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INTRODUCCION. Desde la introduccién de la vacuna

de la parotiditis, los enterovirus son la causa mas
frecuente de meningitis viral en nifios. En Espafia,

los mas frecuentemente aislados son los virus Echo
serotipo 30, 9,6y 4.

OgJETIVOS. Describir las caracteristicas clinicoepidemioldgicas
de un brote de meningitis por virus Echo serotipo 13.
MEeToDos. Se detectaron 152 casos de meningitis por virus
Echo serotipo 13 durante el afio 2000. Las muestras fueron
sembradas en fibroblastos de pulmén de feto humano
(MRC-5) y células de rabdomiosarcoma. Los virus se
identificaron con anticuerpos monoclonales y se tipificaron
por neutralizacion.

ResuLTADOS. El aislamiento en liquido cefalorraquideo (LCR)
del virus fue positivo en 131 de 152 (86,2%). En los

21 pacientes con cultivo de LCR negativo, el diagnéstico se
realiz6 por cultivo del frotis faringeo y/o heces. El efecto
citopético se detect6 en todos los casos en
rabdomiosarcoma. La edad media de los pacientes fue de
67 meses (intervalo, 1-350) y la relacién varén:mujer 2:1.
La mayoria presentaron fiebre, cefalea y otros signos
meningeos. El 52,6% de los nifios requirieron ingreso.

La evolucion fue buena en todos los casos. La mayor
incidencia se produjo de abril a junio.

ConcLusiones. No habia constancia de la circulacion del
virus Echo serotipo 13 en Espafa en los Gltimos afios hasta
la aparicion de nuestro brote. El aislamiento del virus de
otras localizaciones diferentes del LCR ayudan en el
diagndstico y manejo del paciente. La tipificacion del virus
es esencial para conocer la actividad enteroviral en la
poblacién, que puede ocurrir de forma esporéadica o
epidémica.
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Epidemic outbreak of meningitis due to Echovirus
type 13 on the island of Gran Canaria (Spain)

INTRODUCTION. Since the implementation of routine
vaccination against mumps, enteroviruses have become
the commonest cause of viral meningitis. In Spain the
most frequently isolated echoviruses are serotypes 30, 9,
6 and 4.

OgJecTives. Determine the clinical-epidemiological
characteristics of a meningitis outbreak due to echovirus
type 13.

MEeTHoDs. We studied 152 cases of enteroviral meningitis
diagnosed in the year 2000. Viral isolation was performed
on fibroblast MRC-5 and human rhabdomyosarcoma cells.
The viruses were identified with monoclonal antibodies
and serotyped by neutralization.

ResuLTs. Echovirus was isolated in 131 out of 152 CSF
samples (86.2%). In 21 patients with negative CSF culture,
the diagnosis was made by echovirus isolation from
upper respiratory tract and/or feces samples.

The cytopathic effect was seen in all cases in monolayers
of rhabdomyosarcoma cells. The average age of the
patients was 67 months (range: 1-350) and the
male:female ratio was 2:1. Most of the patients had fever,
headache and other signs of meningitis. Hospitalization
was required in 52.6%. All patients were discharged
without sequelae. The highest incidence was recorded
from April to June.

ConcLusions. There had been no record of the presence of
echovirus 13 in Spain in recent years until the emergence
of this outbreak. Isolation of the virus from sites other than
CSF is often helpful in establishing the diagnosis and
patient management. Enterovirus isolates must be
specifically serotyped to determine enteroviral activity

in the population, which can be sporadic or epidemic.

Key words: Meningitis. Echovirus 13. Outbreak. Viral
culture.

Introduccién

Desde la introduccién de la vacuna de la parotiditis, los
virus del género Enterovirus son la causa mas frecuente
de meningitis viral en nifios. Estos virus causan entre el
80 y el 92% de los casos en los que ha sido posible
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demostrar la etiologia®. A lo largo del afio suelen aparecer
casos esporadicos, pero lo habitual es que se produzcan
brotes durante el verano y el otofio, principalmente en los
climas templados?2.

Los enterovirus tienen una distribucion mundial. En
determinadas areas geograficas algunos serotipos pueden
ser endémicos, con ligeros cambios de un afio a otro,
mientras que otros pueden introducirse de forma
periddica, causando epidemias o casos esporadicos*. Los
ciclos epidémicos tipicos reflejan la relacion entre el virus
y la susceptibilidad de la poblacién.

Los serotipos de enterovirus con patrones de endemici-
dad, con una elevada incidencia anual, son los que mas afec-
tan a la poblacidn infantil, principalmente a nifios menores
de 2 meses y al comienzo de la escolarizacién, debido a la au-
sencia de inmunidad y de una exposicion previa. En cambio,
los nifios de mayor edad son mas susceptibles a aquellos se-
rotipos que no han circulado durante varios afios.

Las meningitis por enterovirus son dependientes del
serotipo. Los virus con mayor neurotropismo y
neurovirulencia son los virus Echo serotipos 30, 7,9y 11,
Coxsackie B5 y Enterovirus 70/71, y los de menor son los
virus Echo 4, 6 y 18, Coxsackie B3, B4y A9°.

Los virus Echo aislados mas frecuentemente de brotes o
casos esporadicos son los serotipos 4, 6, 9, 11, 14, 16, 25,
30, 31y 33%y, en Espafia, 30, 9, 6 y 47, y dependiendo del
enterovirus que predomine, el nimero de brotes y de
pacientes implicados puede variar cada afio.

El diagnostico rapido y diferencial de estas infecciones
es importante para el manejo terapéutico del paciente y
para conocer las caracteristicas epidemiolégicas de esta
infeccion.

El objetivo del presente estudio fue analizar las
caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de un brote de
meningitis por virus Echo serotipo 13 en 152 pacientes, en
la isla de Gran Canaria, durante el afio 2000.

Métodos

Durante el afio 2000 se procesaron 1.400 muestras de liquido
cefalorraquideo (LCR), 181 de heces y 165 de frotis faringeos, de
1.400 pacientes (950 nifios menores de 14 afios y 450 pacientes
adultos) en que se solicité descartar una infeccién viral del sistema
nervioso central (SNC).

Las muestras se sembraron en las lineas celulares de fibroblastos
de pulmén de feto humano (MRC-5) (Vircell, Granada),
rabdomiosarcoma humano (RD) (Centro Nacional de Microbiologia) y
rifdn de mono verde (Vero) (Vircell, Granada) mediante cultivo
celular convencional en tubo. Las muestras de LCR se inocularon
directamente, y los exudados faringeos y heces fueron previamente
descontaminados por métodos convencionales. Los cultivos se
incubaron en rotacién continua a 37 °C durante 14 dias, con lectura
diaria de los tubos los primeros 5 dias y cada tercer dia la segunda
semana. Los cultivos que presentaron un efecto citopatico
caracteristico de los enterovirus (destruccion y desprendimiento de la
monocapa), se identificaron por técnica de inmunofluorescencia con
anticuerpos monoclonales especificos de género frente al péptido
VP1 (Dako, Diagnoésticos S.A., Denmark) y de los siguientes grupos
de virus: de la poliomielitis, Echo y Coxsackie B (Poliovirus Blend,
Echovirus Blend, Coxsackievirus B Blend Light Diagnostics,
Chemicon International, Inc, Temecula). La tipificacion se realiz6
por el método estandar de neutralizacién con mezclas de antisueros
de caballo (Lim-Benyeesh-Melnick)2.

Se diagnosticaron 296 casos (21,14%) de meningitis virales,
291 (98,3%) en pacientes menores de 14 afios. Los agentes etioldgicos
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aislados por orden de frecuencia fueron: 152 virus Echo serotipo
13 (51,35%); 72 virus de la parotiditis (24,32%) y 72 de otros
enterovirus (24,32%). Estos Gltimos 72 aislados se distribuyeron del
siguiente modo: virus Echo serotipos 6 (43), 30 (9), 18 (8), 17 (3), 33 (2)
y 4 (1); y virus Coxsackie B4 (3), B5 (2) y A9 (1).

De las 152 cepas aisladas, se tipificaron 72 y en las 80 restantes no
fue necesario serotipificar ya que se aislaron en los meses de mayor
pico de incidencia y porque presentaban el mismo patrén
inmunolégico que los virus Echo 13 serotipificados, es decir, positivo
frente al anticuerpo de género y negativos frente al de grupo echovirus
que detecta los serotipos 4, 6, 9, 11, 30 y 34.

Estudiamos el brote de meningitis causado por virus Echo serotipo
13, en 152 pacientes atendidos en el Servicio de Urgencias del
Hospital Materno-Infantil de Las Palmas, Unico hospital pediatrico
de laisla.

Se revisaron retrospectivamente las historias clinicas de los
pacientes en los que se aisl6 el serotipo 13 y se recogieron los datos
epidemiolégicos, clinicos, de tratamiento y de evolucién de la
enfermedad.

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizé el programa
SPSS version 10.0 para Windows. Las variables cuantitativas se
muestran como media y desviacion estandar. La normalidad de estas
variables se contrasté mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. La
asociacién entre variables cualitativas se contrasté mediante la
prueba x? con la correccién exacta de Fisher cuando fuera necesario.
La diferencia de medias de las variables continuas en funcién de una
variable cualitativa se contrasté mediante el test de la t de Student
para muestras independientes o su alternativa no paramétrica U de
Mann-Whitney. Para el andlisis de la correlacion entre variables
cuantitativas se utilizé el coeficiente de correlacion de Pearson o
Spearman (¢) segun corresponda. Se aceptd la significacion
estadistica para p < 0,01. Para aquellas categorias con una frecuencia
absoluta inferior a cinco no se acompafia con un contraste estadistico
debido a la falta de potencia estadistica, dado el bajo tamario
muestral.

Resultados

De los 152 pacientes, se procesaron 278 muestras
(152 LCR; 69 frotis faringeo y 57 heces) y se aisl6 virus
Echo serotipo 13 en 230 (82,7%). De los 152 LCR
cultivados, 131 (86,2%) fueron positivos y de éstos, en
46 (35,1%) se aislo el mismo virus en otra muestra (frotis
faringeo y/o heces). En los 21 nifios con cultivo de LCR
negativo, el diagnoéstico se realizé por cultivo del frotis

TABLA 1. Aislamiento de virus Echo serotipo 13 por tipo de muestra

Tipo de muestra

N° de pacientes

LCR Frotis faringeo Heces
80 + NM NM
22 + + +
14 + — +
8 + + NM
3 + - NM
1 + - -
2 + NM +
1 + NM -
10 - + +
4 - + NM
1 - + —
6 - - +

LCR: liquido cefalorraquideo; NM: no hay muestra disponible.
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TABLA 2. Datos clinico-epidemioldgicos de los 152 pacientes con meningitis por virus Echo serotipo 13

Virus Echo 13 Enterovirus

Total (n =152) tipificados no tipificados P

Numero 72 (47,4) 80 (52,6)

Sexo
Varén 101 (66,4) 49 (68,1) 52 (65) 0,733
Mujer 51 (33,6) 23(31,9) 28 (35)

Edad (meses)
X+ DE 66,8 + 48,06 58,41 + 49,9 74,38 + 45,29 0,040
Mediana 63,5 58,5 68,0
Intervalo 1-315 1-315 1-170

Parametros LCR

Patoldgicos
Pleocitosis (> 10 cél./u.l) 123 (81,4) 58 (80,5) 65 (81,2) 0,922
Presencia de neutréfilos 84 (68,3) 43 (74,1) 41 (63,1) 0,261
Hiperproteinorraquea 30 (19,7) 18 (25,7) 12 (15) 0,108

(> 45 mg/dl > 2 afios;
< 80 mg/dl < 2 afios)

Leucocitosis (> 15.000 cél./ul) 10 (6,9%) 6 (8,8%) 4(5,2)

Datos clinicos
Fiebre 134 (88,8) 67 (93,1) 67 (83,8) 0,085
Cefalea (> 2 afios) 118 (98,3)* 50 (98)** 68 (98,6)***
Vomitos 107 (70,4) 46 (63,9) 61 (76,3) 0,111
Rigidez de nuca 82 (53,9) 35 (48,6) 47 (58,8) 0,255
Fotofobia 36 (23,7) 17 (23,6) 19 (23,8) 1,000
Irritabilidad 28 (18,4) 18 (25) 10 (12,5) 0,060
Fonofobia 14 (9,2) 6 (8,3) 8 (10) 0,785
IRA 7 (4,6) 3(4,1) 4 (5) 0,425
Diarrea y/o dolor abdominal 10 (6,6) 6 (8,3) 4 (5) 0,425

Duracion de los sintomas (h)
X+ DE 59,8 +40,1 61,7 +47,1 58,5+32,6 0,610
Intervalo 10-240 10-240 12-168

Pacientes ingresados 80 (52,6) 44 (61,1) 36 (45)

Dias de ingreso
X+ DE 31+2 35+24 2,7+1.3 0,249
Intervalo 1-11 1-11 1-5

Los resultados se expresan en nimero. Las cifras entre paréntesis corresponden al porcentaje.
*De 120 nifios mayores de 2 afios; **de 51 nifios mayores 2 afos; ***de 69 nifios mayores 2 afios.
DE: desviacion estandar; LCR: liquido cefalorraquideo; IRA: infeccion del tracto respiratorio superior.

faringeo y/o heces (en la tabla 1 se describen los
aislamientos de las distintas muestras por paciente). El
tiempo medio de aparicién del efecto citopatico en el
cultivo fue de 3,6 + 1,4 dias (intervalo 2-10 dias). El efecto
citopatico se observé en el 100% de los casos en RD, en el
56,8% en MRC-5 y en ningun caso en la linea Vero.

Al comparar las caracteristicas clinicoepidemioldgicas
de los 72 pacientes tipificados con los 80 no tipificados no
se encontré ninguna diferencia estadisticamente
significativa, por lo que el estudio se realizé en los
152 pacientes en conjunto (tabla 2). Eran menores de
14 afios 151 pacientes (99,34%) de los cuales 30 (19,7%)
fueron menores de 6 meses; la relacion varén:mujer fue
2:1. Los sintomas mas frecuentes fueron cefalea y fiebre.
De los 30 nifios menores de 6 meses, 13 (43,3%) tuvieron
rechazo a tomas. Creemos importante destacar que el
81,4% de los pacientes presentaron pleocitosis
(> 10 cél./pl), y en el 61% de ellos el recuento celular fue
superior a 100 cél./ul. So6lo el 19,7% presentd
hiperproteinorraquia y la glucorraquia fue normal en
todos los casos. En el estudio de correlacion de las
variables analiticas encontramos que los parametros del
LCR, nimero de células y proteinas, no estaban influidos
por la edad y, sin embargo, se observé una influencia
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significativa del numero de células en el tiempo de
duracién de los sintomas (¢ = 0,326 [p < 0,001]).

Los 21 nifios con cultivo de LCR negativo, de los cua-
les se tipificaron 9 casos (43,3%), tenian una
pleocitosis > 160 cél./unl, todos presentaron signos
meningeos positivos y necesitaron ingreso.

El tiempo de evolucion desde el inicio de los sintomas
hasta que acudieron al hospital fue menor de 24 h en
115 casos (75,7%). De los 152 pacientes, 80 ingresaron, de
los cuales 36 (46,2%) fueron dados de alta antes de las 48 h
y 7 (9%) permanecieron en el hospital méas de 5 dias. El
98,7% de los nifios que tenian una pleocitosis > 160 cél./ul
fueron ingresados. La epidemia gener6 252 dias de
hospitalizacién. Nueve pacientes recibieron antibioticos,
cuatro de ellos completaron el tratamiento por sospecha de
meningitis bacteriana y a los otros cinco se les retir¢ el
antibiotico antes de los 3 dias. La evolucion fue buena en
todos los casos; s6lo 10 pacientes presentaron una ligera
raquialgia que remitid.

El primer caso aparecié en el mes de febrero en el sur
de la isla, donde se detectaron 34 casos, extendiéndose el
brote hacia el municipio de Las Palmas con 71 casos. El
resto de los casos se detectaron en la zona centro de la isla
(28 casos) y en la zona norte (19 casos) (fig. 1) y uno de los
casos procedia de la isla de Fuerteventura. Todos los casos

32



Pérez C, et al. Brote epidémico de meningitis por virus Echo serotipo 13 en la isla de Gran Canaria

fueron autoéctonos y no habian viajado en los ultimos
meses. La distribucién temporal de los casos se observa en
la figura 2. El pico maximo de la incidencia se produjo en
las semanas epidemioldgicas 22 y 23, con 24 y 22 casos,
respectivamente. El 89,5% de los casos se detectaron en
la primavera durante los meses de abril (21 casos), mayo
(56 casos) y junio (59 casos). Los ultimos casos se
produjeron en el mes de octubre.

Discusion

El virus Echo serotipo 13 es uno de los enterovirus
menos frecuentemente aislados durante las estaciones con
mayor numero de aislamientos de enterovirus (verano-
otofio), en los paises con climas templados®. En los ultimos
arios no se habia detectado ninglin serotipo 13 en Espafia’;
dentro de Europa en los tltimos 10 afios s6lo se aislaron
19 cepas en Inglaterra® y en Estados Unidos solo 65 cepas
en los Ultimos 30 afios?®.

A pesar de que es un serotipo que aparentemente no
habia circulado ni en Espafia ni en la comunidad canaria,
lo cual podria haber creado un nimero elevado de adultos
susceptibles, todos los pacientes eran menores de 14 afios,
excepto una mujer de 26 afios, madre de uno de los nifios
estudiados. La relacion varén:mujer para la enfermedad
fue de 2:1, coincidiendo con los datos publicados!®.

Los pacientes presentaban los sintomas y signos de
meningitis aséptica, como se describe en estudios previos
de brotes producidos por otros virus Echo?31213 y cabe
destacar la baja frecuencia de sintomas gastrointestinales, a
diferencia de otros estudios?!#1¢ y la ausencia de erupcion
cutanea.

Aunque el aislamiento del enterovirus del LCR
constituye la prueba diagndstica confirmatoria, los
aislamientos a partir de frotis faringeos y heces tienen
valor cuando coinciden con una sintomatologia compatible
0 cuando estan asociados a pleocitosis del LCR*1%, En
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Figura 1. Distribucion de los casos de meningitis por virus Echo serotipo 13 en
laisla de Gran Canaria. *Primer caso (14/02/2000).
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Figura 2. Curva epidémica del brote de meningitis por virus Echo seratipo 13.
33

Enferm Infecc Microbiol Clin 2003;21(7):340-5 343



Pérez C, et al. Brote epidémico de meningitis por virus Echo serotipo 13 en la isla de Gran Canaria

nuestro brote, el frotis faringeo permitio el diagnéstico en
15 pacientes y las heces en 6 pacientes. En estos casos el
LCR fue patolégico, aunque estéril en el cultivo, y ademas
todos ingresaron debido a las manifestaciones clinicas, y a
la elevada pleocitosis del LCR. Por lo tanto, creemos
conveniente la obtencién de muestras de diferentes
localizaciones (LCR, frotis faringeos, heces, etc.) en casos
de meningitis asépticas, para mejorar el diagndstico
viroldgico y definir situaciones epidemiolégicas.

Como describen otros autores®, la linea RD fue de gran
ayuda diagnostica ya que todos nuestros aislamientos se
produjeron en ella, por lo que es imprescindible su
utilizacién, en la siembra de las muestras de aquellos
pacientes con sospecha de meningitis viral, y asi poder
obtener un mayor rendimiento diagndstico.

El brote no presenta el patron clasico de incidencia
estacional®'. Resulta evidente el predominio de casos en
la primavera (abril-junio), como ha sido sefialado en
Catalufia?!, aunque esta estacionalidad tan temprana
podria deberse al clima mas templado que tenemos en
nuestra isla con respecto al resto de Europa, temperaturas
que oscilaron entre 18,9° C (febrero-marzo) y 20,4° C
(abril-mayo) durante el afio del brote en estudio. El
conocimiento del patrén estacional de los enterovirus,
especialmente en climas templados, es un indicio
diagnostico importante que se deberd tener en cuenta
para mantener una alta sospecha durante esos meses de
prevalencia, lo cual permitird un mejor manejo del
paciente.

Nuestro brote coincide en el tiempo con otros brotes de
virus Echo serotipo 13 detectados en Espafia y otros
paises europeos. El niumero de casos tipificados en
nuestro pais fue de 145; el 49,6% procedentes de nuestro
brote, el 15,8% en el Pais Vasco, el 11,7% en Madrid y el
22,7% en el resto de las Comunidades Autdnomas
(Andalucia, Aragén, Comunidad Valenciana, Cantabria,
Castilla-Leodn, Catalufia, Galicia y Murcia) (G.Trallero,
datos no publicados). En Inglaterra y Gales
diagnosticaron en las primeras 30 semanas del afio 2000,
67 casos (38 de meningitis), de los cuales el 68% se
presentd en mayores de 15 afios®. En Alemania se
detectaron 55 casos en nifios menores de 15 afios, con el
mayor pico de incidencia en el mes de octubre vy,
posteriormente, un nuevo pico en septiembre-octubre del
afio 2001**. En Holanda se diagnosticaron 47 casos en el
afio 2000 y mas del doble de casos durante el afio 2001 y
en Francia el brote de virus Echo 13 represent6 el 32%
de los 1.262 casos de enterovirus diagnosticados en el afio
20002, Asimismo, como se ha podido comprobar, en el afio
2001 han seguido produciéndose nuevos brotes por virus
Echo serotipo 13, no sélo en Europa, sino en otras partes
del mundo, como en Estados Unidos, que declararon
76 casos entre los meses de enero y agosto??, 16 casos en
Australia®®?* y por altimo, 36 casos (24 meningitis
asépticas) en Japdn entre los meses de septiembre y
noviembre?!s,

Todos estos datos sugieren como estos brotes epidémi-
cos por un tipo especifico de virus Echo se dispersan de
una manera mucho mas amplia de lo esperada, es decir,
no sélo en un mismo continente sino en continentes di-
ferentes, lo cual, probablemente esté influido por los mo-
vimientos de la poblacién por diversos motivos (turismo,
actividades comerciales, etc.). Teniendo en cuenta que
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todos los pacientes recogidos en este brote eran autoc-
tonos, que no habian viajado en los Gltimos meses, y que
el primer caso diagnosticado fue en el mes de febrero en
la zona sur de nuestra isla, que recibe turismo funda-
mentalmente de Alemania, Inglaterra y Paises No6rdicos
durante el invierno, cabria la posibilidad de que nuestro
brote pudiera haber sido el origen del resto de los brotes
habidos en Europa (afio 2000) y en Estados Unidos (afio
2001) y Australia (afio 2001) o que el origen de nuestro
brote fuera un turista procedente de alguno de los pai-
ses de los que recibimos turismo. Para demostrar esta
hipdtesis seria necesario la realizacion de estudios mo-
leculares (actualmente en fase de desarrollo) para cono-
cer la posible fuente de infeccién y su implicacién epide-
mioldgica.

Aunque la presentacion de nuestro brote ha sido muy
benigna, con recuperacion de todos los pacientes, seria de
gran ayuda disponer de una terapia antiviral especifica
para aquellos casos de infecciones por enterovirus que
tuvieran una mayor afectacion neurolégica y asi prevenir
posibles complicaciones?>2,

Por dltimo, sélo nos queda sefialar que la vigilancia de
los enterovirus es importante para conocer los patrones
con que circulan estos virus en Espafa
(esporadica-epidémica) y que, ademas, esta informacion
puede ser de gran ayuda, no sélo para la evaluacion de
potenciales antivirales frente a estos virus sino también
para comprender la vinculacion de los enterovirus con la
enfermedad.
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