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RESUMEN

Fundamentos: El virus West Nile (VWN) es un Flavivirus
que se transmite al hombre a través de distintas especies de
mosquitos y produce brotes y casos esporddicos de enfermedad
en distintas regiones del Viejo Mundo, incluida la Cuenca
Mediterrdnea. Las zonas himedas europeas que acogen aves
migratorias procedentes de Africa constituyen dreas de alto
riesgo para esta infeccidn, asi como para otras infecciones
viricas transmitidas por artrépodos.

Meétodos: Con objeto de investigar la prevalencia de la infec-
cién por el VWN y otros virus de transmisién similar en la
poblacién humana del Delta del Ebro, se estudiaron 1037 mues-
tras de suero, obtenidas en 10 localidades de la zona, para presen-
cia de anticuerpos frente a VWN y otros 12 virus transmitidos por
artrépodos (3 Alfavirus, 8 Flaviviridae y 1 Bunyaviridae) median-
te titulacién por inhibicién de la hemaglutinacion (THA). En al-
qunos casos se estudio la presencia de IgM especifica por THA (ras
fraccionar el suero por centrifugacién en gradientes de sacarosa.

Resultados: En total, se encontré reactividad significativa
frente a alguno de los virus probados en 130 casos (12.5%;
4.1% frente a Alfavirus, 8.0% (rente a Flaviviridae y 0.4%
frente a Bunyaviridae). El analisis de los titulos de anticuerpos
revelé porcentajes significativos de muestras con titulos eleva-
dos frente a antigenos de VWN y otros. La distribucién de la
seroprevalencia fue muy desigual, concentrdndose fundamen-
talmente en 3 localidades del interior del Delta (Ampolla, San
Jaime y Montells), donde la prevalencia de anticuerpos frente
a Flaviviridae llegé a alcanzar el 30% y se observaron niveles
residuales de IgM frente a VWN en algunos sueros.

Conclusiones: Estos resultados y los obtenidos previamen-
te en otras regiones de la Peninsula Ibérica sugieren que el
VWN circula en la poblacién humana de las zonas de riesgo y
produce brotes epidémicos periédicos. Habida cuenta del alto
porcentaje de complicaciones neurolégicas ohservado en los
brotes mas recientes de infeccién por VWN registrados en la
cuenca Mediterrdnea (Bucarest, Argelia), cabe pensar que el
VWN juegue algin papel en la etiologia de las meningitis y
encefalitis viricas que sucedan en la poblacién de las dreas de
riesgo del territorio espaiiol.
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ABSTRACT

Antibodies Against WestNile Virus and
other Arthropod-borne Viruses among
the Inhabitants of the Ebro Delta

Background: The West Nile Virus (WNV) is a Flavivirus
which is transmitted to man by means of different species of
mosquitoes and causes outbreaks and sporadic cases of illness in
different regions of the Old World, including the Mediterranean
Basin. Europe’s wetlands which comprise a stopping-off point for
birds migrating from Africa are high-risk areas as regards this
infection, as well as other arthropod-borne virus infections.

Methods: For the purpose of researching the prevalence of
the WNV infection and other viruses transmitted similarly
among the human population of the Ebro Delta, 1037 samples
of serum taken in 10 towns in this area were analyzed to detect
the presence of WNV antibodies and antibodies of another 12
arthropod-borne viruses (3 Alphaviruses, 8 Flaviviridac and 1
Bunyaviridae) by means of titration by inhibition of hemagglu-
tination (HAI). In some cases, the presence of HAI-specific [gM
was analyzed after breaking down the serum by centrifuging
into sucrose gradients.

Results: In all, a significant degree of reaction was found to
some of the viruses tested in 130 cases (12,5%: 4,1% to Alphavi-
tus; 8% to Flaviviridae and 0,4% to Bunyaviridae). The analysis
of the antibody titers revealed significant percentages of samples
showing high was titers to WNV and other types of antigens. The
spread for the antibody prevalence was highly uneven. being fo-
cused mainly in 3 localities located in land on the Delta (Ampolla,
San Jaime and Montells), where the prevalence of Flaviviridae
antibodies totated as high as 30%, with residual levels of WNV-
related IgM having been found in some serum samples.

Conclusions: These results and those obtained previously in
other parts of the Iberian Peninsula suggest that the WNV is
moving throughout the human population in the areas where this
risk is found to exist and periodically gives rise to epidemic out-
breaks. Bearing in mind the high percentage of neurological com-
plications found to exist in the most recent outbreaks of WNV
infections recorded in the Mediterranean Basin (Bucharest, Alge-
ria), it can be thought that the WNV plays some role in the factors
contributing to viral meningitis and encephalitis which occur wi-
thin the population of the areas at risk within Spain.

Key Words: West Nile Virus. Alphavirus. Flavivirus; Epi-
demiology. Ebro Delta.
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INTRODUCCION

El virus West Nile (VWN) es un miem-
bro de la familia Flaviviridae ampliamente
diseminado en Africa y que puede transmi-
tirse al hombre. Las aves constituyen el re-
servorio principal del VWN y su transmi-
sién a la poblacion humana sucede a través
de distintas especies de mosquitos y garra-
patas susceptibles a la infeccién. Aunque
los paises del nordeste de Africa constitu-
yen las dreas endémicas por excelencia, se
han registrado brotes epidémicos de infec-
cién por VWN en puntos tan alejados como
el Mediterraneo Oriental', la Camarga fran-
cesa? y Sudifrica® y los estudios de seropre-
valencia han revelado situaciones de ende-
mia en la poblacién humana de 4reas tan
diversas como Madagascar* y Pakistdn’S.
Recientemente, se ha registrado un amplio
brote de infeccién por VWN en los alrede-
dores de Bucarest’.

Habitualmente, la infeccion por VWN
produce un cuadro febril leve y autolimita-
do, similar a un sindrome gripal, que se
sigue a menudo de cuadros prolongados de
astenia. Sin embargo, las complicaciones
neurolégicas pueden ser frecuentes. Asi, el
brote de Bucarest se registré como un brote
de meningitis linfocitaria aguda y produjo
una mortalidad cercana al 10%, debida a la
aparicién de casos de encefalitis’. Estos ca-
sos graves han sido detectados también
como casos esporddicos de encefalitis viri-
ca®® y, mds recientemente, en el contexto de
un brote de sindrome neuroldgico agudo en
Argelial®, Esporidicamente, la infeccion
por VWN puede originar también cuadros
de mielitis aguda que recuerdan a la polio-
mielitis'!.

Los hébitos migratorios de muchas de las
especies de aves capaces de albergar la in-
feccién por VWN proporcionan al virus la
oportunidad de introducirse en aquéllas
dreas que, albergando poblaciones estables
de algiin vector potencial, son refugio esta-
cional de las aves portadoras. En la Penin-
sula Ibérica existen varias de ellas y el Delta
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del Ebro es una de las principales. De hecho,
los datos disponibles indican la presencia de
mosquitos infectados por VWN en territorio
peninsular y de aves y personas con anti-
cuerpos frente a éste y otros virus vehicula-
dos por aves y transmitidos por artrépodos
en Portugal y Espaiia'?. Cabe, pués, suponer
que el VWN produzca brotes de infeccién en
la poblacién humana de las dreas en riesgo
y pueda ser causa de casos esporadicos de
infeccién neurolégica aguda en dichas areas.
Al objeto de ampliar los datos en este senti-
do, se realizé un estudio de seroprevalencia
de anticuerpos frente al VWN y otros virus
transmitidos por artrépodos entre los habi-
tantes de distintas localidades del Delta del
Ebro, provincia de Tarragona.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 1037 muestras de suero de
otros tantos residentes en las localidades de
Amposta (353 sueros), San Jaime (188),
Montells (139), Jesds y Maria (107), Ampo-
11a (105), San Carlos (56), Camarles (45), La
Cava (41), Aldea y Masdenverge (3), reco-
gidas a lo largo del mes de Noviembre de
1980. La muestra incluy¢ individuos de am-
bos sexos, con edades comprendidas entre
los 6 y los 90 afios que se prestaron volun-
tariamente a la extraccién de sangre tras
asistir a las charlas impartidas por uno de los
autores en lugares de reunion previamente
anunciados. Se trat6, pués, de un estudio de
oportunidad destinado a comprobar la circu-
lacién de ciertos virus transmitidos por artrd-
podos, en el que la tinica consideracién pre-
via fue la seleccién del drea geografica a
estudiar, en base a sus peculiaridades ecold-
gicas. Todos los sueros fueron separados y
congelados a —20°C hasta el momento de
realizar las pruebas serolégicas.

La presencia de anticuerpos frente al
VWN (anti-VWN) se investigd por titula-
cién mediante la prueba de inhibicién de la
hemaglutinacién (IHA)'"?, utilizando un anti-
geno hemaglutinante preparado segin el
procedimiento de Clarke y Casals'? a partir
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de la cepa Ef101. Los sueros se titularon
desde la dilucién 1/20 por dilucién doble
seriada hasta la 1/640. En casos selecciona-
dos, se investigd la presencia de anticuerpos
anti-VWN de la clase IgM (anti-VWN IgM)
realizando la prueba de IHA sobre las frac-
ciones resultantes de la ultracentrifugacion
de las muestras en gradientes de sacarosa,
segln un procedimiento descrito y validado
previamente'.

Paralelamente, se investigd en todas las
muestras la presencia de anticuerpos IHA
frente a los siguientes virus: Sindbis (VSB)
(Eg AR 339); Chikungunya (VCG) (Ross);
Semliki Forest (VSF) (aislado original); En-
cefalitis transmitida por garrapatas (VIBE)
(Stillerova); Banzi (VBN) (H336); Ntaya
(VNY) (aislado original); Zika (VZK) (ais-
lado original); Wesselsbron (VWS) (N177);
Dengue 1y 2 (VDG1, VDG2) (aislados ori-
ginales); Fiebre amarilla (VFA) (aislado
original); y Bunyamwera (VBY) (aislado
original). Los tres primeros pertenecen a los
Togaviridae, Alfavirus, los ocho siguientes
a los Flaviviridae y el dltimo a los Bunya-
viridae. La preparacién de los antigenos y

las pruebas de IHA se realizaron segiin los
mismos procedimientos aplicados al VWN.

RESULTADOS

Los resultados globales del estudio se re-
cogen en la tabla 1, que resume las prevalen-
cias de anticuerpos obtenidas para las distin-
tas familias de virus estudiadas y en cada una
de las localidades en las que se obtuvieron
muestras. Dado que entre algunos Alfavirus
y algunos Flaviviridae pueden producirse
reacciones cruzadas en las pruebas de THA,
s6lo se contabilizaron como positivos aque-
llos sueros que reaccionaron a titulo igual o
superor a 20, con uno o mas virus de la
misma familia. En conjunto, un 8% de las
muestras reaccionaron frente a antigenos de
Flaviviridae y un 4% lo hicieron frente a
antigenos de Alfavirus, siendo excepcional
la reactividad frente a Bunyaviridae (4
muestras). Las prevalencias fueron muy dis-
pares en los distintos niicleos de poblacién
estudiados, destacando los altos porcentajes
de muestras reactivas frente a antigenos de
Flaviviridae encontrados en las localidades
de Ampolla (31/105, 29.7%) Montells

Tabla 1

Reactividad en la prueba de IHA obtenida en 1037 sueros tomadeos en la regién del Delta del Ebro al enfrentarlos a
antigenos preparados a partir de cepas de distintos virus pertenecientes al género Alfavirus y a las familias Flaviviridae y

Bunyaviridae
Muestras reactivas frente a
Localidad Estudiadas Alfavirus Flaviviridae Bunyaviridae % Iqm',
- reactivas
+ % + % + %
Amposta 353 0 — 1 0,2 0 — 0,2
Aldea 1 0 — 0 — 0 —
Camarles 45 0 — 0 — 0 — -
San Carlos 56 0 e 1 1,7 0 — 1.7
Ampolla 105 6 57 31 29,7 1 0,9 36,1
Jesds y Maria 107 9 8.4 2 1.8 0 - 10,2
La Cava 41 0 — — 0 — e
San Jaime 188 24 12,7 25 13,2 2 1,0 27,1
Montells 139 4 2,8 23 16,5 1 0,7 20,1
Masdenverge 2 0 — 0 — 0 — —
TOTAL 1.037 43 4.1 83 8,0 4 0.3 12,5
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(23/139, 16.5%) y San Jaime (25/188,
13.2%) y los correspondientes a Alfavirus
en esta tltima localidad (12.7%). En con-
traste y con la excepcién de una, las nume-
rosas muestras recogidas en la ciudad de
Amposta fueron negativas para todos los
antigenos probados.

La tabla 2 resume los titulos de anticuer-
pos obtenidos en las muestras reactivas para
cada uno de los Flaviviridae y los Alfavirus
ensayados. Se obtuvieron titulos IHA igua-
les o superiores a 160 en porcentajes mayo-
res del 25% del total de muestras reactivas
para el Alfavirus VSF (11/32, 34.0%) y los
Flaviviridae VWN (31/96, 32.3%) y VFA
(16/58, 27.5%).

A la vista de las prevalencias obtenidas,
se estudié la presencia de IgM especifica
frente a los Flaviviridae en muestras selec-
cionadas entre las obtenidas en la localidad
de Montells. Sélo se obtuvieron algunos re-
sultados positivos, siempre a muy bajo titu-
lo, para el antigeno de VWN.

DISCUSION

Los datos sobre la presencia de virus
transmitidos por artrépodos en Espafia son
atin muy escasos, si bien la situacién de

estos virus en la Peninsula Ibérica se conoce
algo mejor merced a los estudios realizados
en Portugal'?, donde se han conseguido ais-
lamientos de VWN en mosquitos del género
Anopheles” y de los ortomixovirus Dhori y
Thogoto'®!” y el bunyavirus Palma's en ga-
rrapatas. Ademas, se han detectado anticuer-
pos en sueros de animales y humanos frente
a una larga lista de virus, incluyendo VWN,
VSB, VCG y VTBE®™, En Espafia, se han
encontrado prevalencias altas de anticuerpos
frente a VWN a alto titulo en los estudios
realizados en Valencia', Galicia®® y los al-
rrededores del Coto de Dofiana®' en muestras
humanas. Los resultados obtenidos en Gali-
cia hacen suponer la existencia de brotes
epidémicos de infeccién por VWN en esa
region durante los afios sesenta.

En consonancia con estos datos previos,
el presente trabajo pone de manifiesto la
existencia de una prevalencia alta de anti-
cuerpos anti-VWN en poblaciones humanas
concretas de la regién del Delta del Ebro, asi
como de un porcentaje apreciable de casos
con altos titulos y de algunas muestras con
niveles residuales de IgM especifica. Tanto
la frecuencia de titulos elevados de anticuer-
pos anti-VWN como la muy desigual distri-
bucidn de la prevalencia en las distintas lo-
calidades estudiadas hablan a favor de la
especificidad de los resultados y sugieren la

Tabla 2

Niveles de reactividad en IHA observados en las muestras positivas en los ensayos de IHA

Muestras reactivas frente a (%)

Titulo ITHA Alfavirus Flaviviridae Bunyaviridae

VSB VCG VSF VWN VIBE VBN VNY VZK VWS VDG! VDG2 VFA VBY
20-80 29 42 21 65 42 27 15 44 44 23 11 42

(87.9) (100) (66,00 (67,7) (97,7) (84,4) (100) (100) (89.8) (88,5 (91.7) (72.5) 2

4 11 31 1 5 5 3 1 16

160630 oy 0 @40) (23 @3 (56 0 0 (102) (15 (83 QL9 2
TOTAL 33 42 32 96 43 32 15 44 49 26 12 58

(100) (100) (100)  (100) (100y (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) 4

VSB: Virus Sindbis; VCG: Virus Chikungunya; VSF: Virus Semliki Forest: VWN: Virus West Nile: VTBE: Virus de la Encefalitis transmitida por garrapatas:
VBN: Virus Banzi; VNY: Virus Ntaya; VZK: Virus Zika; VWS: Virus Wesselsbron; VDG1-VDG2: Virus Dengue 1 y 2: VFA: Virus de la Fiebre amarilla:

VBY: Virus Bunyamwera.
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existencia de brotes de infeccion por VWN
en localidades concretas de la region (Am-
polla, San Jaime, Montells) y en un tiempo
cercano a las fechas de la toma de muestras
(tltimos afios de la década de los 70).

El marcado neurotropismo demostrado
por las cepas de VWN responsables de los
brotes registrados recientemente en la cuen-
ca mediterrdnea’'® hace suponer que la cir-
culacién del VWN en la regién debe tradu-
cirse en la aparicién de casos de meningitis
y encefalitis virica que queden sin diagnds-
tico etioldgico. Habida cuenta que gran par-
te de los casos de encefalitis de supuesta
etiologfa virica que se producen en Espafia
quedan sin diagnosticar, atin después de rea-
lizar estudios de laboratorio exahustivos??,
creemos justificado realizar estudios especi-
ficos de diagnéstico de infeccién por VWN
en las encefalitis agudas que se produzcan
en las zonas de riesgo. Dicho diagnéstico
puede realizarse facilmente en la actualidad
mediante amplificacién de secuencias gend-
micas del VWN por la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) en muestras de li-
quido cefalorraquideo (LCR) tomadas du-
rante la fase aguda de la enfermedad®. Con
respecto al resto de los virus incluidos en el
estudio, cabe destacar el hallazgo de no po-
cas muestras reactivas a alto titulo en THA
frente al Alfavirus Semliki Forest (11 casos
de 33 positivos) y el Flavivirus VFA (16
casos de 58 positivos) en el drea estudiada.
En el estudio realizado en el Coto de Doiia-
na destacé también la frecuente deteccién
de muestras positivas a alto titulo frente al
Alfavirus Chikungunya. Es, por tanto, posi-
ble que ambos Alfavirus circulen en la po-
blacién humana de las dreas de riesgo o que
las reactividades en THA respondan a una
reaccion cruzada con otro Alfavirus preva-
lente en la Peninsula, antigénicamente rela-
cionado con ellos y aiin no identificado. Por
su parte, parece poco probable que el VFA
circule o haya circulado en la regién sin
originar casos conocidos de fiebre hemorra-
gica, por lo que hay que asumir que estas
reactividades responden a reacciones cruza-
das con el VWN u otro Flavivirus presente
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en la zona. El dltimo brote de fiebre amarilla
registrado en Europa tuvo lugar en Lisboa a
mediados del siglo pasado y origind una ele-
vada mortalidad'?,

En conclusion, los resultados obtenidos en
el Delta del Ebro confirman muchos de los
hallazgos de los estudios previos realizados
en Valencia, Galicia y Andalucfa y, conside-
rando los datos en conjunto, sugieren que el
VWN circula significativamente en las po-
blaciones humanas asentadas en las dreas de
riesgo. Asi, creemos justificado realizar en
dichas dreas estudios destinados a aislar ce-
pas de VWN a partir de los reservorios ani-
males y los vectores potenciales. El impacto
que pueda tener el VWN sobre la salud de la
poblacidn responderia, fundamentalmente, a
las complicaciones neuroldgicas que se aso-
cian a la infeccién y podria explorarse estu-
diando los casos de meningitis y encefalitis
viricas que se produzcan en las 4reas de ries-
go mediante el uso de métodos de PCR ca-
paces de detectar la presencia de VWN en el
LCR de los pacientes. A la vista de los re-
sultados, no se puede descartar que otros
virus transmitidos por artr6podos circulen en
ésta y otras zonas de riesgo del Estado Espa-
fiol y tengan algiin impacto en Salud Publica.
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