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Diagnéstico seroldgico

Los cuadros exantematicos tienen frecuentemente origen infeccioso; los virus son una causa importante de
exantema. Los exantemas mas relevantes son, entre los maculopapulosos, el sarampion, la rubéola, el erite-
ma infeccioso y el exantema sibito y, entre los vesiculoampollosos, la varicela, el zoster y la enfermedad
boca-mano-pie. Algunas de las anteriores, y otras infecciones virales, causan exantemas purpiricos que
pueden ser de mayor gravedad. El diagndstico de laboratorio se realiza de forma directa, mediante el aisla-
miento, la deteccion de antigenos o la deteccion del acido nucleico viral, siendo esta Gltima la aproxima-
cién mas adecuada; o, serolégicamente, por deteccion de IgM especifica, que proporciona diagndstico tem-
prano, o de seroconversion. En general, ambas herramientas metodoldgicas se complementan para mejorar
el rendimiento diagndstico. La caracterizacién molecular es una importante actividad de laboratorio, espe-
cialmente para los virus del sarampién y de la rubéola, en el contexto del plan de eliminacién de estas en-
fermedades.
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Exanthematous diseases frequently have an infectious origin; viruses are a major cause of rashes. The most
notable maculopapular rashes are measles, rubella, infectious erythema and exanthem subitum, while the
vesicular rashes include varicella (and zoster) and hand-foot-and-mouth disease. Some of the above and
other viral infections cause purpuric rashes, which may be more severe. Laboratory diagnosis is performed
directly, by viral isolation, antigen detection or viral nucleic acid detection, the latter being the best ap-
proach; or serologically, by detection of specific IgM (providing rapid diagnosis) or seroconversion. Both
methodological tools generally complement each other to improve diagnostic performance. Molecular
characterization is an important laboratory procedure, especially for the measles and rubella viruses, in the
context of the plan for the elimination of these diseases.
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Introduccién

Un exantema es una erupcioén en la piel que puede tener mudlti-
ples causas, entre las que se incluyen inflamaciones, reacciones a
medicamentos e infecciones. Los exantemas infecciosos pueden es-
tar causados por bacterias, parasitos y virus. Las enfermedades exan-
tematicas mas frecuentes en la infancia estan producidas por virus:
sarampién (primera enfermedad), rubéola (tercera), varicela (cuar-
ta), eritema infeccioso (quinta) y exantema stbito (sexta enferme-
dad). Ademas, otros virus producen también enfermedad exantema-
tica de forma menos frecuente (tabla 1). De estas enfermedades, el
sarampién y la rubéola se encuentran en proceso de eliminacién
promovido por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), puesto
que son enfermedades que presentan caracteristicas que lo hacen
posible: el ser humano es su Gnico reservorio; existe una vacuna se-
gura y efectiva que produce una inmunidad duradera; el virus no
produce infeccién crénica, y existen métodos de diagndstico sensi-
bles y especificos. En Espafia esta en vigor el Plan Nacional de Elimi-
nacion del Sarampion desde el afio 2000, en el que se incluyé la
eliminacion de la rubéola y el sindrome de rubéola congénita (SRC)
en el afio 2008. Este plan concreta los objetivos coordinados para
conseguir y mantener la eliminacion de estas 2 enfermedades. A me-
dida que se progrese hacia la eliminacién se hara mas relevante el
diagnéstico etiol6gico de los exantemas virales. En este contexto re-
sulta de gran interés la revision de los aspectos clinicos, epidemiol6-
gicos, de diagnéstico de laboratorio y de caracterizacién molecular
de los virus que producen exantemas.

Enfermedades exantematicas virales:
aspectos clinicoepidemiolédgicos

Existen diversas clasificaciones de los exantemas virales; la mas
utilizada se refiere a las caracteristicas clinicas y los divide basica-
mente en 2 grupos: exantemas maculopapulosos y vesiculoampollo-
sos (tabla 1). Algunos virus que producen estos tipos de exantemas
(virus dengue [VD], virus sarampién [VS]) —junto con otros menos
frecuentes (virus del Ebola, virus de la fiebre hemorragica de Crimea-

Tabla 1
Enfermedades exantematicas mas frecuentes causadas por virus
Virus Enfermedad
Exantemas Sarampion Sarampién
maculopapulosos , R
Rubéola Rubéola
Erythrovirus B19 Eritema infeccioso

Herpesvirus humano 6 Exantema sibito
Herpesvirus humano 7
Enterovirus Enfermedad por enterovirus
Epstein Barr Mononucleosis infecciosa
Citomegalovirus
Dengue Dengue
Chikungunya Fiebre chikungunya

Zika Enfermedad por zika

Exantemas
vesiculoampollosos

Herpes simple Herpes

Varicela-zéster Varicela y herpes zdster

Coxsackie, enterovirus
71

Enfermedad boca-mano-pie

Congo)— pueden producir igualmente exantemas purpiricos de ma-
yor gravedad.

Exantemas maculopapulosos

Sarampioén. Es una infeccién altamente contagiosa producida por
un virus de la familia Paramyxoviridae, que contiene ARN monocate-
nario como material genético. El genoma de este virus esta formado
por 6 unidades de transcripciéon que codifican la nucleoproteina, fos-
foproteina, proteina de la matriz (M), proteina de fusién (F), hema-
glutinina (H) y la ARN polimerasa?. Se transmite por via respiratoria,
infectando el tracto respiratorio superior y los ganglios linfaticos re-
gionales. Las personas infectadas pueden transmitir el virus desde 4
dias antes del comienzo del exantema hasta 4 después de su desapa-
ricion’.

La OMS se ha planteado la eliminacién del sarampion, sobre la
base de una elevada cobertura vacunal (> 95%) y de un sistema de
vigilancia epidemiolégico exhaustivo, basado en el estudio indivi-
dual de casos*.

La vacuna triple viral (rubéola, sarampion y parotiditis) se intro-
dujo en Espafia en 1981 y modificé sustancialmente la incidencia
de sarampién, que actualmente es < 1 caso/100.000 habitantes, con
una cobertura vacunal superior al 95% a nivel nacional. En cuanto a
la vigilancia epidemiolégica, con el establecimiento del Plan Nacio-
nal de Eliminacién del Sarampién' pasé a ser una enfermedad de
declaracién obligatoria urgente; por lo que cada caso sospechoso
(con fiebre, temperatura corporal superior a 38 °C y exantema ma-
culopapuloso con al menos 1 de estos 3 sintomas: tos, rinitis/coriza
y conjuntivitis®) debe ser declarado a la Red Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (RENAVE) e investigado de forma exhaustiva®.

A pesar de los esfuerzos realizados, el sarampién contintia siendo
una de las principales causas de mortalidad infantil en el mundo, con
134.200 muertes en 2015”. Ademas, se considera una enfermedad
reemergente en los paises desarrollados, donde en los tltimos afios
se estan registrando grandes brotes. En Europa ha habido un aumen-
to notable del nimero de casos desde 20108, En Espafia se produjo en
2011 un aumento de la incidencia a 7,45 casos/100.000 habitantes y
se confirmaron 5.107 casos entre 2011 y 2012, con declaracién de
casos en todas las comunidades auténomas®'°. Estos brotes se deben
a la acumulacion de individuos susceptibles en determinados grupos
de poblacién (lactantes con edad inferior a la de vacunacién [< 12-15
meses], individuos nacidos en la época del establecimiento de la va-
cunacién, poblacién némada o marginal sin vacunar), y a la aparicién
de movimientos antivacunas. Afortunadamente, estas cifras han des-
cendido hasta las actuales (en torno a 0,08 casos/100.000 habitantes
en 2015) y desde 2014 se ha conseguido, ademas, eliminar la trans-
misién endémica'’.

Desde el punto de vista clinico, se puede dividir la infeccién en
4 fases. El periodo de incubacién dura de 7 a 18 dias, habitualmen-
te 12 dias tras la entrada del virus en el tracto respiratorio superior,
con replicacion a este nivel y diseminacién al torrente sanguineo,
dando lugar a una primera viremia. De forma tipica, los pacientes
permanecen asintomaticos durante este periodo. Posteriormente
tiene lugar una segunda viremia que marca el inicio de la fase pro-
drémica, en forma de cuadro catarral asociado a fiebre elevada,
conjuntivitis, tos y aparicion en algunos casos de las patognomoni-
cas manchas de Koplik (lesiones puntiformes blanco-grisaceas en
mucosa bucal opuesta a los molares inferiores). Esta fase suele du-
rar 2-4 dias y se intensifica en las 24-48 h previas a la aparicién del
exantema. A continuacion se desarrolla un exantema maculopapu-
loso eritematoso que comienza en la cabeza y se extiende de forma
caudal y centrifuga, en ocasiones de forma confluente, resolviéndo-
se con el mismo patrén y dejando una coloracién parduzca y desca-
macion. La extension de las lesiones cutaneas se relaciona con la
gravedad de la infeccion. Durante la fase exantematica pueden ob-
servarse datos de infiltracién del sistema reticuloendotelial en for-
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ma de adenopatias cervicales, esplenomegalia y adenitis mesenté-
rica. Finalmente, tiene lugar la fase de recuperacién, en la que
desaparecen el exantema y la fiebre'?. Tanto la fiebre como el exan-
tema pueden no aparecer en nifios muy pequefios, pacientes inmu-
nodeprimidos, nifios malnutridos y en individuos previamente va-
cunados?.

La tasa global de complicaciones se acerca al 30%, y las mas comu-
nes son las que derivan de la supresion transitoria de la respuesta de
células T producida por la infecciéon de estas células por el virus, y
que predisponen al desarrollo de infecciones bacterianas graves:
fundamentalmente neumonia y otitis media®. Asimismo, se han des-
crito complicaciones neurolégicas en forma de encefalitis aguda pro-
ducida de forma directa por el virus o como respuesta autoinmune
posinfecciosa en el caso de la encefalomielitis aguda diseminada.
Por Gltimo cabe resefiar la panencefalitis esclerosante subaguda
(PEES), enfermedad degenerativa con desenlace fatal que ocurre de 7
a 10 afios tras la infeccién, generalmente en nifios que presentaron la
enfermedad durante el primer afio de vida, debido a inmadurez en la
inmunidad celular. La PEES esta relacionada con cepas del virus que
escapan a la respuesta inmune y persisten en neuronas y células glia-
les del cerebro. En la PEES se han considerado relevantes las muta-
ciones en las proteinas M, Fy H™.

Rubéola. Esta producida por un virus de la familia Togaviridae que
contiene ARN monocatenario como material genético. Es una en-
fermedad de transmisién respiratoria. En Espafia, desde la introduc-
cién de la vacunacion, el descenso en su incidencia ha sido notable;
especialmente después de alcanzarse coberturas superiores al 95%.
Es obligatoria la declaracién individualizada de cada caso a la RE-
NAVE. En la actualidad se trata de una infeccién de muy baja inciden-
cia en Espafia: 0,009 casos/100.000 habitantes en 2015™.

La mayor trascendencia de la rubéola es la infeccién durante el
embarazo, que puede ocasionar transmisién intrauterina y dar lugar
al SRC. Por ello, la OMS ha elaborado un plan estratégico de preven-
cién de la infeccién congénita por rubéola. Entre otros puntos, se
establece que la proteccién frente al virus de las mujeres en edad
fértil debe ser superior al 95%. A pesar de que en la mayor parte de
las regiones de Europa la cobertura vacunal supera el 95%, en algunos
paises (Italia, Rumania, Polonia) la vacunacién se ha introducido de
forma sistematica durante la Gltima década; por lo que hay una alta
susceptibilidad a la infeccion, lo que explicaria los Gltimos brotes de
rubéola en estos paises'®'” y los casos detectados en Espafia en per-
sonas procedentes de dichos paises.

La enfermedad comienza con una fase prodromica (que sigue a un
periodo de incubacién de 14-21 dias) caracterizada por febricula aso-
ciada tipicamente a adenopatias retroauriculares y occipitales dolo-
rosas, que suele durar 24-48 h. Posteriormente aparece un exantema
maculopapuloso no confluente, rosiceo, con extension cefalocaudal;
en el 20% de los casos aparecen las manchas de Forchheimer en pa-
ladar blando, no especificas de rubéola®. De acuerdo con la RENAVE,
la definicién de caso se refiere a la aparicién stbita de un exantema
maculopapuloso generalizado y debe cumplir al menos uno de los 5
criterios siguientes: adenopatia cervical, suboccipital o retroauricu-
lar, artralgias y artritis®.

La infeccién congénita es mdas grave cuanto mas precoz sea la in-
feccién durante el embarazo. El SRC clasico se caracteriza por la té-
trada de Gregg (cardiopatia, microcefalia, sordera y cataratas) que
aparece en el 85-90% de los fetos infectados antes de la semana 12 de
gestacion. Si la infeccién materna tiene lugar entre las 12 y las 16
semanas, el 15% de los fetos presenta sordera y, en menor propor-
cién, defectos oculares y microcefalia. Cuando la infeccién se produ-
ce entre las 16 y las 20 semanas, el riesgo de sordera es minimo y en
infecciones adquiridas a partir de las 20 semanas de gestacion no se
han descrito secuelas congénitas. Sin embargo, cuando la infecciéon
materna se produce al final del embarazo, el recién nacido podria
presentar infeccién sistémica con erupcion generalizada y lesiones
purpricas, aunque sin presentar malformaciones asociadas.

Eritema infeccioso (megaloeritema o quinta enfermedad). Causado
por el Erythrovirus B19 (EB19), familia Parvoviridae. Es un virus con
ADN monocatenario, cuya caracteristica mas importante es su afini-
dad por el antigeno P eritrocitario. Esta condicién conduce a la repli-
cacién en las células madre eritroides y es causa de crisis aplasicas
transitorias en los pacientes infectados con enfermedad hematolégi-
ca previa®. Se transmite por via respiratoria y parenteral.

Se trata de una infeccién frecuente, con una prevalencia que
aumenta con la edad. Aparece fundamentalmente en primavera y
verano, con brotes cada 3 afios. El cuadro clinico comienza con
manifestaciones inespecificas como fiebre, mialgias y cefalea y el
exantema aparece 7-10 dias después. El exantema tipico comienza
en la cara, con aspecto de “mejillas abofeteadas”; dias mas tarde
se extiende al tronco, y finalmente se desvanece dando lugar a un
aclaramiento central (exantema reticular en encaje). La infeccion
en el adulto puede producir un exantema atipico (p. ej., en forma
de guante-calcetin)?, o artritis o artralgias, que pueden persistir
durante meses. Cabe destacar que la infeccién primaria durante el
embarazo puede desencadenar anemia fetal grave con una eleva-
da morbimortalidad.

Exantema stibito (roséola infantil o sexta enfermedad). Los agentes
causales de esta enfermedad tipica de la edad pediatrica son los virus
del herpes humano (VHH) tipo 6 (VHH-6) —fundamentalmente
VHH-6B— y menos frecuentemente el VHH-7 (familia Herpesviridae).
El 90% de los casos se produce entre los 6 meses y los 3 afios; se
presenta en forma de fiebre elevada durante 3-5 dias y el exantema
rosaceo aparece coincidiendo con la desaparicion de la fiebre?. Ade-
mas pueden asociarse sintomas de vias respiratorias superiores o
gastrointestinales. Se ha relacionado la infeccién con convulsiones
febriles benignas. Se trata de una infeccién de muy buen pronéstico
que no requiere tratamiento.

Exantemas vesiculoampollosos

Varicela. Es la enfermedad resultante de la primoinfeccién por el
virus varicela-zéster (VVZ), de la familia Herpesviridae, que también
incluye los virus herpes simple (VHS) 1y 2. La principal caracteristi-
ca biol6gica de la familia es la capacidad de establecer latencia des-
pués de producir la infeccion primaria; en el caso del VVZ, la latencia
se establece en los ganglios de las raices dorsales; en VHS-1, en el
ganglio sensorial del trigémino, y en VHS-2, en el ganglio sensorial
lumbosacro. La reactivacion de los virus produce herpes z6ster, her-
pes labial y herpes genital, respectivamente?,

La transmisién de VVZ se produce por 3 vias. La mds frecuente es
por contacto directo con las vesiculas de la piel, aunque también
puede tener lugar por via respiratoria. Ademas, existe la posibilidad
de transmision vertical en caso de infeccion aguda durante el emba-
razo. El virus se replica en el tracto respiratorio superior y se disemi-
na infectando los ganglios linfaticos, el higado y el bazo principal-
mente. Se trata de una enfermedad altamente contagiosa cuyo
periodo de contagio comprende desde 1-3 dias antes de que aparez-
can las lesiones cutdneas hasta que solo aparecen costras.

La varicela es de distribucién mundial y su incidencia anual suele
coincidir con la tasa de nacimientos de cada pais; afecta en un 85-
90% a menores de 10 afios. En Espafia es una enfermedad de declara-
cién obligatoria. Estudios de seroprevalencia muestran que mas del
95% de los mayores de 15 afios son inmunes a la varicela?. En la ac-
tualidad existe una vacuna disponible, de virus vivos atenuados, de
aplicacion sistematica en Espafia desde 2016. La pauta es de 2 dosis
a los 15 meses, a los 3-4 afios y a los 12 afios en las personas que
refieran no haber pasado la enfermedad (también en pauta con 2
dosis). Se hace asi con el objetivo de que todos los adolescentes estén
inmunizados al terminar la edad pediatrica?®, dado que la enferme-
dad es mas grave en el adulto.

El periodo de incubacién es de 10 a 21 dias (media 14-16 dias).
Comienza con fiebre, malestar general y rechazo de la ingesta. Las
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lesiones cutaneas aparecen 24 h después. Inicialmente son papulas
rojas que progresan con rapidez a vesiculas no umbilicadas sobre
base eritematosa. Posteriormente, las vesiculas se ulceran, forman
costra y cicatrizan. De forma tipica, las lesiones se encuentran en un
mismo paciente en diferentes estadios (papula, vesicula y costra) y
son muy pruriginosas. En los pacientes vacunados el exantema es
menos aparente.

La complicacién mas frecuente de la varicela es la sobreinfeccién
bacteriana de piel y tejidos blandos, fundamentalmente por Sta-
phylococcus spp. y Streptococcus pyogenes. Ademds se han descrito
complicaciones respiratorias (neumonia, otitis) en 1/400 adultos;
neurolégicas (ataxia, sindrome de Guillain Barré) en 1/1.000 casos, y
hematoldgicas (ptarpura de Schonlein Henoch)?. La varicela congéni-
ta ocurre en el 2% de embarazos de mujeres que presentan la varice-
la entre las semanas 8 y 26. Se caracteriza por atrofia de miembros y
afectacion ocular y del sistema nervioso central. Si la infeccion ma-
terna tiene lugar entre 5 dias antes del parto y 2 dias después, hasta
el 31% de los recién nacidos desarrollan varicela neonatal: un cuadro
multivisceral grave que cursa con neumonia, hepatopatia y afecta-
cién neurolégica y que presenta elevada mortalidad.

Tras la resolucion de la varicela, el sistema inmune impide la re-
plicacién viral del VVZ, que establece infeccién latente en los gan-
glios dorsales. Como consecuencia de un descenso en la inmunidad
celular, el virus se puede reactivar y producir las manifestaciones ti-
picas del herpes zdster. El 75% de los casos ocurre en mayores de 45
afios y solo un 5% en menores de 15 afios. La incidencia de herpes
z6ster aumenta en los pacientes inmunodeprimidos. Antes de la
erupcién cutanea, los pacientes refieren dolor e hipersensibilidad
localizados a lo largo de un dermatoma concreto (neuritis aguda).
Dias después aparece —en ese lugar y siempre siguiendo el recorrido
del dermatoma— una erupcién papulosa que rapidamente progresa
a vesiculas. Al igual que ocurre en la varicela, estas lesiones evolucio-
nan a costra?’. Cuando la afectacion tiene lugar en ciertos pares cra-
neales puede dar lugar a sindromes caracteristicos, como es el caso
del sindrome de Ramsay Hunt, en el que se afecta el VII par craneal,
produciendo paralisis facial y vesiculas en el conducto auditivo. Es
tipica la neuralgia postherpética aproximadamente 1 mes después
de la resolucién de las lesiones, definida como dolor persistente en la
misma region.

Enfermedad boca-mano-pie. Es una enfermedad tipica de menores
de 10 afios (maxima incidencia entre 1 y 3 afios) consistente en la
aparicién de pequeiias tlceras en la mucosa oral seguida de erupcién
de vesiculas con halo eritematoso en manos y pies, y en ocasiones en
el area del pafial. Ademas, puede acompafiarse de fiebre y sintomas
catarrales leves. Las complicaciones neuroldgicas o respiratorias son
muy raras. En la mayor parte de los casos esta provocada por el virus
Coxsackie (VCox) A16 y por el Enterovirus (EV) 71; se han producido
casos y brotes por VCox A6 y VCox A10, con una frecuencia aumentada
de las complicaciones neurolégicas y de la mortalidad?. Se transmite
por via fecal-oral o por contacto con el liquido de las ampollas.

Enfermedades exantematicas virales: diagnostico de laboratorio

En general, en el momento inicial del cuadro exantematico viral (y
durante unos pocos dias) el virus puede ser recuperado de la muestra
clinica adecuada. Dias después comienza la respuesta especifica de
anticuerpos. Asi, se diferencian 2 procedimientos de laboratorio para
el diagnéstico: de forma directa, mediante la identificacién del agente
causal, e indirectamente, mediante la identificacién de respuesta sero-
légica especifica. Ambas aproximaciones son complementarias y se
deben valorar en el contexto clinicoepidemiolégico.

Diagnostico directo

Las enfermedades exantematicas estan causadas por virus de fa-
milias muy diferentes, pero comparten similitudes en su patogenia.

En general son infecciones de transmision aérea o a través de fomi-
tes, con entrada por mucosa respiratoria o digestiva, donde se produ-
ce replicacion local seguida de colonizacién de ganglios locales y vi-
remia primaria, mediante la cual alcanzan 6rganos diana donde se
amplifica masivamente la carga viral para dar una viremia secunda-
ria y alcanzar la piel donde, por diferentes mecanismos, se producen
las lesiones caracteristicas de los diversos exantemas. En el caso de
las arbovirosis (dengue, chikungunya, zika), la entrada se produce
directamente al torrente sanguineo a través de la picadura de un in-
secto. Finalmente, en la mayoria de los casos, el virus se excreta por
diferentes vias (respiratoria, mucosa, fecal, urinaria) desde las que se
puede propagar a otras personas. Esta excrecién es mas o menos pro-
longada dependiendo de cada virus y de cada via. Finalmente, los
herpesvirus linfotropos (citomegalovirus [CMV], virus Epstein-Barr
[VEB], VHH-6) no suelen eliminarse tras la infeccion primaria, que-
dando en estado de latencia y pudiendo protagonizar episodios de
reactivaciéon con mayor o menor frecuencia a lo largo de la vida.

Seglin este esquema, la demostracién de la presencia de un virus
en una muestra de lesion cutanea o liquido vesicular siempre indica-
ra una relacion causal con el exantema, al igual que la demostraciéon
de viremia, excepto en el caso de herpesvirus linfotropos en los que,
si el método de deteccion es suficientemente sensible, podria detec-
tarse virus latente, siendo la serologia la tinica forma de dirimir si se
trata de una infeccion primaria o no. Finalmente, el valor diagndstico
de la deteccién del virus en una via de excrecién (heces, exudado
faringeo, orina) es elevado para muchos de los virus exantematicos,
aunque se ve igualmente comprometido en el caso de los herpesvi-
rus linfotropos y de algunos EV que circulan masivamente en la co-
munidad durante los periodos epidémicos excretandose sin producir
sintomas, por lo que el significado de un resultado positivo variara
dependiendo del contexto epidemioldgico.

En el momento de producirse el exantema los virus suelen ser
detectables en torrente sanguineo por un corto intervalo de tiempo,
con excepcién del EB19, para el que puede prolongarse varias sema-
nas. El comienzo de la presencia de los virus en las vias de excrecion
suele coincidir con el final de la viremia y persiste en exudado farin-
geo (durante dias), en orina (alguna semana) o en heces (varias se-
manas en el caso de los EV).

Como norma general, ante un cuadro de exantema se aconseja
tomar suero, exudado faringeo y orina lo antes posible®. En general,
el rendimiento de las técnicas directas suele reducirse después de los
primeros 7 dias, excepto en el caso del EB19 en sangre y los EV en
heces, y en todo caso siempre se ve complementado por la detecciéon
de anticuerpos®. En el caso de los exantemas vesiculares, los exuda-
dos de las lesiones frescas suelen contener alta concentracién de vi-
rus y proporcionan un elevado rendimiento diagnéstico. La deteccién
directa del virus requiere la preservacion de su capacidad infectiva
y/o de su genoma durante el transporte de la muestra al laboratorio,
que debe ser rapido y manteniendo la cadena de frio. Para algunos
virus como el VS o el de la rubéola (VR), que son muy labiles, esto es
particularmente critico.

Hay 3 posibles estrategias para revelar la presencia de un virus
exantematico en una muestra clinica: demostrar su capacidad de in-
fectar un cultivo celular (aislamiento viral); a través de su reactividad
con anticuerpos especificos marcados (deteccion de antigenos vira-
les), o mediante la amplificacién y deteccién posterior de un frag-
mento de su genoma (amplificacién genémica). En la tabla 2 se pre-
sentan los métodos de diagnéstico directo de virus exantematicos. La
observacion directa del virus en la muestra por microscopia electro-
nica es un método clasico que durante mucho tiempo fue la base del
diagnéstico diferencial rapido de viruela y varicela a través del exa-
men directo del liquido vesicular. Una vez erradicada la viruela ha
quedado en desuso excepto cuando hay sospecha de exantemas ve-
siculares causados por otros poxvirus (monkeypox, cowpox, etc.).

El aislamiento de virus es la técnica mas clasica en el diagnéstico
etiolégico directo de exantemas virales. Se basa en la inoculacién de
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la muestra en una bateria de lineas celulares de cultivo que abarquen
el espectro de posibles agentes causantes del cuadro. Para el caso de
VS y VR, la OMS recomienda el uso de la linea celular Vero/h-SLAM,
linea modificada genéticamente para expresar en su membrana el
receptor del VS, manteniendo la permisividad para el VR*. El CMV
suele aislarse en fibroblastos de pulmén (MRC5, WI-38)*', mientras
que para el cultivo de EV ha de recurrirse a una bateria mas variada
si se pretende cubrir todo el espectro de tipos®2. Algunos VCox no
crecen en cultivo celular, al igual que el VEB y el VHH-6, por lo que el
aislamiento no es una técnica factible. Finalmente los VD, zika (VZik)
y chikungunya (VChik) requieren instalaciones de nivel de bioseguri-
dad 3 para su cultivo.

E1 VS, los EV o el CMV producen un efecto citopatico muy claro y
caracteristico; en todo caso, la identificacién habra de confirmarse
por deteccién de antigenos por inmunofluorescencia (IF). En algunos
casos (como CMV, VVZ o VS), el tiempo necesario para observar el
efecto citopatico puede prolongarse, e incluso es necesario hacer
subcultivos antes de emitir un resultado negativo. Esto se puede evi-
tar haciendo IF en las células a los 2 dias de la inoculacién, mediante
shell-vial’'. También puede hacerse directamente sobre células de
sedimento urinario (VS), respiratorias (adenovirus [ADV], EV) o leu-
cocitos (CMV) para detectar antigenos por IF, que durante mucho
tiempo ha sido la mejor alternativa para el diagnéstico rapido de es-
tas enfermedades, antes de la aparicion de las técnicas de amplifica-
cién genémica®.

Para la deteccién de los acidos nucleicos de los virus por reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), en primer lugar hay que liberar y
poner en soluciéon los acidos nucleicos (extracciéon) empleando
métodos que permitan obtener acidos nucleicos totales, ya que hay
virus exantematicos tanto con ADN (EB19, ADV, herpesvirus) como
con ARN (VS, VR, EV, VD, VZik, VChik). Este proceso puede ser auto-
matizado mediante el uso de robots extractores, disponibles comer-
cialmente. A continuacién se realiza la reacciéon de amplificacién;
con un paso previo de retrotranscripcion (RT) si se van a ensayar vi-
rus ARN, lo cual puede hacerse en un solo paso mediante el uso de
reactivos comerciales de RT-PCR acoplada. Finalmente se detectan
los amplificados por electroforesis en gel de agarosa o por hibrida-
cién en microplaca. Para obtener una sensibilidad adecuada puede
ser necesario recurrir a una reaccién adicional de amplificaciéon (PCR
anidada o nested PCR). En las técnicas de PCR a tiempo real (PCR-tr)
la produccién de productos de amplificacién viene acoplada a la ge-
neracion de una sefial de fluorescencia, que se monitoriza en tiempo
real con excelente sensibilidad, evitando el uso de PCR anidada y la
manipulacién de los productos de amplificacién. Ademas son poten-
cialmente cuantitativas, aunque este aspecto no es de especial inte-
rés en el diagndstico de los exantemas virales. Las técnicas de PCR-tr
son rapidas, sencillas y facilmente automatizables. En consecuencia
son las que se han impuesto actualmente, ya que ademas ofrecen
mayor sensibilidad que el aislamiento y la deteccién de antigenos®,
alargando el intervalo de tiempo durante el cual los virus son detec-
tables en las muestras. La oferta comercial de ensayos de PCR-tr to-
davia es escasa para los virus exantematicos mas importantes, pero
esta en clara expansion y hay disponibles protocolos para los agentes
mas importantes®#3$, Finalmente, la PCR permite disefios multiples
en los que se pueden ensayar varios agentes de manera simultinea
generando fragmentos de amplificacion de tamafios lo suficiente-
mente diferentes como para diferenciarlos por electroforesis®. Hay
métodos disponibles para deteccién simultanea de VS, VRy EB19%, o
de EVy VVZ*, La PCR-tr permite también esta posibilidad empleando
sondas marcadas con diferentes fluoréforos, por lo que actualmente
hay un activo desarrollo de técnicas multiples de PCR-tr*-* de las
que en breve habra disponibilidad comercial y que se consideran el
futuro del diagnéstico. En el disefio de las PCR (tanto convencionales
como PCR-tr) es fundamental elegir zonas del genoma que permitan
identificar todas las especies (p. ej., VHH-6A y VHH-6B) y genotipos
existentes de los virus a ensayar, relacionados con los cuadros clini-

cos, para lo cual es necesario asegurar que el disefio sigue siendo
vigente conforme las cepas de los virus van evolucionando o adaptar-
lo a medida que aparecen nuevos genotipos.

Diagnostico serolégico

Es una aproximacion alternativa y complementaria a los métodos
directos. A los pocos dias del comienzo de la enfermedad se empieza
a producir la respuesta especifica de anticuerpos, que en un primer
momento es del tipo IgM (que dura alrededor de 2-3 meses), y que
va seguida de la respuesta IgG, que alcanza el maximo a los 15-20
dias, y que son de larga duracioén. Asi, la deteccion de IgM es el mé-
todo mas adecuado para hacer el diagnéstico. Sin embargo, si la
muestra esta tomada cerca del comienzo de los sintomas, puede no
ser detectable; por lo que se precisa de una muestra de seguimiento,
tomada 10 dias después para confirmar la infecciéon mediante sero-
conversion de IgG o de anticuerpos totales. Los métodos en fase séli-
da permiten detectar anticuerpos especificos del isotipo IgM (para
diagnéstico de infeccién reciente), o IgG (para determinar inmuni-
dad o seroconversion), en tanto que las técnicas que miden anticuer-
pos totales son Gtiles fundamentalmente para confirmar la serocon-
version. En la tabla 2 se relacionan los virus exantematicos para cuyo
diagndstico son de aplicacion los métodos seroldgicos.

Entre las enfermedades exantematicas, se reconoce la utilidad de
la deteccién de IgM en el diagnéstico de VS, VR, EB19, CMV, VEB y los
arbovirus VD, VZik y VChik** (tabla 2). En general, la respuesta IgM es
detectable entre los 3-5 dias desde la aparicién del exantema, aun-
que excepcionalmente se puede retrasar (tal es el caso de crisis apla-
sicas transitorias por EB19); de esta manera, el criterio diagnéstico
de eleccién es la deteccién de IgM especifica en muestra aguda. En el
caso de que la primera muestra disponible haya sido tomada en los
primeros dias, con resultado IgM negativo, y no se disponga de
muestra para deteccion directa, o muestre resultado negativo, se re-
quiere otro suero tomado 7-10 dias después, para evidenciar sero-
conversion de IgM y/o IgG.

Sin embargo, la determinacién de IgM no esta exenta de proble-
mas, pudiendo obtenerse resultados positivos falsos, por la presencia
simultanea de factor reumatoide e IgG especifica*; por las reaccio-
nes cruzadas entre virus, especialmente cuando producen patologias
similares (VEB y CMV, por ejemplo)*, o por la estimulacién policlo-

Tabla 2

Métodos de laboratorio para el diagndstico de exantemas virales
Virus Aislamiento Detecci6n PCR Serologia

de antigenos

Sarampién + NA 4+ +++
Rubéola i NA +Ht EVEN
Erythrovirus B19 NA NA 4+ et
Enterovirus [+t + . +
Herpes humano 6 NA NA 4 ++
Varicela-zoster + + et ++
Herpes simple + + 4 ++
Epstein-Barr NA NA 4 RS
MV + ++ e e
Dengue NA 4+ +++ ++
Zika NA NA +++ ++
Chikungunya NA NA +++ +

NA: no aplicable.
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nal de linfocitos de memoria que origina respuesta IgM en pacientes
que son IgG positivos, en ausencia de infeccién reciente?. Por otra
parte, hay presencia de IgM tanto en infeccién primaria como en se-
cundaria y su discriminacion es importante. Igualmente, infecciones
recientes pueden cursar sin desarrollo de IgM: como las infeccio-
nes en inmunodeprimidos. Por Gltimo, hay situaciones de persisten-
cia de IgM durante prolongados intervalos de tiempo que pueden
dificultar el diagnéstico. Todas estas circunstancias son problemati-
cas cuando se plantea hacer el diagnéstico diferencial de enfermedad
exantematica (rubéola, sarampién y EB19*¢) y se requieren métodos
confirmatorios. Los ensayos de avidez de IgG permiten confirmar la
infeccién primaria. Son de aplicacion para caracterizar casos de sa-
rampién con fallo vacunal® y para confirmar los casos de infeccién
primaria por rubéola, especialmente en el embarazo®, en el contexto
del Plan de Eliminacién de estas enfermedades, asi como para la ca-
racterizacion de casos por VEB>' y CMV?2, El establecimiento de per-
files de anticuerpos frente al VEB permite confirmar la infeccién por
este virus en presencia de reactividad frente a otros herpesvirus. La
cuantificacién de anticuerpos totales o de IgG en muestra aguda per-
mite establecer con alta probabilidad una infeccion secundaria (caso
del zéster). El establecimiento de la ratio IgM/IgG permite diferenciar
la infeccién primaria y secundaria por VD. Por dltimo, hay circuns-
tancias en las que la caracterizaciéon seroldgica especifica solo se
puede hacer de forma definitiva mediante neutralizacion (VD y VZik,
EVy ADV).

Enfermedades exantematicas virales: caracterizacién molecular

La caracterizacién genética de los virus exantematicos es de espe-
cial trascendencia en los casos de sarampién y rubéola por tratarse
de enfermedades en proceso de eliminacién. La caracterizaciéon ge-
nética de otros virus exantematicos sera mas relevante conforme se
progrese en la eliminacién del sarampién y la rubéola para mejorar
los procesos de vigilancia.

La caracterizacién genética de los virus es una herramienta fun-
damental en la vigilancia del sarampién y la rubéola. Resulta indis-
pensable para diagnosticar con certeza los casos posvacunales; tra-
zar los patrones de circulacién de las cepas; identificar el origen
importado o autéctono de un caso, y describir la ausencia de circula-
cion endémica para documentar la eliminacion en una region deter-
minada. Estas técnicas se basan en la amplificacion mediante RT-
PCR, secuenciacién y posterior andlisis filogenético de regiones
variables del genoma de estos virus. El genotipado solo puede reali-
zarse sobre muestras en las que se haya detectado el virus por aisla-
miento o RT-PCR.

Nomenclatura asignada por la Organizacion Mundial de la Salud

La nomenclatura se ha uniformizado con el fin de armonizar la
que se utiliza para todos los componentes de la vacuna triple viral
(p. ej., MVs/Madrid.ESP/24.15/)%.

Genotipado de los casos

En el VS, la regién minima para asignar genotipo son los 450 nu-
cleétidos (nt) que codifican el extremo carboxilo de la nucleoprotei-
na (N-450). Ademas de esta, se debe utilizar al menos la secuencia de
la region codificante completa del gen H, para la descripcién de un
nuevo genotipo. Asi, se han definido 24 genotipos (A, B1-B3, C1, C2,
D1-D11, E, F, G1-G3, H1 y H2), pertenecientes a 8 grupos filogenéti-
cos (A-H), con una secuencia de referencia para cada uno®***. No to-
dos los genotipos se encuentran en circulacion en la actualidad, sien-
do relevantes en Europa los genotipos D8 y B3.

En el caso de VR, el genotipado se basa en una secuencia de 739
nt (del nt 8731 al nt 9469) de la regién codificante del gen E1. Ade-
mas, para describir un nuevo genotipo se necesita la secuencia com-

pleta de la region del genoma que codifica las proteinas estructurales
(3192 nt) de 2 cepas de referencia para cada genotipo. Asi se han
definido 12 genotipos (1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 1G, 1H, 11, 1], 2A, 2B, 2C) y
uno provisional (1a), pertenecientes a 2 grupos filogenéticos*. En la
actualidad en Europa circula fundamentalmente el genotipo 2B.

Para llevar a cabo el genotipado se realiza un andlisis filogenético
en el que se incluye la secuencia problema y las secuencias de refe-
rencia referidas anteriormente, recomendadas por la OMS para cada
virus.

Bases de datos MeaNS y RubeNS

En 2008, la red de laboratorios de referencia para sarampion y
rubéola de la OMS cre6 la base de datos Measles Nucleotide Survei-
llance (MeaNS)?®$, principalmente de secuencias N-450, enviadas por
los laboratorios de la red. Ademas incluye la informacién necesaria
para obtener el nombre asignado por la OMS y datos epidemiol6gi-
cos adicionales. MeaNS proporciona ademds herramientas para el
genotipado y la comparacién de secuencias. Existe una base de datos
similar para la rubéola denominada RubeNS*, aunque la disponibi-
lidad de secuencias es menor y el uso en tiempo real muy escaso
actualmente. Compartir lo antes posible la informacién genética de
las cepas que circulan a través de estas bases de datos constituye
una herramienta fundamental para la vigilancia del sarampién y la
rubéola.

Nuevas herramientas de caracterizacion molecular al servicio
de la vigilancia epidemiologica del sarampién y la rubéola

En la actualidad el genotipado es un método valioso pero insufi-
ciente para la vigilancia. En el caso del sarampién, en los dltimos
afios se han producido grandes brotes por un mismo genotipo, sin
que este dato por si solo permita establecer los patrones de circula-
cién del virus. Sin embargo, MeaNS permite un estudio mas detalla-
do de las secuencias N-450 del mismo genotipo, discriminando unas
de otras y aportando mas informacién. El conjunto de secuencias
idénticas de un mismo genotipo se denomina haplotipo y se designa
con el nombre de la mas antigua. Cuando un haplotipo ha sufrido
una amplia distribucién, tanto temporal como geogrifica, es recono-
cido por MeaNs con rango de variante de secuencia o named strain®.
Desde la OMS se insta a los laboratorios de referencia a identificar las
variantes de los casos que se producen en su pais y aportar estos
datos, asi como el nombre de la OMS de cada caso y la identificacién
de la muestra en MeaNS, a través de informes anuales. En Espaiia
esta metodologia ya esta disponible para la vigilancia.
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