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RESUMEN

El virus del Nilo Occidental (VNO) es un virus neurotrdpico englobado en el género Flavivirus
dentro del grupo de los arbovirus, de simetria icosaédrica formado por ARN monocatenario de
polaridad positiva y 10 proteinas virales imprescindibles, 3 estructurales y 7 no estructurales. El
VNO causa la fiebre del Nilo Occidental (FNO) que, en un 1% de los casos, da lugar a encefalitis
o meningoencefalitis potencialmente mortal, siendo asintomdtica en la mayoria de infectados.
Hay dos linajes principales: el 1, responsable de sintomas mas leves y frecuentes en Espafia; y el
2, asociado a casos mas graves. Se transmite a través de la picadura del mosquito Culex sp.y
también puede afectar a otros animales, principalmente caballos, que actuan como
hospedadores accidentales al igual que los seres humanos. El hospedador principal y reservorio
son las aves. Se aisld por primera vez en 1937 en Uganda y empezd a propagarse por todo el
mundo alcanzando todos los continentes, originando multiples brotes a lo largo de toda su
historia bioldgica, en la que los factores ambientales y sociales han jugado un papel muy
importante. La prevencion es hoy en dia el Unico medio que nos asegura la disminucion de la
prevalencia de la enfermedad, llevdndose a cabo actividades de vigilancia a lo largo de toda la
etapa activa del vector. Para su diagndstico se puede recurrir a la Reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), cultivo viral en liquido cefalorraquideo (LCR) (menos sensible) o serologia,
evidenciando la seroconversion. El tratamiento es sintomatico y de soporte, aunque se han
estudiado posibles farmacos especificos para tratar la FNO ninguno ha sido comercializado.
Tampoco existen vacunas para humanos, aunque si para équidos. El tltimo caso que tuvo lugar

en Espafia fue en el verano de 2020.

Palabras claves: ‘Virus del Nilo Occidental’, ‘encefalitis’, ‘arbovirus’, ‘brotes’, ‘tratamiento’.
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1. INTRODUCCION

1.1. éQué son los virus?

La primera vez que se puso de manifiesto la existencia de los virus fue cuando lvanovsky y
Beijerinck comprobaron que el filtrado de una solucién libre de bacterias producia una
enfermedad desconocida hasta ese momento en las plantas, ddndose a conocer asi lo que
lamaron el virus del mosaico del tabaco, comenzando asi una nueva era cientifica

microbioldgica (Mustapha, 2020).

Tras estos acontecimientos se llegd a la definicion de virus, considerdndose patdgenos
intracelulares obligados, los cuales para replicarse necesitan la maquinaria de la célula huésped
en cada fase de su ciclo de supervivencia, produciendo una alteracién en las funciones celulares.
Ademds, son considerados los agentes infecciosos mas pequefios que existen situdandose en el

rango de nandmetros (Martin-Acebes et al., 2016; Vargas, 2016; Zhang et al., 2019).

No obstante, por una gran parte de bidlogos, los virus son considerados entidades sin vida, cuya
funcidn Unicamente es la de un artefacto mecanico con capacidad de intercambiar genes de un

organismo a otro (Mustapha, 2020).
Los virus se diferencian de las células vivas en al menos tres aspectos (Vargas, 2016):

e Constan de una organizacion simple y acelular.
e Engeneral, poseen ADN o ARN como material genético, pero no ambos.

e Son parasitos intracelulares obligados.

Aun asi, no cabe duda de que son responsables de graves enfermedades, comprometiendo en
muchas ocasiones la vida de las personas o animales, por lo que no se les debe subestimar

(Mustapha, 2020).

De esta forma existen virus de animales, plantas y bacterias. Aquellos que infectan a las plantas
son los conocidos como virus fitopatdgenos que a diferencia de los demds no son capaces de
penetrar en las células vegetales por si solos, si no que necesitan que, mediante distintos
mecanismos de la naturaleza, sean depositados en el interior de la célula (Linéiro y Fernandez,

2016).

Los virus pueden estar conformados por dos tipos de material genético, acido
desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN), monocatenario o bicatenario, que se

encuentra ubicado en una estructura denominada capside conformada por unidades proteicas



llamadas capsdmeros, a su vez el material genético y la capside (con dos posibles estructuras,
icosaédrica y helicoidal) forman la nucleocdpside que en algunos casos estd envuelta de una
membrana lipidica que proviene del reticulo endoplasmico de la célula hospedadora (Hammami,

2020; Vargas, 2016).

Tal y como se ha comentado anteriormente los virus no tienen capacidad de replicarse por si
mismos y necesitan de la maquinaria celular para hacerlo. En funcidon de cémo haga uso el virus
de estos componentes podemos diferenciarlos entre virus que desarrollan el ciclo multiplicativo

o productivo y virus lisogénicos (Linéiro y Fernandez, 2016).

Los virus que llevan a cabo el ciclo multiplicativo son virus cuyo ciclo consiste en la adhesion,
penetracion del material genético en el interior celular, multiplicacién y ensamblaje de las
distintas estructuras preformadas para dar lugar a los viriones, que podran salir de la célula
mediante lisis y muerte celular, por gemacidn o a través de la adquisicion de una envoltura

membranosa (Linéiro y Fernandez, 2016).

Por el contrario, los virus lisogénicos efectian el ciclo lisogénico que es aquel en el que el virus
una vez que introduce su material genético no se multiplicara inmediatamente, sino que se
integrarda en el ADN de la célula hospedadora, pudiendo permanecer durante varias
generaciones de la célula en un estado atenuado, hasta que algun factor externo active el ciclo

productivo finalizando este estado de latencia (Vargas, 2016).

Las particulas virales pueden clasificarse segun diversas caracteristicas como puede ser el
sistema u 6rgano al que infecten. La taxonomia de los virus tiene en cuenta propiedades
antigénicas, bioldgicas y del virién y es un campo en el que se ha evolucionado mucho en los
ultimos afios. Tras la creacion en 1973 del Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) se
procedio a la clasificacidén de estos en distintos grupos a través de ciertas normas dictadas por
sus componentes, teniendo lugar una reunidn cada 4 afios donde proceden a la revisidn de estos

dictamenes (Andrade et al., 2016).

De forma general los virus se dividen en dos grandes grupos, virus de ADN y virus de ARN y
teniéndose en cuentas otras caracteristicas estructurales o funcionales podremos englobarlos
en clases, familias, ordenes (con un total de 6), géneros, especies e incluso serotipos (Andrade

et al., 2016).

Si se tiene en cuenta el modo de transmisidon de los virus obtenemos otra forma de clasificarlos,
dando lugar a otros grupos como es el caso de los arbovirus que dependen de un vector para su

transmisién (Andrade et al., 2016).



1.2. Arbovirus

Los arbovirus son aquellos virus transmitidos por artrépodos. Como se puede observar en la
figura 1, de forma general presentan un ciclo enzdtico o selvatico en el que la transmision tiene
lugar entre vectores artrépodos hematdfagos (intermediario) y un huésped definitivo
vertebrado. También es posible un ciclo epizodtico o rural entre los vectores caracteristicos y
animales domésticos. Por ultimo, si el ser humano entra en contacto con alguno de los ciclos
anteriores de manera accidental, puede tener lugar un ciclo urbano en el cual la transmisiéon
ocurre entre humanos y vectores. Este ciclo es el que contribuye al comienzo de una epidemia,
pero en el cual el ser humano no tiene capacidad de transmitir el virus. Por ello para mantener
la enfermedad es muy importante el ciclo selvatico en el que el virus se amplificard en los
hospedadores vertebrados (Andrade et al., 2016; Barzo., 2018; Hammami et al., 2020);
Hernandez et al., 2009).
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Figura 1. Ciclo de transmision de los arbovirus. Modificado de Instituto de Salud Global de
Barcelona.
De los distintos vectores hematéfagos implicados en el ciclo de transmision encontramos

nd

mosquitos, flebdtomos y garrapatas que transportan las particulas virales en su interior. Tras la
ingestion de sangre pasan al tracto digestivo e infectan células epiteliales, se replican y se
conducen hacia el hemocele o cavidad corporal abierta a través del cual pasa a multiples 6rganos
dianas secundarios, entre ellos las glandulas salivales, por ejemplo, donde se depositaran

(Guzman et al., 2020; Forrester et al., 2014; Martin-Acebedes y Vazquez-Calvo, 2017).

Por otro lado, tenemos un grupo heterogéneo de hospedadores vertebrados como aves,
murciélagos, caballos, roedores, primates y seres humanos, en cuyos tejidos también podrd

multiplicarse (Mustapha, 2020).

Existen mas de 100 arbovirus patégenos que se asocian a enfermedades que afectan tanto a

animales como a seres humanos. El virus de la fiebre amarilla (YFV), el virus del dengue (DENV),



el virus del Nilo Occidental (WNV), el virus de chikungufia (CHIK) (CHIKV), el virus del Zika (ZIKV),
el virus hemorragico de Crimea-Congo y el virus de la encefalitis de Sant Louis (SLEV), son los
arbovirus que cobran mayor importancia en salud publica para nosotros los seres humanos,
convirtiéndose en una gran carga para la salud mundial. Estos virus son responsables de muchas
enfermedades tropicales que se estan expandiendo por el resto del mundo (Abdullai et al., 2020;

Guzman et al., 2020; Samuel y Adelma, 2018; Merle et al., 2018).

Los arbovirus no forman parte de un solo grupo filogenético, sino que son un conjunto de virus

de distintas familias que comparten su forma de transmisidn (Alejo-Cancho et al., 2020).

Desde un punto de vista taxondmico, el termino arbovirus no tiene importancia, compartiendo
Unicamente caracteristicas bioldgicas y ecoldgicas, pero es un término que se usa para describir
a aquellos virus que son transmitidos por artropodos. Se conoce que existen aproximadamente
135 arbovirus que infectan a humanos. Las familias que incluyen arbovirus son las familias
Togaviridae, Flaviviridae y Bunyaviridae. Estas causan enfermedades que pueden ir desde un
proceso febril sin importancia hasta una encefalitis, hemorragias de érganos o tejidos,
teratogenia e incluso la muerte, tanto en las personas como en los animales. Sin embargo, de
las infecciones humanas, la gran parte es asintomatica o subclinica (Alejo-Cancho et al., 2020;

Andrade et al., 2016; Barzon, 2018).

Debido a la capacidad de estos virus para producir de forma imprevista epidemias generalizadas,
estan considerados un problema de salud publica de noble importancia (Esser et al., 2019). Por
ello es obligatorio notificar todas estas enfermedades, independientemente del lugar de

adquisicién (Merle et al., 2018).

Los arbovirus son endémicos en Europa expandiéndose por todo el continente originando
multiples brotes en humanos (Barzon, 2018), entendiéndose como brote epidémico aquella
aparicién repentina de una enfermedad debido a una infeccién en un lugar especifico y un

momento determinado (Pulido, 2012).

El auge de las enfermedades producidas por arbovirus implica factores relacionados con el virus
(como la virulencia y adaptacién, asi como migraciones descontroladas), con los humanos
(incremento de viajes a paises endémicos, transporte, urbanizacion, comercio, deforestacién) y
el medioambiente (temperatura, humedad, precipitacién, viento y cambio climatico) (Abdullai

et al., 2020; Lépez-Vélez y Molina, 2005; Papa, 2019).

Asi pues, el aumento de poblacién provoca un mayor desarrollo econémico, social y tecnolégico

produciendo cambios en el medio ambiente, urbanizando, haciendo un uso diferente del que



habia antes de la tierra y el agua, nuevas practicas agricolas y la deforestacidon. Todo esto
provoca una alteracidon en el ecosistema natural invadiendo este al ecosistema urbano vy
viceversa. Como consecuencia hay un contacto mas estrecho entre especies exdticas y las
personas, haciéndolas mas susceptibles a contraer ciertas enfermedades nuevas y
expandiéndolas a otras partes geograficas del mundo mediante la movilizacién, con la

posibilidad de aparicidn de nuevos brotes (Andrade et al., 2016).

Es evidente que el cambio climatico, con el consiguiente aumento de las temperaturas, juega un
papel muy importante en la expansion de los arbovirus, ya que son virus que necesitan
temperaturas calidas para propagarse y por ello, mientras mds aumente la temperatura en todo
el mundo, en mas zonas se producira esta proliferaciéon. No obstante, el factor temperatura no
es tan importante ni cobra tanto peso en la difusidén de los arbovirus como puede ser los cambios
demograficos de los que se ha hablado con anterioridad. Debido a todas estas causas es motivo

de preocupacion el auge en la propagacion de estas enfermedades (Andrade et al., 2016).

Para tener un buen dominio de estos virus hay que conocer muy bien cuales son aquellas zonas
endémicas, potenciando las actividades de control en esas zonas, lo cual requiere un
conocimiento muy amplio de todos los factores ecoldgicos que los engloban, dificultando aun
mas el proceso. Por ejemplo, que haya mas o menos vectores depende por una parte de los
posibles habitats que se encuentren disponibles o de qué y cuantos hospedadores vertebrados
haya presente para alimentarse, que por otra parte contribuyen a la dispersidn del virus (Esser

et al.,, 2019).

En este Trabajo Fin de Grado nos hemos centrado en uno de los arbovirus mas representativos
en el mundo, el virus del Nilo Occidental (VNO). Recientemente se han notificado casos de mayor
virulencia en Europa y en regiones bafiadas por el mediterraneo (Alsaleh et al., 2016), que se
caracterizan por veranos secos sin pluviosidad e inviernos humedos y suaves, ademas de
numerosos humedales presentes en estas zonas que forman parte del paso de miles de aves

migratorias un par de veces al afio con un alto riesgo de portar dicho virus (Papa, 2019).

El VNO esta ampliando su distribucion geografica al igual que sus vectores, estando la poblacion
humana mds expuesta a ellos, a lo que habra que sumar el auge de los viajes a zonas endémicas,
el comercio, la urbanizacién y por tanto la densidad de poblacién, la socioeconomia y los

cambios climaticos (Alsaleh et al., 2016).



2. OBJETIVOS DE LA REVISION

El objetivo de este Trabajo Fin de Grado es la realizacion de una revision bibliografica sobre el

Virus del Nilo Occidental analizando los avances existentes de los Ultimos anos.

La eleccidn de este tema ha venido precedida de un mayor interés en el conocimiento de este
patdgeno debido a los Ultimos casos producidos en Andalucia, concretamente en Sevilla, en el
pasado aio 2020. Siendo ya recurrente su presencia, no solo en esta region, si no en el resto del
mundo, es considerado el arbovirus mas repartido por toda La Tierra y la causa de encefalitis

producida por virus mas importante en todo el mundo.
Para el desarrollo de este objetivo general, se abordardn los siguientes objetivos concretos:

e Descripcion del virus tanto su estructura como el mecanismo de infeccién y transmision
del mismo.

e Analizar la epidemiologia producida en todo el mundo a lo largo de la historia del virus.

e Describir la patologia de la enfermedad causada por el virus del Nilo Occidental.

e Revisar el tratamiento y métodos de diagndsticos que se encuentran disponibles.

e Analizar las medidas de prevencién y vigilancia contra el virus.
3. METODOLOGIA

La metodologia llevada a cabo en esta revision bibliografica ha sido la busqueda de articulos en
la base de datos PubMed, el acceso a recursos electrdnicos a través del catalogo de la biblioteca
de la Universidad de Sevilla, Fama+ y la consulta a diferentes organizaciones oficiales como la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y World Organization for Animal Health (OIE). También
se ha accedido a la pagina del Ministerio de Sanidad y el Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion del Gobierno de Espafia, asi como el Boletin Oficial del Estado (BOE). Por ultimo,

se han consultado noticias de interés en medios de comunicacién como diversos periédicos.

La busqueda se ha hecho a través de las siguientes palabras claves: ‘virus’, ‘Arbovirus’,
‘flavivirus’, ‘Virus del Nilo Occidental’, ‘West Nile Virus’, ‘Fiebre del Nilo Occidental’, ‘vacunas’,
‘antivirales’, ‘tratamiento’, ‘diagndstico’, ‘epidemiologia’, ‘brotes’, ‘culex’, ‘mecanismo de

transmisioén’, ‘receptor’.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Virus del Nilo Occidental

El VNO es un arbovirus neurotrépico incluido dentro de la familia Flaviviridae en el género
Flavivirus. Este género esta formado por mas de 70 especies, divididos en dos grupos diferentes
de virus, los transmitidos por garrapatas y los transmitidos por mosquitos, siendo los de mayor
importancia médica en humanos el virus del Nilo Occidental (WNV), el virus del dengue (DENV),
el virus de la encefalitis japonesa (JEV), el virus de la fiebre amarilla (YFV), el virus de la encefalitis
transmitida por garrapatas (TBEV), el virus de la enfermedad del bosque de Kyasanur (KFDV), el
virus de la fiebre hemorragica de Omsk (OHFV), el virus del louping ill (LIV) y el virus del Zika

(ZIKV) (Beck et al., 2012; Eyer et al., 2017; Holbrook, 2017; Martin-Acebez et al., 2016).

Todas las especies englobadas en el género Flavivirus comparten 3 caracteristicas en comun: la
organizacién de su material genético es idéntica, la forma de procesar poliproteinas es muy

parecida y todos tienen una estructura tridimensional (Araujo, 2020).

Aun cuando el conocimiento existente sobre estos virus es bastante amplio, siguen siendo
necesarias medidas de control para combatir con estos patdgenos y avances en el desarrollo de

vacunas y terapias antivirales especificas (Petersen et al., 2013).

4.2. Historia del virus del Nilo Occidental

El virus del Nilo Occidental fue aislado por primera vez en Uganda, en la rivera del Nilo Occidental
en 1937, de sangre de una mujer con enfermedad febril (Alsaleh et al., 2016; Jiménez-Clavero y

Sancez-Seco, 2017; Osvaldo y Merino, 2012; Parkash et al., 2019).

El VNO fue descubierto y designado por la misma persona, Smithburn, un cientifico que se
encontraba en Uganda investigando sobre el origen de la enfermedad del suefio (Corrales-

Aguilar, 2014).

Hay evidencias de que desde la década de 1950 el VNO lleva circulando libremente fuera de su

habitat original (Rizzoli et al., 2020).

Durante 20 ainos o mas el VNO estuvo ausente en Europa, apareciendo de nuevo en 1996 en
Rumania, y de ahi se expandié al resto del continente europeo. Sin embargo, no fue hasta 1999
cuando se consiguid aislar en el continente americano de un flamenco muerto procedente de

Chile en Nueva York y fue cuando se correlacioné con la enfermedad neuro invasiva,
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propagandose por todo el hemisferio occidental de EE. UU, convirtiéndose en la mayor epidemia
por VNO en los ultimos afios ya que antes de la década de los 90 era una enfermedad que carecia
de importancia (Alsaleh et al., 2016; De Filette et al., 2012; Jiménez-Clavero y Sanchez-Seco,

2014; Parkash et al., 2019).

Igualmente, por entonces se consiguié obtener, a partir de muestras de cerebro de humanos

fallecidos, la secuencia genética completa de ARN del VNO (Hernandez et al, 2009).

Concretamente en Espafia el virus empezo a circular a partir de 1970 por el pais. Las epidemias
fueron eventuales y limitadas hasta 1990 en la cuenca mediterranea, pero a partir de entonces
fue creciendo considerablemente e intensificandose la gravedad de la enfermedad, asi como los
casos de meningitis y encefalitis, con un total de 1.500 muertes reconocidas por este virus

(Abdullai et al., 2020; Alsaleh et al., 2016; Ulbert, 2019; Roiz et al., 2012).

Segun la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE), a fecha 29 de enero de 2021, existen
brotes activos dentro de la Unién Europea en Alemania, Bulgaria y Grecia ademdas de focos
activos en Espafia, Francia, Hungria, Italia y Portugal (Ministerio de Agricultura, Pesca y

Alimentacion, 2021).

En latabla 1 se resumen los distintos brotes producidos por el VNO en el mundo a lo largo de su

historia evolutiva.

Tabla 1. Brotes producidos por el VNO en todo el mundo.

ANO PAIS REFERENCIA

1957 Israel (Cerrada, 2004)

1962 Francia (Jiménez-Clavero y Sanchez-Seco, 2014)

1966 Malasia (Alsaleh et al., 2016)

1972 Portugal (Jiménez-Clavero y Sanchez-Seco, 2014)

1974 Sudafrica (Jiménez-Clavero y Sanchez-Seco, 2014)

1974 Eslovaquia (Jiménez-Clavero y Sanchez-Seco, 2014)

1974 Moldavia (Jiménez-Clavero y Sanchez-Seco, 2014)

1975 Ucrania (Jiménez-Clavero y Sanchez-Seco, 2014)

1976 Hungria (Jiménez-Clavero y Sanchez-Seco, 2014)

1994 Argelia (Carrada, 2004)

1996 Marruecos (Jiménez-Clavero y Sanchez-Seco, 2014)

1996 Rumania (Bernabeu-Wittel et al., 2007)

1997 Tunez (Carrada, 2004)

1997 Republica Checa (Jiménez-Clavero y Sanchez-Seco, 2014)
Republica

1998 (Jiménez-Clavero y Sanchez-Seco, 2014)

Democratica del Congo
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ANO PAIS REFERENCIA

1998 Congo (Carrada, 2004)
1998 Italia (Hernandez et al., 2009)
1998 Isarel (Alsaleh et al., 2016)
1999 Nueva York (Alsaleh et al., 2016)
1999 Rusia (De Filette et al., 2012)
1999-2004 EE. UU. (Jiménez-Clavero y Sanchez-Seco, 2014)
2000 Israel (Valero, 2003)
2001-2003 El Salvador (Hernandez et al., 2009)
2002 Misisipi y Ohio (Carrada, 2004)
2002 Canada (Hernandez et al., 2009)
2002-2003 México (Carrada, 2004)
2003 Francia (Hernandez, 2009)
2003 Marruecos (Hernandez et al., 2009)
2003 Kenitra (Jiménez-Clavero y Sanchez-Seco, 2014)
2003 Belice (Hernandez et al., 2009)
2003 Bahamas (Hernandez et al., 2009)
2003-2004 Guatemala (Hernandez et al., 2009)
2004 Espafia (Alejo-Cancho et al., 2020)
2004-2007 Rusia (Donadieu et al., 2013)
2005-2010 Israel (Donadieu et al., 2013)
2006 Argentina (Hernandez et al., 2009)
2010 Grecia (Vazquez et al., 2011)
2010 Rumania y Grecia (De Filette et al., 2012)
2012 Tunez (Donadieu et al., 2013)
2012 Israel (Donadieu et al., 2013)
2013 Republica Checa (Rizzoli et al., 2020)
2013 Atlanta (Donadieu et al., 2013)
2016 Espaia (Alejo-Cancho et al., 2020)
2018 Italia (Sinigaglia et al., 2019)
2020 Espafia (Ministerio de Sanidad, 2020)

Desde 2010 los brotes han ido en aumento con una elevada actividad viral probablemente
debido a cambios en las temperaturas y precipitaciones, abundantes y prolongadas, con
inundaciones en verano favoreciendo las nuevas generaciones de mosquitos, ademas de otros
factores (Papa, 2019). No obstante, la relacion entre la temperatura y la transmision viral es
complicada ya que influyen multiples causas como la ecologia y biologia de los vectores,

componentes relacionados con los huéspedes y el virus (Ciota et al., 2019).
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Actualmente el VNO es una clara amenaza para la salud publica, debido a su alta capacidad para
producir brotes en areas que han sido endémicas, la adaptacion a distintas especies de vectores
y de huéspedes y ademas del potencial para mutar hacia una suma virulencia. Todo esto lo
convierte en un virus que produce epidemias imprevistas y de enorme envergadura (Ulbert,

2019).

4.3. Caracteristicas del virus del Nilo Occidental

El VNO, mostrado en la figura 2, es un virus que posee simetria icosaédrica con una envoltura
de 50 nm de diametro salvando en su interior un genoma de ARN monocatenario de 11 kb y de
sentido positivo (su secuencia de bases es idéntica al ARNm viral), con un Unico marco de lectura
entre dos regiones estructurales no traducidas (UTR), entre sus extremos 50 y 30. Ejerce de
ARNm en la célula infectada y tras su traduccidn se origina una Unica poliproteina que se divide
en tres proteinas estructurales y siete no estructurales (Alsaleh et al., 2016; Guzman et al., 2020;

Hasan et al., 2019; Martin-Acebes et al, 2016).

Las proteinas estructurales son: las proteinas de la capside (C), el precursor de la membrana
(prM) y las proteinas de la envoltura identificadas como glicoproteinas (E). Estas posteriormente

se asocian para formar las particulas virales (Martin-Acebes et al., 2016).

Dimeros de
proteina E

Membrana

ARN

Porteina \ o P
prM/M -

Capside
Figura 2. Estructura del VNO. Modificado de Chancey et al., 2015.
Esta poliproteina a su vez origina también proteinas no estructurales, concretamente 7 (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, y NS5), necesarias para la transcripcidn, traduccion, replicacion
y ensamblaje del virus, que se acoplan en la membrana de la célula hospedadora (Alsaleh et al.,

2016; Pesko y Ebel, 2012).

Concretamente la NS1 tiene una funcién muy importante en la replicacién y la respuesta
inmunitaria y es capaz de adquirir 3 formas, mondmero, dimero y hexagono (Rastogi et al.,
2016). Ademas, esta proteina NS1 produce ciertas alteraciones en células endoteliales del
cerebro potenciando la hiperpermeabilidad en ellas y una disfuncién vascular lo que pone de

manifiesto hacia donde esta dirigida la enfermedad (Puerta-Guardo et al., 2019).
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La NS2 se divide a su vez en NS2A encargada de la replicacion del ARN y la evasion de la respuesta
inmune y NS2B que actla de cofactor de la proteina NS3 ayudando a su plegamiento y actividad

catalitica, es decir, de la proteasa viral principal.

La NS4 también esta dividida en NS4A con la misma funcidon que NS2B y la NS4B ejerciendo la

misma funcién que la NS2A.

Y, por ultimo, la NS5 es la proteina NS mads grande y estd implicada en la sintesis y modificacién

de ARN (Hasan et al., 2018).

La glicoproteina E, es una hemaglutinina viral, es el principal componente de la envoltura lipidica
del virus, encontrandose en la zona mas externa formando dimeros. Tiene mucha importancia
en la virulencia ya que se une al receptor mediando la entrada y fusién con la membrana de la
célula hospedadora, etapa necesaria para acceder a la célula. Esto es un punto clave a conocer
para poder diseiar tareas preventivas y terapéuticas, ya que esta glicoproteina E, ademas,
presenta propiedades inmunogénicas protectoras hacia donde van dirigidos los anticuerpos
neutralizantes. La glicoproteina E consta de tres dominios estructurales (DI, DI, DIll) conectados
entre si por regiones de bisagras flexibles, en el que el dominio Il tiene una estructura parecida
a una inmunoglobulina formada por epitopos diferentes que son los identificados por los
anticuerpos neutralizantes. No obstante, para obtener una respuesta inmune eficaz que nos
proteja frente el VNO es necesario poseer una inmunidad innata y adaptativa previa bien
desarrollada (Alsaleh et al., 2016; De Filette, 2012; lzaguirre et al, 2003; Jiménez-Clavero y
Sanchez-Seco, 2014; Martin-Acebes et al., 2016; Saiz, 2020; Smit et al., 2011).

El VNO puede replicarse en varios tipos de lineas celulares y en distintas especies animales, por
tanto, o estos receptores que median la entrada estan altamente conservados o bien el VNO

puede ser reconocido por distintas proteinas receptoras (Brinton, 2014).

El tropismo del VNO en lo seres humanos va dirigido hacia macréfagos, células dendriticas,
células endoteliales y neuronas. Una vez que se produce la glicosilacién de las proteinas prM o
E del virus ocurre la interaccidn del VNO con el receptor, DC-SIGN y DC-SIGNR de las células
dendriticas, pero ademas también hay interaccion de la fosfatidilserina del virus con
fosfatidilserina de la familia de proteinas TIM y TAM, dos familias de receptores que median la
eliminacidn fagocitica, en otras lineas celulares como los glébulos rojos. La integrina a y Bs
(expresadas en células de mamiferos) interactdan con el VNO, aunque en menor medida, pero
no son imprescindibles, por el contrario, la presencia de las proteinas de la familia del receptor
de quinasa acoplado a proteina G (GRK) si es esencial para la incorporacién del VNO a la célula

(Brinton, 2014; Meertens et al., 2012; Smit et al., 2011).
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Se conoce que las proteinas E y prM en el VNO estan glicosiladas. Esto influye en la eficacia que
tiene el virus para liberarse y también en la capacidad de infectar. Por lo tanto, si la glicosilacién
por alguna causa es menor en un momento determinado se liberardan menos particulas virales.
Esto nos lleva a la conclusion de que la glicosilaciéon afectara tanto al huésped como a la

supervivencia del propio virus (Vigerust et al., 2007).

Asimismo, podemos diferenciar formas maduras e inmaduras del virus. Los viriones inmaduros
estaran formados por el precursor prM y la proteina E, y los maduros por la proteina M (que
tiene lugar de la separacion proteolitica del precursor prM durante la maduracion) y la proteina
E donde ya si se permite la organizacién de esta en dimeros antiparalelos, pasando de una
conformacion irregular y mas suelta a una lisa y unida (Araujo et al., 2020; Hammami y Ben,

2020), tal y como se puede observar en la figura 3.

Una vez que tiene lugar toda la cascada de replicacién, ensamblaje y maduracion, los viriones

maduros seran excretados al medio extracelular mediante exocitosis (Hammamiy Ben, 2020).

Figura 3. Virion maduro del VNO. Modificado de Martin-Acebedes et al., 2016.

4.4.  Ciclo multiplicativo o infectivo del virus del Nilo Occidental

Durante la maduracidn de los viriones tienen lugar cambios conformacionales en la estructura,
también hay cambios de reconocimiento por parte de la célula huésped y en la fusién del virus
con la célula para entrar en ella. La temperatura participa, en parte, en toda esta transicién

(Hasan et al., 2019).

El virion por tanto esta formado por un nucleo central, la nucleocapside, que engloba la capside
con el material genético en su interior, envuelta por una bicapa lipidica que proviene de la célula
huésped y que permite el anclaje de 60 picos heterotriméricos de proteinas prM vy glicoproteinas

E (De Filette et al., 2012; Martin-Acebes et al., 2016).

Una vez que la particula viral se une al receptor correspondiente de la célula que va a infectar,

los endosomas celulares la envuelven mediante endocitosis mediada por clatrina. Debido al pH
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acido del lumen endosomal, que le aporta la energia necesaria para la fusién, se produce un
reordenamiento de la proteina E dando lugar a ciertas protuberancias hidrofdbicas
promoviendo la fusidon con la membrana. Dicha fusién da paso a la liberacidn del genoma en el
citoplasma celular que dard lugar a nuevas particulas de virus gracias a la maquinaria de la célula
hospedadora y que maduraran antes de su liberacion al medio extracelular (De Filette et al.,

2012; Kanai et al., 2006). La replicacion se produce en 2 etapas:

1. Primera etapa en la cual el ARN de cadena positiva actia como un ARNm, que se traduce y
escinde en el interior del reticulo endoplasmatico de la célula hospedadora gracias a proteasas

virales.

2. La siguiente y ultima etapa consiste en la formacion de las multiples copias de ARN, dando
lugar a las proteinas virales inmaduras que, a través de proteasas existentes en las vesiculas del
complejo de Golgi, como la furina, maduran y se excretan al exterior (Esser et al., 2019; Okamoto

et al., 2017).

El factor que determinara el éxito de la replicacion dependerd de cuanto se haya apropiado el
virus de la maquinaria del hospedador, necesaria para la traduccion, y de la eficacia del proceso

(Valdez et al., 2019).
Toda esta sucesién de acontecimientos se encuentra representada en la figura 4.
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Figura 4. Mecanismo de infeccion del VNO. Modificado de Okamoto et al., 2017.
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Algunas fuentes expresan que tras la inoculacién del virus por parte del mosquito primero
penetra con la saliva en la epidermis y genera una funcién inmunomoduladora que ayuda a la
replicacién en las células dendriticas, queratinocitos y de Langerhans, las cuales difunden a los
ganglios linfaticos, drenan al torrente sanguineo (que se corresponde con la etapa febril), y tiene
lugar la viremia primaria donde se disemina a tejidos periféricos tales como el rindn y el bazo y
de ahi a drganos viscerales pudiendo traspasar la BHE y penetrar en el SNC (De Filette et al.,

2012; Ashhurst et al., 2013; Villalobos, 2015; Vonesch et al., 2019).

En el SNC origina la muerte de neuronas inespecificas, lesionando a nivel medular las
motoneuronas del asta anterior, en la médula espinal y la materia gris del tronco del encéfalo.
La afeccion al SNC depende de la neuro virulencia, que es la capacidad de producir la
enfermedad, y neuro invasividad que tiene lugar a través de varios mecanismos como: aumento
de la permeabilidad vascular por citocinas y paso directo a través de la BHE, paso paracelular
por el endotelio de la BHE, transporte de macréfagos tisulares infectados que atraviesan la BHE
con entrada de leucocitos en el cerebro y transporte al sistema nervioso mediante la infeccidn
de neuronas periféricas u olfativas (Clark y Schaefer, 2020; Ashhurst et al., 2013; Petersen et al.,

2013; Villalobos, 2015).

Lainflamacidn del SNC estd desencadenada por la liberacion de citocinas y quimiocinas por parte

de las neuronas infectadas, dando lugar a la invasion de leucocitos (Lim et al., 2011).

Existe un mecanismo de defensa por parte de las células infectadas que consiste en la muerte
celular programada (apoptosis) mediante la activacion de ciertas caspasas, lo que permite la
eliminacion de células danadas o innecesarias. Sin embargo, esto puede tener connotacién
positiva y negativa. Por un lado, tendra un efecto antiviral en el cudl moriradn aquellas células
infectadas, pero por otro lado si ocurre en células que no se renuevan con tanta facilidad como
las neuronas, puede conllevar efectos patoldgicos negativos (Cho y Diamon, 2012; Lim et al.,

2011; Okamoto et al., 2019).

En la infeccidn por el VNO se sabe que la inmunidad innata es imprescindible para evitar la
replicacién masiva del virus, que la enfermedad progrese a estadios mas severos y ademas para

preparar a lainmunidad protectora humoral mediada por células (Quicke y Suthar, 2013).

Segun su secuencia de nucleétidos se diferencian hasta 8 linajes, motivo de controversia en los
ultimos tiempos, no obstante, la mayoria pertenece a los dos principales, el linaje 1 y el linaje 2

(Alsaleh et al. 2016; Jiménez-Clavero y Sdnchez-Seco, 2014; Pérez-Ramirez et al., 2017).
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El linaje 1, que se compone a su vez de distintos clados (1a-c) diferencidandose en su virulencia y
patogenicidad, se ha encontrado principalmente en Africa, Europa, Oriente Medio, Asia, Oceania
y América del Norte ademas de India y Australia produciendo los recientes brotes y epizootias.
Mientras que el linaje 2 procede en su mayoria de Africa subsahariana y Madagascar ademas de
cepas aisladas en Europa ultimamente desde Hungria, hasta Rusia e Italia. El linaje 2 fue
considerado al principio de menos patogenicidad que el 1, sin embargo, en estudios posteriores
se demostré que no esta exento de producir la enfermedad neuro invasiva ya que la virulencia
depende mas de la cepa que del linaje, ademds actualmente se considera responsable de la
mayoria de los casos humanos producidos en Europa (Ministerio de Sanidad, 2020). Todo esto
se encuentra aln en estudio y necesita de una mayor investigacion. Investigaciones recientes
han concluido que el VNO esta presente en todo el mundo exceptuando el continente de la
Antartida, como se puede percibir en la figura 5 (Alsaleh et al., 2016; Esser et al., 2019; Jiménez-

Clavero y Sanchez-Seco, 2014; Parkash et al., 2019; Pérez-Ramirez et al., 2017).

LINAJE 2
LINAJE 1

Figura 5. Representacion mundial de los linajes 1y 2 del VNO. Modificado de Pesko y Ebel,
2012.
Al fin y al cabo, el VNO estd ampliamente distribuido tanto geografica como genéticamente en

el continente africano, siendo este la fuente de todas las cepas que estdn repartidas por todo el

mundo (Donadieu et al, 2013).

Infecta a distintos tipos de animales vertebrados como el caballo y el ser humano. Se caracteriza
por ser un virus capaz de infectar el SNC causando una enfermedad neuroldgica grave (Donadieu

et al, 2013).

Tiene un ciclo de transmisidn enzdtico entre mosquitos del género Culex, especificamente Culex
pipiens (figura 6a), Culex univitattus, Culex restuans (figura 6b) y Culex tarsalis (figura 6c) y aves
de diferentes especies migratorias. EIl VNO ha sido también aislado de especies de otros géneros

de mosquitos como Aedes, Anopheles, Coquillettidia y Ochlerotatus. Estos mosquitos pueden
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contagiar a seres humanos, caballos y otros mamiferos convirtiéndose en huéspedes sin salida,
porque no alcanzan una viremia suficiente como para transmitir el virus. Podriamos por lo tanto
deducir que el ciclo principal de transmision es mosquito-ave-mosquito (Barzon, 2018; De Filette

et al., 2012; Gould y Fikrig, 2004; Hammami y Ben, 2020).

Figura 6: a, Culex pipiens; b, Culex restuans; c, Culex tarsalis (Burkett, 2013; Cortes A, 2020).

El vector es mas activo, y por tanto hay un mayor riesgo de infeccidon por VNO, durante los meses
gue comprenden desde abril hasta noviembre, en concreto al final del verano casi ya entrando
en otofio. Durante el resto del afio, este riesgo es muy bajo. Esto es debido a que es el momento
en el que las aves ya han emigrado y el mosquito necesita otra fuente de alimentacién de un
hospedador vertebrado recurriendo a los humanos (Ministerio de Sanidad, 2020). Sin embargo,
en paises tropicales el patron de actividad es casi constante durante todo el afio, pero sobre

todo en periodos de lluvia (Izaguirre et al., 2003).

Factores como las precipitaciones, la temperatura o incluso que coincida una densidad de
poblacién suficiente de vectores y posibles huéspedes, va a determinar que en una zona haya o
no VNO. Mientras que las altas temperaturas se relacionan directamente con un aumento en la
presencia de VNO, las precipitaciones no siempre son adecuadas, dependerda del habitat que
estemos considerando ya que la ausencia de estas puede favorecer la creacién de charcos de
agua estancada que favorece la cria de los mosquitos y en otras ocasiones la abundancia de
precipitaciones produce un habitat posible donde antes no lo habia y aumenta la incidencia
(Esser et al., 2019). No obstante, para una temperatura inferior a 202C en verano la transmision
serd nula. Cuanto mas tiempo permanezcan las condiciones climaticas favorables para el virus,

mayor durara el periodo de tiempo en el que este esté activo (Lopez-Vélez, 2005).

No podemos olvidar que la adaptacion de los mosquitos en distintas dreas geograficas del
mundo es diferente y que la relacién que existe entre el VNO y algunos factores intrinseco o

extrinseco de los componentes del ciclo de vida pueden variar (Esser et al., 2019).
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Tras un periodo de incubacién de 2 a 15 dias (aunque puede llegar a los 21 dias), el paciente
presenta una infeccién que suele ser asintomdtica o subclinica, en el 80% de los casos
aproximadamente, con una duracion de 2 a 5 dias, si existen sintomas se caracteriza por
presentarse de forma subita un cuadro psuedogripal denominado “fiebre del Nilo Occidental”
(FNO), y solo en el 1% de los casos da lugar a una enfermedad neuro invasiva que puede tener
consecuencias a largo plazo como pérdida de memoria, paralisis, cambios de personalidad,
debilidad muscular (que recuerda al sindrome de Guillain-Barre), rigidez nucal, producir un coma
o ser mortal. La neuroinvasividad puede manifestarse como encefalitis (inflamacion del
cerebro), paralisis flacida aguda (también conocida como sindrome polio-like) practicamente
Unica por este virus, que tiene lugar por el dafio medular de las astas anteriores generando a
una atrofia perceptible, meningitis (inflamacién de las meninges y la médula espinal) o incluso
hepatitis. Es bastante frecuente que aparezcan trastornos extrapiramidales, como temblor en
las extremidades, que recuerdan a la enfermedad del Parkinson, conociéndose como el
fendmeno del parkinsonismo secundario. Posiblemente la ansiedad, depresién y desidia son
algunas de las secuelas que pueden quedar tras la infeccion por VNO (Abdullai et al., 2020;
Barzon, 2018; Esser et al., 2019; Goodman, 2012; Guzman et al., 2020; Jang et al., 2009; Jiménez-
Clavero y Sdnchez-Seco, 2014; Papa, 2019; Parkash et al., 2019; Petersen et al., 2013; Saiz, 2020;
Villalobos, 2015).

Aungue no es lo mas comun, un conjunto de pacientes ha mostrado complicaciones oculares,

llegando desde el cerebro a través del nervio dptico (Ashhurst et al., 2013).

Los sintomas de la enfermedad leve suelen ser similares a un cuadro gripal como hemos
mencionado anteriormente, acompanado de: fiebre, dolor de cabeza, fatiga, a veces exantema,
dolor muscular, nauseas o vomitos y linfadenopatia. Algunos de estos sintomas son compartidos
con otras infecciones por distintos virus del género Flavivirus, lo que a veces conduce a un

diagndstico erroneo (Guzman et al., 2020; Izaguirre et al., 2003; Papa., 2019; Villalobos, 2015).

En aquellos casos donde no ha habido daio en el SNC por lo general el prondstico es favorable
y en un bajo porcentaje de los casos puede permanecer un sindrome de fatiga crdnica. La
presencia de meningitis no es un problema para la recuperacién del paciente, por el contrario,
la encefalitis tiene mas probabilidad de generar secuelas y la paralisis flacida solo permite a un

tercio de los enfermos su recuperacion (Villalobos, 2015).

Cuando el virus afecta al SNC, suelen aparecer Ulceras por presion, aspiracion y trombosis
venosa profunda debido a que muchos pacientes quedan postrados en la cama (Clark y Schaefer,

2020).
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La proporcidn mas alta de virus en sangre se consigue a los 4-8 dias de la primoinfeccién. La
persona se recupera con normalidad casi siempre y la infecciéon conlleva a la adquisicién de

inmunidad perdurable en el tiempo (Esser et al., 2019).

Los jévenes son mas propensos a desarrollar la enfermedad por el VNO, sin embargo, el riesgo
de neuroinvasividad afecta principalmente a personas de edad avanzada, nifos e
inmunodeprimidos, también aquellos con una patologia de base como diabetes, hipertension,
enfermedad renal y otras, asi como el sexo masculino, los cuales tienen una mayor probabilidad
de padecer un sindrome neuroldgico. Ademas, aquellas personas que viven en zonas rurales
tienen mas posibilidad de infectarse por el virus por su proximidad al ciclo salvaje y humedales,
asi como aquellas que se dedican profesionalmente a actividades de riesgo para su contagio
(Barzon, 2018; Beck et al., 2013; Bernabeu-Wittel et al., 2007; Esser et al., 2019; Loeb, 2013;
Petersen et al., 2013).

4.5. ¢Como se transmite el VNO?

Transmision
entre aves
i
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Figura 7. Ciclo de transmision del VNO. Modificado de Gould y Fikrig, 2004.

El VNO lleva a cabo dos ciclos de transmisidon, reproducidos en la figura 7. Un ciclo enzdtico
primario entre un conjunto de mosquitos vectores y aves amplificadoras, y un ciclo secundario
en el que se ven involucrados distintos artropodos que transmiten el virus a través de sus
vectores caracteristicos a humanos y caballos (hospedadores secundario final). En total se sabe

gue existen en torno a 43 especies de mosquitos (especial importancia las del género Culex,
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figura 6), y hasta 150 aves capaces de contribuir en el ciclo de infeccién (Barzon, 2018;

Hernandez et al., 2009).

Para poder transmitir la enfermedad es necesario que en el huésped se genere una carga viral
suficientemente alta como para que una vez que el mosquito pique pueda ser infectado y este
actuar como vector, este papel lo desempefia fundamentalmente las aves, algin ejemplo serian
los arrendajos azules, los cuervos americanos, gorriones y los zarcillos, denominados todos aves
paseriformes o pajaros (Abdullai et al., 2020). Por tanto, actuaran como huéspedes aquellas aves
gue sean capaces de desarrollar una viremia suficiente para la propagacion de la enfermedad

(Corrales-Aguilar, 2014).

Pero no solo las aves pueden ser infectadas, otros vertebrados como anfibios, reptiles y
mamiferos puede contagiarse y transmitir el VNO. Una excepcion seria los humanos y caballos,
gue no tienen capacidad de desarrollar una viremia suficiente como para que al alimentarse un

mosquito adquiera el virus y pueda propagarlo.

Por lo tanto, los humanos y los caballos son considerados huéspedes secundarios ya que no son
transmisores como tal, no tienen una viremia suficiente para portar la enfermedad, es decir, no
actuan como reservorios a diferencia del resto (Abdullai et al., 2020; Jiménez-Clavero y Sanchez-

Seco, 2014).

El mosquito se alimenta de la sangre de vertebrados infectados por el virus, el virus en el
mosquito se reproducira constantemente y la proxima vez que el mosquito vaya a alimentarse,
a través de su saliva los inoculard en los nuevos hospedadores vertebrados sanos, estos son
capaces de mantener el virus en el organismo en torno a 5 dias, tiempo suficiente como para

gue otro insecto vector se alimente de ellos y se infecte.

Uno de los retos mas importantes del VNO es su vigilancia debido a que el ciclo de transmisién
entre vertebrados y vectores es complicado y una gran parte de los humanos y demas mamiferos

contagiados son huéspedes asintomaticos y sin salida (Papa, 2019).

Teniendo en cuenta que el VNO es un virus cuya ecologia estd cambiando durante los ultimos
afios, produciendo con anterioridad brotes aislados y esporadicos a dispersarse a zonas no
endémicas, hoy en dia se considera un patégeno emergente (Bernabeu-Wittel et al., 2007). La
propagacion del VNO ademas es superior en paises mediterraneos como Espafia, Francia, Tunez,
Argelia y Marruecos, siendo la zona decisiva de paso obligado de las aves migratorias entre el
continente africano y europeo, y por consiguiente esta enfermedad puede incrementarse en

estos paises por el cambio climatico (Lépez-Vélez et al., 2005). No obstante, es importante
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conocer el papel que juegan las aves en este ciclo de transmisidn, ya que debe haber buenas
condiciones en el nuevo ambiente ademas de coexistir vectores locales capaces de transmitir el

virus de forma apropiada (Valero, 2003).

éPor qué sucede esto? Los factores climaticos cuentan con una gran responsabilidad. Como dijo
entonces Hipdcrates: “la salud y la enfermedad en el hombre no solo estan en relacién con su
organismo, sino también con el medio ambiente, especialmente con los fendmenos

atmosféricos” (Osvaldo y Merino, 2012).

La transmision, ademas de ser principalmente a través de la picadura nocturna de vectores
infectados ya mencionados, también tiene riesgo de ser a través de transfusiones de sangre y
donacion de drganos, tejidos y células, la lactancia materna, transmision transplacentaria y
posiblemente mediante aerosoles. Ademas, se sospecha que puede haber una transmisién
percutanea o conjuntival de trabajadores de laboratorios. Por ello es muy importante contar
con programas de vigilancia para prevenir y frenar esta transmisién, sobre todo en aquellas
zonas endémicas. Aun asi, la transmisién del virus por estas vias tiene una presencia muy
pequefia y no se consideran un riesgo para la propagacion del VNO (Alejo-Cancho et al., 2020;

Barzon, 2018; Papa, 2019; Petersen et al., 2013; Villalobos, 2015; Wiwanitkit, 2009).

El VNO se ha convertido en un asunto tan importante que en EE. UU es el Unico patégeno,
ademas del virus del Zika, que es examinado en las transfusiones sanguineas, para evitar esta

via de transmisién (Araujo et al., 2020).

Por otra parte, si animales o mosquitos infectados son consumidos por vertebrados aptos, o las
aves entran en contacto con restos fecales de otras aves que contienen el VNO, este puede ser

transmitido (Barzon, 2018).

La infeccién por el VNO en Europa ocurre en aquel periodo donde sus vectores estan mas
activos, que corresponde con los meses de julio hasta septiembre (Jiménez-Clavero y Sdnchez-

Seco, 2014).

4.6. Prevencion
Hoy en dia, solo la prevencién y el control son los medios que nos aseguran la disminucidn de la
mortalidad y morbimortalidad producida por el VNO (Wiwanitkit, 2009).

Debido a la situacién geografica en la que Espafia se encuentra, siendo un pais donde multiples
aves migratorias de paises endémicos hacen sus paradas, ademas del favorable entorno

climatoldgico para la dispersion del VNO ya que cuenta con numerosas zonas humedas como
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los pantanos, lagos o delta de los rios (hdbitat perfecto para las aves y los mosquitos) facilitando
aun mas la transmision, es sumamente importante implantar sistemas de vigilancia y

prevencion.

La vigilancia puede ser activa, que se basa en la deteccion temprana del virus, o pasiva, una vez

gue este ya esta en circulacion.

Para que todos estos sistemas sean eficaces, es necesario que sean globales, integrados, que
tengan un buen control de plagas y se facilite informacién de calidad a la poblacién (Jiménez-

Clavero y Sanchez-Seco, 2014).

Por una parte, habrd que vigilar constantemente, aunque no haya enfermedad, para poder
obtener un mejor conocimiento sobre los vectores y los reservorios, tanto en su situacion
geografica como su habitat idéneo. Una vez que conocemos esto sera mas facil poder incidir en
las fuentes de origen, reduciendo aquellas zonas de crias de larvas de mosquitos mediante un
control quimico o biolédgico, para reducir las poblaciones de mosquitos. Lo que se hace es
administrar una proporcién baja de pesticidas a través del aire y en la propia tierra, no
produciendo ningun efecto adverso en la salud de la poblacidn. Los insecticidas que mas se usan
son los organofosforados que bloquean de formairreversible la acetilcolinesterasa, o piretroides
sintéticos. La actividad de la fumigacién es beneficiosa para evitar que los mosquitos se
reproduzcan, ademas se debe drenar las aguas estancadas ya que es un habitat perfecto parala
propagacién de estos (Googman, 2012; Jiménez-Clavero y Sanchez-Seco, 2014; Osvaldo y

Merino, 2012; Petersen et al., 2013).

También habria que estar en continua formacién sobre estas actividades de control, realizar una
adecuada educacién higiénico-sanitaria, campafas publicitarias etc, aunque en Espaia el

control vectorial no esta regulado por la ley (Lépez-Vélez y Molina, 2005).

En Espafia existe la red EVITAR desde 2001, constituido por un equipo multidisciplinar, que
trabajan sobre estas enfermedades arbovirales y entre la que se encuentra la producida por el
VNO. Asi el Plan del Vigilancia del VNO se empezd en 2007 y considera la vigilancia tanto de las
aves, mosquitos, humanos y también équidos. De este modo, la encefalomielitis equina
producida por el VNO es considerada una enfermedad de declaracion obligatoria (EDO) en

Espafa (Esser et al., 2019; Lépez-Vélez y Molina, 2005; Real Decreto 526/201, 2014).

La mejor prevencion de todas serd evitar la picadura del mosquito, por ejemplo, usando
métodos de barrera como mosquiteras y repelentes. También es importante evitar la realizacion

de actividades al aire libre cerca de zonas donde el VNO puede estar presente como humedales
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0 zonas con aguas estancadas en el periodo de maxima actividad del virus, es decir sobre todo
al final de verano y principio del otofio y entre el amanecer y el atardecer. Seria conveniente
usar ropa de manga larga al igual que pantalones largos en el que caso que se hagan actividades
en estas zonas durante las horas de mas dinamismo del mosquito y otra opcidn seria tratar la
ropa con permetrina (Clark y Schaefer, 2020; De Filette, 2012; Goodman, 2012; Hernandez et
al., 2009; Izaguirre et al., 2003).

En el momento en el que se detecta un caso hay que notificarlo y describirlo rdpidamente para
poder controlar el brote, asi como determinar el area geografica donde se ha producido esa
infeccidn, ya que el empefio debera dirigirse a aquellas zonas donde es mds posible la circulacidn

del virus (Esser et al., 2019; Lopez-Ruiz et al., 2018).

Por otra parte, es necesario un enfoque multidisciplinar que cuente con médicos, enfermeros
capacitados en especialidades, farmacéuticos, veterinarios, ya que los animales son un punto
fuerte muy importante en estas enfermedades, y profesionales aptos tanto para llevar a cabo
estas actividades de prevencién y control como aquellas encaminadas a tratar al paciente

enfermo (Clark y Schaefer, 2020; Lopez-Ruiz et al., 2018).

Si queremos obtener una inmunizacion contra el VNO la mejor medida profilactica de todas las
existentes es la vacunacion. Sin embargo, hoy en dia no hay vacunas aprobadas para este virus
por la FDA en seres humanos, algunas se encuentran aun en ensayos clinicos lo que significa que
aun quedan varios afios para que haya alguna a disposicion de la poblacién. Sin embargo, las
vacunas si tuvieron éxito para caballos, con un total de 3 vacunas aprobadas (De Filete et al.,
2012), donde podemos encontrar algunas basadas en proteinas recombinantes, replicones de

ARN o vectores virales capaces de expresar genes de VNO entre otras (Ulbert, 2019).

De los 6 ensayos en humanos que se han realizado de vacunas, ninguno ha demostrado no ser
seguro ni ineficaz, pero todos se han parado y no han progresado mas alla de la fase Il (Ulbert,
2019). El problema, entre otros, es que es un virus que no podemos predecir cuando va a
aparecer y originar brotes de distinta magnitud para poder realizar ensayos en fase lll, lo que

dificulta ain mas la aprobacidn de posibles terapias (Araujo et al., 2020).

No obstante, solo dos candidatos recombinantes atenuados desarrollaron una inmunidad fuerte
tras una Unica dosis. Se trata de dos vacunas que expresan las proteinas prM y E del VNO, una
de ellas lo hacia en un esqueleto del virus de la fiebre amarilla, ChimeriVax, la otra por el

contrario en uno del virus del Dengue, rWN/DEN4A30 (Saiz., 2020).
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Se hicieron ensayos preclinicos sobre vacunas de subunidades basadas en proteinas
recombinantes expresadas en Escherichia coli, sin embargo, no fueron capaces de pasar a
ensayos clinicos. Esta aplicacién tiene algunos problemas a la hora de generar un plegamiento
correcto a partir de cuerpos de inclusion y escoger el adyuvante correcto, donde se estudiaron
varios de ellos para saber cual seria el mds adecuado y con cudl se obtiene la mejor respuesta
inmune. Por lo tanto E. coli podria ser un huésped adecuado para elaborar vacunas contra el

VNO (Araujo, 2020).

Hay que considerar que la incidencia en la enfermedad neuro invasiva del VNO es muy baja y los
costes derivados de la aprobacion de la vacuna son muy altos, y en el caso de que se aprobase
alguna, esta iria dirigida a aquellos grupos de mas riesgo. Ademas, otras estrategias preventivas

son mucho mas baratas (De Filette et al., 2012; Ulbert, 2019).

La rentabilidad que puede conllevar la vacunacidn contra el VNO ha sido estudiada en los EE. UU
en dos publicaciones en el afio 2006 y 2017. Sin embargo, la conclusién que se obtiene es que el
ahorro de costes es poco rentable, ya que los casos son pocos y los costes elevados (Ulbert S.,

2019).

En el caso en el que se aprobara una vacuna esta deberia ser rentable, segura y eficaz, sobre
todo para aquellas personas a las que mas le afectara una infeccién por VNO. Para poder obtener
una rentabilidad adecuada, deberd de optimizarse al maximo el proceso para que asi los costes
de produccidn sean los mas bajos posibles. Ademas, lo ideal es que la inmunidad se adquiriera

con una sola dosis y que esta proporcione proteccion a largo plazo (Saiz, 2020).

Un punto clave e importante en el desarrollo de una vacuna contra el VNO es que carezca de
epitopos que puedan ser reconocidos por anticuerpos presentes en nuestro organismo frente a

otros flavivirus (Ulbert., 2019).

4.7. Tratamiento

La aprobacién de terapias antivirales contra las especies englobadas en el género Flavivirus para
humanos aun estd en proceso de desarrollo. Existen algunos tratamientos que se han usado en
contadas ocasiones y otros que se encuentran aun en fase de estudio. Esto se debe en gran parte
a la dificultad para conseguir un nimero significativo de candidatos a ensayos clinicos (Eyer et

al., 2017; Petersen et al., 2013).
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A continuacidn, se mencionaran tratamientos usados en algiin momento para la fiebre del Nilo
Occidental o aquellos que se encuentran o han estado en fase de desarrollo segun la bibliografia

disponible.

Uno de ellos es el BCX4430, que mostré datos farmacocinéticos y de buena tolerabilidad
aceptables en fase 1, que debido a un cambio estructural evita la interaccién de la ARN
polimerasa dependiente de ARN (NS5) deteniendo la replicacion viral. La ARN polimerasa
dependiente de ARN se encarga de originar una cadena negativa que servird de molde para
generar el resto de las copias nuevas de ARN de cadena positiva (De Filette et al., 2012; Eyes et

al., 2017).

Otro compuesto es el favipiravir, de amplio espectro para distintas familias virales. Se trata de
un profarmaco, cuyo metabolito activo interacciona con la ARN polimerasa dependiente de ARN
como una psuedopurina. Ha demostrado ser eficaz en ensayos realizados en roedores
disminuyendo el ARN y la expresién de proteinas del VNO, pero no existen ensayos sobre si es
capaz de atravesar la BHE. Este compuesto ha sido aprobado como tratamiento de reserva para

la enfermedad de la influenza en Japon (Bologheanu et al., 2020).

También en algunos casos se han usado ribavirina, interferon-a e inmunoglobulina,
recomendada por algunos autores para las formas mas severas del VNO, pero esto no implica
que se hayan realizado ensayos clinicos de estos farmacos para esta enfermedad en concreto
(De Filette et al., 2012; Villalobos, 2015). En el caso de la ribavirina los resultados son
discordantes, aunque en algunos estudios in vitro se ha visto que inhibe la replicacién en las

células neurales (lzaguirre et al., 2003).

El arbidol o umifenovir es un compuesto antiviral cuyo mecanismo de accidon consiste en
interaccionar con los lipidos de la membrana impidiendo asi la fusién de membrana entre el
virus y la célula huésped. Este compuesto es autorizado en Rusia y China para la prevencion y
tratamiento de la infeccidén por el virus de influenza humana A y B, pero ademas se ha
descubierto que es eficaz contra muchos virus de ADN y ARN con y sin envoltura, entre ellos el

VNO (Haviernik et al., 2018).

Efavirenz, tipranavir y dasabuvir son tres farmacos que han sido estudiados y demostraron ser
inhibidores a concentraciones micromolares del VNO y el ZIKV, aunque no implica que por ello
sean candidatos adecuados para tratar la enfermedad que producen estos virus (Stefanik et al.,

2020).
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Asimismo, otra alternativa terapéutica seria dirigir el tratamiento hacia aquellos componentes
celulares propios del organismo que favorecen la multiplicacién del virus ya que son necesarios
para su supervivencia. Un ejemplo seria el citoesqueleto que participa en multiples funciones
que hacen posible la entrada del virus en la célula, como introducir sustancias que estos
necesitan, el transporte de los endosomas, servir de arma para luchar contra los anticuerpos
gue quieren acabar con el virus etc. Por lo tanto, si los microtubulos se rompen, no pueden
ejercer su funcidon y muy probablemente se reduciria con éxito la carga viral. Aun asi, esto es

algo que se sigue estudiando e investigando con mas profundidad (Zhang et al., 2019).

Actualmente, el tratamiento del VNO va a ir enfocado a paliar los sintomas y no al ataque del
virus, una vez que se ha descartado la posibilidad de otras enfermedades (Guzman et al., 2020;

Martin-Acebes et al., 2016).

Se puede concluir que no existe un tratamiento determinado para la infeccidon por VNO por lo
tanto se debe proporcionar un tratamiento de soporte o apoyo (Lopez-Ruiz et al.,, 2018;
Villalobos., 2015). El tratamiento de soporte implica un soporte respiratorio y una prevenciony

tratamiento de posibles infecciones bacterianas (Hernandez et al., 2009).

4.8. Diagnostico

Antes de llevar a cabo un tratamiento eficaz, se necesita un diagndstico para conocer la etiologia
de la enfermedad, basandose en primer lugar en la sospecha clinica y posteriormente la

confirmacién a través de pruebas de laboratorio (Villalobos, 2015).

El diagndstico del VNO a través de pruebas de laboratorio consiste en la deteccion del propio
virus o de anticuerpos contra este. No obstante, como la aparicion de los sintomas, y por tanto
sospecha de haber contraido el virus, no aparece hasta varios dias después, las pruebas
indirectas o seroldgicas son los que cobran mayor importancia (Beck et al., 2013; Izaguirre et al.,

2003).

Para conocer la presencia del virus en una muestra podemos hacer uso de técnicas viroldgicas

aislando el propio virus, o moleculares como la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Por otro lado, si lo que queremos es saber si existen anticuerpos contra el VNO en una muestra
bioldgica habra que hacer uso de técnicas seroldgicas como ELISA, inhibicién de la

hemaglutinacién (IH), ensayos de inmunofluorescencia (IFA) y seroneutralizacion.

Hay que tener en cuenta que el ensayo de seroneutralizacion tiene una sensibilidad

practicamente del 100% siendo el Unico que me permite confirmar la presencia o ausencia del
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virus. Debido a que existe una alta tasa de reactividad cruzada entre distintas familias del género
Flavivirus, por ejemplo, el haberse puesto una vacuna contra el virus de |a fiebre amarilla o haber
pasado una infeccion por el virus de la Encefalitis de Sant Louis podria dar un resultado positivo
en el test de ELISA para el VNO ya que muchos arbovirus son antigénicamente similares (Beck et
al., 2013; Corrales-Aguilar, 2014; Fang y Reisen, 2006; Hernandez et al., 2009; Jiménez-Clavero
y Sanchez-Seco, 2014).

Las técnicas seroldgicas o indirectas pueden realizarse tanto en plasma como en liquido
cefaloraquideo (LCR) a través de una puncion lumbar y consiste en revelar la presencia de

anticuerpos (Goodman., 2012; Hernandez et al., 2009; lzguirre et al., 2003).

Para hacer un diagnéstico directo (aislamiento del virus, PCR, deteccion de antigenos virales) es
muy importante tener en cuenta el tiempo del que se dispone para la toma de muestra, que
debe ser en los primeros 4 dias tras el comienzo de los sintomas, ya que esta debe realizarse en
el periodo de tiempo en el que se pueda detectar el virus en el torrente sanguineo, es decir,

cuando la infeccion se encuentra en fase aguda (Hernandez et al., 2009; Izaguirre et al., 2003).

Tras la exposicién al VNO se generan anticuerpos IgM, que pueden detectarse entre 4 y 7 dias
tras la picadura del mosquito y permanecer durante un aio aproximadamente. Esto es debido
a que los niveles de IgM necesarios para que se detecten pueden tardar en aparecer. También
se producen anticuerpos IgG que no se detectan hasta 8 dias después de que se manifiesten los
sintomas y por lo tanto para el diagndstico no es tan satisfactorio (Clark y Schaefer, 2020; De

Filette et al., 2012).

Para confirmar la infeccion es necesario demostrar un aumento de 4 veces del titulo de
anticuerpos, aislar el virus y detectar antigenos virales o genoma del virus en tejido, sangre, LCR

o cualquier otro fluido corporal (Izaguirre et al., 2003).

Encontrar anticuerpos como IgM en el LCR nos va a indicar infeccidn en el sistema nervioso
central ya que estos no atraviesan, de forma general, la barrera hematoencefalica (Petersen et

al., 2013).

Aungque las pruebas den un resultado negativo, no se debe rechazar la posibilidad de que haya
infeccidn si no se ha realizado una prueba tras los 8 y 21 dias de aparicidn de los sintomas y esta

no haya resultado ser positiva (Osvlado y Merino, 2012).

Existe una prueba especifica para la deteccidon de VNO, el virus de la Encefalitis de San Louis y |a
Encefalitis Equina del Este denominado VecTest (ensayo de captura de antigeno). Tiene un

formato de tira reactiva, una varilla de deteccién recubierta con anticuerpos especificos que
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introduciendo en la solucién de muestra correspondiente nos proporciona un resultado en
menos de 20 minutos y ademas como ventaja extra no requiere un equipo complejo siendo facil
de usar (De Filette et al., 2012). Proporciona una prueba previa, rapida, segura y facil de usar
pudiendo avisar al personal de salud publica sobre la existencia del VNO en mosquitos de un
area determinada. Como desventaja estd la sensibilidad ya que existen otros métodos mas

sensibles que este, sin embargo, la precisién es practicamente del 100% (Panella et al., 2005).

En la figura 8 podemos apreciar la comparacion de resultados entre el VecTest y una PCR.
Tenemos dos muestras, una positiva y otra negativa, a las cuales se les ha realizado una PCR y
un VecTest paralelamente. Para aquella donde |la PCR es negativa, no se obtuvo ningun resultado
positivo en el VecTest. Sin embargo, en la muestra que ofrecié un resultado positivo para PCR,
el 89% de los casos condujo también a un resultado positivo para el VecTest, pero el 11%
resultaron ser falsos negativos, de ahi que la sensibilidad de esta novedosa técnica no sea del

100%.
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Figura 8. Comparacion de resultados del VecTest con PCR (Stone et al., 2004).

Un marcador de diagndstico al que se le esta dando mucha importancia es el de la proteina NS1
que paralelamente puede ser un hit en el desarrollo de terapias y de hecho ya existen estudios

de vacunas basadas en ella (Zhang et al., 2019).

Un rasgo caracteristico de estar infectado por particulas virales del VNO es encontrar
linfocitopenia en sangre periférica y un LCR con pleocitosis abundante en linfocitos, proteinas

elevadas y normoglucorraquia (lzaguirre et al., 2003; Villalobos, 2015).

En la enfermedad neuronal es comun la realizacidon de ciertas pruebas como la resonancia
magnética nuclear que suelen cursar sin anomalias, aunque en algunos casos es posible

visualizar la presencia de edema cerebral (Villalobos, 2015).

Aungue aun quede mucho por descubrir e investigar, todo lo que hay ha servido para dar un

paso al frente hacia el desarrollo de todas estas terapias y métodos de diagnéstico, siendo un
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gran reto no solo para la enfermedad del VNO sino para la mayoria de los virus del género

Flavivirus (Rastogi et al., 2016).

4.9. Ultima epidemia en Andalucia

Como ya hemos comentado anteriormente, Espafia es un pais que se encuentra en una zona
estratégica para el paso de aves migratorias entre Africay Europa en la cual el VNO es endémico,
ademas la alta presencia de zonas hiumedas como los deltas de los rios, pantanosas o lagos, en
las cuales encontramos aves migratorias y mosquitos que va a favorecer mas aun la propagacién
del virus. Por otro lado, teniendo en cuenta que las condiciones climaticas son muy favorables y
existen vectores que estan en contacto con aves y humanos, es muy facil el mantenimiento y
circulacion del virus responsable de la FNO. Debido a todo esto Espafia tiene un alto indice de
riesgo de que puedan aparecer brotes constantemente (Ministerio de Agricultura, Pesca y

Alimentacion, 2021).

El VNO lleva expandiéndose geograficamente desde 2010 en Europa con marcada
estacionalidad. El primer brote ocurrido en Espaia tuvo lugar en Extremadura en la provincia de
Badajoz durante el afio 2004 con un caso confirmado, posteriormente otros dos casos fueron
diagnosticados en 2010 y en el afio 2016 en Andalucia, con tres casos positivos. Paralelamente
se diagnostico también un aumento de brotes en équidos. No obstante, la primera vez que se
registré la presencia del VNO en Espafia fue en la década de 1980, encontrandose en el suero
de la poblacidn de Catalufia de un estudio retrospectivo (Garcia San Miguel et al., 2021; Lopez-

Ruiz et al., 2018).

Desde agosto de 2020, se identifican varios casos de meningoencefalitis linfocitaria humana en
la provincia de Sevilla, Andalucia, produciendo en total 5 muertes, todos residentes de Puebla
del Rio y Coria del Rio, pueblos ubicados en las marismas del Guadalquivir y cercanos a arrozales.
La enfermedad afecté a todas las edades, existiendo casos entre 4 y 88 afos. Esto vino precedido
por la observacidon de una densidad de mosquitos de la especie Culex perexiguus anormal,
bastante mas alto que otros afios, que fueron capturados en distintas poblaciones de Sevillay
Huelva. Tras el andlisis de estos mosquitos se observé que el VNO estaba muy presente en todos
ellos (Ministerio de Sanidad, 2020). Sin embargo, Jordi Figuerola, investigador principal del CSIC
en la Estacién Bioldgica de Dofiana, explica que el mosquito transmisor del VNO que generd este
brote en Espaiia fue principalmente por Culex perexiguu, que es incapaz de desplazarse mas de
un kildbmetro y que por lo tanto nacieron cerca de donde se infectaron los afectados y no

provenian de Dofiana (Perdiguero, 2021).
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La alta actividad del vector en esta temporada 2020 y en estas dreas puede relacionarse con
variables climdticas sucedidas en ese entonces, en el que tuvo lugar una primavera con lluvias
abundantes e intensas en el mes de mayo en comparacion con lo habitual otros afios (Garcia

San Miguel et al., 2021).

Al tratarse de una situacion sin precedente, desde el primer caso sospechado y posteriormente
confirmado, se informd a la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica y al Centro Coordinador
de Alertas y Emergencias Sanitarias (CCAES) tras lo que se implementaron medidas de control

en sus territorios (Garcia San Miguel et al., 2021).

En Andalucia el plan de vigilancia comienza cada abril cuando el mosquito empieza a tener
mayor actividad pudiendo terminar en enero del siguiente afio seguin los datos entomoldgicos
que se obtengan cada periodo anual (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién, 2021).
También desde 2007 se pone en marcha un plan nacional de vigilancia del VNO en caballos y

aves.

Este ultimo brote coincide con la situacién pandémica en la que se encontraba no solo Espafia
si no el mundo entero, en la que probablemente los recursos se hayan dedicado, en su mayor
parte, a medidas de higiene del control de la COVID-19, descuidando los tratamientos de control

del mosquito y prevencion de la enfermedad del VNO.

Toda esta situacidn sirvié para mejorar la capacidad de deteccién de nuevos casos humanos y
por tanto prepararnos mejor para las siguientes temporadas (Garcia San Miguel et al., 2021).
Gracias a esos protocolos establecidos ha sido detectado un nuevo caso reciente en junio de
2021, ya que desde entonces se debe realizar la prueba de deteccién del VNO a todas las

meningoencefalitis de origen desconocido.

Por lo tanto, tras los casos ocurridos en 2020, diez meses mas tarde se informa de un nuevo caso
de meningoencefalitis por Virus del Nilo Occidental en Sevilla al Sistema de Vigilancia
Epidemiolégica de Andalucia por parte de la Direccién General de Salud Publica y Ordenacidn
Farmacéutica. El paciente se encuentra ingresado en la UCI infectado al mismo tiempo por
COVID. Inmediatamente se han puesto en marcha todos los protocolos y medidas de salud
publica necesarias y hasta la fecha no se ha detectado circulacion viral en caballos o aves,
existiendo aun bajas poblaciones de mosquitos adultos. Debido a que el primer caso de esta
temporada ha sido evidenciado con mas antelacidn de lo habitual, se siguen realizando pruebas

para descartar un falso positivo y se considera como algo excepcional (Lainez, 2021; Saiz, 2021).
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5. CONCLUSIONES

Tras la realizacion de este Trabajo Fin de Grado podemos elaborar las siguientes conclusiones:

1. El virus del Nilo Occidental, de geometria icosaédrica, estd formado por un material
genético de ARN monocatenario de sentido positivo, 3 proteinas estructurales (entre
ellas la proteina E que se unird al receptor para penetrar en la célula) y siete no
estructurales (siendo la NS1 la de mayor importancia y una posible diana terapéutica y
profilactica). Se han descrito dos linajes principales, el Linaje 1y 2.

2. Es un virus neurotrépico, transmitido por mosquitos del género Culex, que afectara al
sistema nervioso central en 1% de los casos manifestandose como una encefalitis, tras
un ciclo de transmision ave-mosquito-ave en el que cual los seres humanos de forma
accidental podemos formar parte, pero sin contribuir a su transmision.

3. ElI VNO ha ido extendiéndose y propagandose durante mas de 80 anos, produciendo
brotes en todos los continentes, siendo el arbovirus mads repartido en toda La Tierra.

4. No se ha encontrado ningun tratamiento especifico para el VNO realmente efectivo,
este se basa esencialmente en paliar los signos y sintomas que la enfermedad ocasiona,
aunque hay varios farmacos que se han utilizado o se encuentran en alguna de las fases
de desarrollo.

5. Destacar la importancia en la prevencién y el control tanto del mosquito como de los
animales transmisores de la enfermedad ya que no estad desarrollada vacuna para la
prevencion del VNO para humanos actualmente, aunque si para caballos.

6. En Espafia, el ultimo brote importante ocurrié en el verano de 2020, en la cuenca del

Guadalquivir y ya este afio se ha detectado un nuevo caso.
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