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Los echovirus (serotipos: 1-7, 9, 11-27 y 29-33) junto a los poliovirus (serotipos: 1-3),
los coxsackievirus grupo A (serotipos: 1-22, 24), los coxsackievirus grupo B (serotipos: 1-6)
y los nuevos enterovirus (serotipos: 68-71) constituyen el género de los Enterovirus
humanos. El hombre es el Gnico reservorio conocido y la transmision es, fundamentalmente
por via fecal-oral. Se dan casos de transmision por fémites, aunque la mas frecuente es la
via directa, de persona a persona, existiendo gran numero de portadores sanos. Los virus se
eliminan por las heces y se pueden detectar en aguas residuales. La circulacion de
enterovirus puede presentarse de forma endémica o en brotes epidémicos, siendo mas
frecuente en verano y otofio, en niveles socioeconémicos bajos y en nifios. Las infecciones
producidas por enterovirus pueden producir cuadros asintomaticos o dar lugar a cuadros
febriles, exantemas, enfermedad respiratoria del tracto superior, miocarditis, enfermedad de
Bornhélm, poliomielitis, encefalomielitis, ataxia, mielitis transversa e incluso se les ha
relacionado con el desarrollo de diabetes mellitus.

Sin embargo el cuadro al que més frecuentemente se asocian es a la meningitis
aséptica. La gravedad del cuadro clinico depende de varios factores, como son la edad
(pudiendo originar enfermedad generalizada en neonatos), estado inmunitario del huésped y
la virulencia del virus circulante. Aunque determinados serotipos se asocian con frecuencia a
brotes epidémicos, dando lugar a un sindrome especifico, los mismos serotipos pueden ser
responsables de infecciones esporadicas. De todas las meningitis asépticas en las cuales se
puede determinar el agente etiolégico sobre todo en nifios y jévenes, los enterovirus estan
asociados al menos en el 85%, siendo los echovirus los mas frecuentemente encontrados
en esta patologia.

Los echovirus del serotipo 11 (E11), como la muestra remitida en este control, se han
asociado con cuadros febriles inespecificos, enfermedades respiratorias, gastrointestinales,
manifestaciones exantematicas e infecciones neuroldgicas, sobre todo meningitis aséptica y
encefalitis, y en los neonatos, con la muerte subita y sepsis.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ENTEROVIRUS

La técnica de referencia para el diagnostico especifico de las infecciones por
enterovirus es el cultivo en lineas celulares susceptibles. Ante una sospecha de infeccion
enteroviral, siempre que se pueda, se deben tomar muestras de liquido cefalorraquideo
(LCR), exudado faringeo y heces de cada paciente, ya que ello aumenta el porcentaje de
aislamientos. Las muestras se deben transportar hasta el laboratorio refrigeradas (4°C) y es
recomendable que sean almacenadas a temperaturas inferiores a —20 °C si no se procede a
la inoculacion inmediata de los cultivos.

Para poder recuperar el maximo de tipos posibles de enterovirus, se deben inocular
las muestras clinicas en distintas lineas celulares, y asi aumentar la rentabilidad del cultivo.
Sin embargo algunos serotipos (especialmente algunos virus coxsackie grupo A) no pueden
ser recuperados en lineas celulares, con lo que seria necesaria, en caso de sospecha, la
inoculacion de las muestras en ratones recién nacidos. Los cultivos celulares mas sensibles



son la linea RD (rabdomiosarcoma humano) y los fibroblastos humanos, como las lineas WI-
38 (pulmén embrionario humano) y HEK (rifion embrionario humano). Siempre que se
pueda, se deben incorporar las lineas de BGM o Vero (rinidn de mono) y la linea A-549
(carcinoma de pulmoén humano); esta Ultima esta indicada para aislar los coxsackievirus
grupo B.

Tras la incubacion a 37 °C, la presencia del virus se manifiesta por la aparicién de un
efecto citopatico tipico y répido (24-48 h), caracterizado por la picnosis nuclear,
redondeamiento citoplasmatico, aparicion de células refractarias, degeneracion celular y
desprendimiento de la monocapa celular. No deben considerarse Unicamente estas
caracteristicas citopaticas como la base para la identificacion, ya que puede confundirse con
efectos toxicos sobre el cultivo. Algunas veces, el efecto citopatico no es claramente visible
en ciertos tipos, pero la realizacibn de una tincion inmunofluorescente con anticuerpos
monoclonales especificos (IF) permite su identificaciobn, de ahi que sea recomendable
hacerlo antes de descartar un cultivo como negativo.

Las heces son las muestras en las que se aislan mayor nimero de enterovirus; sin
embargo, el aislamiento unicamente a partir de heces no lo identifica necesariamente como
el agente etiologico de la infeccion, pues estos virus pueden excretarse de forma
asintomatica durante bastante tiempo. Los enterovirus aislados en heces deberian, no
obstante, ser identificados por la técnica de IF para descartar la excrecion de un poliovirus,
como parte de las actividades del Plan de Erradicacion de la Poliomielitis, para vigilar la
posible importacion de poliovirus salvajes desde areas endémicas.

El aislamiento a partir del LCR o del exudado faringeo es posible durante la fase
aguda de la infeccién, especialmente en los casos con sintomas neuroldgicos o
respiratorios. El periodo con el indice de aislamientos méas alto se establece en los cinco
dias previos a la aparicion de los sintomas, y continta hasta cinco dias después. En este
tipo de muestras es importante la identificacion del serotipo aislado ya que, en estos casos,
si podemos asociarlo al cuadro clinico vy, si se trata de un brote de meningitis, podremos
establecer el serotipo implicado. La identificacién del serotipo no tiene una utilidad clinica
inmediata, sin embargo la caracterizacion de los enterovirus implicados en los brotes supone
una informacion muy valiosa desde el punto de vista epidemiolégico. Inicialmente, debiera
diferenciarse un enterovirus del tipo polio o no-polio mediante IF. Estas técnicas, que
detectan antigenos viricos, son las mas utilizadas por su rapidez y sencillez. Actualmente,
existen disponibles antisueros contra el antigeno comun de los enterovirus (Dako®), que
sirven de cribado inicial. Si es positivo, se realiza una segunda técnica de IF con antisueros
para poliovirus 1, 2 y 3, y frente a echovirus, coxsackievirus A y B, y enterovirus 68-71 si el
laboratorio dispone de estos antisueros. Esta técnica es muy facil de incorporar en los
laboratorios de aislamiento de virus. Posteriormente, si el aislamiento se confirma como un
poliovirus, debe enviarse inmediatamente al Laboratorio de Referencia para su
caracterizacion intratipica. Si se trata de un enterovirus-no polio y se ha aislado de LCR o
exudado faringeo, conviene también tipificarlo. Si el aislamiento se ha obtenido de una
muestra de heces, procedera su tipado en determinadas ocasiones (dependiendo de cuadro
clinico, por ejemplo).

LABORATORIO DE REFERENCIA DE ENTEROVIRUS

El Laboratorio de Referencia de Enterovirus (Servicio de Virologia, Centro Nacional
de Microbiologia, Instituto Carlos Ill) caracteriza los virus obtenidos de muestras clinicas por
otros laboratorios de virologia espafioles. Los enterovirus recibidos proceden en su mayor
parte de pacientes con meningitis aséptica. Por otro lado, es el laboratorio certificado por la
Organizacién Mundial de la Salud como Laboratorio Nacional de Poliovirus en Espafia, y es
el coordinador de la Red de Laboratorios Espafioles del Programa de Erradicacion de la



Poliomielitis. La identificacion de los distintos serotipos se realiza mediante técnicas de
inmunoflorescencia, microneutralizacion y tipificacién molecular.

Para la mayoria de los enterovirus, la identificacién especifica se realiza mediante la
neutralizacion, que consiste en contrarrestar el efecto citopatico sobre el cultivo mediante la
utilizacion de un antisuero especifico que impide la union del virus a su receptor celular. La
técnica se ha simplificado bastante con el desarrollo de mezclas estandarizadas de
antisueros especificos de tipo, como la propuesta por Lim y Benyesh-Melnick (LBM), de
manera que un antisuero concreto aparece en 1, 2 6 3 mezclas. De esta forma, el
enterovirus puede ser identificado por su patron de neutralizacion, por la mezcla o mezclas
gue contienen su antisuero homotipico. Las primeras mezclas disponibles fueron A-H, que
identificaron 42 enterovirus y la mezcla J-P que identificaba 19 Coxsackievirus A. En los
ultimos afos se han incorporado otros antisueros suministrados por el Instituto Nacional de
Salud Pdublica y Medioambiental de Holanda (RIVM). La mayoria de los problemas de
neutralizacion con células en medio liquido se resuelven con las técnicas de
microneutralizacién, que se realizan en placa, y que permiten detectar anticuerpos incluso
en presencia de fraccidn no neutralizable, ya que es mas sensible que la prueba de
neutralizacion en tubos.

En ocasiones, es necesaria una tipificacion molecular de la cepa. Para ello, en
nuestro laboratorio, se emplea un fragmento de, aproximadamente, 400 nucleétidos del gen
que codifica para la proteina mayoritaria de la capside (VP1). El fragmento se amplifica en
cada cepa mediante retrotranscripcion, seguida de una amplificaciébn anidada (Casas et al
2001) y posteriormente se secuencia. El serotipo se obtiene tras la comparacion de esta
secuencia con las de cada una de las cepas prototipo de los enterovirus. El sistema fue
incorporado de forma habitual en el laboratorio en enero del 2002 y, desde entonces, ha
contribuido a la identificacion de numerosos enterovirus que, por diferentes circunstancias,
no podian neutralizarse correctamente. Ademas permite la identificacion de cepas no
cultivables, puesto que puede ser aplicada también directamente sobre la muestra clinica.

Para el estudio de brotes el laboratorio dispone de herramientas para el analisis
filogenético, empleando el analisis del gen VP1. Se han realizado estudios moleculares de
brotes de E30 (Palacios et al 2002), E9 y E13 (Avellon et al 2003). Este dltimo virus fue
estudiado debido a su excepcional comportamiento epidemiolégico, pues dio lugar
repentinamente a numerosos brotes de meningitis aséptica en todo el mundo. Se secuenci6
el gen VP1 completo de méas de 60 cepas obtenidas en Espafia. Del andlisis molecular del
brote se dedujo que el virus mostraba un salto genético y antigénico respecto a la cepa de
referencia de E13, que podria haber condicionado la produccion de los numerosos brotes de
meningitis. Las cepas espafiolas se dividian en dos grupos filogenéticos, de acuerdo con su
localizacidén geografica: las procedentes de las islas Canarias y las de la peninsula Ibérica.
Por otra parte, fue posible relacionar, desde el punto de vista molecular, las cepas de las
Canarias con los que produjeron brotes en otros paises europeos, como Alemania.

Actualmente, el laboratorio esta analizando las cepas de E11 obtenidas en el 2003
que ascienden a un total de 65. Los resultados preliminares de dicho estudio se muestran en
otro apartado, mas adelante. Si el lector desea enviar al Laboratorio de Referencia de
Enterovirus alguna cepa para su tipificacion puede contactar con la Dra. Gloria Trallero y
solicitar la ficha para la referencia de cepas de enterovirus. [Teléfono: 915097901,
extensiones 3619 y 3663; direccion electronica: gtralle@isciiii.es].

CIRCULACION DE ENTEROVIRUS EN ESPANA (1988-2003)

Los datos de las cepas tipificadas en el Centro Nacional de Microbiologia (figura 1)
no se corresponden necesariamente con los datos reales de circulacion de enterovirus en
Espafa. Sin embargo, podemos concluir algunos aspectos de dicho comportamiento,
teniendo en cuenta que habitualmente se identifican las que producen patologia mas grave.
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Los mas frecuentemente caracterizados en el Laboratorio de Referencia de Enterovirus
(afios 1988-2003) fueron los echovirus E30, E6, E9, E13, E11, E7, E4 y el coxackie B5. El
patron de éstos sugiere una periodicidad trianual en los brotes, con aislamientos
esporadicos en los afios intermedios para la mayoria de ellos. Ademas, parece existir un
desplazamiento cada afio de unos serotipos por otros. Por ejemplo, tras un pico de E30 en
1996 sobrevino al afio siguiente una disminucién de aislamientos de E30 y un predominio en
1997 de E6. Un comportamiento similar se observo posteriormente en los afios 2000 y 2001.

Por el contrario otros enterovirus tienen un comportamiento mas explosivo,
produciendo grandes brotes repentinos. Este es el caso del E4, que produjo brotes de
meningitis aséptica en Espafia en 1991. Desde entonces, hasta el 2002, no se identifico
ningun otro E4 en el laboratorio. Aln mas curioso es el comportamiento del E13. Tras una
vigilancia de 12 afios sin identificar un solo virus de este serotipo, en el 2000 se convierte en
el méas frecuentemente caracterizado en Espafia. En los afios posteriores, el E13 deja
completamente de ser detectado, volviendo al comportamiento previo al afio 2000.
Paralelamente, otros paises comunican brotes de meningitis por E13 en los afios 2000 y
2001.
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Figura 1. Circulacion de enterovirus en Espafia
CIRCULACION DE ECHOVIRUS 11 EN ESPANA

La circulacion de este serotipo en nuestro pais parece ajustarse al patréon epidémico,
con una circulacién anual de bajo nivel y, aproximadamente cada tres afios, un aumento en
el nimero de aislamientos producidos fundamentalmente en el contexto de brotes de
meningitis aséptica (figura 2). Los brotes se documentaron en 1993, 1996, 1999 y en el
2003.

En el afio 2003 se identificaron 65 cepas procedentes de Barcelona (27), Bilbao (22),
Gran Canaria (5), Madrid (3), Pamplona (1), Valencia (1) y Zaragoza (6), correspondientes a
60 pacientes. El 51,7% de éstos estaban afectados de meningitis aséptica, pero también se
identificaron: enfermedad respiratoria (18,3%), fiebre (13,3%), sepsis (5%) u otros (11.7%).
El 87% de los aislamientos se realizaron en nifios menores de cinco afios, predominando los



aislamientos en menores de un afio (64,8%). Agrupando por edad en las categorias
“menores de un afo”, “de 1-5 afios” y “mayores de cinco afos”, observamos que en todos
los grupos la sintomatologia mas frecuente fue la neurologica. La afectacion respiratoria y la
sepsis se presentaron exclusivamente en los niflos menores de un afio.
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Figura 2. Aislamientos de echovirus 11 en nuestro pais

Respecto al analisis molecular de las cepas (VP1) se empled el procedimiento
Kimura 2p como método de substitucién en el andlisis de distancias y neibourg-joining para
reconstruir al arbol filogenético. Se encontr6 que las cepas de E11 aisladas en Espafa
pertenecian al genogrupo descrito por Oberste et al 2003 como D5, junto con otras cepas
aisladas a partir de 1999 en paises como EEUU, Holanda, Kuwait o Tunez. Este grupo
parece estar relacionado con la cepa prototipo de E11 llamada Silva, que fue descrita en
EEUU en 1963. Sin embargo una de las cepas aisladas en Barcelona parece pertenecer a
otro linaje distinto, mas proximo a la otra cepa prototipo de E11 llamada Gregory y descrita
en EEUU en 1953.
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