	La	técnica	se	llevó	a	cabo	siguiendo	las	instrucciones	del	fabricante.	153	

	154	

Análisis	estadístico	155	

Se	 compararon	 los	 resultados	 obtenidos	 por	 ambos	 métodos	 serológicos	 y	 se	156	

compararon	 con	 el	 diagnóstico	 definitivo	 de	 los	 casos,	 en	 aquellos	 que	 se	 alcanzó	 un	157	

diagnóstico	confirmado	o	probable.	Se	calculó	la	sensibilidad	y	especificidad	del	ELISA	de	158	
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IgG	frente	a	VZIK	tomando	como	prueba	de	referencia	la	microneutralización.	Se	calculó	el	159	

índice	Kappa,	que	se	interpretó	siguiendo	los	criterios	de	Landis	y	Koch(4).	Los	intervalos	160	

de	confianza	para	los	valores	de	sensibilidad,	especificidad	y	valores	predictivos	positivo	y	161	

negativo	se	calcularon	empleando	el	método	descrito	por	Newcomb	basado	en	el	trabajo	162	

de	Wilson(5).		163	

	164	

RESULTADOS	165	

Los	 resultados	 obtenidos	 por	 ambos	métodos	 para	 IgM	 e	 IgG	 se	muestran	 en	 las	166	

tablas	1	y	2	respectivamente.		167	

	168	

IgM	

Euroimmun	Arbovirus	Fever	

Mosaic	2	(VZIK)	

Positivo	 Negativo	

Euroimmun	

anti-Zika	virus	

IgM	

Positivo	 22	 1	

Negativo	 23	 23	

Tabla	1.	Resultados	obtenidos	para	la	IgM	frente	a	VZIK	por	los	métodos	evaluados	en	el	estudio:	169	

Euroimmun	Arbovirus	Fever	Mosaic	2	y	Euroimmun	anti-Zika	virus	IgM.		170	

	171	

El	grupo	de	muestras	 testadas	para	 la	 IgM	 incluía	12	muestras	con	un	diagnóstico	172	

confirmado	 de	 VZIK	 y	 4	 muestras	 de	 VDEN	 confirmado	 (con	 un	 resultado	 de	 RT-PCR	173	

positivo	para	el	virus	respectivo	en	la	misma	muestra	o	en	una	muestra	previa).	De	las	12	174	

muestras	 con	diagnóstico	de	 confirmación,	 la	 IgM	 frente	 a	VZIK	 fue	positiva	 en	9	 con	el	175	

método	de	IFI	(75%	(42,8-94,5%))	y	en	6	con	el	método	ELISA	(50%	(21,1-78,9%)).	Las	176	

cuatro	muestras	 de	 VDEN	 confirmado	 presentaban	 IgM	 positiva	 frente	 a	 VDEN;	 dos	 de	177	

ellas	obtuvieron	un	resultado	positivo	de	IgM	frente	a	VZIK	mediante	IFI	(falsos	positivos	178	

por	reacción	cruzada),	mientras	que	todas	fueron	negativas	mediante	ELISA.		179	
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En	este	grupo	de	muestras	testadas	para	la	IgM	también	se	incluían	11	muestras	de	180	

pacientes	 diagnosticados	 como	 VZIK	 probable	 (IgM	 frente	 a	 VZIK	 positiva,	 con	181	

antecedente	 de	 viaje	 a	 zona	 epidémica	 y	 cuadro	 compatible).	 Todas	 estas	 muestras	182	

presentaban	 una	 IgM	 frente	 a	 VZIK	 positiva	 por	 IFI	 e	 IgM	 negativas	 frente	 a	 VDEN	183	

(excepto	 un	 caso	 obtuvo	 que	 obtuvo	 un	 resultado	 dudoso	 de	 IgM	 frente	 a	 VDEN).	 El	184	

método	ELISA	fue	positivo	para	la	IgM	frente	a	VZIK	en	cuatro	de	estas	muestras.	Además,	185	

dos	 casos	 clasificados	 como	 VDEN	 probable	 (IgM	 frente	 a	 VDEN	 positiva)	 tuvieron	 un	186	

resultado	negativo	de	IgM	frente	a	VZIK	por	ambos	métodos,	IFI	y	ELISA.				187	

Así,	 teniendo	 en	 cuenta	 el	 total	 de	 casos	 probables	 y	 confirmados	 de	 VZIK	 (23	188	

casos),	la	técnica	de	IFI	detectó	la	IgM	en	20	casos	(86,96%	(66,4-97,2%)),	frente	a	los	10	189	

(43,48%	(23,1-65,5%))	detectados	mediante	ELISA.		190	

En	 la	 Tabla	 2	 se	 muestran	 los	 resultados	 globales	 obtenidos	 para	 la	 IgG	 por	 los	191	

métodos	de	 IFI	y	ELISA.	Debido	al	bajo	número	de	muestras	negativas	por	el	método	de	192	

rutina	incluido,	que	limitaría	el	valor	estadístico	de	los	datos	evaluados,	se	decidió	analizar	193	

únicamente	los	datos	de	aquellas	en	las	que	se	realizó	el	estudio	de	microneutralización.		194	

	195	

IgG	

Euroimmun	Arbovirus	Fever	

Mosaic	2	(VZIK)	

Positivo	 Negativo	

Euroimmun	

anti-Zika	virus	

IgG	

Positivo	 57	 1	

Negativo	 58	 3	

Tabla	2.	Resultados	obtenidos	para	 la	 IgG	 frente	a	VZIK	por	 los	métodos	evaluados	en	el	estudio:	196	

Euroimmun	Arbovirus	Fever	Mosaic	2	y	Euroimmun	anti-Zika	virus	IgG.		197	

	198	

Del	 total	 de	 muestras	 testadas	 para	 IgG,	 en	 96	 se	 realizó	 neutralización	 frente	 a	199	

VZIK.	Tomando	esta	técnica	como	método	de	referencia,	el	ELISA	mostró	una	sensibilidad	200	
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del	92,9%	 (79,4-98,1%)	y	una	especificidad	del	87,0%	 (74,5-94,2%).	El	 valor	predictivo	201	

positivo	fue	del	84,8%	(70,5-93,2%)	y	el	valor	predictivo	negativo	del	94%	(82,5-98,4%).	202	

El	índice	kappa,	que	indica	la	concordancia	entre	ambos	métodos,	fue	0,79	(0,67-0,91),	lo	203	

cual	indica	una	buena	concordancia	entre	ambos.	204	

En	 la	 Tabla	 3	 se	 muestran	 los	 resultados	 obtenidos	 por	 el	 método	 ELISA	 en	205	

comparación	con	la	técnica	de	microneutralización.		206	

	207	

	

Microneutralización	

>1/32	
<1/32	

(negativo)	

Euroimmun	

anti-Zika	virus	

IgG	

Positivo	 39	 7	

Negativo	 3	 47	

Tabla	3.	Comparación	de	 los	resultados	obtenidos	para	 la	 IgG	con	Euroimmun	anti-Zika	virus	 IgG	208	

frente	a	los	resultados	del	estudio	de	microneutralización	frente	a	VZIK.	209	

	210	

El	ELISA	detectó	como	positivas	7	muestras	que	finalmente	obtuvieron	un	resultado	211	

de	neutralización	negativo.	Fueron	considerados	falsos	positivos	al	tomar	como	prueba	de	212	

referencia	la	neutralización,	aunque	también	se	ha	de	considerar	que	la	neutralización	no	213	

es	la	prueba	más	sensible,	como	ocurre	con	otros	flavivirus.	En	el	caso	de	las	tres	muestras	214	

con	ELISA	negativo	y	presencia	de	anticuerpos	neutralizantes,	se	trataba	de	tres	casos	con	215	

títulos	comprendidos	entre	el	1/32	y	1/512.		216	

De	las	96	muestras	que	habían	sido	positivas	por	IFI	sólo	42	de	ellas	obtuvieron	un	217	

resultado	positivo	mediante	neutralización.	En	34	de	ellas	se	 testó	 la	 IgG	 frente	a	VDEN,	218	

resultando	positivas	todas	las	muestras.	Entre	las	54	muestras	positivas	por	IFI	pero	con	219	

neutralización	negativa	se	determinó	la	IgG	frente	a	VDEN	en	40,	siendo	positiva	en	39	de	220	

ellas.		221	
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DISCUSION	222	

El	 diagnóstico	 serológico	 del	 VZIK	 es	 complejo,	 debido	 principalmente	 a	 las	223	

reacciones	cruzadas	que	se	observan	con	otros	flavivirus	como	VDEN.	En	este	estudio	se	224	

ha	evaluado	un	nuevo	método	ELISA	basado	en	el	 antígeno	NS1	de	VZIK,	 comparándolo	225	

con	 el	 método	 habitual	 de	 IFI	 basado	 en	 células	 infectadas.	 La	 principal	 limitación	 del	226	

estudio	 es	 la	 falta	 de	 un	 método	 gold-estándar	 con	 el	 que	 poder	 comparar	 todos	 los	227	

resultados.	228	

Teniendo	esto	en	cuenta,	 los	datos	obtenidos	para	la	IgM	en	este	estudio	muestran	229	

bastante	 discrepancia	 entre	 ambos	 métodos	 (ELISA	 e	 IFI),	 con	 un	 elevado	 número	 de	230	

muestras	con	resultado	negativo	por	ELISA	y	positivo	por	IFI.	Esto	podría	deberse	a	una	231	

mayor	reactividad	cruzada	del	método	IFI	o	a	una	menor	sensibilidad	de	la	técnica	ELISA.	232	

Teniendo	 en	 cuenta	 las	 muestras	 bien	 caracterizadas	 de	 VZIK,	 la	 técnica	 IFI	 parecía	233	

presentar	una	mayor	sensibilidad,	ya	que	detectó	9	de	las	12,	frente	a	las	6	detectadas	con	234	

ELISA.	Este	análisis	presenta	dos	 limitaciones	principales:	por	un	 lado,	no	se	dispuso	de	235	

una	prueba	de	referencia	para	la	IgM	como	sí	ocurrió	para	el	análisis	de	las	IgG	(en	el	que	236	

se	 pudo	 comparar	 con	 la	 neutralización);	 y	 por	 otra	 parte,	 no	 se	 tuvo	disponibilidad	de	237	

muestras	seriadas	para	comprobar	la	sensibilidad	del	método	en	relación	a	la	síntesis	de	238	

IgM	frente	a	VZIK	a	diferentes	tiempos	desde	el	inicio	de	los	síntomas.	239	

El	número	de	casos	de	VDEN	incluidos	es	bajo,	por	lo	que,	aunque	los	resultados	del	240	

ELISA	parecen	mostrar	menor	reactividad	cruzada	con	este	virus	(ninguno	de	 los	cuatro	241	

casos	 confirmados	de	VDEN	 tuvo	una	 IgM	para	VZIK	positiva	mediante	ELISA,	mientras	242	

que	 2	 fueron	 positivas	 por	 IFI),	 no	 puede	 descartarse	 que	 esto	 se	 deba	 a	 su	 menor	243	

sensibilidad	 global.	 Los	 datos	 obtenidos	 están	 en	 concordancia	 con	 estudios	 similares	244	

donde	 también	 se	 han	 evaluado	 estos	 métodos,	 y	 en	 los	 que	 se	 observó	 una	 mayor	245	

sensibilidad	 de	 la	 técnica	 IFI	 y	 una	 mayor	 especificidad	 de	 la	 técnica	 ELISA(6).	 Otros	246	

estudios	 también	 apoyan	 estos	 datos,	mostrando	una	menor	 sensibilidad	del	 ELISA	 IgM	247	

frente	a	otros	ensayos	(7)(8)(9).		248	
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Por	el	contrario,	la	evaluación	de	la	IgG	muestra	unos	resultados	prometedores	para	249	

el	 nuevo	 método	 diagnóstico.	 Tomando	 como	 referencia	 el	 método	 de	250	

microneutralización,	 el	 nuevo	método	muestra	 una	 elevada	 sensibilidad	 y	 especificidad.	251	

Esto	permitiría	obtener	los	resultados	de	manera	mucho	más	rápida,	ya	que	la	técnica	de	252	

referencia	 requiere	semanas	hasta	 la	obtención	de	un	resultado.	La	aplicación	del	ELISA	253	

basado	 en	 NS1	 evitaría	 enviar	 un	 número	 importante	 de	 muestras	 para	 el	 estudio	 de	254	

neutralización.	255	

Otra	limitación	de	nuestro	estudio	es	que	la	técnica	de	microneutralización	se	llevó	a	256	

cabo	únicamente	en	pacientes	embarazadas,	como	parte	del	programa	cribado.	Este	es	un	257	

grupo	de	pacientes	especial,	en	el	que	hay	un	alto	porcentaje	de	pacientes	asintomáticas	y	258	

de	pacientes	que	han	residido	en	zonas	endémicas	y	han	estado	expuestas	previamente	a	259	

otros	flavivirus.	Por	ese	motivo,	los	resultados	obtenidos	en	este	subgrupo	pueden	no	ser	260	

aplicables	a	la	población	general.		261	

Teniendo	en	cuenta	los	datos	globales	de	IgG,	no	sólo	aquellos	en	los	que	se	realizó	262	

estudio	de	microneutralización,	58	muestras	que	habían	sido	positivas	por	el	método	IFI	263	

resultaron	ser	negativas	por	ELISA.	Probablemente	correpsondan	a	falsos	positivos	de	la	264	

técnica	 ELISA	 debidos	 a	 reacciones	 cruzadas	 frente	 a	 otros	 flavivirus	 (en	 40	 de	 las	 58	265	

muestras	se	determinó	la	IgG	frente	a	VDEN,	siendo	positiva	en	39	de	ellas).		266	

Diferentes	 estudios	 también	 han	 descrito	 una	 buena	 sensibilidad	 y	 especificidad	267	

para	las	IgG	mediante	técnica	ELISA(10).	El	nuevo	método	diagnóstico	presenta	una	serie	268	

de	ventajas,	entre	ellas	su	posibilidad	de	automatización	y	una	interpretación	cuantitativa	269	

(al	 contrario	 de	 la	 lectura	 de	 la	 IFI,	 que	 depende	 en	 gran	 parte	 de	 la	 experiencia	 del	270	

observador).	Los	datos	obtenidos	sugieren	que	el	cribado	de	IgG	en	embarazadas	podría	271	

llevarse	a	cabo	mediante	esta	técnica	diagnóstica,	ya	que	su	correlación	con	la	técnica	de	272	

microneutralización	es	buena.		273	

En	 conclusión,	 el	 nuevo	 método	 podría	 ser	 útil	 para	 el	 cribado	 de	 la	 IgG	 en	274	

embarazadas.	Su	empleo	reduciría	de	 forma	considerable	el	 tiempo	hasta	 los	resultados.	275	
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En	el	caso	de	 la	IgM	habría	que	realizar	un	estudio	con	mayor	número	de	muestras	bien	276	

caracterizadas,	 incluyendo	 casos	 de	 VZIK	 y	 VDEN,	 que	 permitiese	 evaluar	 mejor	 la	277	

sensibilidad	y	especificidad	del	nuevo	método.	278	

	279	
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229	

DISCUSIÓN	
	

Para	 poder	 hacer	 frente	 a	 la	 aparición	 o	 re-emergencia	 de	 un	 virus,	 como	ocurrió	

con	el	VZIK	recientemente,	es	necesario	conocer	su	distribución	en	líquidos	biológicos	y	la	

cinética	de	sus	marcadores	diagnósticos	durante	 la	 infección.	Esto	permite	optimizar	 las	

pruebas	 diagnósticas	 y	 emplear	 las	 muestras	 idóneas	 en	 cada	 momento.	 Los	 datos	

disponibles	sobre	el	VZIK	al	inicio	de	la	epidemia	eran	escasos,	ya	que	antes	de	la	epidemia	

que	tuvo	lugar	en	la	isla	de	Yap	(2007)	los	casos	descritos	del	mismo	apenas	llegaban	a	la	

veintena	 (155).	 Debido	 a	 ello	 las	 primeras	 recomendaciones	 para	 el	 diagnóstico	 de	

laboratorio	del	VZIK	se	basaron	en	datos	obtenidos	de	pequeñas	cohortes	de	pacientes	y	

en	 el	 conocimiento	 previo	 de	 otros	 flavivirus	 como	 el	 VDEN,	 presuponiendo	 que	 ambos	

virus	presentan	una	cinética	similar.		

El	documento	de	la	OMS	publicado	el	23	de	Marzo	de	2016	recomendaba	el	testado	

mediante	RT-PCR	durante	los	primeros	siete	días	de	síntomas,	empleando	como	muestras	

la	sangre	total,	el	suero	y/o	la	orina	(156).	El	1	de	Abril	de	2016	el	Centro	Europeo	para	la	

prevención	 y	 Control	 de	 Enfermedades	 (European	 Centre	 for	 Disease	 prevention	 and	

Control,	ECDC)	publicó	las	recomendaciones	de	testado	para	VZIK	(157),	según	las	cuales	

el	 periodo	 óptimo	 para	 la	 realización	 de	 RT-PCR	 en	 suero	 son	 los	 cuatro	 primeros	 días	

desde	 el	 inicio	 de	 la	 sintomatología,	 considerándose	 un	 periodo	 subóptimo	 hasta	 el	

séptimo	 día.	 La	 saliva	 presenta	 el	 mismo	 periodo	 óptimo,	 aumentando	 el	 periodo	

subóptimo	hasta	el	octavo	día.	En	el	caso	de	la	orina	el	periodo	óptimo	de	cribado	engloba	

el	periodo	desde	el	tercer	día	desde	el	inicio	de	los	síntomas	al	octavo,	siendo	subóptimo	

hasta	el	décimo	día.	Este	documento	recomienda	el	testado	de	semen	a	partir	del	día	15	y	

hasta	los	dos	meses	tras	el	inicio	de	los	síntomas.	Por	su	parte,	en	la	primavera	de	2016	los	

Centros	para	el	Control	y	la	Prevención	de	Enfermedades	de	Estados	Unidos	(CDC,	Centers	

for	Disease	Control	and	Prevention)	recomendaban	la	realización	de	RT-PCR	en	suero	los	

primeros	siete	días	y	en	orina	los	primeros	catorce	días	(158).			



	 	

230	

Tras	 el	 inicio	de	 la	 epidemia	de	VZIK	en	 las	Américas	 el	número	de	pacientes	que	

acudían	a	nuestro	centro	con	clínica	sugestiva	de	infección	por	VZIK	aumentó,	por	lo	que	

se	pusieron	a	punto	una	serie	de	técnicas	diagnósticas	basadas	en	RT-PCR	y	serología.	A	

falta	 de	 un	 algoritmo	 diagnóstico	 claramente	 establecido,	 en	 los	 primeros	 casos	

sospechosos	 se	 tomaron,	 siempre	 que	 fue	 posible,	 muestras	 de	 suero	 y	 orina	

simultáneamente.	 Los	 resultados	obtenidos	 en	 el	Artículo	 2	 de	 la	 sección	de	 resultados	

muestran	 que,	 tomando	 como	 referencia	 las	 recomendaciones	 de	 tiempos	 de	 testado	

emitidas	 por	 el	 ECDC,	 nosotros	 encontramos	 muestras	 positivas	 fuera	 de	 los	 periodos	

considerados	 óptimos	 y	 subóptimos	 para	 el	 testado,	 así	 como	 muestras	 negativas	 en	

dichos	periodos.	Se	encontraron	pacientes	en	 los	que	el	ARN	viral	sólo	era	detectable	en	

una	 de	 las	 dos	muestras	 (suero	 u	 orina)	 en	 períodos	 teóricamente	 no	 esperables.	 Estos	

hallazgos	apoyan	la	utilidad	del	testado	simultáneo	de	ambas	muestras	siempre	que	estén	

disponibles,	ya	que	este	abordaje	aumenta	el	número	de	casos	diagnosticados	por	técnicas	

moleculares,	ofreciendo	por	tanto	un	diagnóstico	de	confirmación	de	la	infección.		

	

Posteriormente	 se	 han	 ido	 publicando	 diferentes	 estudios	 que	 han	 permitido	

conocer	 mejor	 la	 cinética	 del	 virus	 en	 los	 diferentes	 fluidos	 corporales.	 Uno	 de	 los	

principales	es	el	realizado	por	el	equipo	de	Paz-Bailey,	en	el	cuál	se	evaluó	la	presencia	de	

ARN	viral	en	diferentes	muestras	de	295	pacientes	a	lo	largo	de	seis	meses.	Los	resultados	

mostraron	que	en	la	mitad	de	los	pacientes	el	ARN	viral	seguía	siendo	detectable	en	suero	

durante	 dos	 semanas,	 en	 orina	 durante	 una	 semana	 y	 en	 semen	 durante	más	 de	mes	 y	

medio.	En	222	pacientes	en	los	que	se	disponía	de	muestras	de	suero	y	orina,	se	observó	

que	en	un	41%	el	ARN	viral	era	detectable	en	suero	pero	no	en	orina,	mientras	que	en	un	

12%	 solamente	 era	 detectable	 en	 orina.	 Este	 estudio	 también	 confirmó	 la	 presencia	 de	

viremia	 prolongada	 en	 algunas	 gestantes,	 hallazgo	 que	 ya	 había	 sido	 descrito	 en	 otros	

estudios	(114)(159)(160).	
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Otro	 estudio	 prospectivo	 observacional	 describió	 el	 seguimiento	 realizado	 a	 15	

pacientes	 varones	 de	 los	 que	 se	 recogieron	 muestras	 de	 sangre,	 orina	 y	 semen	 en	

diferentes	momentos	a	lo	largo	de	120	días	tras	el	inicio	de	los	síntomas.	A	los	30	días	el	

ARN	 viral	 seguía	 detectándose	 en	 el	 suero	 de	 cuatro	 pacientes	 y	 en	 la	 orina	 de	 dos	

pacientes.	Además,	en	11	de	los	15	pacientes	se	detectó	ARN	de	VZIK	en	semen	en	algún	

momento,	 persistiendo	 positivo	 a	 los	 dos	meses	 en	 un	 30%	de	 los	 casos	 (119).	 En	 este	

estudio	también	se	observó	una	mayor	rentabilidad	diagnóstica	de	la	sangre	total	frente	al	

suero,	una	muestra	que	en	otros	estudios	ya	había	mostrado	ser	más	sensible	y	permitir	el	

diagnóstico	en	un	periodo	más	prolongado	que	el	suero	(161)(162).		

	

Aunque	 los	 principales	 estudios	 de	 cinética	 de	 VZIK	 se	 han	 llevado	 a	 cabo	 en	

población	 de	 zonas	 con	 transmisión	 activa,	 aquellos	 como	 los	 nuestros	 realizados	 en	

viajeros	muestran	también	resultados	similares.	Por	ejemplo,	el	equipo	de	Barzón	realizó	

el	seguimiento	de	30	pacientes	con	VZIK	importado,	encontrando	una	media	de	11,5	días	

hasta	 el	 aclaramiento	 del	 ARN	 en	 plasma,	 siendo	 el	 ARN	 detectable	 durante	 un	 mayor	

tiempo	en	sangre	total.	En	el	caso	de	la	orina,	el	75%	de	los	pacientes	presentaban	una	RT-

PCR	positiva	en	la	segunda	semana	tras	el	inicio	de	los	síntomas	(124).		

	

En	 conclusión,	 los	datos	obtenidos	 en	nuestro	 estudio	 son	 concordantes	 con	otros	

estudios	 publicados	 y	 sugieren	 que	 algunas	 recomendaciones	 iniciales	 podrían	 ser	

demasiado	 conservadoras	 y	 que	 una	 ampliación	 de	 los	 tiempos	 de	 testado	 aumenta	 el	

número	 de	 casos	 con	 diagnóstico	 confirmado.	 La	 estrategia	 de	 testar	 suero	 y	 orina	 de	

forma	 simultánea	 es	 una	 aproximación	 diagnóstica	 apropiada	 para	 este	 virus,	 ya	 que	

parece	 aumentar	 el	 número	 de	 casos	 detectados.	 Diferentes	 estudios	 sugieren	 también	

que	el	empleo	de	sangre	total	en	lugar	de	suero	aumentaría	la	sensibilidad	diagnóstica.	En	

nuestra	 experiencia,	 hoy	 en	 día	 la	mayoría	 de	 laboratorios	 especializados	 testan	 ambas	
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muestras	 (suero	 y	 orina).	 El	 empleo	 de	 sangre	 total	 para	 RT-PCR	 no	 se	 ha	 extendido	

totalmente,	aunque	muestra	un	potencial	diagnóstico	de	gran	interés.		

	

Una	 característica	 del	 VZIK	 que	 no	 presentan	 otros	 arbovirus	 es	 su	 capacidad	 de	

transmitirse	por	vía	sexual	(esta	vía	sólo	se	ha	descrito	de	manera	anecdótica	en	el	caso	

del	VDEN	(43)(44)).	Esta	forma	de	transmisión	se	sugirió	por	primera	vez	en	2008	(163)	y	

ha	 quedado	 probada	 en	 las	 epidemias	más	 recientes.	 La	 transmisión	 ocurre	 con	mayor	

frecuencia	 de	 hombre	 a	mujer	 (164),	 aunque	 también	 se	 han	 descrito	 casos	 de	mujer	 a	

hombre	 (165)	 y	 entre	 hombres	 (166).	 La	 transmisión	 puede	 ocurrir	 tanto	 en	 casos	

sintomáticos	como	a	partir	de	pacientes	asintomáticos	(167).	Además,	el	virus	también	es	

capaz	de	transmitirse	verticalmente	y	causar	graves	afectaciones	fetales	(107).		Esto	dejó	

patente	 la	 necesidad	 de	 conocer	 la	 cinética	 del	 VZIK	 en	 muestras	 no	 empleadas	

habitualmente	 para	 el	 diagnóstico,	 como	 por	 ejemplo	 muestras	 vaginales	 y	 semen.	 La	

duración	de	la	persistencia	del	VZIK	en	semen	no	estaba	establecida	y	se	convirtió	pronto	

en	 una	 cuestión	 relevante	 a	 investigar.	 Teniendo	 esto	 en	 cuenta,	 en	 Enero	 de	 2016	

comenzamos	el	seguimiento	de	un	paciente	con	infección	por	VZIK	en	el	que	se	detectó	la	

presencia	del	virus	en	semen.	Muestras	posteriores	permitieron	la	detección	de	ARN	viral	

en	semen	hasta	93	días	tras	el	inicio	de	los	síntomas.	Cuando	trabajamos	en	este	estudio	

los	periodos	más	largos	en	los	que	se	había	detectado	VZIK	en	semen	eran	de	62	y	76	días	

(168)(169).	Justo	antes	de	obtener	los	resultados	definitivos	de	nuestro	caso	(Artículo	3	

de	la	sección	de	resultados)	un	grupo	italiano	describió	la	presencia	de	RNA	viral	durante	

6	meses	(170).		

	

Son	 múltiples	 los	 estudios	 de	 cinética	 viral	 de	 VZIK	 en	 semen	 realizados,	 en	 los	

cuales	el	ARN	viral	se	ha	detectado	durante	meses	(114)(116)(119),	siendo	el	periodo	más	

largo	en	el	que	se	ha	detectado	superior	a	900	días	(171).	Otra	característica	observada	en	

esta	muestra	es	la	detección	intermitente:	tras	una	detección	negativa	el	ARN	viral	vuelve	
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a	detectarse	en	una	muestra	posterior,	lo	que	nos	impide	descartar	la	eliminación	del	virus	

en	 semen	con	un	único	 resultado	negativo.	Es	 importante	 recordar	que	 la	detección	por	

RT-PCR	 no	 indica	 presencia	 de	 virus	 viable	 infectivo.	 El	 mayor	 periodo	 en	 el	 cual	 ha	

logrado	 aislarse	 el	 virus	 a	 partir	 de	 esta	 muestra	 es	 de	 69	 días,	 aunque	 la	 mayoría	 de	

estudios	no	ha	encontrado	virus	viable	más	allá	de	los	30	días	tras	el	inicio	de	los	síntomas	

(172)(114).	En	la	cohorte	más	amplia	de	pacientes	en	los	que	se	investigó	la	persistencia	

del	virus	en	semen	se	detectó	ARN	viral	en	la	mitad	de	los	casos	(48/117)	(114).	La	media	

hasta	 la	pérdida	de	detección	fue	de	42	días	y	en	el	95%	de	los	casos	no	se	detectó	ARN	

viral	en	semen	pasados	4	meses	del	 inicio	de	 los	síntomas.	Los	datos	obtenidos	del	caso	

que	 estudiamos	 nosotros	 concuerdan	 con	 estos	 hallazgos.	 También	 se	 han	 realizado	

estudios	para	evaluar	la	presencia	del	virus	en	el	tracto	genital	femenino.	La	detección	de	

virus	 en	 estas	 muestras	 es	 menos	 frecuente	 que	 en	 semen	 y	 el	 periodo	 que	 persisten	

positivas	 también	es	 inferior,	cercano	a	 la	semana	o	dos	semanas	(114)(162),	aunque	se	

han	 descrito	 casos	 donde	 el	 ARN	 viral	 se	 ha	 detectado	 en	 periodos	 superiores	 al	 mes	

(173)(174).		

	

Cuando	 se	 descubrió	 la	 posibilidad	 de	 transmisión	 por	 vía	 sexual	 las	 diferentes	

organizaciones	sanitarias	emitieron	recomendaciones	para	evitar	la	transmisión	por	esta	

vía.	En	áreas	con	transmisión	activa	se	procedió	a	informar	del	riesgo	y	de	las	medidas	a	

tomar	 para	 reducirlo,	 especialmente	 durante	 el	 embarazo.	 Las	 recomendaciones	 para	

personas	 que	 regresaban	 de	 zonas	 con	 transmisión	 activa	 se	 basaban	 en	 la	 abstinencia	

sexual	 o	 en	 el	 uso	 de	 métodos	 barrera	 tras	 el	 regreso,	 así	 como	 en	 evitar	 la	 gestación	

durante	 la	 estancia	 o	 inmediatamente	 tras	 el	 regreso	 de	 dichas	 zonas.	 La	 mejor	

compresión	 de	 la	 cinética	 viral	 ha	 permitido	 ir	 actualizando	 estas	 recomendaciones	

conforme	se	obtenían	nuevos	conocimientos.		

Las	 primeras	 recomendaciones	 que	 emitieron	 los	 CDC	 sólo	 contemplaban	 la	

transmisión	 de	 hombre	 a	mujer	 y	 recomendaban	 6	meses	 de	 abstinencia	 o	medidas	 de	
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barrera	en	el	caso	de	hombres	sintomáticos,	u	ocho	semanas	tras	el	regreso	en	el	caso	de	

asintomáticos	 (175).	 En	 la	 siguiente	 actualización	 se	 incorporó	 la	 posibilidad	 de	 la	

transmisión	 de	 mujer	 a	 hombre,	 recomendando	 periodos	 de	 abstinencia	 de	 8	 semanas	

tanto	 para	 mujeres	 sintomáticas	 como	 para	 asintomáticas	 (176).	 La	 siguiente	

actualización	en	Septiembre	de	2016,	eliminó	la	discrepancia	de	tiempos	entre	pacientes	

sintomáticos	 y	 asintomáticos,	 dejando	 los	 tiempos	 en	 6	 meses	 para	 los	 hombres	 y	 8	

semanas	 para	 las	 mujeres	 (177).	 En	 la	 última	 actualización	 realizada	 hasta	 la	 fecha,	

publicada	en	Agosto	de	2018,	se	rebajó	a	3	meses	el	tiempo	de	abstinencia	recomendado	

en	 hombres,	 ya	 que	 a	 pesar	 de	 la	 detección	 del	 virus	 en	 periodos	 extensos,	 el	 virus	 no	

parece	 ser	 viable	 a	 partir	 del	 mes	 en	 la	 mayoría	 de	 casos	 (128).	 En	 todas	 las	

actualizaciones	 los	 CDC	 recomiendan	 abstinencia	 o	 métodos	 barrera	 durante	 toda	 la	

gestación	a	las	parejas	de	mujeres	gestantes.		

	

La	 necesidad	 de	 realizar	 un	 cribado	 a	 las	 embarazadas	 resultó	 evidente	 tras	

confirmarse	la	causalidad	entre	infección	por	VZIK	durante	el	embarazo	y	la	aparición	de	

alteraciones	 en	 el	 desarrollo	 fetal	 (107).	 Ante	 la	 falta	 de	 evidencia	 sobre	 cuál	 sería	 el	

abordaje	 más	 adecuado,	 las	 diferentes	 organizaciones	 fueron	 publicando	 diferentes	

algoritmos	 diagnósticos,	 que	 fueron	 modificándose	 conforme	 se	 iba	 ampliando	 el	

conocimiento	sobre	la	cinética	de	los	marcadores	diagnósticos	del	VZIK.	Tampoco	estaba	

claro	cuál	era	el	porcentaje	de	mujeres	embarazadas	con	afectación	fetal,	cuáles	eran	 los	

principales	 factores	 de	 riesgo	 o	 qué	 proporción	 de	 pacientes	 sufría	 una	 infección	

asintomática.		

En	 Cataluña	 el	 cribado	 de	 las	 gestantes	 se	 inició	 en	 2016	 con	 la	 elaboración	 del	

“Protocolo	 de	 actuación	 frente	 a	 la	 infección	 por	 virus	 Zika	 en	 el	 ámbito	 obstétrico	 y	

pediátrico	 de	 Cataluña”	 (“Protocol	 d’actuació	 davant	 de	 la	 infecció	 pel	 virus	 de	 Zika	 en	

l’àmbit	obstètric	i	pediàtric	de	Catalunya”)	(http://canalsalut.gencat.cat/web/.content/_A-

Z/Z/zika/documents/ProtocolObstetric_prov.def.pdf).	En	la	primera	versión	del	mismo	se	
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indicaba	la	necesidad	de	testar	a	las	mujeres	embarazadas	que	habían	estado	expuestas	al	

VZIK	durante	el	embarazo	o	en	las	8	semanas	previas	al	mismo,	bien	por	haber	viajado	a	

lugares	con	transmisión	activa	o	bien	tras	viaje	de	su	pareja.	Los	hospitales	de	referencia	

encargados	del	testado	fueron	el	Hospital	Vall	d’Hebron	y	el	Hospital	Clinic	de	Barcelona.		

El	 cribado	 se	 realizaba	 utilizando	 técnicas	 de	 RT-PCR	 y	 de	 detección	 de	 anticuerpos	 en	

función	 de	 si	 las	 gestantes	 presentabas	 síntomas	 o	 no,	 la	 duración	 de	 los	 mismos	 y	 el	

tiempo	 transcurrido	entre	 la	probable	exposición	y	 la	 toma	de	 la	muestra.	Las	muestras	

con	 anticuerpos	 positivos	 eran	 enviadas	 al	 laboratorio	 nacional	 de	 referencia	 (Instituto	

Carlos	 III,	 Majadahonda),	 donde	 se	 realizaba	 la	 técnica	 de	 microneutralización	 para	

detectar	la	presencia	de	anticuerpos	neutralizantes	frente	al	VZIK.	Era	de	interés	en	salud	

pública	 determinar	 el	 impacto	 del	 VZIK	 en	 las	 gestantes	 atendidas	 en	 Cataluña,	 para	

conocer	 el	 grado	 de	 afectación	 reaelcol	 y	 el	 rendimiento	 del	 programa	 de	 cribado	

establecido.	El	Artículo	4	de	la	sección	de	resultados	muestra	que	durante	el	primer	año	

de	 aplicación	 del	 protocolo	 (2016,	 el	 año	 en	 el	 que	 más	 casos	 se	 detectaron),	 hasta	 el	

13,4%	de	las	pacientes	cribadas	mostró	alguna	evidencia	de	laboratorio	de	infección	por	

VZIK	(casos	confirmados	y	probables).	Se	observó	un	3,1%	de	desenlaces	adversos	(aborto	

o	microcefalia)	entre	el	total	de	mujeres	con	alguna	evidencia	de	infección	por	VZIK.		

La	comparación	de	los	datos	sobre	afectación	fetal	obtenidos	en	diferentes	estudios	

se	ve	complicada	por	los	diferentes	tipos	de	pacientes	incluidos	en	el	mismo	(en	algunos	

casos	 sólo	 se	 consideran	 casos	 confirmados	 y	 en	 otros	 se	 incluyen	 casos	 confirmados	 y	

probables)	y	por	las	diferentes	clasificaciones	empleadas	para	describir	los	desenlaces	del	

embarazo	 y	 las	 alteraciones	 fetales.	 Datos	 iniciales	 de	 Brasil	 indicaban	 una	 tasa	 de	

desenlaces	 adversos	 extremadamente	 alta,	 superando	 el	 40%	 (107)(178).	 Una	 revisión	

sistemática	posterior	de	ocho	estudios	situaba	la	prevalencia	de	microcefalia	en	un	2,3%	

en	 bebes	 nacidos	 de	 mujeres	 infectadas	 por	 VZIK(179),	 cifra	 con	 la	 que	 concuerdan	

nuestros	 hallazgos.	 El	 estudio	 de	 Bruno	 Hoen	 et	 al	 incluyó	 sólo	 gestantes	 sintomáticas	

diagnosticadas	por	RT-PCR	y	encontró	un	7%	de	alteraciones	oculares	o	neurológicas	y	un	
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3,1%	de	síndromes	congénitos	por	VZIK	(180).	En	el	denominado	síndrome	congénito	por		

VZIK	 se	 incluyen	 otros	 tipos	 de	 alteraciones	 neurológicas	 además	 de	 la	 microcefalia	 y	

también	alteraciones	oculares	o	musculo-articulares	 (112).	La	descripción	más	detallada	

de	 otras	 alteraciones	 o	 defectos	 al	 nacimiento	 y	 durante	 el	 seguimiento	 de	 los	 niños	

nacidos	de	madres	infectadas	ha	hecho	que	actualmente	el	porcentaje	de	efectos	adversos	

de	la	infección	por	VZIK	se	considere	superior.	A	pesar	de	que	la	frecuencia	de	afectación	

todavía	no	está	completamente	determinada,	la	OMS	estima	que	un	5-15%	de	los	lactantes	

hijos	 de	 mujeres	 infectadas	 durante	 el	 embarazo	 podrían	 presentar	 complicaciones	

relacionadas	 con	 el	 virus	 (181).	 Es	 posible,	 además,	 que	 el	 seguimiento	 médico	 de	 los	

niños	 revele	nuevas	alteraciones	asociadas	a	 la	 infección	por	VZIK	durante	el	 embarazo.	

Los	 diferentes	 estudios	 muestran	 también	 una	 tasa	 de	 pacientes	 asintomáticas	 muy	

variable,	 desde	 un	 17,2%	 a	 un	 56%	 (179).	 En	 general	 se	 considera	 aceptado	 que	 las	

infecciones	 asintomáticas	 por	 VZIK	 son	 muy	 frecuentes,	 como	 en	 nuestro	 estudio.	

Probablemente	 el	 tipo	 de	 diagnóstico	 (confirmado	 vs	 probable)	 y	 el	 acceso	 a	 atención	

sanitaria	y	pruebas	específicas	de	laboratorio,	junto	con	el	hecho	de	que	los	síntomas	son	

por	 general	 de	 carácter	 leve	 y	 pueden	 no	 recordarse,	 contribuyan	 a	 la	 variación	 del	

porcentaje	de	infecciones	asintomáticas	reportada	en	las	series.		

Hay,	sorprendentemente,	una	notable	 falta	de	artículos	que	evalúen	 los	programas	

de	 cribado	 establecidos	 para	 las	 embarazadas	 en	 Europa.	 Los	 diferentes	 protocolos	 han	

ido	ajustándose	en	base	al	conocimiento	de	la	cinética	viral,	la	evaluación	de	los	diferentes	

métodos	diagnósticos	y	el	estudio	de	los	diferentes	cuadros	clínicos,	y	han	sufrido	cambios	

sustanciales	a	lo	largo	del	tiempo:	desde	incluir	a	pacientes	asintomáticas	a	cambios	en	las	

recomendaciones	de	las	pruebas	a	realizar	y	en	los	tiempos	de	realización	de	las	mismas.	

La	 falta	 de	 una	 evaluación	 sistemática	 de	 los	 programas	de	 cribado	 implementados	 y	 la	

falta	 de	 un	 marcador	 diagnóstico	 ideal	 en	 estos	 casos	 impiden	 establecer	 cuál	 es	 el	

abordaje	más	sensible	y	efectivo	en	el	cribado	de	mujeres	gestantes.	A	día	de	hoy,	con	la	

baja	tasa	de	circulación	de	VZIK	a	nivel	mundial,	los	CDC	no	recomiendan	el	cribado	de	las	
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gestantes	 asintomáticas	 de	 forma	 rutinaria	 y	 en	 el	 caso	 de	 las	 mujeres	 sintomáticas	

recomienda	el	testado	en	paralelo	de	VDEN	y	VZIK	(132).	En	Cataluña	la	última	versión	del	

protocolo	 de	 actuación	 frente	 a	 fiebre	 por	 VZIK	 en	 el	 ámbito	 obstétrico	 y	 pediátrico	 se	

publicó	en	Marzo	de	2019	y	sigue	recomendando	el	testado	de	aquellas	pacientes	que	han	

podido	 estar	 expuestas	 (182).	 En	 esta	 actualización	 se	 ha	 eliminado	 el	 testado	 de	 IgG	

frente	al	virus,	que	sí	estaba	presente	en	el	protocolo	 inicial	a	diferencia	de	otros	países.	

Esto	 tiene	 sentido	 de	manera	 general	 para	 pacientes	 provenientes	 de	 zonas	 endémicas,	

donde	la	presencia	de	IgG	hoy	en	día	puede	reflejar	una	infección	previa	al	embarazo.	Sin	

embargo,	 la	 determinación	 de	 IgG	 puede	 ser	 de	 gran	 utilidad	 en	 gestantes	 que	 no	 han	

tenido	exposición	previa	a	otros	flavivirus	como	el	VDEN.		

	

Si	 bien	 el	 diagnóstico	molecular	 es	 confirmatorio	 y	 suele	 ofrecer	 pocas	 dudas,	 las	

dificultades	 del	 diagnóstico	 serológico	 de	 la	 infección	 por	 VZIK	 son	 evidentes.	 Esto	 es	

debido	 en	 parte	 a	 la	 reacción	 cruzada	 con	 anticuerpos	 frente	 a	 otros	 flavivirus	

antigénicamente	relacionados	y	a	las	limitaciones	del	rendimiento	diagnóstico	de	los	kits	

comerciales.	Esto	hace	que	en	una	gran	parte	de	casos	diagnosticados	por	serología	no	se	

alcance	un	diagnóstico	de	confirmación.	En	los	Resultados	adicionales	2	y	3	de	esta	tesis	

doctoral	 intentamos	 evaluar	 métodos	 que	 contribuyeran	 a	 una	 mejora	 del	 diagnóstico	

serológico	 de	 la	 infección	 por	 VZIK.	 El	 método	 basado	 en	 inmunoblot	 es	 un	 abordaje	

innovador	que	realiza	una	interpretación	global	de	los	resultados	obtenidos	para	los	VZIK,	

VDEN	y	VCHIK	y	trata	de	disminuir	el	 impacto	de	 las	reacciones	cruzadas	que	presentan	

los	 flavivirus	 empleando	 dos	 antígenos	 diferentes	 de	 VDEN	 y	 VZIK	 (antígeno	 NS1	 y	

proteína	E).	La	baja	 sensibilidad	de	 la	 técnica,	especialmente	en	el	 caso	de	 la	 IgM,	 fue	 la	

principal	 limitación	que	presentó	la	técnica	estudiada.	Este	método	diagnóstico	evaluado	

se	 trataba	de	una	 versión	preliminar	de	un	producto	del	 que	no	 se	han	publicado	otros	

estudios	de	evaluación	hasta	el	momento.	En	esta	versión	se	empleaba	el	antígeno	E1	para	

la	 detección	 de	 anticuerpos	 frente	 a	 VCHIK,	 mientras	 que	 una	 versión	 posterior	 del	
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producto	 índica	 que	 el	 antígeno	 ha	 cambiado	 a	 pseudo-partículas	 virales	 (virus-like	

particles	 o	 VLP).	 En	 el	 caso	 de	 VDEN	 y	 VZIK,	 en	 la	 versión	 posterior	 del	método,	 se	 ha	

cambiado	 la	proteína	E	por	variantes	de	 la	proteína	E	(Equad,	proteínas	con	mutaciones	

concretas)	que	presumiblemente	mejoran	la	especificidad	del	método.	Una	evaluación	de	

esta	 versión	 definitiva	 permitiría	 conocer	 la	 utilidad	 de	 estos	 cambios	 y	 la	 nueva	

sensibilidad	del	método,	lo	que	sería	necesario	para	valorar	su	utilidad	diagnóstica.		

Otro	método	diagnóstico	que	también	detecta	anticuerpos	frente	a	los	tres	virus	de	

manera	 simultánea	 es	 Euroimmun	 Arbovirus	 Mosaic	 II	 (Euroimmun,	 Alemania),	 una	

técnica	basada	en	inmunofluorescencia	indirecta	(IFI)	que	emplea	células	infectadas	como	

antígeno,	a	diferencia	de	la	técnica	basada	en	inmunoblot	que	detecta	anticuerpos	frente	a	

los	 antígenos	 concretos	 mencionados	 previamente.	 Hasta	 la	 fecha	 ningún	 estudio	 ha	

evaluado	la	utilidad	de	esta	IFI	a	la	hora	de	realizar	un	diagnóstico	diferencial	de	manera	

simultánea,	 aunque	 algunos	 estudios	 han	 evaluado	 su	 sensibilidad	 y	 especificidad	 para	

cada	 uno	 de	 los	 virus.	 El	 empleo	 de	 células	 infectadas	 probablemente	 hace	 que	 la	

sensibilidad	 de	 estas	 técnicas	 sea	 elevada,	 mientras	 que	 la	 especificidad	 se	 puede	 ver	

afectada	 por	 la	 aparición	 de	 reacciones	 cruzadas,	 ya	 que	 al	 estar	 presentes	 todos	 los	

antígenos	 virales,	 los	 anticuerpos	 pueden	 unirse	 a	 antígenos	 que	 presentan	 una	 gran	

similitud	 estructural	 entre	diferentes	 virus.	 Precisamente	 el	 grave	problema	diagnóstico	

que	supone	 la	presencia	de	reacciones	cruzadas	entre	VDEN	y	VZIK	(131)(183)(184)	ha	

impulsado	 el	 estudio	 de	 la	 estructura	 de	 los	 diferentes	 antígenos	 de	 ambos	 virus	 para	

tratar	 de	 buscar	 aquellos	 con	 menor	 similitud	 y	 así	 desarrollar	 nuevos	 métodos	

diagnósticos	más	específicos	basados	en	los	mismos.		

Los	 test	basados	en	 IFI	 empleando	células	 infectadas	 fueron	 los	primeros	en	estar	

disponibles	 para	 realizar	 el	 diagnóstico	 serológico	 de	 VZIK.	 Posteriormente	 se	

desarrollaron	 técnicas	 ELISA	 basadas	 en	 el	 antígeno	 NS1	 de	 VZIK.	 En	 los	 Resultados	

adicionales	3	evaluamos	ambos	métodos,	observando	en	el	caso	de	la	IgM	una	aparente	

mayor	 sensibilidad	 de	 la	 técnica	 basada	 en	 IFI.	 Estos	 datos	 van	 en	 concordancia	 con	 lo	
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observado	 en	 otros	 estudios	 que	 encuentran	 resultados	 similares	 (185)(186)(187).	 Los	

resultados	 de	 la	 IgG	 obtenidos	 por	 ELISA	 mostraron	 una	 buena	 concordancia	 con	 los	

resultados	 de	 la	microneutralización.	 El	 uso	 de	 este	 ELISA	 permitiría	 discriminar	mejor	

entre	 infecciones	por	VDEN	y	VZIK,	evitando	 la	realización	de	pruebas	de	neutralización	

en	 muchas	 ocasiones.	 El	 antígeno	 NS1	 de	 VZIK	 es	 la	 diana	 de	 muchas	 de	 las	 pruebas	

serológicas	disponibles	actualmente	y	presenta	una	analogía	del	51-53%	con	los	antígenos	

NS1	de	los	cuatro	serotipos	de	VDEN	(115).	El	antígeno	E	de	VZIK	también	comparte	el	55-

58%	de	las	proteínas	con	el	antígeno	E	de	VDEN.	Se	ha	estudiado	qué	epítopos	concretos	

de	 estos	 antígenos	 generan	 una	 respuesta	 específica	 frente	 a	 VZIK,	 tratando	 así	 de	

minimizar	las	reacciones	cruzadas.	El	empleo	del	antígeno	de	dominio	III	de	la	proteína	de	

envoltura	 (EIII)	 mostró	 buenos	 resultados	 en	 fase	 convaleciente,	 mientras	 que	 en	 las	

infecciones	agudas	la	reactividad	cruzada	seguía	siendo	elevada	(188)(189).		

Por	 lo	 tanto,	 las	 reacciones	 cruzadas	 serológicas	 siguen	 siendo	 un	 problema	 en	 la	

actualidad	y	son	necesarios	nuevos	métodos.	La	evaluación	de	estas	nuevas	técnicas	ha	de	

ir	acompañada	de	 la	reevaluación	de	 las	técnicas	empleadas	clásicamente	en	 la	situación	

epidemiológica	actual.	Las	técnicas	serológicas	para	el	diagnóstico	de	VDEN,	por	ejemplo,	

se	 han	 empleado	 durante	 años	 mientras	 éste	 era	 el	 único	 flavivirus	 que	 circulaba	 de	

manera	extensa	por	un	gran	número	de	países.	Tras	la	irrupción	de	VZIK	se	ha	observado	

una	alta	reactividad	cruzada	entre	estos	dos	virus,	 lo	cual	cuestiona	no	sólo	 los	métodos	

desarrollados	 para	 detectar	 anticuerpos	 contra	 VZIK	 sino	 también	 la	 validez	 de	 los	

ensayos	ya	establecidos	para	el	VDEN.	Un	estudio	reevaluando	las	técnicas	serológicas	de	

VDEN	en	viajeros	 con	diagnóstico	de	VZIK	mostró	una	elevada	 tasa	de	 reacción	cruzada	

tanto	para	la	IgM	(31%)	como	para	la	IgG	(54%)	(190).		

	

Las	 infecciones	 por	 VDEN,	 VCHIK	 y	 VZIK	 presentan	 una	 clínica	 inespecífica	 con	

síntomas	 que	 pueden	 estar	 presentes	 en	 las	 tres	 infecciones.	 Los	 tres	 virus	 presentan	

además	 una	 distribución	 mundial	 solapada	 y	 coincidente	 con	 la	 de	 otras	 patologías	
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importadas	como	la	malaria,	por	 lo	que	realizar	un	diagnóstico	basado	únicamente	en	 la	

clínica	es	difícil.	Un	cuadro	clínico	relativamente	frecuente	en	los	Servicios	de	Urgencias	es	

la	fiebre	en	el	viajero	(191).	En	estos	casos	la	anamnesis	es	fundamental	para	conocer	los	

lugares	visitados	y	los	patógenos	a	los	que	se	ha	podido	estar	expuesto.	El	primer	cuadro	a	

descartar	en	un	viajero	con	fiebre	siempre	ha	de	ser	 la	 infección	por	Plasmodium	spp,	ya	

que	se	trata	de	una	infección	tratable	potencialmente	mortal.	Los	arbovirus	suelen	cursar	

con	 cuadros	 autolimitados	 y	 carecen	 de	 un	 tratamiento	 específico.	 No	 obstante,	 es	

importante	diagnosticarlos	correctamente	ya	que	el	manejo	de	los	pacientes	será	diferente	

en	 cada	 uno	 de	 los	 casos.	 Por	 ejemplo,	 ante	 una	 infección	 por	 VDEN	 habrá	 que	 prestar	

atención	a	la	aparición	de	signos	de	alarma	(31);	en	el	caso	de	VCHIK	valorar	la	evolución	

de	 las	 artralgias	 y	 en	 el	 caso	 de	 VZIK	 gestionar	 las	 implicaciones	 de	 la	 infección	 en	 las	

gestantes.	En	 todos	 los	casos	es	 importante	 identificar	a	 los	pacientes	que	hayan	pasado	

parte	 del	 periodo	 virémico	 tras	 su	 regreso	 para	 tomar	medidas	 de	 control	 con	 el	 fin	 de	

disminuir	el	riesgo	de	transmisión	autóctona	en	áreas	donde	se	han	establecido	vectores	

competentes.		

Las	primeras	herramientas	diagnósticas	con	las	que	cuenta	el	clínico	son	la	historia	

clínica	y	los	parámetros	analíticos	de	rutina.	Estos	últimos,	además	de	ayudar	a	evaluar	la	

gravedad	 del	 cuadro,	 también	 pueden	 ayudar	 a	 dirigir	 el	 diagnóstico.	 Diversos	 estudios	

han	descrito	las	diferentes	alteraciones	analíticas	que	acompañan	a	los	diferentes	cuadros	

que	pueden	causar	 fiebre	en	el	 viajero.	Así,	por	ejemplo,	 la	malaria	 cursa	habitualmente	

con	elevación	de	reactantes	de	fase	aguda	y	plaquetopenia,	la	fiebre	tifoidea	con	aumento	

de	 reactantes	 de	 fase	 aguda	 y	 leucocitosis,	 y	 el	 VDEN	 se	 acompaña	 con	 frecuencia	 de	

leucopenia	y	plaquetopenia	(130)(192)(193).	Teniendo	en	cuenta	estos	datos,	realizamos	

un	 estudio	 para	 investigar	 puntos	 de	 corte	 en	 los	 valores	 de	 plaquetas	 y	 leucocitos	 que	

pudiesen	ser	de	ayuda	en	el	diagnóstico	diferencial	de	la	fiebre	en	el	viajero	(Artículo	5).	

La	 plaquetopenia	 y	 la	 leucopenia	 obtuvieron	 un	 alto	 valor	 predictivo	 negativo	 para	 el	

diagnóstico	de	malaria	 y	 arbovirosis,	 respectivamente.	Aunque	 estos	parámetros	no	 son	
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suficientes	 para	 establecer	 un	 diagnóstico,	 pueden	 ser	 de	 utilidad	 en	 la	 orientación	 del	

paciente	 con	 fiebre	 tras	 regreso	 del	 trópico	 en	 los	 Servicios	 de	Urgencias.	 El	 empleo	 de	

datos	 clínicos,	 epidemiológicos	 y	 analíticos	 ha	 mostrado	 ser	 de	 utilidad	 a	 la	 hora	 de	

realizar	un	diagnóstico	diferencial	entre	diferentes	causas	de	fiebre.	Un	estudio	llevado	a	

cabo	 en	 Rio	 de	 Janeiro	 describió	 un	 modelo	 que	 incluía	 datos	 clínicos	 (enrojecimiento	

conjuntival)	 y	 analíticos	 (leucopenia)	 que	 presentaba	 una	 sensibilidad	 del	 81%	 para	 el	

diagnóstico	 de	 VDEN	 frente	 a	 otras	 causas	 de	 fiebre	 (194).	 Estudios	 similares	 se	 han	

llevado	 a	 cabo	 también	 en	 viajeros,	 como	 un	 estudio	 realizado	 en	 Japón	 en	 el	 que	

concluyeron	que	una	proteína	C	reactiva	inferior	a	10	mg/L	(reactante	de	fase	aguda)	era	

sugestivo	de	VDEN,	ayudando	este	parámetro	a	descartar	otras	causas	frecuentes	de	fiebre	

en	el	viajero	(195).		

Realizar	 el	diagnóstico	diferencial	 entre	diferentes	 arbovirus	basándonos	en	datos	

clínicos	y	 analíticos	es	más	difícil,	 aunque	 las	 infecciones	por	VCHIK	parecen	 cursar	 con	

recuentos	 de	 leucocitos	 y	 plaquetas	 más	 elevados	 a	 los	 observados	 en	 infecciones	 por	

VDEN	(196),	dato	que	también	se	observó	en	nuestro	estudio	a	pesar	del	bajo	número	de	

pacientes	con	VCHIK	incluidos.	Comparando	las	tres	arbovirosis	tratadas	en	esta	tesis,	 la	

leucopenia	 es	 más	 frecuente	 en	 VDEN,	 menos	 frecuente	 en	 VCHIK	 y	 poco	 frecuente	 en	

VZIK.	 Además	 estos	 dos	 últimos	 cursan	 en	 ocasiones	 con	 elevación	 de	 la	 proteína	 C	

reactiva,	mientras	que	este	hallazgo	no	se	observa	en	los	casos	de	VDEN	(17)(69)(129).		

	

Tras	 la	 aproximación	 inicial	 basada	 en	 la	 clínica	 y	 en	 los	 parámetros	 analíticos,	 el	

diagnóstico	definitivo	de	las	arbovirosis	se	basa	en	las	técnicas	microbiológicas.	En	el	caso	

de	VDEN	contamos	con	técnicas	rápidas	que	permiten	obtener	un	diagnóstico	en	minutos,	

gracias	 a	 la	 detección	 de	 antígeno	 NS1	 o	 anticuerpos	 IgM	 e	 IgG.	 Estos	 test	 se	 basan	

mayoritariamente	en	técnicas	de	inmunocromatografía	(ICT),	cuya	principal	desventaja	es	

una	 baja	 sensibilidad	 en	 comparación	 con	 las	 técnicas	 basadas	 en	 ELISA.	 Los	 test	 de	

diagnóstico	 rápido	basados	 en	 ICT	disponibles	 hasta	 el	momento	han	 sido	 ampliamente	
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evaluados	 en	 regiones	 endémicas	 y	 apenas	 evaluados	 en	 viajeros.	 El	 rendimiento	 de	 las	

técnicas	 podría	 ser	 diferente	 ya	 que	 los	 viajeros	 sufren	 con	más	 frecuencia	 de	 dengues	

primarios	 (primeros	 episodios	 de	 dengue),	 mientras	 que	 en	 las	 zonas	 endémicas	 las	

infecciones	 secundarias	 (personas	 que	 sufren	 un	 segundo	 o	 tercer	 episodio	 de	 dengue)	

son	más	habituales.	Se	ha	comprobado	que	la	sensibilidad	de	los	test	de	antígenos	NS1	en	

casos	 de	 dengue	 secundario	 es	 inferior,	 probablemente	 porque	 la	 formación	 de	

inmunocomplejos	 entre	 anticuerpos	 pre-existentes	 y	 el	 antígeno	 circulante	 dificulta	 su	

detección.	La	detección	de	NS1	en	viajeros	mediante	ELISA	presenta	un	buen	rendimiento	

(197)(198),	por	lo	que	las	técnicas	rápidas	podrían	ser	de	gran	valor	en	el	manejo	inicial	

de	 estos	 pacientes.	 En	 una	 evaluación	 preliminar	 de	 la	 ICT,	 el	 antígeno	 se	 detectó	 en	 la	

mayoría	de	muestras	positivas,	si	bien	el	número	de	muestras	testado	era	demasiado	bajo	

(14),	 además	 de	 mostrar	 unos	 valores	 prometedores	 para	 la	 detección	 de	 IgM	

(Resultados	 adicionales	 1).	 Estos	 datos	 sugerían	 que	 los	 test	 rápidos	 podrían	 ser	 una	

herramienta	 diagnóstica	 útil	 en	 el	 caso	 de	 sospecha	 de	VDEN	 en	 los	 viajeros,	 y	 que	 por	

tanto	merecían	investigarse	más	profundamente.		

	

La	detección	de	antígeno	NS1	para	el	diagnóstico	de	infecciones	agudas	por	VDEN	se	

ha	establecido	en	los	últimos	años	como	una	alternativa	relevante	a	la	detección	molecular	

por	 RT-PCR.	 En	 respuesta	 a	 la	 utilidad	 clínica	 de	 la	 detección	 de	 NS1,	 el	 desarrollo	 de	

técnicas	basadas	en	ELISA	y	de	pruebas	rápidas	basadas	en	ICT	ha	hecho	que	la	detección	

de	NS1	sea	accesible	a	muchos	 laboratorios	de	diagnóstico	microbiológico.	Sin	embargo,	

las	 limitaciones	 de	 estas	 técnicas	 han	 hecho	 que	 la	 innovación	 en	 nuevos	 métodos	 de	

detección	 del	 antígeno	 NS1	 sea	 un	 campo	 en	 expansión.	 Varios	 grupos	 han	 propuesto	

tecnologías	basadas	en	biosensores	utilizando,	por	ejemplo,	nanopartículas	fluorescentes,	

resonancia	de	plasmones	superficiales	o	detección	electroquímica	(199)(200)(201)(202).	

El	 método	 evaluado	 en	 este	 trabajo	 de	 tesis,	 basado	 en	 técnicas	 microfluídicas	 de	

aglutinación	 inmunomagnética	 (IMA	 por	 sus	 siglas	 en	 inglés,	 immuno-magnetic	
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agglutination)	 representa	 otro	 avance	 dentro	 de	 las	 técnicas	 novedosas	 de	 detección	 de	

NS1	para	el	diagnóstico	del	dengue	agudo.	En	el	Artículo	6	evaluamos	un	nuevo	método	

de	detección	de	antígeno	NS1	de	VDEN	basado	en	IMA	cuyas	principales	ventajas	son	su	

rapidez	 y	 su	 facilidad	 de	 uso.	 El	 nuevo	 método	 diagnóstico	 presentó	 una	 mayor	

sensibilidad	que	 la	 ICT	y	alcanzó	valores	 similares	a	 los	del	ELISA,	presentando	 frente	a	

este	último	la	ventaja	de	un	menor	tiempo	de	procesamiento	hasta	obtener	los	resultados.	

En	 este	 trabajo	 la	 ICT	 fue	 evaluada	 en	 un	 número	 de	 muestras	 mucho	 mayor	 que	 en	

nuestra	 evaluación	preliminar,	 observándose	una	 sensibilidad	moderada	 (68,1%	para	 la	

detección	 de	NS1),	 en	 concordancia	 con	 la	 observada	 en	 otros	 estudios	 publicados	 (40-

79,1%)	 (203)(204).	 El	 método	 IMA,	 para	 el	 que	 se	 está	 desarrollando	 la	 detección	

combinada	de	NS1	y	anticuerpos	IgG	e	IgM,	puede	representar	una	mejora	significativa	en	

el	diagnóstico	rápido	de	dengue.	Sin	embargo,	deberá	validarse	de	forma	extensa	también	

en	áreas	endémicas	donde	la	circulación	del	virus	y	frecuencia	de	infecciones	secundarias	

es	 más	 elevada.	 En	 nuestro	 trabajo	 observamos	 una	 menor	 sensibilidad	 de	 los	 tres	

métodos	 (IMA,	 ICT	 y	 ELISA)	 en	 las	 infecciones	 por	 VDEN-2,	 hallazgo	 ya	 descrito	 en	

estudios	previos	(205)(206)	y	que	podría	deberse	a	que	las	infecciones	causadas	por	este	

serotipo	 presentan	 menor	 cantidad	 de	 NS1	 circulante.	 La	 aplicación	 rutinaria	 del	

diagnóstico	 rápido	 del	 dengue	 podría	 impactar	 de	 forma	 directa	 en	 el	 manejo	 de	 los	

pacientes.	A	pesar	de	haber	pocos	estudios	que	evalúen	su	utilidad	clínica,	algunos	ya	han	

descrito	 una	 disminución	 en	 la	 tasa	 de	 hospitalización	 y	 el	 uso	 de	 antibióticos	 en	 estos	

pacientes	gracias	al	uso	de	los	test	rápidos	(207).		

	

	

En	 conclusión,	 hoy	 en	 día	 son	 varios	 los	 arbovirus	 que	 circulan	 por	 las	 mismas	

regiones	 compartiendo	 vectores	 y	 sintomatología.	 A	 éstos	 se	 suman	 un	 número	

indeterminado	 de	 arbovirus	 que	 actualmente	 se	 encuentran	 limitados	 geográficamente	

pero	que	presentan	potencial	para	emerger	en	el	 futuro.	Por	ello	es	de	vital	 importancia	
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contar	con	programas	de	control	y	vigilancia	de	las	arbovirosis	que	permitan	hacer	frente	

con	 celeridad	 a	 posibles	 emergencias	 o	 re-emergencias.	 Para	 llevar	 esto	 a	 cabo	 es	

necesario	conocer	la	cinética	de	los	marcadores	virales	y	realizar	una	correcta	evaluación	

de	 las	 diferentes	 técnicas	 diagnósticas	 disponibles	 con	 especial	 atención	 al	 diagnóstico	

rápido	 de	 estas	 infecciones.	 Esta	 evaluación	 ha	 de	 llevarse	 a	 cabo	 tanto	 en	 regiones	

endémicas	 como	 en	 viajeros,	 para	 poder	 conocer	 las	 diferencias	 entre	 aquellas	

poblaciones	 expuestas	 previamente	 a	 otros	 arbovirus	 y	 aquellas	 que	 no	 lo	 han	 estado.	

Todo	ello	nos	ayudará	a	estar	preparados	frente	a	posibles	amenazas	virales.		



	

	

	

	

	

	

	

						CONCLUSIONES





	 	

247	

CONCLUSIONES	
	

1. El	ARN	de	VZIK	puede	ser	detectado	en	suero	y	orina	durante	periodos	de	tiempo	

más	 amplios	 que	 los	 estimados	 al	 inicio	 de	 la	 epidemia,	 por	 lo	 que	 el	 testado	

simultáneo	 de	 ambas	muestras	 aumenta	 el	 número	 de	 diagnósticos	 confirmados	

de	esta	infección.		

2. El	ARN	de	VZIK	puede	detectarse	en	semen	durante	periodos	prolongados	desde	el	

inicio	de	los	síntomas,	aunque	el	virus	no	sea	aislado	en	cultivo	celular.	

3. Un	porcentaje	importante	de	gestantes	incluidas	en	el	cribado	de	VZIK	en	Cataluña	

en	 2016	 mostraron	 alguna	 evidencia	 de	 laboratorio	 de	 infección	 por	 ZIKV.	 El	

porcentaje	de	casos	confirmados	fue	notablemente	inferior.		

4. La	mayor	parte	de	 las	gestantes	con	alguna	evidencia	de	 laboratorio	de	 infección	

por	VZIK	fueron	asintomáticas	mientras	que	la	mayoría	de	pacientes	con	infección	

por	VZIK	confirmada	presentaron	síntomas.	

5. La	 proporción	 de	 las	 gestantes	 con	 datos	 sugestivos	 de	 infección	 por	 ZIKV	 que	

presentaron	 un	 desenlace	 adverso	 del	 embarazo	 (aborto	 o	 microcefalia)	 fue	

similar	al	descrito	series	de	en	zonas	endémicas	en	el	momento	de	 la	realización	

del	estudio.		

6. Todos	 los	 desenlaces	 adversos	 detectados	 en	 gestantes	 infectadas	 por	 VZIK	

tuvieron	 lugar	 en	 pacientes	 sintomáticas	 y	 que	 habían	 adquirido	 la	 infección	

durante	el	primer	trimestre	del	embarazo.	

7. La	 leucopenia	 y	 la	 trombocitopenia	 son	 marcadores	 con	 alto	 valor	 predictivo	

negativo	 para	 arbovirosis	 y	 malaria,	 respectivamente,	 y	 son	 de	 utilidad	 en	 el	

despistaje	 clínico	 inicial	 de	 pacientes	 que	 regresan	 de	 un	 área	 tropical	 con	

síndrome	febril.		

8. El	 ensayo	 evaluado	 basado	 en	 técnicas	 microfluídicas	 de	 aglutinación	

inmunomagnética	 (IMA)	 es	 un	 método	 eficaz	 para	 el	 diagnóstico	 rápido	 de	
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infección	aguda	por	VDEN,	con	una	sensibilidad	similar	al	ELISA	y	un	tiempo	hasta	

el	resultado	similar	a	la	inmunocromatografía.		

9. Las	técnicas	de	detección	de	antígeno	NS1	de	VDEN	presentan	limitaciones	para	el	

diagnóstico	de	infección	por	VDEN-2	y	para	las	infecciones	secundarias.		

10. La	técnica	evaluada	para	la	detección	de	anticuerpos	frente	a	VCHIK,	VDEN	y	VZIK	

basada	 en	 inmunoblot	 presenta	 una	 baja	 sensibilidad	 para	 la	 detección	 de	

anticuerpos	IgM,	por	lo	que	no	es	útil	para	el	diagnóstico	de	infecciones	recientes.	

11. La	técnica	de	ELISA	para	detectar	anticuerpos	IgG	contra	la	proteína	NS1	de	VZIK	

mejora	el	diagnóstico	serológico	de	las	infecciones	por	VZIK.	

12. Son	 necesarias	 nuevas	 herramientas	 serológicas	 para	 mejorar	 el	 diagnóstico	

serológico	 de	 las	 infecciones	 por	 flavivirus	 y	 en	 especial	 para	 discriminar	 los	

anticuerpos	contra	VDEN	y	VZIK.	
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ANEXO	1	

Imported	 Zika	 virus	 in	 a	 European	 city:	 How	 to	 prevent	 local	

transmission?	

Zika	 importado	en	una	ciudad	europea:	¿cómo	prevenir	 la	 transmisión	

local?	

Autores:	

Joan-Pau	Millet,	 Tomás	Montalvo,	 Rubén	 Bueno-Marí,	 Arancha	 Romero-Tamarit,	 Albert	

Prats-Uribe,	 Lidia	 Fernández,	 Esteve	 Camprubí,	 Lucía	 del	 Baño,	 Victor	 Peracho,	 Jordi	

Figuerola,	 Elena	 Sulleiro,	 Miguel	 J	 Martínez,	 Joan	 A	 Caylà,	 Zika	 Working	 Group	 in	

Barcelona	

Revista,	volumen,	fecha	de	publicación:	

Frontiers	in	Microbiology,	8,	Julio	2017	

Factor	de	impacto	–	Cuartil:	4,019	–	Q2	

Introducción	y	objetivos:	

El	 1	 de	 Febrero	 de	 2016	 la	 OMS	 declaró	 la	 infección	 por	 virus	 Zika	 (VZIK)	

emergencia	 de	 salud	 pública	 mundial	 debido	 a	 su	 rápida	 expansión	 y	 severas	

complicaciones,	como	el	síndrome	de	Guillain-Barré	y	microcefalia	en	los	recién	nacidos.	

El	 gran	 número	 de	 personas	 que	 viajan	 a	 zonas	 endémicas	 y	 la	 presencia	 de	 Aedes	

albopictus	en	Barcelona	aumenta	el	riesgo	de	transmisión	autóctona.	El	objetivo	de	este	

estudio	 es	 describir	 los	 primeros	 casos	 de	 VZIK	 diagnosticados	 en	 nuestra	 ciudad	 y	

analizar	 la	 vigilancia,	 prevención	 y	 medidas	 de	 control	 implementadas	 para	 evitar	 la	

transmisión	autóctona.		

Material	y	métodos:	

Se	realizó	un	estudio	observacional	 transversal	de	base	poblacional	en	Barcelona,	
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España.	 Se	 llevó	 a	 cabo	 un	 análisis	 de	 los	 datos	 socio-demográficos,	 epidemiológicos,	

características	 clínicas	 y	 actividades	 de	 control	 de	 mosquito	 de	 los	 casos	 de	 VZIK	

detectados	 entre	 Enero	 y	 Diciembre	 de	 2016	 empleando	 una	 encuesta	 epidemiológica	

específica	para	VZIK	de	la	Agencia	de	Salud	Pública	de	Barcelona.		

Resultados:	

Se	recibieron	un	total	de	118	notificaciones	de	posibles	 infecciones	por	VZIK	y	44	

correspondieron	a	casos	confirmados	en	residentes	en	Barcelona.	Entre	estos,	la	media	de	

edad	era	de	35	años	y	un	57%	eran	mujeres.	Todos	los	casos	eran	importados,	el	48%	de	

pacientes	nacidos	 en	España	y	 el	 52%	de	pacientes	nacidos	 en	 el	 extranjero.	República	

Dominicana	fue	el	país	más	visitado	entre	estos	últimos,	y	Nicaragua	el	más	visitado	entre	

los	 nacidos	 en	 España.	 Los	 síntomas	más	 frecuentes	 eran	 exantema,	 fiebre	 y	 artralgia.	

Entre	 las	 24	 mujeres	 diagnosticadas,	 6	 (25%)	 estaban	 embarazadas.	 Hubo	 un	 caso	 de	

microcefalia	fuera	de	la	ciudad	de	Barcelona.	Las	inspecciones	entomológicas	se	llevaron	

a	cabo	en	los	hogares	de	19	personas	(43,2%	del	total)	y	en	34	(77,3%)	espacios	públicos.	

Se	encontró	actividad	vectorial	en	uno	de	los	44	casos	y	se	llevaron	a	cabo	134	vigilancias	

y	 controles	 de	 vectores	 asociados	 a	 casos	 de	 VZIK	 importados.	 En	 todos	 los	 casos	 se	

recomendaron	 medidas	 preventivas	 para	 evitar	 las	 picaduras	 de	 los	 mosquitos	 a	 los	

pacientes	infectados.		

Discusión:	

La	vigilancia	 epidemiológica	y	 entomológica	 son	esenciales	para	 la	prevención	de	

transmisión	 autóctona	 de	 arbovirosis	 que	 pueden	 tener	 un	 gran	 impacto	 en	 la	 Salud	

Pública.	 La	 buena	 coordinación	 entre	 epidemiólogos,	 entomólogos,	 microbiólogos	 y	

clínicos	 es	 una	 prioridad	 en	 una	 ciudad	 turística	 con	 una	 intensa	 relación	 con	 países	

endémicos	para	minimizar	el	riesgo	de	transmisión	local	por	vectores	competentes.		
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Background: On February 1st 2016 the WHO declared the Zika Virus (ZIKV) infection

a worldwide public health emergency because of its rapid expansion and severe

complications, such as Guillain-Barré Syndrome or microcephaly in newborn. The huge

amount of people traveling to endemic areas and the presence of Aedes albopictus in

Barcelona increase the risk of autochtonous transmission. The objective of this study

was to describe the first ZIKV cases diagnosed in our city and to analyze the surveillance,

prevention, and control measures implemented to avoid autochthonous transmission.

Methods: An observational cross-sectional population-based study in Barcelona,

Spain was performed.An analysis of the socio-demographic, epidemiological, clinical

characteristics, and mosquito control activities of the ZIKV cases detected between

January 1st and December 2016 was carried out using a specific ZIKV epidemiological

survey of the Barcelona Public Health Agency.

Results: A total of 118 notifications of possible ZIKV infections were received,

and 44 corresponded to confirmed cases in Barcelona residents.Amongst these,

the median age was 35 years and 57% were women. All cases were imported,

48% were Spanish-born and 52% foreign-born. Dominican Republic was the most

visited country amongst foreign-born patients and Nicaragua amongst Spanish-born.

The most frequent symptoms were exanthema, fever, and arthralgia. Among the 24

diagnosed women, 6 (25%) were pregnant. There was one case of microcephaly

outside Barcelona city. Entomological inspections were done at the homes of

19 cases (43.2% of the total) and in 34 (77.3%) public spaces. Vector activity

was found in one case of the 44 confirmed cases, and 134 surveillance and

vector control were carried out associated to imported ZIKV cases. In all cases

prevention measures were recommended to avoid mosquito bites on infected cases.
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Conclusion: Epidemiological and entomological surveillance are essential for the

prevention of autochthonous transmission of arbovirosis that may have a great impact

on Public Health.The good coordination between epidemiologists, entomologists,

microbiologists, and clinicians is a priority in a touristic city with an intense relationship

with endemic countries to minimize the risk of local transmission by competent vectors.

Keywords: arbovirus, epidemiology, global health, Guillain-Barré syndrome, microcephaly, public health,

mosquito, Zika virus

INTRODUCTION

Arboviruses are a group of viruses transmitted through
arthropods and many of them are capable of producing infection
in humans. West Nile virus (WNV), Chikungunya (CHIKV),
dengue (DENV), or Zika virus (ZIKV) are emerging arboviruses
with a high potential of generating epidemic outbreaks (White
et al., 2016). ZIKVwas discovered in 1947 in Uganda by scientists
that were performing a surveillance of the yellow fever virus in
a forest called Zika (Hayes, 2009; Bulletin of the World Health
Organization, 2016). This virus is transmitted by mosquitoes and
Aedes aegypti is the main known vector (Ayres, 2016; Chouin-
Carneiro et al., 2016). Recent infectivity studies in laboratory
conditions revealed that Aedes albopictus is also susceptible to
ZIKV virus infection, since the virus is replicated, disseminated
and can reach to salivary glands. However, the efficiency of
this infective process is lower in comparison with A. aegypti,
which clearly shows the highest ZIKV vector competence among
mosquitoes (Chouin-Carneiro et al., 2016; Di Luca et al., 2016;
Jupille et al., 2016). Moreover, it is important to note that A.
albopictus has been found infected also in wild populations in
endemic areas as Gabon, in Central Africa (Grard et al., 2014).

The first cases of infection by ZIKV in humans were
diagnosed in Uganda and Nigeria in 1952 (Macnamara, 1954).
Throughout the second half of 20th century, the ZIKV had
expanded to countries in Africa and Asia; India, Egypt, Malaysia,
Mozambique, Nigeria, the Philippines, and Vietnam. Until 2007,
only 16 cases in humans had been reported. It is at this time,
when the ZIKV expands to the Yap Island, in the Pacific
(Federal State of Micronesia), where the first great outbreak
was reported (Duffy et al., 2009). Other large outbreaks were
reported in the French Polynesia (2013–2014) and in Brazil in
2015, where the first ZIKV autochthonous case in Latin America
was reported. This outbreak has been the origin of the Public
Health crisis initiated in 2016. By the starts of February 2016,
local transmission of ZIKV had been reported frommore than 20
countries and territories in the Americas (Bulletin of the World
Health Organization, 2016).

On February 1st 2016 theWorld Health Organization (WHO)
declared the ZIKV epidemic a worldwide health emergency. This
took place after the appearance of three epidemiological alerts

Abbreviations: CHIKV, Chikugunya; DENV, Dengue; GBS, Guillain-Barré
Syndrome; PHAB, Public Health Agency of Barcelona; STD, Sexual Transmitted
Disease; SUPCS, Surveillance and Urban Plague Control Service; WHO, World
Health Organization; ZIKV, Zika Virus.

related to outbreaks of congenital microcephaly and Guillan-
Barré Syndrome (GBS) cases due to ZIKV in countries such
as Brazil, France, USA, and El Salvador (U. S. Department of
Health and Human Services, et al., 2016). Although a decline in
ZIKV infections has been reported in some countries, or in some
regions of countries, surveillance needs to remain high (WHO,
2016a).

Within Europe, Spain is one of the countries with high
risk of autochthonous cases of ZIKV infection (WHO, 2016b),
due to the presence of A. albopictus (Grard et al., 2014;
Bueno, 2016) (commonly named “tiger mosquito”) in various
regions and due to the great cultural, commercial, touristic,
and migratory relationship with Latin America (Díaz-Menéndez
et al., 2016). Consequently in April 2016 a National Plan of
preparedness and response against DENV, CHIKV, and ZIKV
was established. Its objective was to reduce the impact and the
risk of establishment of these emerging diseases in Spain (MSSSI,
2016).

In Spain, the first imported case of ZIKV was detected in
December 2015–January 2016 (Bachiller-Luque et al., 2016).
In Barcelona, both imported ZIKV cases and A. albopictus (a
competent vector for ZIKV) overlap in space and time. With the
objective of controlling the imported ZIKV cases and prevent
autochthonous cases, the public health services of the city were
reorganized. This rearrangement was included within a more
global Surveillance and Control of Arbovirosis Program that was
already in place since 2014 that includes other emerging viruses
transmitted by A. albopictus such as DENV, WNV, and CHIKV
(Agència de Salut Pública de Catalunya, 2015; González et al.,
2017).

The objectives of this paper were to describe the
epidemiological and entomological surveillance for ZIKV
cases in Barcelona (Spain) and to describe the improvements in
the procedures to control ZIKV and other emerging arbovirosis
to reduce the risk of an autochthonous outbreak.

METHODS

Design
A descriptive observational cross sectional population-based
study was performed in the city of Barcelona.

Study Period and Population
The notified and confirmed ZIKV cases among residents
in Barcelona city from January 1st to December 31st 2016
were studied. All cases were detected and followed by the
Epidemiology Service of the Public Health Agency of Barcelona
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(PHAB) through the notifiable disease register. Entomological
surveillance period starts on March and finishes on November
because the low temperatures prevent vector activity. The
cases that did not reside in Barcelona and those that were
not confirmed by the laboratory were excluded from the
analyses.

ZIKV, CHIKV, and DENV are diseases of mandatory
notification in Spain. In Barcelona an active epidemiological
surveillance system is carried out based on a close
communication among doctors, laboratories and the public
health nurses from the Epidemiology Service. The circuit and
procedures followed from the notification of a possible case until
entomological inspections are listed in Figure 1.

Definitions and Case Classification
The case definition used at the PHAB is described in the
“National Plan for preparation and response against vector
transmitted diseases” and in the “Protocol for surveillance
and Control of mosquito transmitted arbovirosis in Catalonia”
updated on 14 June 2016. The cases were classified according to
clinical, epidemiological and laboratory criteria in four categories

(Díaz-Menéndez et al., 2016; González et al., 2017).

1. Probable case: person that complies with the clinical criteria
with or without epidemiological criteria and that complies
with the laboratory criteria of probable case.

2. Confirmed case: person that complies with the clinical criteria
with or without epidemiological criteria and that complies
with the laboratory criteria of confirmed case.

3. Imported case: when the beginning of the symptoms
occur until 15 days after abandoning a ZIKV epidemic
area.

4. Autochthonous case: if there is no record/history of trip to
endemic area within the last 15 days previous to the beginning
of symptoms (Agència de Salut Pública de Catalunya, 2015).

The days of viremic phase in Barcelona since the arrival date were
calculated for each patient. The viremic period was estimated
from the natural history of the infection reported in the literature.
For the viremic period, we assumed 7 days starting from the day
of symptoms onset. However, we also simulate how many people
would be viremic in Barcelona with different theoric values: 8 and
9 days of viremic period.

FIGURE 1 | Coordination diagram from notification of a case of ZIKV infection to the intervention of the entomologist in the city of Barcelona.
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Variables and Source of Information
The different epidemiological variables were collected from
the epidemiological survey of Catalunya specific to ZIKV
infection. Socio-demographic variables (age, sex, country of
origin, neighborhood/district of residence), clinical variables
(date of beginning of symptoms, viremic period, fever, asthenia,
artharlgia, arthritis, conjuntival hyperemia, cephalea, no-
purulent conjunctivitis, exanthema, myalgia, complications,
hospitalization), diagnostic variables [date of diagnosis,
laboratory results (IgG, IgM, PCR)], and epidemiological
variables (way of transmission, pregnancy, and gestation week
if affirmative, country or countries visited, dates of departure,
and arrival to Barcelona, cause of trip, number of bites, place in
which bites where received, mobility of the cases and if activities
of prevention, confinement, or personal protection were given)
were collected. The median time elapsed (in days) between the
symptoms onset of patients and the first medical consultation,
the notification and the laboratory confirmation, and the
implementation of vector control activities were calculated.

The Surveillance and Urban Plague Control Service
(SUPCS) at PHAB recorded different information during
their entomological inspections related to the cases: places
visited during the viremic period, vector activity at case
residency, capture of adult vectors with BG traps, detection of
mosquito breeding sites, and presence of virus in the vector.

Surveillance Procedures and Vector
Control
In order to minimize the risk of ZIKV transmission through
local mosquito bites during the viremic period, prevention
measures where recommended by the Epidemiology Service.
These measures included personal protection measures against
mosquito bites (type of clothing, use of mosquito repellent,
etc.), and house confinement during the viremic period and
recommendations regarding safe sex.

Based on the collected information in the epidemiological
survey, the SUPCS carried out an entomological inspection in
at least two places: the public space around the case’s place of
residence and in the patient’s own home. All the risk areas for
the proliferation of mosquitoes were included in a Geographical
Information System (GIS) to speed up the inspections. Gutters,
fences, ornamental fountains and small artificial containers,
within a buffer of 150m in relation to the case’s place of residence
(habitual flying ratio of A. albopictus in the urban setting) were
included in the GIS.

In our study, informative notes with recommendations to
prevent the proliferation of larvae breeding sites in the home
were distributed during the inspections of more vulnerable
residential areas close to the imported case. The entomological
inspections in private homes were analogous to the already
described procedures for public areas. The areas were inspected
for detecting larvae breeding spot sites and adult mosquitoes.
It’s worth mentioning that these activities are essential in the
reduction of the risk of disease expansion because the contact
between vectors and the infected host is likely to occur at home.
The need to obtain an authorization from the patient to be able

to carry out the inspection was an important limiting factor in
comparison with the interventions in public spaces.

The collected entomological material was examined and
identified and females were analyzed in pools for the detection
of virus presence by RT-PCR. All the necessary steps for the
evaluation of transmission risk were considered in the protocol,
including vector activity (inside and around the patient’s place of
residence), and the efficacy of the control activities. The program
monitoring the cases of imported arbovirosis is integrated within
a general procedure that monitors and treats monthly the areas
with recurrent proliferation of tiger mosquitoes (Bonnefoy et al.,
2008; Montalvo et al., 2016).

Statistical Analysis
A descriptive study of qualitative and quantitative variables to
characterize the study population was carried out. We computed
the frequency distributions of the qualitative variables, and
compared proportions using the χ

2-test, or the two-tailed
Fisher test when expected values were <5. Absolute frequencies
were calculated for categorical variables. Social, demographic,
epidemiologic and clinical variables were compared according
to the country of origin of the infected person (Spanish born
or foreign-born). The median and interquartilic range (IQR)
for continuous variables was calculated and Spanish born and
foreign born were compared using the U-Mann Whitney-test. A
p < 0.05 was considered statistically significant.

Ethical Considerations
This study was approved by the Clinical Research Ethical
Committee of Parc Salut Mar (IMAS). In order to guarantee
data and registry confidentiality the regulation established by
the Organic Law of Personal Data Protection of Spain 15/1999
and Royal Decree 994/1999 about security of computerized files
that contain personal data was followed. All ethical principles for
investigation in humans defined in the Declaration of Helsinki of
1964 revised and updated by theWorldwide Medical Association
(Fortaleza, Brazil 2013) were followed.

RESULTS

Epidemiological Surveillance
During the study period 118 cases where notified, 75 of which
(63.6%) were laboratory confirmed. Figure 2 shows the monthly
distribution according to the place of residency (those who lived
in the city or outside the city but diagnosed in Barcelona) of
these 75 confirmed cases. Forty-four confirmed cases correspond
to residents in the city, with an incidence of 2.74 cases per
100,000 inhabitants. The median age was 35 (standard deviation
11.8), 25 (57%) were women, and 19 (43%) men. They were
all imported cases, 21 (48%) among Spanish-born population
and 23 (52%) among immigrant population. No differences
regarding age and sex were observed (p = 0.2 and 0.57,
respectively). The number of cases peaked in August, when
most of the infections occurred among Spanish-born individuals
(Figure 3).

When comparing the characteristics of the 44 confirmed
cases between Spanish-born and foreign-born, it stands
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FIGURE 2 | Monthly distribution according to place of residence (living in the city or outside the city of Barcelona) of the first 75 confirmed cases of Zika virus infection

in Barcelona. Period: January–December 2016.

FIGURE 3 | Monthly distribution of the 44 imported cases of Zika virus in Barcelona according to country of birth (Spanish born or foreign born). Period:

January–December 2016.

out that the most frequently visited countries where the
Dominican Republic and Venezuela amongst the foreign-born
and Nicaragua, Colombia, Mexico, and Vietnam amongst the
Spanish-born. Fifty-two percent of the cases didn’t report
being bitten by mosquitoes after arrival to Barcelona. The
most frequent clinical symptoms were rash (86%), fever
(61%), and arthralgia (59%). No significant differences were
found between Spanish-born and foreign-born in relation
to the clinical symptoms, visited country or detected bites
(Table 1).

A total of 31 cases (70.5%) were arrived in Barcelona
during the viremic period and 13 (30%) arrived during the
incubation phase and became viremic in the city (Figure 4). The
proportion of viremic immigrants for 8–9 days in Barcelona
was higher than for the Spanish born (Table 1) (61% vs. 29%),
p= 0.034.

The median time, for Spanish born, elapsed between the
symptoms onset and: (a) the first medical consultation date was 4
days (IQR 2–5); (b) the notification date was 8 days (IQR 7–14);
(c) the laboratory confirmation date was 9 days (IQR 6–12), and
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TABLE 1 | Comparison of the descriptive characteristics between Spanish born and foreign born for the 44 confirmed cases of Zika virus infection in the city of

Barcelona. January–November 2016.

Spanish-born N (%) Foreign-born N (%) Total N (%)

21 48% 23 52% 44

AGE (MEDIAN, SD) 33.5 10.7 36.5 12.7 35 11.8

SEX

Male 10 48% 9 39% 19 43%

Female 11 52% 14 61% 25 57%

HOSPITALIZATION

Yes 0 0% 0 0% 0 0%

No 21 100% 23 100% 44 100%

CLINICAL SYMPTOMS

Fever 14 67% 13 57% 27 61%

Arthralgia 11 52% 15 65% 26 59%

Rash 17 81% 21 91% 38 86%

Myalgia 6 29% 7 30% 13 30%

Cephalea 9 43% 9 39% 18 41%

Any other symptom 15 71% 12 52% 27 61%

COMPLICATIONS 0 0% 0 0% 0 0%

VISITED COUNTRY

Dominican Republic 2 10% 6 26% 8 18%

Nicaragua 6 29% 2 9% 8 18%

Colombia 3 14% 2 9% 5 11%

Mexico 3 14% 1 4% 4 9%

Venezuela 0 0% 4 17% 4 9%

Vietnam 3 14% 0 0% 3 7%

Honduras 1 5% 1 4% 2 5%

Bolivia 0 0% 2 9% 2 5%

Others 3 14% 5 22% 8 18%

DETECTED BITES

Yes 10 48% 11 48% 21 48%

No 11 52% 12 52% 23 52%

PREGNANCY 2 10% 2 14% 4 16%

DAYS OF RISK IN BARCELONA (VIREMIC PERIOD)

0 days 10 48% 3 13% 13 30%

1–7 days 5 24% 6 26% 11 25%

From 8 to 9 days 6 29% 14 61% 20 45%

PREVENTIVE RECOMMENDATIONS

Yes 21 100% 23 100% 44 100%

No 0 0% 0 0% 0 0%

(d) the implementation date of vector control activities was 9
days (IQR 7–14). The median time in days for foreign born was 4
(IQR 2–11), 11 (IQR 8–27), 20 (IQR 13–25), and 13 (IQR 11–28),
respectively. No statistically significant differences were observed
in these elapsed times between Spanish-born and foreign-born
patients except for the lab confirmation days (p= 0.04).

Regarding the consequences of the ZIKV infection, no
mortality was observed. Regarding morbidity, no GBS was
detected. Among the 24 diagnosed women, 6 (25%) were
pregnant. There was one case of microcephaly notified to PHAB
but the pregnant woman lived outside Barcelona city.

Vector Control
According to the Surveillance protocol of arbovirosis in
Catalonia, 34 entomological inspections related to ZIKV were
done between 1st April and 15th November. Nine of the 34 cases
had high mobility during the viremic period visiting different
areas of the city, increasing their exposure to tiger mosquito
bites. Only 19 (43.2%) homes could be inspected, since the
persons could not be contacted or refused the inspection in the
other 15 cases. The activity of A. albopictus was low, and was
only detected in the public neighborhood of one of the cases
(Figure 5).
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FIGURE 4 | Distribution of the first 44 confirmed cases of Zika virus infection according to the viremic days spent in the city of Barcelona.

There was a seasonal overlap between vector activity, and
the arrival of imported ZIKV cases with viremia (Figure 6).
April, August, and September, are amongst the months of higher
overlap and consequently higher risk of local transmission of
ZIKV.

To minimize the risk of transmission as much as possible, 122
vector control interventions took place in public spaces and 12 in
places of residence of ZIKV cases. Most of the interventions were
larvicide treatments in gutters and modifications of elements
with risk of hosting mosquito larvae, in most cases in private
property. In those cases in which tiger mosquito activity was
detected or its presence was suspected, we used BG Sentinel
traps for capturing mosquito females. Twelve traps were set, four
in public spaces, and eight in private property. Only one pool
of mosquitoes was finally analyzed for ZIKV detection and the
result of the molecular analysis was negative.

DISCUSSION

The first year of epidemiological surveillance for ZIKV in
the city of Barcelona has allowed us to know very well
the profile of ZIKV imported cases. The wide presence of
a vector that can transmit the virus (A. albopictus) and the
population movements increases the risk of introduction of
emerging arbovirusis like ZIKV. This fact requires surveillance
of the imported cases and tasks for vector control. This makes
a good coordination between all the different actors, like
epidemiologists, clinicians, entomologists, and microbiologists
essential in order to avoid ZIKV from becoming a public

health problem that would also affect the tourism in the
city.

The imported ZIKV cases profile was that of a traveler
that after visiting endemic areas for ZIKV in Latin America,
presents clinical symptoms such as fever, rash and arthralgia.
No differences in sex, age, clinical symptoms, detected bites, or
visited country were observed among Spanish and foreign-born
patients. Regarding the visited country, the predominant group
was originally from the Dominican Republic, Venezuela, and
Nicaragua or Colombia. Other cities in Spain have also reported a
high number of cases from Latin American countries. This is due
to the mobility of people between Latin America and Spain that
takes place for different reasons such as business, cooperation,
tourism or visits to friends and relatives. It also responds to the
high number of immigrants living in Spain especially since year
2000, and that occasionally travel to their countries of origin
(López De Lera, 1995; Díaz-Menéndez et al., 2016). In many of
these countries ZIKV is endemic and its expansion is favored by
the wide presence and abundance of A. aegypti, main vector for
ZIKV and other arbovirosis.

Viremia
Over 70% of the diagnosed ZIKV cases in our city where viremic
(PCR positive on serum) when they sought medical attention and
over 36% (16/44) arrived in the city during incubation phase and
spend all the viremic phase in our city. Usually tourists spend less
time at their destinations than foreign born which also explains
that Spanish-born patientsmore often present viremic phase after
arriving. For the foreign-born, the reason for traveling is to visit
friends and relatives and therefore normally they stay with their
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FIGURE 5 | Map of the city of Barcelona with the spatial location of the different arbovirosis cases and the results of the entomological inspections. Risk zones:

monthly surveillance and control vector zones. Citizen incidences: Notices regarding mosquito problems that citizens have indicated during the study period.

family and stay for a longer period of time. The cases that started
viremic phase after arriving to Spain represented the highest risk
for local transmission because of the longest duration of exposure
to local vectors while still viremic. Additionally, an important
percentage of patients reported mosquito bites after arrival, in
many cases overlapping with the viremic period.

The incubation period can vary between 2 and 14 days
after infection and the viremic period can be 3–5 days long
or longer (Falcao et al., 2016). Nevertheless, the viremic period
for ZIKV has not been clearly established, especially in some
vulnerable populations such as pregnant women (Suy et al.,
2016). The viremic period in our city is estimated from the
natural history of the infection, 7 days starting from the day
of symptoms onset, not performing a repeated blood test to
check the presence of the virus. Recently the CDC stated that the
ZIKV viremic period should be extended to 7 days, information
that is of great relevance in vector control and autochthonous
transmission (Agència de Salut Pública de Catalunya, 2015).
According to Figure 4 it can be deduced that if the viremic phase
was considered to be only 5 days, the total days for all cases
in viremic period would be 116 days. However, if the viremic

phase is considered to be 9 days, the total days of viremic period
are 252 days, almost twice. Therefore, we believe that while the
accurate length of the viremic phase is not yet established, the
best option to maximize effects of epidemiological surveillance
and entomological precautions is to consider a viremic phase of
9 days (Alejo-Cancho et al., 2016).

The duration of the viremic period has also important
implications for the establishment of prevention measures.
Entomologic inspections and tasks should occur as soon as a
suspected case seeks medical advice, in order to reduce the risk
of transmission during the viremic phase. Delays in the flow
of information between medical and entomological staff may
dramatically reduce the effectiveness in control, making them
ineffective if the information reaches the entomological staff
when the viraemic period has finished.

It is important to highlight that 9 of 34 confirmed cases, in
spite of the recommendations given by public health services or
the clinic, experienced great mobility during the viremic period.
The fact that the clinical symptoms are frequently mild probably
had an influence on this. These aspects together with the fact
that most of the imported cases overlapped with periods of vector
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FIGURE 6 | Distribution of the Zika virus and Aedes albopictus vector activity (number of larval hatcheries detected on the public road) by month in the city of

Barcelona.

activity increased the risk of possible transmission. It is therefore
very important to recommend to patients a reduction in their
mobility during this period (Marrama-Rakotoarivony and Zeller,
2012).

Zika Virus Consequences
To this date, nor deaths nor cases of SGB related to ZIKV have
been reported in Barcelona. However, in a retrospective case-
control study that took place after the ZIKV outbreak in French
Polynesia (2013–2014), 42 cases of SGB where identified which
were also positive for DENV virus and ZIKV. Recently there has
been an increase in the SGB incidence in countries like Brazil,
Colombia, El Salvador, and Suriname, but the exact cause is still
unknown.

Unfortunately, we found one microcephaly case out of 6
babies born from ZIKV infected mothers. We had a high portion
of pregnant woman due to the active screening of pregnant
woman that is being performed in Catalonia. Not only the
doctors but also pregnant woman that travel to a ZIKV endemic
area are aware about the risks of microcephaly in newborn
and look for medical advice and follow up when they are back
home. This ongoing protocol in Catalonia perform not only an
screening and follow up of all pregnant woman exposed to the
risk of ZIKV but also a long term follow-up of all newborn in
order to monitor the development of neurological abnormalities
(Bocanegra et al., 2016). A prospective study in Brazil amongst
pregnant women infected by ZIKV showed that 29% of the
fetus suffered some type of abnormality during pregnancy,
including microcephaly and intrauterine restricted development.
Fetal abnormalities were detected by Doppler ultrasonography
in 12 of the 42 (29%) ZIKV positive women (Brasil et al., 2016;
Mysorekar and Diamond, 2016; Reynolds et al., 2017). In light

of this scenario, we need to rapidly evaluate the risk to child
development by this emerging disease that is spreading quickly
in many territories.

In the context of epidemiological surveillance it is important
not to forget that ZIKV could be a sexual transmitted disease
(STD). In the latest WHO update, 12 countries have reported
STD of ZIKV, not only from man to woman, but also from
woman to man, man to man (Deckard et al., 2016) and also could
be transmitted by oral sex (World Health Organization, 2016).
The exact duration of ZIKV in semen still remains unknown. In
a recent study, ZIKVRNAwas detected in semen 62 days after the
initiation of the symptoms ( D’Ortenzo et al., 2016), even though
the longest period in which ZIKV has been detected in semen
is 188 days (Althaus and Low, 2016; Paz-Bailey et al., 2017).
Other routes of transmission include transmission through blood
(Barjas-Castro et al., 2016).

Reorganization of the Public Health
Services
After the diagnosis of the first imported cases of arbovirosis in
our city, it was necessary to face up to the risk the presence
of A. albopictus represented to public health. For these reason,
an epidemiologist and an entomologist were incorporated in the
team for surveillance and control of arbovirosis.

As a result, a protocol for the surveillance and control
of mosquito-borne arboviruses was established in Catalonia
in 2014. It was written by an inter-institutional commission
comprised of different experts (clinicians, microbiologists,
entomologists, epidemiologists, etc., Agència de Salut Pública
de Catalunya, 2015). The importance of surveillance and early
detection was key therefore an interdisciplinary group formed
by members of the Epidemiology Service and the Vector
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Control Service of the PHAB was created. Public health nurses
were trained to fully know the arboviruses and to adequately
complete the case reporting surveys. The structure (Figure 1)
was also organized in coordination with the doctors of the
hospitals specialized in Travel Medicine. This changes improved
communication systems, and accelerated the responses to risk
situations that occurred with the arrival of viremic patients.
A fundamental aspect was the communication and knowledge
of the protocol by all the involved agents. For this reason,
PHAB organized training sessions for physicians were held in
the main hospitals. The aim was to increase awareness of the
importance of each agent involved in the process (Bonnefoy
et al., 2008; Bueno, 2016). The information was disseminated
through the commission of arbovirosis of Catalonia and through
TV programs and news reports and at a round table that was
organized at the 6th Emerging Diseases Congress in Barcelona
(Camprubí, 2016).

In this first year of experience in ZIKV surveillance and
control, the delays observed among time elapsed between the
symptoms onset and first medical consultation, public health
notification, laboratory confirmation, and implementation of
vector control activities, were remarkable. The first problem
was that the diagnostic delay in the first medical consultation
and therefore the notification delay to the public health system.
Therefore, the vector control activities were also initiated later,
when patient was no longer viremic. So, from public health it is
essential to educate patients to consult soon and also that doctors
notify all suspected cases of ZIKV quickly.

Vector Control
To this date no autochthonous ZIKV case has been detected
in Barcelona. However, they could have been occurred since
some cases may goes under detected as happened in Croatia for
DENV infection (Kurolt et al., 2013). There is a clear overlap of
the peaks of imported cases and the vector’s activity (Figure 6).
The analysis of the phenology in the vector appearance using a
weighting of the risk factors, allows us to identify the months
of April, August, and September (in general the months with
highest temperatures) as the most favorable for the mosquito
species (Figure 3). In any case, the phenology of A. albopictus
matches the predictive models and the observations that have
been carried out recently in different Mediterranean cities (Tran
et al., 2013; Bueno, 2016).

Local transmission of ZIKV has been observed recently in
temperate zones of USA such as Texas and Florida. Among the
1,325 reported cases in 2016, 262 were due to local transmission,
and 224 were in pregnant woman (16.9%). After governmental
efforts on vector control activities, no new ZIKV cases have
been detected by local transmission in Florida. The example of
Florida together with Barcelona, underlines the importance of
surveillance and vector control activities and close monitoring
to prevent ZIKV circulation (Department of Health Daily Zika
Update, 2017).

In light of this situation, efforts to intensify traveler’s advice,
preventive measures and individual protection measures must be
maximized. We believe in paying special attention in providing
resources to reduce mobility of the cases that are in viremic

period. This would help reduce contact with the vector and
decrease possible risk of transmission. A possible solution would
be to make home confinement obligatory. We are aware that
adherence to this recommendation could be low. In the case of
people that are working, an obligatory medical leave could be
provided in order to reduce mobility. Another area in which
improvement could be made is in the inspection of private
properties. These are confined areas where there is a great overlap
between vector and viremic patient. In our case only 19 out of 34
homes could be inspected, leaving a significant part of the risk
assessment without completion.

In Barcelona, when vector activity was detected, either
in larval phase or in adult phase, larvicide or adulticide
control actions took place within the framework of the basic
criteria of Plague Integrated Control (Bonnefoy et al., 2008).
Adulticide spraying can pose several environmental problems
especially in urban environments, since they are of large
spectrum interventions that can affect non-target organisms.
However, although the effect of adulticide treatments is well
known to be short-lived, in certain epidemiological contexts a
well technified adulticide application is needed to reduce the
mosquito population rapidly (Caputo et al., 2016). Consequently,
it is a particularly interesting strategy in the framework of
imported cases of arbovirus in a concrete place where the vectors
are present in high densities. In any case, it is well known
that a long temporal lapse between outbreak initiation and
the start of control tasks reduces effectiveness of adulticides
applications significatively in terms of cost-benefits (Burattini
et al., 2008). Therefore, the best approach is to supply reactive
adulticides by preventive larvicides as a basis of the control
programme, since the treatment of potential breeding sites
with larvicides has a proven role in the reduction of adult
population at local scale in urban environments (Sochacki et al.,
2016).

The activity of vectors detected in the entomological
inspections of the ZIKV viremic cases in homes was low.
However, additional inspections related to DENV cases detected
high activity for five cases during 2016. This fact highlights
the need for coordination in the protocols for surveillance
and control of any arbovirosis in order to reduce the risk of
transmission (Lucientes-Curdi et al., 2014). Similar protocols
have been implemented in other countries such as France
or Italy (Zammarchi et al., 2015; Maria et al., 2016) and
recently have also been approved at a national level in
Spain (MSSSI, 2016). It is important that these programs
for surveillance and control integrate epidemiological issues
(with an appropriate identification and follow up of cases and
adequate prevention measures) as well as vector issues (vector
presence and quantification) (Bonnefoy et al., 2008; Bueno,
2016).

The use of new technology can help improve the systems
and knowledge of the territory (mosquito proliferation areas
and detection of new competent vectors for transmission of
diseases). Applications such as Mosquito Alert (http://www.
mosquitoalert.com) can help improve the early detection system
and are of great help in managing this public health problem
(Center for Ecological Research and Forestry Applications. Oltra
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et al., 2016).Mosquito Alert collaborated in locating unidentified
breeding sites in private property near confirmed cases of
ZIKV.

A. albopictus may not be the only competent vector of ZIKV
in Barcelona. Different studies have suggested the possible role
of Culex sp. as a ZIKV vector due to the occasional detection of
the virus in wild populations (Huang et al., 2016). However, viral
infection experiments in the laboratory have not confirmed Culex
as a competent vector (Amraoui et al., 2016; Boccolini et al., 2016;
Huang et al., 2016).

Risk of Local Transmission and Preventive
Measures
Autochthonous transmission of ZIKV can potentially occur
in the Mediterranean countries since imported cases and
competent vectors are present. Therefore, it is essential to
establish active case surveillance and prevention protocols to
avoid local transmission. As previously stated, the most effective
prevention measure to avoid local transmission is vector control.
Additionally, it is important that healthcare professionals are
informed of the potential risk of ZIKV cases, since this
will improve early case detection, surveillance procedures and
transmission control (Leona, 2016; Red Nacional de Vigilanca
Epidemiológica, 2016). Nevertheless, since a low percent of ZIKV
are symptomatic, the majority of viremic travelers returning
from endemic zones could be unidentified, and therefore
possible source of autochthonous outbreak. In this sense,
reducing mosquito populations in the city may significantly
reduce the risk of autochthonous outbreak because limiting
vector control activities to the neighborhood of symptomatic
cases, may have limited impact if a significant fraction
of ZIKV infections are asymptomatic during the viraemic
phase.

In relation to the preventive measures, at an individual level,
the imperative recommendation is that all people that travel to
endemic areas should take precautions against mosquito bites
(use of repellents, mosquito nets, long sleeve clothes) and on
arrival should visit a medical center if any symptom develops
(Agència de Salut Pública de Catalunya, 2015; Leona, 2016;
MSSSI, 2016). At a community level, taking into consideration
that in the last few years migratory mobility and the increase of
individual’s mobility has produced the introduction of emerging
diseases such as many arbovirosis, the recommendations would
be based on reducing the areas suitable for the reproduction
of Aedes mosquitoes in around human inhabited areas. These
measures would be based on the elimination or protection of
small containers that can accumulate water, and the application
of measures of control in those water containers that cannot be
protected or eliminated. A frequent inspection of these spaces to
avoid any mosquito breeding site would be necessary. Individual
protection measures should be taken in order to avoid bites,
such as the use of long sleeves and long pants, and the use of
repellents.

Pregnant women are a priority. The early detection of
the cases and effects on fetus and newborns is essential. In
pregnant women, the diagnosis has to be confirmed and there

has to be a follow up of the pregnancy and the fetus. Men
arriving from areas with local ZIKV transmission should have
safe sex during a minimum period of 6 months. Women
arrived from endemic areas should have safe sex during 8
weeks (Red Nacional de Vigilanca Epidemiológica, 2016). The
pregnant women who have traveled to areas with local ZIKV
transmission or that have presented symptoms after the trip
should communicate this information during pre-natal visits.
The time that a woman has to wait to get pregnant after
arriving from an affected area is 8 weeks from the time of
arrival or since the time of diagnosis (CDC, 2016; WHO,
2016c).

All these preventive measures together with a good
management of imported ZIKV cases and coordination among
epidemiologists, clinicians, entomologists, and microbiologists
are essential to prevent local transmission and therefore to
limit the extension of this emerging disease. The arbovirus
surveillance program in Barcelona is an example of the need
of a multidisciplinary approach in order to reduce the risk
of introduction of the different arbovirosis, amongst them,
ZIKV. The coordination between public health and pest
control agencies has contributed to the reduction of the risk of
autochthonous transmission.
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