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1. RESUMEN

El virus del Nilo Occidental (VNO) es uno de los flavivirus mas distribuidos a nivel
mundial. Pertenece a la familia Flaviviridae y su ciclo de transmisién se mantiene entre
mosquitos, principalmente del género Culex spp., y las aves, pudiendo afectar a otros
hospedadores, como los seres humanos y équidos, que actian como fondos de saco
epidemioldgico. En el afio 2015 se empezaron a notificar oficialmente algunos casos
esporadicos por el VNO en équidos en Extremadura, pero no se habian realizado
estudios de seroprevalencias ni de vigilancia activa entomoldgica en esta regién. Por
ello, los objetivos planteados en este proyecto fueron conocer la seroprevalencia en
équidos y aves frente a flavivirus (VNO, VUSU y VBAG), asi como conocer la densidad y
distribucién de los vectores asociados e intentar detectar la presencia de estos virus en
los mismos.

Para el estudio de las seroprevalencias en los hospedadores, se tomaron muestras
de sangre a 725 équidos, 391 aves procedentes de centros de recuperacion y 645 aves
del orden Passeriformes. Sobre estas muestras se realizaron pruebas ELISA para
detectar la presencia de anticuerpos frente al VNO, siendo confirmadas las muestras
positivas y dudosas mediante una prueba de neutralizacién viral (VNT). Ademas, se
capturaron mosquitos mediante el uso combinado de trampas tipo, CDC, BG-Sentinel y
BG-PRO, en zonas periurbanas de la ciudad de Badajoz junto con la toma de muestras
de sangre procedente de aves silvestres sanas durante el anillado de las mismas y en
zonas urbanas de las ciudades de Caceres y Badajoz. Los mosquitos capturados fueron
identificados y se sometieron a rRT-PCR para la deteccion viral.

En el caso de los équidos, se obtuvo una seroprevalencia frente al VNO del 19,72% y
del 1,5% frente al VUSU. Ademas, se consiguid aislar el linaje 1 del VNO en los tejidos de
un équido que muridé con sintomatologia aguda en Cdceres. Los factores de riesgo
asociados con la infeccion individual por VNO en équidos fueron la edad (adultos) y el
color de la capa (claro), mientras que en las infecciones por VUSU fue la raza (pura),
como el pura sangre inglés y el pura raza arabe, frente a los animales cruzados.

En las aves procedentes de centros de recuperacion, desde octubre de 2017 a
diciembre de 2019, se obtuvo una seroprevalencia frente al VNO del 18,23%,
detectandose por primera vez en especies como Ciconia nigra, y aislando el linaje 1 en
aves sintomaticas Gyps fulvus y Athene noctua. Frente al VUSU se obtuvo una
seroprevalencia del 1,04%, siendo detectado por primera vez en Europa en las especies
Bubo bubo, G. fulvus y A. noctua.

Espacialmente, el VNO fue detectado en 53 de 149 municipios de Extremadura, con
una amplia distribucién por toda la regién, aunque las areas positivas se concentraron
en el centro y oeste de Extremadura. Los anticuerpos VUSU se detectaron solo en aves
recuperadas de tres municipios. Todos estos resultados demuestran una amplia
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circulacién de flavivirus en esta regidn, posiblemente de forma endémica, ya que se
detectaron anticuerpos en animales juveniles que aun no habian realizado su primera
migracion.

En aves silvestres sanas la seroprevalencia alcanzd una media del 3,1% frente al VNO
y 0,15% frente al VUSU vy, por primera vez en algunas especies del orden Passeriformes,
como Amandava amandava, Euplectes afer y Cettia cetti.

En los afios 2020 y 2021, se llevé a cabo un muestreo conjunto de mosquitos y aves
de zonas periurbanas de la ciudad de Badajoz detectandose por primera vez en Espaia
el linaje Africa 3 del VUSU en mosquitos del género Culex pipiens. Ademas, se obtuvo
una prevalencia frente al VUSU del 1,7% en las aves muestreadas, incluyendo nuevas
especies a la lista de hospedadores de este flavivirus como Lanius senator, Luscinia
megarhynchos y A. amandava. La deteccidon en ambos eslabones estudiados indica una
circulacién activa y un posible riesgo de exposicidn para la poblacion humana y animal,
con la necesidad de establecer planes de vigilancia especificos.

Por ultimo, en la vigilancia entomoldgica especifica realizada en zonas urbanas de las
ciudades de Caceres y Badajoz, desde mayo de 2021 a abril de 2022, se constatd la
amplia diversidad de especies de mosquitos en estas zonas, con 18 especies diferentes
identificadas. Se detectaron las principales especies de vectores transmisores de estos
flavivirus, como Cx. pipiens s.l. (siendo la de mayor abundancia, 86%), asi como las
especies Culex perexiguus y Culex univittatus, confirmadas mediante analisis molecular.
Ademas, se registraron por primera vez Aedes vexans, Aedes vittatus, Aedes albopictus,
Culex europaeus, Culex laticinctus y Culiseta subochrea en Caceres, y Aedes pulcritarsis,
Culex europaeus y Culex laticinctus en Badajoz.

Por tanto, se puede concluir que en Extremadura existe una circulacidn activa, tanto
del VNO como del VUSU. Todos estos datos informan que la situacién epidemioldgica
de flavivirus en esta regidon es preocupante, al estar afectados todos los eslabones de la
cadena epidemiolégica, con la implicacidn que ello supone en la Salud publica. Estos
datos deberian instar a las autoridades sanitarias a que se instauraran medidas de
control vectorial y vigilancia epidemioldgica, asi como programas para poder analizar la
evolucion temporal y observar la variacién de prevalencias en los distintos
hospedadores de estos flavivirus.
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2. SUMMARY

West Nile virus (WNV) is one of the most widely distributed flaviviruses worldwide. It
belongs to the family Flaviviridae and its transmission cycle is maintained between
mosquitoes, mainly of the genus Culex spp. and birds, but it can also affect other hosts,
such as humans and equids, which act as epidemiological reservoirs. In 2015, some
sporadic cases of WNV in equids started to be officially reported in Extremadura, but no
seroprevalence or active entomological surveillance studies had been carried out in this
region. Therefore, the objectives of this project were to know the seroprevalence in
equids and birds against flaviviruses (WNV, USUV and BAGV), as well as to know the
density and distribution of the associated vectors and try to detect the presence of these
viruses in them.

For the study of seroprevalences in hosts, blood samples were taken from 725
equidae, 391 birds from recovery centres and 645 birds of the order Passeriformes.
ELISA tests were performed on these samples to detect the presence of WNV antibodies,
and positive and doubtful samples were confirmed by a viral neutralization test (VNT).
In addition, mosquitoes were captured by the combined use of CDC, BG-Sentinel and
BG-PRO traps in peri-urban areas of the city of Badajoz together with blood samples
from healthy wild birds during banding and in urban areas of the cities of Caceres and
Badajoz. The captured mosquitoes were identified and subjected to rRT-PCR for virus
detection.

In the case of equids, a seroprevalence against WNV of 19.72% and 1.5% against
USUV was obtained. In addition, WNV lineage 1 was isolated from the tissues of an
equine that died with acute symptoms in Caceres. The risk factors associated with
individual WNV infection in equids were age (adult) and coat colour (light), while in
USUV infections it was breed (purebred), such as English Thoroughbred and Arabian
Thoroughbred, versus crossbred animals.

In birds from recovery centres, from October 2017 to December 2019, a
seroprevalence against WNV of 18.23% was obtained, detected for the first time in
species such as Ciconia nigra, and isolating lineage 1 in symptomatic birds Gyps fulvus
and Athene noctua. A seroprevalence of 1.04% was obtained for WNV, being detected
for the first time in Europe in Bubo bubo, G. fulvus and A. noctua species.

Spatially, WNV was detected in 53 out of 149 municipalities in Extremadura, with a
wide distribution throughout the region, although positive areas were concentrated in
the centre and west of Extremadura. VUSU antibodies were detected only in birds
recovered from three municipalities. All these results demonstrate a wide circulation of
flavivirus in this region, possibly endemically, as antibodies were detected in juvenile
animals that had not yet made their first migration.
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In healthy wild birds, seroprevalence averaged 3.1% for WNV and 0.15% for UUSV,
and for the first time in some species of the order Passeriformes, such as Amandava
amandava, Euplectes afer and Cettia cetti.

In 2020 and 2021, a joint sampling of mosquitoes and birds in peri-urban areas of the
city of Badajoz was carried out, detecting for the first time in Spain the Africa 3 lineage
of the UUSV in mosquitoes of the genus Culex pipiens. In addition, a USUV prevalence
of 1.7% was obtained in the birds sampled, adding new species to the list of hosts of this
flavivirus such as Lanius senator, Luscinia megarhynchos and A. amandava. The
detection in both studied links indicates an active circulation and a possible risk of
exposure for the human and animal population, with the need to establish specific
surveillance plans.

Finally, in the specific entomological surveillance conducted in urban areas of the
cities of Caceres and Badajoz, from May 2021 to April 2022, the wide diversity of
mosquito species in these areas was noted, with 18 different species identified. The
main vector species transmitting these flaviviruses were detected, such as Cx. pipiens s.|.
(being the most abundant, 86%), as well as the species Culex perexiguus and Culex
univittatus, confirmed by molecular analysis. In addition, Aedes vexans, Aedes vittatus,
Aedes albopictus, Culex europaeus, Culex laticinctus and Culiseta subochrea were
recorded for the first time in Caceres, and Aedes pulcritarsis, Culex europaeus and Culex
laticinctus in Badajoz.

Therefore, it can be concluded that there is an active circulation of both WNV and
USUV in Extremadura. All these data indicate that the epidemiological situation of
flavivirus in this region is worrying, as all the links in the epidemiological chain are
affected, with the implication that this entails for public health. These data should urge
the health authorities to implement vector control and epidemiological surveillance
measures, as well as programmes to analyse the temporal evolution and observe the
variation of prevalence in the different hosts of these flaviviruses.
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3. INTRODUCCION

Las enfermedades emergentes y reemergentes representan una de las mayores
amenazas para la biodiversidad y uno de los problemas de salud publica mas
importantes, entre las que se incluyen las enfermedades transmitidas por vectores
(Semenza & Suk, 2018). Los importantes cambios, tanto ambientales como sociolégicos,
entre los que destacan el calentamiento global, la globalizacién y el cambio de suelo,
estan favoreciendo la expansidon de estas enfermedades (Sutherst, 2004). Esto ha
planteado nuevos desafios para las sociedades actuales, incluyendo los impactos
negativos de estas nuevas enfermedades transmitidas por vectores sobre los servicios
sanitarios (Sherpa et al., 2019). La razdn principal para considerar de manera especial a
estas enfermedades se basa en el hecho de que los rangos geograficos de muchos de
sus agentes etioldgicos se estan expandiendo, generalmente debido a la propagacién de
los invertebrados hematdéfagos utilizados como vectores para su transmisién (Martinet
et al.,, 2019; Sherpa et al., 2019). En conjunto, estos dipteros transmiten una gran
cantidad de patdgenos que incluyen bacterias, pardsitos y diversos virus (Parreira &
Sousa, 2015), por lo que su propagacion en todo el mundo en los ultimos tiempos sigue
siendo preocupante, aunque no inesperado. La degradacion ambiental, la
intensificacién del trafico de mercancias, el aumento de la itinerancia humana y la
escasez de medidas de control de vectores estan aumentando las probabilidades de
contacto humano-vector, asi como, favoreciendo la multiplicacién, densidad y nimero
de paises en los que se detectan dichos vectores, suponiendo amenazas imprevistas
para la Salud humana y animal (Gangoso et al., 2020). Entre estos vectores es necesario
sefialar a los mosquitos culicidos, los cuales son vectores de arbovirus, tales como
flavivirus (por ejemplo, el dengue, el Zika y el virus del Nilo occidental) y Alphavirus (por
ejemplo, chikungunya), que actualmente plantean inmediatos e implacables amenazas
para los seres humanos (Mayer et al., 2017) .

Los arbovirus son un grupo heterogéneo de virus, los cuales pertenecen a distintas
familias y géneros, con la caracteristica comun de ser transmitidos por artrépodos. La
mayoria de ellos pertenecen a las familias Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae,
Rhabdoviridae y Bunyaviridae. Hay 534 especies virales registradas en el Catalogo
Internacional de arbovirus, de las cuales 150 son patdégenos para el hombre vy

practicamente todas ellas son virus ARN (Madewell, 2020).

Sinos centramos en aquellos de gran importancia epidemiolégica en los Ultimos anos
gue pertenecen a la familia Flaviviridae, tenemos que nombrar al virus del Nilo
occidental (VNO), virus Usutu (VUSU) o virus Bagaza (VBAG), (Papa et al., 2011; Garcia-
Bocanegra et al., 2013; Vilibic-Cavlek et al.,, 2020). En el ciclo de estos virus, los
mosquitos actian como vectores, principalmente las especies pertenecientes al género
Culex. A través de la picadura se infectan las aves, que son los verdaderos hospedadores
amplificadores de estos agentes patégenos (Vilibic-Cavlek et al., 2020; Karim & Bai,
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2023). No obstante, tanto los humanos como los équidos pueden ser hospedadores
accidentales, actuando como fondos de saco epidemioldgico, ya que la viremia es de

corta duracion y de bajo titulo (Sdnchez-Seco & Navarro, 2005), siendo insuficiente

como para transmitir el virus a nuevos vectores que puedan alimentarse nuevamente,
a diferencia de lo que ocurre en las aves (Garcia-Bocanegra et al., 2011a).

Las aves silvestres, como principales hospedadores, desempefian un papel clave en
su dispersion, sobre todo en aquellas especies migratorias (Clé et al., 2019). Dada la
estratégica situacion de Espafia en relacion con el paso de aves migratorias entre Europa
y Africa, y la importancia de los humedales como areas de nidificacién de la mayoria de
estas aves, nuestro pais presenta un riesgo elevado de aparicién de infecciones, y, por
tanto, de casos clinicos (Garcia-Bocanegra et al., 2011b). A pesar de que la entrada y
deteccién de estos flavivirus en Europa se remonta alld en el afio 1996 (Zeller &
Schuffenecker, 2004), no fue hasta principios del siglo XXI cuando se intensificé la
declaracion del nimero de casos de estas arbovirosis, ocasionado en gran medida por
el aumento en el nimero de especies aviares afectadas, y, por lo tanto, en el nimero de
reservorios para estos flavivirus (Rizzoli et al., 2015).

A pesar de esto, los analisis epidemioldgicos realizados en poblaciones de aves
silvestres sanas son bajos, lo que significa que muchos casos asintomaticos estan
pasando desapercibidos, lo que podria llevar a la pérdida de una importante
informacidén para una correcta evaluacién del riesgo de circulacion local.

El VNO es uno de los virus mas extendidos por todo el mundo (Chancey et al., 2015).
En Europay la cuenca mediterranea, desde el afio 2000 se ha producido un aumento de
casos en diferentes hospedadores, siendo el afio 2018 uno de los mas cruentos hasta la
fecha, con mds de 1605 personas afectadas y unas 166 muertes (ECDC, 2018). En los
afos sucesivos, se han seguido registrando casos, tanto en personas como en animales,
pero no en un nimero tan elevado como en ese afio. En 2019, fueron notificados 443
casos en personas; en 2020, un total de 333 casos; en 2021, 158 casos; y en 2022, se ha
vuelto a registrar un incremento de los casos con 851 reportes en humanos (ECDC &
EFSA, 2022). Debido a todos estos casos declarados en los ultimos afios, estos flavivirus
se han convertido en una de las mayores preocupaciones para la salud publica,
colocandose en el centro de atencidon de programas de vigilancia (WHO, 2020;
Rodriguez-Alarcén et al., 2021). Por todo ello, es considerado como uno de los agentes
zoonoticos mas peligrosos en Europa, de acuerdo con el Ultimo informe “One Health”
de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y el Centro Europeo para el control y
prevencion de enfermedades (ECDC & EFSA, 2022).

Por su parte, el VUSU ha tenido introducciones en Europa en multiples ocasiones
debido a las aves migratorias, siendo la primera vez en 1996 (Weissenbock et al., 2013).
Esto ocasiond brotes en aves con numerosas muertes en los afios 1996 y 2001 en Austria
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(Bakonyi & Haussig, 2020); y se ha extendido por toda Europa en las ultimas décadas,

produciendo casos en Alemania, Francia o Reino Unido (Ziegler et al., 2016; Eiden et al.,
2018; Folly et al., 2020). Tanto el VNO como el VUSU se han detectado cocirculando en
muchas areas, compartiendo los mismos vectores y hospedadores (Bazandéw et al.,
2018).

En cuanto al VBAG, también se conoce en Israel como uno de los agentes causales
de meningoencefalitis en pavos (Fernandez-Pinero et al., 2014). Este virus se aislo por
primera vez en la Republica Centroafricana en 1996 en una muestra de mosquitos
Culex spp. (Digoutte, 1978) y hasta 2009, este virus estuvo restringido a regiones de
Africa, Israel e India (Bondre, et al., 2009; Fernandez-Pinero et al., 2014; Benzarti et al.,
2019). Posteriormente, en Europa fue detectado por primera vez en 2010, causando un
brote de encefalomielitis en aves de caza en el sur de Espafa (Aglero et al., 2011;
Garcia-Bocanegra et al., 2013; Llorente et al., 2013).

Como ya hemos comentado, estos virus en la actualidad estan incrementando su
incidencia y distribucién por toda Europa, y por ende en Espaiia (Bakonyi & Haussig,
2020; Vilibic-Cavlek et al., 2020). Sin embargo, la informacién epidemioldgica en
Extremadura es escasa. El primer caso humano del VNO informado en Espafia fue en
una persona que estuvo de vacaciones y probablemente se infectd en un pueblo de
Badajoz (Sotelo et al., 2012). Ademas, en el afio 2015 también se declararon por primera
vez los primeros casos positivos del VNO en caballos de Extremadura (MAPAMA, 2020),
lo que sugeriria una posible circulacién por la regidn. Sin embargo, hasta la fecha no
habia informacién en cuanto a posibles casos clinicos en aves, ni estudios sobre la
seroprevalencia real en la cabafia de équidos fruto de una vigilancia activa, ni se habia
instaurado una vigilancia entomoldgica para conocer la circulaciéon real de estos
patégenos en mosquitos.

Extremadura es la regién de Espafia con mayor volumen de reservas de agua dulce
del pais, con un importante nimero de dreas pantanosas, humedales y zonas de
anidacién para un elevado numero y variedad de aves (Hernandez Mogollén et al.,
2013). Ademas, debido a su posicion geografica estratégica, esta regidon es zona de paso
de aves migratorias en su viaje entre Africa y Europa, por lo que juega un papel
fundamental en la transmisién de agentes patégenos zoondticos relacionados con estas
(Lépez et al., 2008). Por tanto, esta comunidad redne una serie de condicionantes, tanto
climaticos como epidemioldgicos (brotes de enfermedad anteriores), que la hacen ser
una zona adecuada para el desarrollo y proliferacidon de los vectores transmisores de
esta enfermedad virica. Asi pues, parece claro que Extremadura podria ser una regién
en situacion de riesgo por estos flavivirus y, por tanto, seria necesario una vigilancia
epidemioldgica de estas arbovirosis para evitar y prevenir la difusidon y propagacion de
las mismas.
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Por todos estos motivos y con el fin de conocer la circulacidn de algunos flavivirus en
Extremadura, se propuso esta investigacion, analizando la situacion de los mismos entre
los hospedadores vertebrados susceptibles, especialmente aves y caballos, asi como en
los vectores, estableciendo un diagndstico diferencial entre los diferentes géneros que
cursan con un patrén epidemioldgico y patoldgico similar al VNO, como es el virus VUSU
en caballos y los VUSU y VBAG, en el caso de las aves.
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4. OBIJETIVOS

Los objetivos que se pretenden alcanzar con el desarrollo de esta tesis doctoral son los
siguientes:

1. Conocer la seroprevalencia y distribucién de flavivirus en équidos y aves de
Extremadura.

2. Caracterizar los linajes circulantes del virus del Nilo occidental y otros flavivirus,
en los distintos hospedadores vertebrados e invertebrados.

3. Detectar la distribucién de los vectores y presencia de flavivirus en mosquitos de
entornos urbanos y periurbanos de Extremadura.

4. Analizar los factores de riesgo asociados a la presencia del virus del Nilo
occidental y determinar las zonas de mayor riesgo de transmisién a humanos.
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5. REVISION BIBLIOGRAFICA
5.1. AGENTES PATOGENOS

Los arbovirus son definidos como todos aquellos virus que se transmiten al ser humano
0 a otros vertebrados Unicamente a través de especies de artropodos hematéfagos,
dentro de los cuales conviene destacar especialmente a los mosquitos (Barzon, 2018).
Las arbovirosis emergentes y reemergentes son consideradas en la actualidad uno de
los mayores riesgos sanitarios y de salud publica, especialmente relevantes los casos
causados por flavivirus en Europa (Pierson & Diamond, 2020).

Los flavivirus son un grupo taxondmico importante de virus ARN pertenecientes al
género Flavivirus y familia Flaviviridae. El ARN de los flavivirus codifica tres proteinas
estructurales (C-prM-E) en las primeras 50 pares de bases, primer tercio del genoma, y
siete proteinas no estructurales en los 150 pares de bases restantes, los otros dos tercios
del genoma (NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5) (Heinz et al., 2000).

La emergencia o reemergencia de estos tipos de virus es ocasionada en la actualidad,
por un lado, por el cambio climaticoy, por otro lado, por los cambios sociales y humanos,
tales como la urbanizacion de entornos rurales o la globalizacién, la cual ha
incrementado tanto el nimero de viajeros internacionales como el numero de
intercambios comerciales de mercancias y/o animales (Tolsa-Garcia et al., 2023). Esta
situacion ha favorecido en los ultimos afios la propagacién de los vectores transmisores
de estos flavivirus hacia un nimero mayor de entornos donde antes no se encontraban,
y junto con una mayor distribuciéon de hospedadores infectados, se convierte en la
situacion ideal para una circulacién activa en nuevas areas (Giesen et al., 2023).

Dentro de la familia Flaviviridae es necesario resaltar varios, seguin su importancia
epidemioldgica, como el virus del Nilo occidental (VNO) y el virus Usutu (VUSU).
También hay que tener en cuenta a otro virus, el virus Bagaza (VBAG), que, aunque se
dispone de poca informacién al respecto, afecta solamente a las aves y al ser humano,
y cada vez se detecta mas debido a la reactividad cruzada en las pruebas de diagnéstico
empleadas en vigilancia de los virus anteriormente comentados (Medlock et al., 2007;
Schweitzer et al., 2009; Chancey et al., 2015; Pandit et al., 2018).

Virus del Nilo occidental

El virus del Nilo occidental es un agente zoondtico del género Flavivirus, familia
Flaviviridae, trasmitido por mosquitos, generalmente del género Culex (Angenvoort et
al., 2013). Los mosquitos son los vectores, mientras que las aves son el hospedador
principal (Sotelo et al., 2012). Otros vertebrados, especialmente seres humanos y
équidos, actuan como fondos de saco ciego epidemioldgico, puesto que la viremia que
alcanzan estos hospedadores no es suficiente para mantener la transmision del virus y,
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por tanto, se consideran hospedadores accidentales (Papa, Bakonyi, et al., 2011; Garcia-
Bocanegra et al., 2013; Vilibic-Cavlek et al., 2020).

El genoma secuenciado de este virus comprende 10.982 nucledtidos con una
poliproteina de 3.434 aminoacidos codificada dentro de un Unico marco de lectura
abierto (Richter et al., 2017). La microscopia electrdnica y las técnicas de reconstruccién
de imdgenes establecieron que el VNO es un pequeiio virus esférico icosaédrico con un
didmetro de 50 nm y una envoltura lipidica que rodea una nucleocépside icosaédrica
formada por proteinas de la capside que estan asociadas con el genoma de ARN (

Figura 1a). La secuencia del genoma del VNO y la funcién de las diferentes proteinas
virales en el ciclo de vida viral, asi como la evasién inmune se han descrito en detalle (

Figura 1b) (Ulbert, 2011).

Structural proteins Non-structural proteins UTR

ICM E 1 |2A|2B| 3 |4Al4B 5 I

Cap’sid‘ Enielope \ f T

Serine protease RNA
Membrane NTPase. polymerase
RNA helicase

Figura 1. Estructura (a) y genoma de ARN de 11Kb de longitud (b) del VNO (de Filette et al., 2012)

Durante la entrada viral, la proteina E interactia con uno o mas receptores de la
superficie celular. No estd del todo claro cuales son los receptores celulares que estan
implicados en la unién al VNO, pero se ha demostrado que el DC-SIGN, la integrina alfa-
Vbeta3 (Bogachek et al., 2010) y la proteina de unidén a laminina (Bogachek et al., 2008)
son posibles receptores. Tras unirse a la célula, el virus es captado por endocitosis
mediada por clatrina (Chu & Ng, 2004) y en la endosoma acidificada la proteina E
experimenta cambios de conformacion que resultan en la fusion entre las membranas
viral y celular (Gollins & Porterfield, 1986). Tras la fusion, el genoma de ARN de cadena
positiva se libera en el citoplasma de la célula, traduciéndose en una Unica poliproteina
(Chambers et al., 1990), que se procesa proteoliticamente para producir tres proteinas
estructurales (la proteina de la envoltura E; la proteina precursora de la membrana prM;
y la proteina de la cédpside C) y siete proteinas no estructurales (NS) (NS1, NS2a, NS2b,
NS3, NS4a, NS4b y NS5). Mientras que los cortes en las uniones C-prM, prM-E, E-NS1,
NS4A-NS4B (Nowak et al., 1989), y probablemente también NS1-NS2A (Falgout &
Markoff, 1995), son realizados por los péptidos de sefal del hospedador ubicados en el
lumen del reticulo endoplasmatico, los enlaces peptidicos restantes son cortados por la
proteasa NS3 codificada por el virus (de Filette et al.,, 2012). La replicacién de los
flavivirus requiere la proteina viral NS5, que es una ARN polimerasa dependiente de ARN
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(Rice et al., 1986; Poch et al., 1989). Esta enzima produce un ARN de cadena negativa
"anti sentido" que sirve de molde para la sintesis de muchas copias nuevas del genoma
infeccioso de ARN de cadena positiva (de Filette et al., 2012).

EI VNO se enlaza a las membranas del reticulo endoplasmatico que han sido inducidas
por él, para salir como viriones inmaduros en los que las proteinas E y prM forman 60
espigas heterotriméricas (de Filette et al., 2012). El transito del virién inmaduro a través
de los compartimentos del aparato de Golgi, los cuales al ser ligeramente acidos,
produce la reorganizaciéon de las proteinas E en el virion inmaduro, induciendo un
cambio conformacional de las proteinas E que quedan planas como dimeros
antiparalelos en la superficie del virién (Konishi & Mason, 1993). En condiciones acidas,
la prM permanece asociada al virion y sobresale de la superficie de otra particula de
virus lisa, este cambio conformacional dependiente del pH aumenta la susceptibilidad
del prM a una serina proteasa de tipo furina que produce la escision y liberacién
completa de la prM durante el proceso de maduracidn del viridn, siendo este un paso
necesario en el ciclo de vida del virus (Diamond, 2009). La NS1 intracelular funciona
como un cofactor esencial para la replicacidn viral (Lindenbach & Rice, 1997) y como
antagonista de la sefializacion de los receptores tipo toll (Wilson et al., 2008). Mientras
que la NS1 de la superficie celular y la NS1 secretada antagonizan la activacién del
complemento (Kyung et al., 2006; Avirutnan et al., 2010), la NS2A participa en la
biogénesis de las membranas inducidas por el virus, que tienen un papel vital en la
formacién del virus (Leung et al., 2008). Esta NS2A también inhibe la activacién del
promotor del interferéon-f3 (Liu et al., 2004). Las pro-proteinas no estructurales NS4B y
NS5 de los flavivirus bloquean la activacion del mecanismo de sefializacion JAK-STAT1
(Laurent-Rolle et al., 2010), lo que limita la produccién de genes antivirales estimulados
por interferdn en las células infectadas (de Filette et al., 2012).

De acuerdo con el analisis filogenético del VNO, se conocen un total de 9 linajes de
este virus (Figura 2; Tabla 1) (Fall et al., 2017) , de los cuales sélo los linajes 1y 2 han
sido relacionados con los casos de infecciones producidas por este virus en humanos
(Papa, et al., 2011; Petersen et al., 2013; Christova et al., 2020). Hasta 2004, solo habia
sido encontrado el linaje 1 en los animales y humanos en Europa (Zeller &

Schuffenecker, 2004). Es a partir de entonces, cuando el linaje 2 fue aislado por primera
vez en Hungria y Rusia en 2004, distribuyéndose desde el este hasta el centro y suroeste
de Europa, causando centenares de casos en aves, humanos y caballos (Savini et al.,
2012; Hernandez-Triana et al., 2014; Ravagnan et al., 2015; Rizzoli et al., 2015; de Heus
et al., 2019). Actualmente, el linaje 2 predomina en numerosas zonas en Europa (Vilibic-
Cavlek et al., 2019). Otros linajes han sido identificados, pero no han sido asociados
hasta ahora con enfermedades ocasionadas ni en seres humanos ni en animales. Entre
ellos se incluyen el linaje 3, también conocido como virus Rabensburg, aislado por
primera vez en 1997 en el sur de Moravia (Republica Checa) en mosquitos Culex pipiens
y Aedes rossicus (Bakonyi et al., 2005), el linaje 4a del VNO, virus de Krasnodar,
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detectado primero en una garrapata Dermacentor, y posteriormente, en mosquitos y
ranas en el sur de Rusia (Lvov et al., 2004), el linaje putativo 4b del VNO, identificado en
mosquitos de 2010 en el sur de Espafia (Vazquez et al., 2010) y el linaje 4c detectado en
mosquitos Uranotaenia unguiculata en Austria en 2013 (Pachler et al., 2014).

En Espana, los casos de VNO en caballos y seres humanos que se han detectado desde
2010 hasta 2022 (ECDC, 2022; Saravia Campelli et al., 2022), han sido causados
fundamentalmente por el linaje 1 (MAPA, 2022), aunque ha sido detectado en un caso
de VNO importado el linaje 2, en un viajero que venia de Rumania y que fue
hospitalizado por presentar complicaciones neurolégicas y gastrointestinales (Velasco
et al., 2020). Hasta el momento, el linaje 2 solo se ha detectado en Catalufia tanto en
aves del género Accipiter gentilis (azores) como en mosquitos (Busquets et al., 2008;
Vazquez et al., 2011b; Busquets et al., 2019; MAPA, 2022).

g7 KFipgbao, WNY strain Austria/2008 _gh

HO537485, WHY isolale Nea Santa-Greece-zo10
DQ116961, WNY isalate goshawk-Hungary /2004
EF42g1g7, WHNV strain 5PU116/8g, South Africa, 1984
AYg3ze6s, WHNY strain Bggs, Uganda, 1937

HM147824, WHY, Demoacratic Republic of Congo, 1958

lin. 2

DQ318020, WNV strain ArB3573/82, Central African Republic, 1982

5"'; ’—Klg-y”'w, WHV strain Hyalomma/Romania/ 2013
100 100l= Flg25721, WHY isolate Reb_VIG_oy_H, Russia, 2007

HM147823, WHY, Madagascar, 1083

AYBEBo4B, WNV strain Sarafend

DQ176636, strain Madagascar-AnMgra8, 1978

DQ2g6376, WNV strain Bo4594, India, 1980 :l lin. 1¢ (lin. 5)

Daoags, Kunjin virus strain MEM&LC, Australia ] lin. 1b

E:A"qguz;m. WHNV strain Chin-o1, China

AYeo3664, WHNY strain EthAng7es, Ethiopia
100
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AF4818 64, WHNY strain 15-08 5TD1, lsrael, 1998
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Figura 2. Numeracion sugerida de los linajes del VNO basada en el andlisis filogenético (Rizzoli et al., 2015)
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Tabla 1. Descripcion general de los linajes del VNO (Rizzoli et al., 2015)

Suggested Other lineage GenBank
lineage labelling in the Representative strain accession Reference
numbering literature number
Lineage 1a Lineage 1 NY99-flamingo382-99, New York, AF196835 Most widespread WNV lineage Lanciott et_al., 1999
1999 [115]
Lineage 1b Lineage 1 Kunjin MRM6&1C, Australia, 1960 Dooz46 Kunjin virus strains, Australia Coia e[t:{l).], 1988
Lineage 1c Lineage 5 804994, India 1980 DQz256376 Only found in India Bandre [eltl;]l" 2007
Lineage 2 No Bgr,&,' Uganda 1937 (oldest WNV AY532665 Second moslt'.'ndespread WNY Smithburn et. al, 1940
strain; WNV prototype strain) lineage [118]
. Rabensburg virus 97-103, Czech . .
Lineage 3 No Republic 1997 AY765264 Only found in central Europe Bakonyi et al. [6]
Lineage 4a Lineage LEIV-Krnd88-190, Russia 1998 AY277251 Originally Isalated from Lvov et al. [7]
E€ 4 ge4 90 99 7725 Dermacentor ticks -7
Lineage 4b Lineage 6 [ Lineage 7 HUzgz5/06, Spain GUog7875 | Only partial sequence available | Vazguez et al. [8]
. . WHNV-Uu-LN-AT-2013, Austria Identified in Uranotaenia
Lineage 4c Lineage 9 2013 K|831223 mosquitoes Pachler et al. [9]
. . Kunjin virus KUN MP5oz2-66, GUos47874, Only partial sequences .
Lineage 5 Lineage 6 Malaysia 1966 HQ840762 available Vazquez et al. [8]
Lineage 6 Lineage 7 Dak Ar D 5443, Senegal EUo8z200 Koutango virus NA
Lineage 7 Lineage 8 ArD94343, Senegal 1992 KJ131502 Only partial sequence available Fall et al. [10]

Recientemente, han sido descritos para las personas y équidos algunos factores de
riesgo que estan relacionados con la probabilidad de exposicién al VNO, junto con otros
flavivirus como el VUSU. En un trabajo realizado entre julio de 2018 y octubre de 2019
por Casades-Marti et al. (2023), los autores contemplaron tres escenarios posibles en su
hipétesis inicial, con los que midieron el grado de interaccion de los équidos con las aves
y vectores. Parece que en las propias explotaciones de équidos es donde observaron un
mayor riesgo de exposicidn al VNO y otros flavivirus, puesto que las interacciones entre
aves con équidos y seres humanos son mayores en estas zonas. Por lo tanto, la presencia
de aves que habiten en las explotaciones deberia ser considerado como un riesgo
importante para el mantenimiento y propagacion del VNO (Casades-Marti et al., 2023).

En cuanto a las manifestaciones clinicas de esta enfermedad, en el caso de las aves,
la mayoria de los animales afectados son asintomaticos, aunque en determinadas
especies, en las cuales se ha observado una mayor sensibilidad a este virus, pueden
observarse cuadros nerviosos de especial gravedad. Un ejemplo de ello son los buitres,
en los que se observan sintomas como ataxia, incapacidad para volar, fiebre,
fasciculaciones, estupor y decubito (Gamino & Hoéfle, 2013).

Sin embargo, en algunas ocasiones, también se pueden observar problemas que
afectan gravemente a la salud de los caballos y de las personas (Beck, et al., 2013). Los
principales sintomas que se han descrito en los équidos son ataxia, debilidad en los
miembros posteriores, incapacidad para levantarse, fasciculaciones musculares, fiebre
y déficit de los pares nerviosos craneales. Ademas de estos sintomas neuroldgicos,
también pueden desarrollar sintomas inespecificos como anorexia, depresién, dolor
colico, cojera, fotofobia, ceguera, hiperestesia y rechinar de dientes (Angenvoort et al.,
2013). La gravedad de los signos clinicos depende de muchos factores, como la edad, el
método de cria, las condiciones de alojamiento, la virulencia de la cepa, la
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susceptibilidad genética y la infeccién previa con este u otros flavivirus (Autorino et al.,
2002; Tesh et al., 2002). En el caso de animales de menos de dos afios, la probabilidad
de morir es menor que en el caso de animales de mas de 3 afios (Salazar et al., 2004).
Ademas, en el caso de animales que permanecen en decubito y que tienen incapacidad
para levantarse, tienen 78 veces mas probabilidades de morir que aquellos animales que
no muestran estos sintomas (Salazar et al., 2004). En el caso de los animales no
vacunados, las probabilidades de morir se han estimado que son el doble que en el caso
de animales vacunados (Salazar et al., 2004). También en algunos estudios se ha
determinado que las probabilidades de morir en el caso de las hembras son 2,9 veces
mayores que en el caso de los machos (Salazar et al., 2004).

En los seres humanos, la mayoria de las personas infectadas con el VNO son
asintomaticas y sélo entre el 20-40% de los casos desarrollan sintomas (Rizzoli et al.,
2015). La gran mayoria de las manifestaciones clinicas desencadenan una enfermedad
leve similar a un cuadro gripal, definida como fiebre del Nilo Occidental (FNO). Sin
embargo, existe otra forma clinica de la enfermedad, la enfermedad neuro invasiva
grave (WNND, por sus siglas en inglés), que ocurre solo en menos del 1% de los pacientes
infectados. La WNND generalmente abarca tres sindromes diferentes: meningitis,
encefalitis y pardlisis flacida aguda, que pueden ser mortales, sobre todo en ancianos
(Petersen & Marfin, 2002; Sejvar et al., 2003; Papa et al., 2010; Rizzoli et al., 2015).
También se han descrito casos ocasionales de hepatitis, pancreatitis y miocarditis (Tsai
et al., 1998; Platonov et al., 2001; Weinberger et al., 2001; Papa et al., 2010; Rizzoli et
al., 2015).

Virus Usutu

En cuanto a otro de los flavivirus con cada vez mas relevancia, cabe sefialar al VUSU,
también incluido junto con el VNO dentro del serocomplejo de las encefalitis japonesas.
Este virus fue detectado por primera vez en mosquitos del género Culex neavei en
Sudafrica en 1959 (Woodall, 1964). Es un virus envuelto de aproximadamente 40-60 nm
de didmetro, con un ARN monocatenario de polaridad positiva compuesto por 11.064
nucledtidos, que alberga una cubierta de 5' N7-metilguanosina-trifosfato pero que
carece de una cola poliA en el extremo 3' (Bakonyi et al., 2004). El genoma del VUSU
tiene un Unico sentido de lectura abierto que codifica una poliproteina de 3.434
aminodcidos que, después de la escisidn, genera tres proteinas estructurales (capside C,
premembrana prM y envoltura E) y ocho proteinas no estructurales (NS1/NS1', NS2a,
NS2b, NS3, NS4a, 2K, NS4b y NS5 (Beck et al., 2013).

En cuanto a sus hospedadores, el VUSU se mantiene a través de un ciclo enzodtico
entre aves, consideradas como hospedadores amplificadores y mosquitos ornitofilicos,
como vectores (Bazanow et al., 2018). Por lo tanto, los ciclos de transmisiéon del VUSU y
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el VNO son muy similares (Bazanow et al., 2018). Fue detectado por primera vez en
mirlos muertos en Austria en 2001 y en Italia en 1996 (Weissenbdck et al., 2002). Se ha
demostrado que el VUSU puede infectar a mas de 50 especies de aves (Nikolay, 2015).
El VUSU se ha observado en numerosas aves migratorias europeas, como Falco
tinnunculus (Cernicalo comun), Sylvia curruca (Garganta blanca menor) o Ficedula
hypoleucas (Papamoscas cerrojillo europeo) (Nikolay et al., 2011), pero también en
especies residentes, como Pica pica (Urraca euroasiatica), Passer domesticus (Gorridn
comun) y Turdus merula (Mirlo comun) (Nikolay, 2015). EI VUSU también se ha aislado
en buhos en cautividad hallados muertos o moribundos en zooldgicos de Austria en
2001 (Buchebner et al., 2013), en Suiza en el 2006 (Steinmetz et al., 2011) y en Francia
entre 2016 y 2018 (Epidemiosurveillance Santé Animale (ESA), 2018).

Entre los sintomas que presentan las aves infectadas, se han observado trastornos
del sistema nervioso central. Los signos clinicos mas frecuentemente registrados son la
postracién, desorientacion, ataxia y pérdida de peso. La hepatomegalia y la
esplenomegalia son las principales lesiones macroscépicas. También se han detectado
areas necroticas e infiltrados inflamatorios compuestos por células linfoides e
histiociticas en el corazén, higado, rifiones, bazo y cerebro de aves infectadas (Bakonyi
et al.,, 2007). Por lo tanto, el VUSU puede ser altamente patégeno tanto para aves
silvestres como en cautividad, debido a su amplio tropismo y virulencia en una gran
variedad de tejidos y érganos (Chevalier et al., 2009). La circulacidon del VUSU ha
provocado, en consecuencia, una muerte importante de aves en diferentes paises
europeos (Chevalier et al., 2009), aunque las consecuencias de la mortalidad asociada
al VUSU en la dinamica de las poblaciones de aves no se han investigado claramente
hasta la fecha. Se debe evaluar la correlacién entre el aumento de la mortalidad de las
aves y la velocidad de replicacién del virus dentro del reservorio natural, asi como con
el riesgo de infeccién por VUSU en hospedadores accidentales, como los humanos y los
caballos, al igual que para el VNO (Chevalier et al., 2009).

Ademas de en aves, el VUSU también se ha detectado en mamiferos, aislandose en
el cerebro de murciélagos (Pipistrellus spp.) hallados muertos en el suroeste de
Alemania, lo que cuestiona el papel de estos animales en la amplificaciéon del VUSU
(Cadar et al., 2014). En otros mamiferos se han detectado anticuerpos especificos contra
el VUSU, aunque las consecuencias de la exposicidén al VUSU en estas especies solo se
han evaluado parcialmente, tales como caballos, perros, murciélagos, jabalies,
rumiantes salvajes y seres humanos (Vanhomwegen et al., 2017; Cheng et al., 2018; Clé
etal., 2019; Roesch et al., 2019). En Italia, Serbia, Croacia, Poloniay en la isla de Mallorca
en Espana se realizaron estudios enfocados en équidos (Gaibani & Rossini, 2017;
Vanhomwegen et al.,, 2017; Bazanéw et al., 2018). Se han detectado anticuerpos
neutralizantes especificos de VUSU en jabalies en Serbia (Escribano-Romero et al.,
2015). En Africa, las pruebas VNT realizadas en sueros de caballos y perros militares en
Marruecos en 2012 también detectaron la exposicion de estos animales a VUSU (Durand
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et al., 2016). En 2014, otro estudio notificd la presencia de anticuerpos anti-VUSU en 10
equinos en el suroeste de Tunez (Hassine et al., 2010).

Las infecciones ocasionadas por VUSU en seres humanos suelen ser asintomaticas,
aungue en algunos casos se han registrado sintomas nerviosos graves, como las
meningoencefalitis o encefalitis (Aberle et al., 2018; Carletti et al., 2019; Clé et al., 2019;
Nagy et al.,, 2019), incrementando aun mas si cabe el riego que suponen estas
arbovirosis por su potencial zoonético y, por ende, su importancia para la salud publica.
Hasta 2019, la mayoria de los casos del VUSU diagnosticados durante las pruebas
realizadas a los donantes de sangre eran asintomaticos, siendo tan solo notificados 46
casos con sintomatologia aguda en ltalia, Croacia y Francia (Clé et al., 2019)

Virus Bagaza

El virus Bagaza (VBAG) es otro flavivirus transmitido por mosquitos, que a diferencia del
VNO y del VUSU pertenece al serocomplejo Ntaya (Kuno et al., 2007). El VBAG se aislo
por primera vez en 1966 en un grupo de mosquitos del género Culex en la Republica
Central Africana (Digoutte, 1978). Desde ese momento, se ha detectado en otros paises
del oeste de Africa (Traore-Lamizana et al., 1994; Diallo et al., 2005) y la India (Bondre
et al., 2009). Sin embargo, en Espafia se detecté por primera vez en 2010 en Cadiz,
asociado a un episodio de alta mortalidad ocurrido en perdices rojas y faisanes comunes
(Agliero et al., 2011).

En el ciclo de transmision, los principales hospedadores vertebrados también son las
aves, a pesar de que en seres humanos con meningoencefalitis también se han aislado
anticuerpos frente al VBAG, pero su patogenicidad en humanos no es aun bien conocida
(Kuno et al., 2007; Bondre et al., 2009). En un estudio experimental realizado en aves
por Llorente et al. (2015), se comprobd que existia una transmision directa de este virus
entre perdices rojas (Alectoris rufa) y faisanes comunes (Phasianus colchicus). Ademas,
en este estudio también se determind que la carga viral de mayor duracidn se encontré
en la base de las plumas de nueva generacion, por lo que la toma de muestras de plumas
puede ser util dentro de los programas de vigilancia activa para la deteccidon temprana
de este virus (Llorente et al., 2015). En cuanto a su patogenicidad, en el mismo estudio,
de las 10 perdices que fueron inoculadas experimentalmente, todas presentaron
sintomatologia y el 30% fallecieron entre los 6 y los 10 dias post infeccién (Llorente et
al., 2015). Sin embargo, en un estudio de campo realizado en Espana, en Cadiz, en
determinadas zonas de caza donde se observé un brote epidémico de mortalidad en
perdices y faisanes antes comentado, se estimdé que las tasas de morbilidad
correspondian al 37% en perdices y al 11% en faisanes; mientras que las tasas de
mortalidad fueron del 23% en perdices y del 6% en faisanes (Garcia-Bocanegra et al.,
2013). Entre los signos clinicos que se han observado en las aves afectadas por este virus
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cabe sefalar debilidad, postracion, falta de coordinacidén, ataxia, pérdida de peso y
diarrea blanquecina (Agliero et al., 2011; Garcia-Bocanegra et al., 2013). Es necesario
destacar que, este episodio coincidié con la notificacién de los primeros casos causado
por el VNO en caballos en esa zona (ECDC, 2022a).

La longitud del genoma del VBAG es de 10.941 nucleétidos, y los ORF (fragmentos de
lectura abierta) codifican 3426 aminoacidos (aa) (Kuno & Chang, 2007). En cuanto al
estudio filogenético de este virus existen dos secuencias en la actualidad, una aislada en
Africa y otra en la India. En el caso de la secuencia aislada en Espafia tras su andlisis
filogenético (Tamura et al., 2011) se determiné que mostré una mayor similitud con la
cepa aislada en Africa (94,1% de identidad) que con la cepa de India (92,8%), aunque
ambas cepas estaban mas préximas entre si, que con respecto a la detectada en Espaiia.
Sin embargo, a pesar de este hecho, no han sido relacionados mas episodios de
mortalidad en otras especies de aves. Se deberia determinar si otras especies de aves
son susceptibles a la enfermedad causada por el VBAG a que este virus presenta una
gran similitud con el virus de la meningoencefalitis del pavo de Israel (Fernandez-Pinero
et al., 2014). Ademas, otros vertebrados podrian estar en riesgo de infectarse con este
virus, por lo que es necesario realizar estudios de patogenicidad, ya que la propagacion
transcontinental de los flavivirus esta asociada con la migracion de las aves. Es por ello
que las migraciones de aves infectadas entre Africa y Europa podrian haber introducido
el VBAG en Espaiia (Agliero et al.,, 2011). No obstante, como de momento no hay
evidencias de que este virus sea transmitido por aves migratorias, habria que tener en
cuenta otros factores de riesgo de su introduccién en Espafia, como la industria avicola
y el comercio internacional de aves, especialmente de aves exdticas y de aves de caza
(Aglero et al., 2011).

Vectores de flavivirus

A nivel mundial se han detectado flavivirus en 30 especies de mosquitos, de los cuales,
solo 23 presentan capacidad vectorial para transmitir el VNO y el VUSU; destacando el
género Culex (Tolsa-Garcia et al., 2023) .

Los primeros aislamientos de VNO se realizaron a partir de especies del género Culex
(Taylor et al., 1953), reconocido como el principal género vector de transmision global
de este virus. La especie de mosquito que mayor riesgo de infeccién-transmisiéon
representa para los virus del serocomplejo de las encefalitis japonesas es
Culex quinquefasciatus en Norte América. Sin embargo, en concreto para el VNO, la
especie que mas riesgo representd fue Culex restuans en esta region (Tolsd-Garcia et al.,
2023). En el caso de Europa, se ha destacado el papel transmisor de Cx. pipiens y
Culex modestus en Francia (Balenghien et al., 2008), asi como de Culex perexiguus y
Culex univittatus en la Peninsula Ibérica (Mixdo et al., 2016), relacionados con la
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transmision del VNO y el VUSU en aves silvestres y en cautividad (Buchebner et al., 2013;
Vazquez et al., 2011b), aunque la capacidad y/o competencia vectorial puede ser muy
variable (Colpitts et al., 2012). En Sudafrica, se ha demostrado que Cx. univittatus
transmite de forma efectiva el VNO a las aves (Jupp, 1974). Todos estos mosquitos son
principalmente especies ornitofilicas del género Culex, aunque algunas pueden tener un
comportamiento oportunista, como Cx. pipiens (Haba & McBride, 2022) siendo también
responsables de la transmision de estos virus a los mamiferos susceptibles, en particular
a los humanos y los caballos, que se consideran hospedadores accidentales (Gomes et
al., 2013).

El VUSU se ha aislado en muchas especies de mosquitos en todo el continente
africano, principalmente en paises donde se han implementado programas de vigilancia
entomoldgica, como Senegal, Kenia y Uganda (Nikolay et al., 2011; Ochieng et al., 2013).
Del mismo modo, también se ha detectado mas recientemente en el sur y centro de
Europa, como en ltalia o Austria (Camp et al., 2019). Las especies de mosquitos en las
gue se ha detectado el VUSU con mayor frecuencia pertenecen al género Culex como
Cx. modestus, Culex neavei, Cx. perexiguus, Culex perfuscus, Cx. pipiens,
Cx. quinquefasciatus, Cx. univittatus, pero también en otros géneros como
Aedes albopictus, Aedes caspius, Aedes detritus, Aedes japonicus, Aedes minutus,
Anopheles maculipennis, Coquilletidia aurites, Culiseta annulata y Mansonia africana.

La competencia vectorial de Cx. pipiens, Cx. neavei y Cx. quinquefasciatus para el
VUSU se ha demostrado en condiciones de laboratorio (Nikolay et al., 2012; Cook et al.,
2018). En Europa Cx. pipiens se considera como el principal vector transmisor, tanto del
VNO como del VUSU a los seres humanos (Becker et al.,, 2012). Es una especie
principalmente ornitéfila, pero que también puede alimentarse de mamiferos (Haba &
McBride, 2022), lo que podria ser un vector puente para la transmisién entre diferentes
hospedadores. Se ha corroborado que la competencia vectorial de Cx. pipiens es mayor
para el VUSU que para el VNO, al menos en condiciones de temperatura elevada (a 28°C)
(Fros et al., 2015). Sin embargo, en un estudio reciente, especies del género Cx. pipiens
infectados con una cepa africana del VUSU mostré una competencia vectorial muy baja
(Hernandez-Triana et al., 2018). Estos resultados obtenidos en los estudios de campo,
aungue son contradictorios con infecciones experimentales previas, podrian explicarse
por la variabilidad genética de las cepas del VUSU vy las diferencias en la susceptibilidad
entre diferentes poblaciones de la misma especie de mosquito o los ecotipos de Cx.
pipiens (molestus y pipiens, asi como hibridos) para el mismo virus (Haba & McBride,
2022). Por otro lado, las presiones selectivas en las infecciones experimentales en
laboratorio de las poblaciones de mosquitos pueden modificar su susceptibilidad a la
infeccion; ademas, los parametros experimentales, como los titulos de virus en la sangre
durante la infeccidon oral y la temperatura, asi como, la duracion de la incubacién,
también pueden influir en la competencia de los mosquitos (Kramer, 2016). Por el
contrario, las poblaciones norteamericanas y europeas de Ae. albopictus parecen ser
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resistentes a la infeccidon por el VUSU, incluso cuando esta especie se ha encontrado
repetidamente infectada en la regién de Emilia-Romana, en el norte de ltalia (Calzolari
et al., 2017; Puggioli et al., 2017; Cook et al., 2018). También se ha demostrado que las
poblaciones de Ae. albopictus, aunque su comportamiento es preferentemente
mamofilico, pueden alimentarse de aves, aunque es poco frecuente y no se alimenta de
mas de un ave (Richards et al., 2006), por lo que, se deben realizar investigaciones
adicionales en el laboratorio (competencia vectorial) y en el campo (capacidad vectorial)
para aclarar su papel en la transmisién del VUSU (y también del VNO) y el riesgo asociado
para los seres humanos. En el caso del VBAG también es un flavivirus que puede ser
transmitido por estos géneros de mosquitos. De manera especifica ha sido aislado en
Mauritania y Senegal, en individuos de las siguientes especies Aedes fowleri (dos cepas),
Cx. neavei (18 cepas) y Culex poicilipes (cinco cepas). Sin embargo, en Europa no ha sido
aislado en mosquitos, a pesar de que ha sido detectado en aves (Diallo et al., 2005; Hofle
et al.,, 2022).

Por lo tanto, en la vigilancia entomoldgica debemos tener en cuenta parametros
fundamentales como son la competencia y la capacidad vectorial de una especie
particular de mosquito, la cual dependera de multiples factores. Tales factores son la
densidad del vector en relacidn con la densidad del hospedador; la tasa diaria de
alimentacion de sangre del vector en una determinada especie de hospedador; la
proporcién de vectores que desarrollan estadios de patdgenos infecciosos; la tasa de
supervivencia diaria del vector; la duracion en dias que el patégeno se almacena en la
saliva (periodo de incubacién), etc.... (Engler et al., 2013). Estos factores son los que se
modifican en los estudios de laboratorio (Anderson & Rico-Hesse, 2006). Sin embargo,
uno de los objetivos de la vigilancia entomoldgica es generar datos que se puedan
aplicar en todos los estudios de campo para calcular la capacidad vectorial o para
encontrar pardmetros que puedan sustituirlo para medir esto. Para ello, los parametros
clave que influyen en la capacidad vectorial son la densidad de determinadas especies,
sus preferencias por los hospedadores y la tasa de contacto entre el vector y el
hospedador, asi como la variedad de factores climaticos (Engler et al., 2013). Por lo
tanto, la propagacién de los virus transmitidos por artrépodos como los flavivirus
depende de muchos factores (Engler et al., 2013).

Es necesario destacar que el vector infecta a los hospedadores vertebrados
Unicamente cuando el virus se encuentra en la saliva del mosquito mientras éste pica al
hospedador para realizar las ingestas de sangre (Kramer & Ciota, 2015). Por ello, en los
estudios de campo, es importante analizar de forma separada las diferentes partes del
cuerpo de los mosquitos (Bravo-Barriga et al., 2016), ya que, si el genoma viral se
encuentra solo en el abdomen, no se podria confirmar que esa especie pueda ser
competente en la transmisién viral (Kramer & Ciota, 2015). En la actualidad, hay pocos
estudios de campo en los que se realice la diseccidén del cuerpo de los mosquitos en
diferentes partes, ya que normalmente los mosquitos se analizan en grupos de entre 1
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y 50 individuos con el cuerpo completo (Tabachnick, 2013). Por otro lado, en estos
estudios de laboratorio no se tienen en cuenta los factores medioambientales que
influyen en estos vectores; tales como, las fluctuaciones en las temperaturas
ambientales, la edad del mosquito, la dosis viral, las cadenas del virus o el microbiota
del estdmago de estos insectos (Pulgarin et al., 2018). Se cree que los factores
macroecoldgicos pueden ayudar a identificar estos amplios patrones temporales y
espaciales que existen entre los hospedadores y los virus (Stephens et al., 2016; Pandit
et al., 2018), lo cual nos permitiria distinguir entre infecciones naturales e indicadores
de transmision de estos flavivirus entre diferentes especies de mosquitos (Tolsa et al.,
2018). Las estrategias basadas en la macroecologia pueden usarse para identificar zonas
de especial riesgo para la entrada y circulaciéon de estos virus (Albery et al., 2021).
Ademas, la determinacion de zonas de riesgo es una pieza clave para definir los objetivos
de los programas de vigilancia en funcion del conocimiento de la distribucion de
especies de mosquitos de la region objeto de estudio (Calzolari et al., 2020). Por lo tanto,
resulta fundamental conocer la distribucidn y nichos ecolégicos de los mosquitos para
determinar de forma mds apropiada la interfaz virus-vector para poder entender la
situacion global actual (Mayer et al., 2017). Debido a la actual propagacién de todos
estos vectores a nivel mundial, resulta necesario fortalecer la capacidad entomolégica
en Europa para mejorar la vigilancia y la evaluacién de los riesgos asociados a estos
vectores, e identificar las estrategias de control mas apropiadas y respetuosas con el
medio ambiente, especialmente en los puntos criticos de aparicién y propagacién de
flavivirus. También es importante sefialar que el nimero de productos disponibles para
el control de mosquitos se ha reducido en los ultimos afios (European Comission, 2022),
por lo que, se necesitan urgentemente nuevos insecticidas y repelentes, ya que los
disponibles estan perdiendo eficacia por aparicion de resistencias (Rizzoli et al., 2015;
Pichler et al., 2022). Ademads, existe una clara necesidad de definir y evaluar la
efectividad de las estrategias integradas de control de mosquitos, asi como, concienciar
a la poblacion para reducir las fuentes de estos insectos (Rizzoli et al., 2015).

La vigilancia entomoldgica activa y especifica del VNO, asi como de otros flavivirus en
las poblaciones de mosquitos, ofrece la oportunidad de detectar los virus antes de la
aparicion de casos en équidos y humanos e instaurar un seguimiento a lo largo del
tiempo (Calzolari et al., 2012). Esto proporciona una ventaja a la hora de establecer
métodos de control, como el uso de productos adecuados para la lucha vectorial,
introducir medidas de bioseguridad para el ganado o iniciar la vacunacion preventiva
(Calzolari et al., 2020). Sin embargo, la vigilancia activa que predice los brotes de virus
se ve desafiada por una variedad de factores, incluido el escaso conocimiento de los
factores sociales y ecoldgicos que determinan la tasa de contacto entre el vector y el
hospedador y que facilitan la transmisién a los seres humanos y los caballos (Medlock
et al., 2007). Las limitaciones practicas, como el apoyo financiero institucional o privado,
las dificultades en la identificacion de mosquitos debido a la falta de entomdlogos
especialistas (Almeida et al., 2017) y una deteccion sensible, rapida y eficaz de los virus
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en los mosquitos también pueden impedir una vigilancia eficaz. Un area clave de esto
es la identificacidn precisa de las especies de mosquitos, ya que solo ciertas especies en
un area determinada pueden actuar de manera efectiva como vectores para las
poblaciones humanas o equinas (Medlock et al., 2007).

Por lo tanto, esta vigilancia entomoldgica clasica se debe realizar en una variedad de
sitios de recoleccion ubicados en areas de riesgo o en areas con circulacién de virus, y
tiene como objetivo capturar e identificar posibles especies de vectores transmisores
del VNO y otros flavivirus (VUSU y VBAG), asi como determinar su abundancia y
distribucién. Se utilizan diferentes trampas y métodos para recolectar mosquitos, como
las trampas de luz CDC, las cuales se colocan aproximadamente a 1,5 m del suelo y se
mantienen en funcionamiento durante una o dos noches consecutivas; las trampas BG-
Sentinel y trampas grdvidas, que se colocan en el suelo en lugares protegidos de los
ataques de animales y se mantienen en funcionamiento durante unas 24-48 horas
(Degener et al., 2019). El uso conjunto de diversas trampas permite una captura mas
diversa, puesto que algunas trampas son mas eficaces para los mosquitos del género
Culex spp. y otras mds selectivas para las especies diurnas del género Aedes (Degener
et al., 2019). Las trampas de aspiracion se utilizan para recolectar mosquitos una vez
gue se han alimentado en sus sitios de descanso (paredes de refugios para animales), y
la recoleccion de larvas también se utiliza para mejorar la monitorizacion de las especies
de mosquitos y observar la abundancia de determinadas especies (Degener et al., 2019).
La temporada de deteccidn de estos flavivirus se realiza mensualmente en areas con
circulaciéon activa del virus y de marzo a octubre en zonas de vigilancia (areas
consideradas en riesgo de introduccion del virus). Los mosquitos se identifican y se
suelen agrupar (un maximo de 50 individuos/grupo) por sitio de captura, fecha de
recoleccién, método de captura, especie, sexo y estado de la hembra (con sangre o sin
alimentar), analizandose dichas muestras para el VNO vy otros flavivirus mediante RT-
PCR (del Amo et al., 2013).

Por ultimo, en cuanto a métodos de vigilancia pasiva, también podemos nombrar el
uso de las tarjetas FTA® Cards cebadas (por ejemplo, con miel), que se usa en
combinacidn con el resto de las trampas que han sido comentadas anteriormente,
siendo demostrada su eficacia, sobre todo en zonas de baja prevalencia (Wipf et al.,
2019).

En cuanto a la vigilancia entomoldgica realizada en distintos paises de Europa para la
deteccion de estos flavivirus se obtuvieron datos dispares (Engler et al., 2013):

En Italia, se identificaron y analizaron 5184 pools de mosquitos para el VNO y 3646
para el VUSU, de los cuales, se detecté VNO en 10 pools de mosquitos que incluian
hembras de Cx. pipiens, Ae. caspius y Cx. modestus (Engler et al., 2013).En Grecia, las
especies dominantes durante el verano son: Ae. caspius, Cx. pipiens y Cx. modestus y
tres especies de Anopheles spp. Las dos primeras especies estan presentes en todo el
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pais, mientras que Cx. modestus y Anopheles spp. se encuentran en los humedales, y
especialmente en los campos de arroz (Engler et al., 2013). En el caso de Suiza, nunca se
ha detectado VNO en mosquitos, pero debido a la presencia de casos positivos en el
norte de ltalia, se ha establecido un sistema de vigilancia del VNO y otros virus
transmitidos por mosquitos, sobre todo en el sur del pais, pero con intencién de
implementarlo en todo el territorio. En 2011/2012, fueron capturados un total de
16.982 mosquitos del género Culex (principalmente Cx. pipiens), 4.597 Aedes vexans y
3.938 Ae. albopictus. En ninguno de los grupos de mosquitos se aisld el VNO, pero si
secuencias del VUSU, aunque no fueron secuencias relacionadas con casos humanos
(Engler et al., 2013). En el caso de Reino Unido, un solo articulo ha informado de la
deteccion del VNO en aves silvestres seropositivas (Folly et al., 2020). Los resultados
nunca se repitieron en la vida silvestre y no ha habido casos humanos o equinos. En
cuanto a las especies de mosquitos capturadas como posibles candidatos para la
transmision del VNO en este pais han sido los siguientes; Aedes cinereus, Aedes cantans,
Ae. detritus, Aedes punctor, Anopheles plumbeus, Coquillettidia richiardii, Cx. pipiens,
Culex pipiens molestus, Culex torrentium, Cs. annulata, Culiseta litorea, Culiseta
morsitans, Cx. modestus y Ae. vexans. Sin embargo, en ninguno de estos individuos se
han aislado secuencias de estos flavivirus (VNO ni VUSU) (Engler et al., 2013; Medlock
et al., 2007). En Alemania, se han llevado a cabo amplios estudios de vigilancia sobre
miles de aves silvestres y domésticas y de equinos (Seidowski et al., 2010; Ziegler et al.,
2012), asi como sobre mosquitos. Entre las varias decenas de miles de mosquitos que
se han procesado, varias especies de mosquitos, que se han reportado, son nuevas en
Alemania, tales como Ae. albopictus, Ae. japonicus, Anopheles daciae y Culiseta
longiareolata (Kronefeld et al., 2012; Werner et al., 2012). En 2010, el VUSU fue aislado
en mosquitos Cx. pipiens atrapados en la ciudad de Weinheim (Jost et al., 2011). Durante
el verano de 2011, se observd una mortalidad considerable de aves silvestres y en
cautividad en el suroeste de Alemania, analizando 168 aves muertas y detectando ARN
de VUSU en 80 individuos de seis especies. Por lo tanto, se demostré que la mortalidad
de las aves estaba asociada con la aparicidon del VUSU (Becker et al., 2012).

En el caso de Espafia, existen numerosos estudios sobre la presencia y distribucion
de posibles vectores competentes del VNO y otros flavivirus, asi como la deteccidn de
éstos en los mosquitos. En un estudio realizado entre los afios 2001-2005 en las
provincias de Huelva, Tarragona, Barcelona y Girona por Aranda et al.,, (2008) se
analizaron 72.895 mosquitos hembra, los cuales pertenecieron a 20 especies de los
géneros Anopheles, Aedes, Culex, Culiseta, Coquillettidia y Uranotaeina. Segun la lista
de especies de mosquitos espanoles (Bueno-Mari et al., 2012), las 20 especies
capturadas representaban el 37% de todas las especies presentes en el pais (Encinas
Grandes, 1982; Padrds, 1997; Eritija et al., 2000). La especie mas abundante fue Ae.
caspius (40,9%), seguida de Cx. pipiens (32,3%), Culex theileri (10,9 %), Anopheles
atroparvus (6,6 %) y Cx. modestus (4,6%). Mas de la mitad (56,3%) del total de mosquitos
capturados se capturaron en Huelva, seguida de Girona (22%), Tarragona (12%) vy
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Barcelona (9,6%). En este mismo estudio se amplificaron secuencias de flavivirus en 111
de los 4723 grupos de mosquitos analizados. Las secuencias de flavivirus identificadas
fueron virus especificos de insectos, como el virus Kamiti River. Huelva fue la provincia
donde se obtuvieron mayor nimero de grupos de mosquitos positivos (64), seguida de
Girona (36), Tarragona (8) y Barcelona (3). La especie con mayor nimero de grupos de
mosquitos positivos fue Cx. theileri con un total de 50, seguido de Ae. capius con 29, Ae.
vexans con 16, y Cx. pipiens con 9 (Aranda, et al., 2008).

Anos mas tarde, el VUSU fue detectado en un grupo con 3 mosquitos hembra de la
especie Cx. pipiens capturados en agosto de 2006 en el delta de Llobregat (Busquets et
al., 2008). Ademas, en 2011 (Vazquez et al. 2011b), confirmaron, por primera vez en
Espafia, la circulacidn y primera deteccién del linaje 1 del VNO y del VUSU en mosquitos
Cx. perexiguus, lo que evidencia a este mosquito como un vector importante de estos
flavivirus en nuestro pais, como también ya fue descrito en Israel (Orshan et al., 2008).
Las secuencias del VNO y el VUSU detectadas en este estudio fueron muy similares a las
de VNO detectadas en aguilas reales en 2007 (Jiménez-Clavero et al., 2008) y las de
VUSU espaiiolas detectadas en Cx. pipiens en Cataluiia en 2006 (Busquets, et al., 2008).
Hasta ahora, no se han detectado infecciones en humanos por el VUSU, pero si en
animales en Espaiia, al igual que se han descrito casos de enfermedad por VNO en
humanos, aves y caballos (ECDC, 2022b, 2022a). Aungue ambos virus podrian haber sido
reintroducidos por aves migratorias repetidamente en la region mediterranea, el hecho
de que las secuencias encontradas sean muy homogéneas y su deteccién frecuente en
los Ultimos afios, podria sugerir una circulacién endémica de estos virus.
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5.2. DIAGNOSTICO DE FLAVIVIRUS

Ademads del estudio clinico y patoldgico de los pacientes (humanos y/o animales), las
pruebas laboratoriales para el diagndstico del VNO y otros flavivirus comprenden la
serologia, el aislamiento de virus y la RT-PCR (WOAH, 2022a).

La respuesta para combatir la infeccion causada por el VNO es esencialmente una
respuesta inmunitaria especifica o humoral, mediada por anticuerpos (ACs), ya que la
respuesta inmune no humoral o inespecifica, no limita la diseminacién virica, en
particular al Sistema Nervioso Central (SNC) (Campbell et al., 2002), siendo los
anticuerpos asociados a la inmunoglobulina M (IgM) los que limitan la diseminacidn
virica en el hospedador. En humanos, los anticuerpos contra el VNO comienzan a
aparecer entre el cuarto y el séptimo dia después de la infeccidn y los anticuerpos IgM
ya son detectables en los primeros momentos después de la aparicidén de los sintomas,
alcanzando su maximo a las 2 semanas de la infeccidn, para luego disminuir
rapidamente a lo largo de varias semanas o meses (Barzon et al., 2013). En el 80% de los
pacientes humanos, los anticuerpos detectables en suero y liquido cefalorraquideo
(LCR) estan presentes a los 8 dias (Gould & Fikrig, 2004) y en la mayoria de los sueros
humanos, las IgM persisten durante un periodo mas largo de lo esperado inicialmente,
entre 50-250 dias (Habarugira et al., 2020; WOAH, 2022b). Los anticuerpos IgM no
atraviesan la barrera hematoencefalica, por lo que su presencia en el LCR refleja una
produccién intratecal o un dafio en la propia barrera hematoencefdlica (Tardei et al.,
2000). Los ACs relacionados con la inmunoglobulina G (IgG) aparecen pocos dias
después de la aparicion de la IgM (Petersen et al., 2002; Roehrig et al., 2002; Shrestha
& Diamond, 2004), generalmente 12 dias después del inicio de los sintomas y pueden
persistir durante anos. Estos ACs eliminan eficazmente el virus y median la inmunidad
protectora a largo plazo. La respuesta de las células T, mediada principalmente por
linfocitos CD8+, también desempefia un papel crucial en la recuperacion, especialmente
en la eliminacion del virus (Shrestha & Diamond, 2004). Ademas, se ha descrito que los
interferones desempefian un papel importante en la respuesta contra los flavivirus, ya
que inhiben la infeccidn in vitro (Anderson & Rahal, 2002) y los ratones deficientes en
interferones muestran una mayor tasa de mortalidad tras una infecciéon por el VNO
(Lobigs et al., 2003). Por lo tanto, el diagndstico de infecciéon por VNO generalmente se
basa en la demostracion de anticuerpos especificos contra VNO en suero o LCR. La Figura
3 dibuja una linea de tiempo de marcadores clinicos y de diagndstico durante la
infeccion humana por VNO. También se ha demostrado que el ARN del VNO se puede
detectar en la orina durante mucho mas tiempo y en concentraciones mas altas que en
la sangre o el LCR en personas con VNO en su forma febril o la forma neuro invasiva del
VNO (Murray et al., 2010; Barzon et al., 2013). La duracion de la deteccién del ARN del
VNO en la orina parece depender del curso de la enfermedad y podria durar 20 dias o
mas (Barzon et al., 2013). La implementacién de las pruebas de ARN del VNO vy el
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aislamiento de las muestras de orina en los protocolos de rutina para el diagndstico del
VNO demostraron la utilidad de estas pruebas para la confirmacidn de los casos (Murray
et al., 2010; Barzon et al., 2013, 2014; Kurolt et al., 2014).

IgM

Viral RNA in urine ||||.;

Figura 3. Representacion grafica en la linea temporal de la viremia y la respuesta inmune humoral frente
al VNO (Rizzoli et al., 2015)

Viraemia and humoral response

Como ya se ha comentado, las pruebas seroldgicas siguen siendo el principal método
de diagnéstico de la infeccién por el VNO, basadas en la deteccién de ACs (Davis et al.,
2001; Martin et al., 2002), pero la reactividad cruzada contra otros flavivirus limitan la
especificidad de las pruebas (Calisher et al., 1989). Este handicap hace que la prueba
seroldgica de referencia recomendada por la Organizacion Mundial para la Sanidad
Animal (WOAH, por sus siglas en inglés) para la deteccidén del VNO siga siendo la prueba
de neutralizacién del virus (VNT) (WOAH, 2022a). La VNT puede realizarse en diferentes
tipos de placas, siendo la prueba de Neutralizacién por Reduccion de Placas al 90%
(PRNT90) una de las mas utilizadas, segun protocolos estandarizados (Lindsey et al.,
1976; Beaty et al., 1995). También se pueden usar placas de microtitulacién de 96
pocillos, la llamada micro-VNT (Llorente et al., 2019), la cual ha demostrado ofrecer
resultados similares a los de la prueba PRNT90 (di Gennaro et al., 2014; WOAH, 2022b).
La micro-VNT también requiere un menor volumen de muestra que la PRNT90, lo cual
es muy relevante cuando se analizan sueros de aves, donde normalmente se dispone de
bajos volumenes de muestra. Ademas, el trabajo de Llorente et al., (2019) reforzo el
hecho de que la VNT realizada en paralelo con flavivirus co-circulantes es mas especifica
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que las pruebas ELISA para la detecciéon de anticuerpos contra el VNO, apoyando la
utilidad de esta técnica como método de confirmacion. Ademas, este estudio corrobord
que existen reacciones cruzadas en los métodos de diagndstico seroldgico (incluida la
prueba VNT) no solo entre flavivirus del mismo serocomplejo (VNO y VUSU), sino
también de serocomplejos diferentes (VNO/VUSU y VBAG), como se observd
anteriormente con otros flavivirus como el virus de la encefalitis japonesa y el virus de
la encefalitis transmitida por garrapatas (Stiasny et al., 2013; Klaus et al., 2014). Estas
observaciones también pueden ser relevantes cuando se trata de diagndstico humano
en areas con co-circulaciéon del VNO y otros flavivirus como la fiebre amarilla, la
encefalitis japonesa, el Zika, el dengue o el virus de la encefalitis transmitida por
garrapatas en viajeros que han visitado paises endémicos y en personas vacunadas
contra algunos de estos virus (Llorente et al., 2019).

En los ultimos afios se han desarrollado métodos de enzimoinmunoanalisis de absorcion
(ELISA). Estas pruebas ELISA pueden clasificarse en tres tipos: IgG, MAC-ELISA y ELISA de
bloqueo de epitopos. Los inmunoensayos recomendados son el ELISA de captura de
anticuerpos IgM (MAC-ELISA) y el ELISA indirecto de IgG. Estas pruebas tienen la ventaja
de ser rdpidas, reproducibles y menos costosas que los métodos clasicos (aquellos
basados en la deteccién del ARN viral). Ademas, algunas de ellas utilizan reactivos no
infecciosos, lo que permite a los laboratorios que no tienen la capacidad de manipular
el VNO realizar tanto pruebas primarias como cribados a gran escala. Gracias al MAC-
ELISA se pueden detectar infecciones agudas (muestras de suero tomadas entre los 8 y
45 dias después de la infeccién), ya que detecta los primeros anticuerpos tanto en el
suero como en el LCR. La sensibilidad estimada del MAC-ELISA es del 91,7% vy la
especificidad del 99,2% para sueros equinos (Long et al., 2006). Tanto la deteccion de
anticuerpos IgM en suero como en LCR son indicativos de infeccién (Tardei et al., 2000;
Marfin & Gubler, 2001; Martin et al., 2002). El inicio de la sintesis de los ACs asociada a
IgM puede incluso aparecer primero en el LCR (Tardei et al., 2000). Los resultados de
MAC-ELISA se correlacionan cualitativamente bien con los resultados de la VNT; y la
reactividad cruzada de IgM anti-VNO con otros virus del serocomplejo de las encefalitis
japonesas es menos significativa que para los ACs asociados a IgG (Tardei et al., 2000;
Martin et al., 2002). Sin embargo, el MAC-ELISA tiene dos grandes limitaciones; en
primer lugar, si la muestra de suero se toma poco después de la infeccién, es posible
gue no se detecten los ACs asociados a IgM, lo que daria lugar a resultados falsos
negativos, por lo que las muestras de suero en fase muy aguda deben analizarse para
detectar ARN o virus (siempre que se haya mantenido la cadena de frio). En segundo
lugar, dado que en algunos casos (sobre todo humanos), los anticuerpos IgM pueden
persistir durante mas de un afo (Roehrig et al., 2003), la capacidad de MAC-ELISA para
discriminar entre las infecciones actuales y las de temporadas anteriores es reducida.
Para solventar eso, se desarrollé un ELISA de captura de IgA y se probd con un panel de
sueros humanos (Prince & Lapé-Nixon, 2005), pero finalmente se descubrié que las IgA
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del VNO persisten durante semanas o incluso meses en humanos, como las IgM (Prince
et al., 2005). Por otro lado, el protocolo de la prueba ELISA-IgG indirecta para arbovirus
también ha sido estandarizado para sueros humanos por el CDC para su aplicacion en
un gran numero de laboratorios de EE. UU. (Johnson et al., 2000). Posteriormente, se ha
adaptado para caballos (Davis et al., 2001) y para varias especies de aves (Ebel et al.,
2002). Ademads, se han propuesto protocolos ELISA e inmunofluorescencia (IFA) para
determinar la avidez de 1gG (Euroimmun AG, Luebek, Alemania y Panbio, Queensland,
Australia) de un Unico suero para diferenciar entre infecciones recientes o pasadas (de
Filette et al., 2012). Los nuevos avances en la deteccidn seroldgica frente al VNO, sefialan
que, aunque las pruebas ELISA son mas rapidas que la VNT, a veces requieren al menos
2 dias, ya que es necesario realizar la incubacién durante la noche. De este modo, hay
gue mencionar dos métodos alternativos para una deteccion aun mas rdpida de ACs
especificos anti-VNO. Uno es un inmunoensayo de fibra dptica de IgG anti-VNO, que
utiliza biosensores y quimioluminiscencia (Herrmann et al.,, 2005). Esta técnica es
especialmente rdpida y también ha demostrado ser mds sensible que el ELISA
colorimétrico o quimioluminiscente clasico. El otro método se basa en la proteina E
recombinante acoplada covalentemente a microesferas de poliestireno fluorescentes
(Wong et al., 2003, 2004). La reaccidn se evalua mediante la intensidad de fluorescencia
de la microesfera medida por un citdmetro de flujo simplificado. Una prueba primaria
detecta los ACs asociados tanto a IgG como a IgM y una prueba complementaria con
deplecién de IgG puede detectar especificamente los ACs asociados a IgM. Este
inmunoensayo basado en microesferas permite la deteccién de ACs humanos IgM e IgG
tanto en suero como en LCR en 2,5 h, pero apenas diferencia los ACs anti-VNO de otros
ACs anti-flavivirus. El mismo inmunoensayo basado en microesferas, acoplado con la
proteina NS5, discrimina de forma mas fiable entre las infecciones por el VNO y las
infecciones por el virus del dengue o el virus de la encefalitis de St Louis (SLE), y también
se puede utilizar para diferenciar entre la vacunacién por flavivirus y la infeccién natural
por el VNO, asi como entre infecciones recientes y antiguas (Wong et al., 2003). En
cuanto a las limitaciones de estos métodos estan relacionadas con la variedad de
especies (incluso salvajes) que albergan las infecciones por el VNO. Los conjugados anti-
especies no estdn disponibles para todos los hospedadores posibles (Dauphin &
Zientara, 2007). Otra limitacidon de las pruebas ELISA, que ya se ha mencionado con
anterioridad, es su dificultad para diferenciar especificamente el VNO de otros flavivirus,
en particular de los virus de este mismo serocomplejo (VUSU). Por lo tanto, se estd
haciendo un esfuerzo considerable para desarrollar antigenos y/o formatos de prueba
que puedan usarse para la deteccién especifica de anticuerpos anti-VNO (de Filette et
al., 2012). Estos también deben tener en cuenta la heterogeneidad de los perfiles de
anticuerpos humanos contra la infeccién por el VNO (Chabierski et al., 2014). Para
solventar la limitacion de las pruebas ELISA para diferenciar entre flavivirus, se propone
el uso de las Particulas Similares a Virus (VLP, por sus siglas en inglés) que se obtienen a
partir de prM y proteinas E auto ensambladas y tienen propiedades estructurales y
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fisicoquimicas similares a las particulas virales maduras (Holmes et al., 2005). El uso de
estas VLP permite una mayor especificidad y el mismo grado de sensibilidad para
algunos flavivirus a las pruebas ELISA (Holmes et al., 2005). Este resultado puede
deberse a una mejor calidad y purificacidon de las VLP y a la presencia de cantidades
proporcionalmente mayores de proteina E en las preparaciones de VLP. Para mejorar
aun mas la diferenciacion entre flavivirus, se sugiere la alteracion genética de epitopos
especificos (localizados principalmente en el dominio Il de la proteina E) en estas VLP
(Holmes et al., 2005).

Otras técnicas para la deteccién del VNO son la reaccién en cadena de la polimerasa
con transcripcion inversa (RT-PCR), la deteccion de antigenos e inmunohistoquimica. La
viremia suele ser detectable en pacientes humanos con fiebre del VNO durante los
cuatro primeros dias de la enfermedad (Goldblum et al., 1957). Sin embargo, la
deteccion del virus o del ARN tiene sus limitaciones en el diagndstico tardio (Lanciotti et
al., 2000), puesto que la fase de viremia suele preceder a los signos clinicos, lo que
dificulta la deteccion del virus tras el inicio de la enfermedad (Johnson et al., 2000).

La RT-PCR en tiempo real es un ensayo de deteccién del virus rapido y fiable a partir
de una amplia variedad de muestras (Lanciotti et al., 2000). Ademas, combinado con la
extraccién automatizada de ARN, la RT-PCR en tiempo real es Gtil para el diagndstico a
gran escala (Ostlund et al., 2001). La RT-PCR en tiempo real se utiliza desde 2003 como
método de cribado en seres humanos (Lanciotti et al., 2000) vy, sobre todo, para el
cribado a gran escala de mosquitos/aves en los EE. UU., como predictores del riesgo
potencial de transmision a los seres humanos (Kauffman et al., 2003). A pesar de que se
han desarrollado métodos de PCR para detectar los dos linajes principales del VNO
(Jiménez-Clavero et al., 2006), un primer estudio de evaluacion de calidad externa (ECE)
en 2006 revelé que muchos laboratorios tenian problemas para detectar genomas del
linaje 2 del VNO (Niedrig et al., 2006), un problema de gran preocupacion ya que los
virus de los linajes 1 y 2 estaban circulando conjuntamente en Europa. En una segunda
ECE en 2011, los laboratorios participantes ya habian mejorado significativamente en
este aspecto (Linke et al., 2011). Por eso, la multiplexacidon por PCR es muy util en este
aspecto, desarrolldandose métodos de PCR multiplex capaz de detectar y diferenciar los
linajes 1y 2 del VNO y el VUSU (del Amo et al., 2013). También es esencial que los
métodos de PCR actuales se verifiquen y actualicen constantemente para determinar su
sensibilidad e idoneidad para detectar cepas de VNO emergentes para asi poder hacer
frente a la variabilidad genética observada de las cepas europeas.

Otras pruebas que se pueden utilizar, aunque no son las mas usadas en los programas
de vigilancia, son la prueba de la inhibicion de la hemaglutinizacién (IHA), que carece de
inhibidores inespecificos (Beaty et al., 1995) o la inmunohistoquimica, que sigue siendo
una buena herramienta para la confirmacién especifica de la infeccidn por el VNO en
casos de encefalitis mortal o en la enfermedad de las aves, incluso cuando los antigenos
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del VNO pueden estar presentes en bajas cantidades (Cantile et al., 2001). Se puede
realizar a partir de diversos tejidos (Cantile et al., 2001; Jozan et al., 2003), pero su éxito
depende de la calidad del mismo (Dauphin & Zientara, 2007).

Por ultimo, el desafio en el diagndstico es la diversidad del VNO en Europa y la
necesidad de comprobar continuamente la eficacia de las pruebas de laboratorio
existentes para la detecciéon de nuevas cepas o anticuerpos contra ellas (Llorente et al.,
2019). El principal desafio en la serologia de VNO es desarrollar inmunoensayos de
nueva generacion que eviten las reacciones cruzadas con diferentes flavivirus y
permitan una buena diferenciacion de flavivirus, minimizando la necesidad de
confirmacién por la VNT (LIorente et al., 2019). Para eso, son necesarios grandes paneles
de anticuerpos monoclonales bien caracterizados para diferentes epitopos flavivirales
(Rizzoli et al., 2015). Sin embargo, estas técnicas requieren habilidades y equipos
avanzados que no suelen estar disponibles en la mayoria de los laboratorios de
diagnéstico de rutina (Llorente et al., 2019). Por esta razén, las pruebas ELISA y VNT
siguen siendo necesarias para el cribado y la confirmacién en los programas de vigilancia
del VNO (Llorente et al., 2019). En el campo veterinario, las pruebas seroldgicas que
diferencian los individuos infectados de vacunados tampoco estan disponibles, por lo
que siempre que sea posible, la inclusién de diferentes tipos de antigenos en los
inmunoensayos ayudaria a evitar falsos negativos debido a la heterogeneidad de las
respuestas inmunes humorales al VNO (Llorente et al., 2019).
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5.3. DISTRIBUCION DE FLAVIVIRUS

En la actualidad, los flavivirus estan distribuidos por todo el mundo e infectan hasta 400
millones de personas al afio (Figura 4) (Pierson & Diamond, 2020). Entre estos virus ARN,
el VNO adquiere especial relevancia por la cantidad de brotes epidémicos que ha
producido en los ultimos afios a nivel mundial, tanto en seres humanos como en
animales, (caballos y aves, principalmente). Es por ello por lo que es considerado como
el arbovirus mas extendido en el mundo (Madewell, 2020). En las ultimas décadas ha
cobrado una mayor importancia debido a su sorprendente capacidad de invadir nuevas
zonas geograficas, causando en numerosas ocasiones brotes epidémicos de gran
virulencia (WHO, 2020). Sin embargo, hay otros flavivirus como pueden ser el VUSU y el
VBAG, en los que hay que poner el foco de atencidn, debido a que se estan notificando
cada vez mds casos en personas y animales de distintas regiones del mundo (Pierson &
Diamond, 2020).

[l Japanese encephalitis virus | : | ' { ‘
O west Nile virus - : Ay ,

3 \ '.Ii, ﬁ J 1‘ £ - /
[B) Powassan virus 4 3 g = K 25 fue A e o I"
[[] Usutu virus / ) ; VA
[ liheus virus

B Wesselsbron virus
[ Spondweni virus
[[] Rocio virus 13> : by

Figura 4. Distribucion mundial de flavivirus donde se puede observar la situacion del VNO (arriba) y en
del VUSU (abajo) (Pierson & Diamond, 2020)
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5.3.1. DISTRIBUCION A NIVEL MUNDIAL

El VNO se ha convertido en uno de los flavivirus zoondticos mas distribuido a nivel
mundial (Crosbie et al., 2008). Fue descrito por primera vez en 1937 en Uganda
(Smithburn et al., 1940), aunque hasta los afios 1990 no se registraron casos esporadicos
en humanos en Israel, Australia, Oriente Medio y Africa (Murgue et al., 2001). Sin
embargo, entre 1994 y 1999, se registrd un brote grave en Argelia, Marruecos, Tunez,
Italia, Francia, Rumania, Israel y Rusia (Rossi et al., 2010). Histéricamente, el VNO
causaba brotes puntuales de enfermedad febril en regiones de Africa, Oriente Medio,
Asia y Australia que no se asociaban a ninguna enfermedad humana grave. Sin embargo,
en la década de 1990, la epidemiologia de la infeccion cambid, asociando los casos de
Europa del Este a una enfermedad neuroldgica (Hubalek & Halouzka, 1999). En 1999, el
VNO entré en Norteamérica y causo siete muertes en la zona de Nueva York, asi como
una gran mortalidad aviar y equina (Hubdlek & Halouzka, 1999). En EE. UU., algunas
especies aviares fueron especialmente vulnerables, registrandose un gran nimero de
muertes de cuervos (Corvus corax), arrendajos (Garrulus glandarius) y halcones (Falco
spp.) durante la epidemia. En las dos Ultimas décadas, el VNO se ha extendido y circulado
en el territorio continental de EE. UU., asi como en Canadd, México, el Caribe y
Sudameérica (Figura 4). Debido al aumento del area de distribucién, el nimero de casos
humanos ha seguido aumentando: en los EE. UU., se confirmaron 51.747 casos entre
1999-2019 y mds de 24.000 casos en équidos en un periodo de 10 afios (Zeller &
Schuffenecker, 2004; Pierson & Diamond, 2020). El 48% de estos casos en humanos
causaron paralisis flacida aguda, meningitis y/o encefalitis y terminaron en 2.381
muertes. En 2020 se declararon 731 casos, en 2021 fueron 2911 casos y en 2022 se
registraron 1035 casos, de los cuales 737 (71%) se clasificaron como enfermedad neuro
invasiva (como meningitis o encefalitis) y 298 (29%) como enfermedad no neuro invasiva
(CDC, 2021, 2023). Basandose en el andlisis seroldgico realizado en donantes de sangre,
es probable que se produjeran entre 2 y 4 millones de infecciones totales en los EE. UU.
entre 1999 y 2010 (Petersen et al., 2013).

El VUSU también esta dentro del grupo de las encefalitis japonesas, siendo detectado
por primera vez en mosquitos del género Cx. neavei en Sudafrica en 1959 (Woodall,
1964). A continuacion, el VUSU aparecid en 1996 en Italia (segun un andlisis
retrospectivo) y en Europa Central en 2001, donde se asocié con muertes en poblaciones
aviares (Weissenbock et al., 2002). En 2015-2016, se notificd una actividad generalizada
del VUSU en Alemania, Francia, Austria, Bélgica y los Paises Bajos, con mortalidad
observada en mirlos (Turdus merula) y buhos grises (Strix nebulosa) (Cadar et al., 2017).
La infeccion por VUSU también puede afectar a humanos y los estudios de
seroprevalencia sugieren que puede ser mayor que la del VNO en areas de co-circulacién
(Pierro et al., 2013). La enfermedad neuro invasiva en humanos causada por el VUSU
parece menos comun que la causada por el VNO, aunque existen informes de
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meningoencefalitis, meningitis y paralisis en Burkina Faso y la Republica Central Africana
(Nikolay et al., 2011; Gaibani & Rossini, 2017). Dado que el VNO y VUSU estan
relacionados (~76% de identidad de aminodcidos), la distincidn seroldgica puede ser un
reto y, por lo tanto, es posible que la infeccidon y la enfermedad por VUSU estén
subestimadas (Figura 5) (Pierson & Diamond, 2020).
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Figura 5. Distribucion mundial del VUSU. Los simbolos indican en qué especie se ha detectado el VUSU
(hombre, aves, mosquitos o caballos). El método de identificacion (molecular o serolégico) se indica en
colores para cada especie (Clé et al., 2019)

En cuanto a la distribucidn mundial del VBAG, se identificéd por primera vez en la
Republica Centroafricana en 1966, a partir de un grupo de mosquitos Culex spp. (Gould
& Solomon, 2008). Posteriormente, el VBAG se detecté en mosquitos Culex y Aedes spp.
de otros paises africanos (Camerun, Mauritania y Senegal) y asidticos (India) (Traore-
Lamizana et al., 1994; Diallo et al., 2005). En el caso de la India, el descubrimiento del
VBAG tuvo lugar durante las investigaciones sobre el brote de encefalitis de 1996 en el
estado de Kerala (India), donde se aislé un arbovirus de un grupo de mosquitos Culex
tritaeniorhynchus. Se caracteriz6 en un primer momento como un arbovirus
perteneciente al serocomplejo de encefalitis japonesa, pero el anadlisis de la secuencia
completa caracterizé el arbovirus como VBAG con un 94,80% de identidad nucleotidica
con la cepa africana del VBAG DakAr B209 (Bondre, et al., 2009).
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5.3.2. DISTRIBUCION A NIVEL EUROPEO

Desde principios del siglo XXI, estos virus se han extendido por toda Europa a paises
como ltalia, Hungria, Rumania, Austria, Croacia, Chipre o Espafia (Barrett, 2018).

En el caso del VNO, las encuestas epidemioldgicas han demostrado su circulacion
desde la década de 1950 (Bardos et al., 1959). Sin embargo, el primer brote reconocido
en humanos ocurrié entre 1962 y 1963 en la Camarga francesa (Joubert et al., 1970). En
1996, ocurrid la primera gran epidemia de infeccion por el VNO en Europa, durante la
cual Rumania identificoé alrededor de 400 casos (Tsai et al., 1998). Desde entonces, se
han notificado casos y brotes en paises del sur, este y oeste de Europa (ECDC, 2015,
2018). Entre 1996 y 2010 los brotes epidémicos fueron irregulares y limitados en el
tiempo. En Francia, durante el afio 2000 se detectaron ACs frente al VNO en équidos
(Durand et al., 2002), en aves (Jourdain et al., 2007) y se confirmd su co-circulacién en
aves, mosquitos y caballos junto con el VUSU, recientemente (Constant et al., 2022). En
Italia también se han detectado ACs en caballos (Autorino et al., 2002), en aves en co-
circulacion con VUSU (Llopis et al., 2015), en seres humanos también de forma conjunta
del VNO y el VUSU (Pierro et al., 2013), y en mosquitos (Calzolari et al., 2020). En
Alemania, se ha confirmado el VNO en caballos (Bergmann et al., 2022; Ganzenberg et
al., 2022) y en aves, tanto salvajes como residentes, en circulacidn conjunta con el VUSU
(Ziegler et al., 2012; Michel et al., 2019). También, en Grecia, se ha detectado el VNO en
caballos (Bouzalas et al., 2016), en mosquitos, tanto el linaje 1 como 2 (Papa et al., 2013;
Patsoula et al., 2020) y en casos fatales de la forma neuro invasiva del VNO en seres
humanos (Papa et al., 2010). En Hungria también se ha detectado el VNO en aves
(Bakonyi et al., 2006; Erdélyi et al., 2007) y en seres humanos con co-circulaciéon con
VUSU (Nagy et al., 2019). En Croacia se ha detectado en seres humanos (Barbi¢ et al.,
2012) y en caballos (Barbic et al., 2013); asi como en Portugal, en mosquitos (Esteves et
al., 2005) y en caballos (Barros et al., 2011). En Eslovaquia también se ha detectado en
caballos y en aves (Csank et al., 2018) y en Serbia en otros mamiferos como cerdos,
jabalies y corzos (Escribano-Romero et al., 2015).

En Europa el nimero de casos es mas bajo que en otras regiones como Norteamérica
(Murgue et al., 2001; Ward et al., 2006), aunque, durante el afno 2018 se produjo el
mayor brote originado por el VNO, con un total de 1503 casos humanos detectados en
11 paises del continente europeo (Bergmann et al., 2022). También se produjo una alta
transmisién entre caballos, con un total de 285 casos (ECDC, 2018). Aunque parece que
en este brote el linaje dominante fue el 2, cabe resaltar que el linaje 1 también ha sido
responsable de brotes, como el de Espana en 2020, con 77 casos humanos y 137 casos
en équidos (ECDC, 2020; Ministerio de Sanidad, 2020.)
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En elafio 2022 en la Unidn europea se han declarado 965 casos humanos de infeccién
por VNO en ltalia (586), Grecia (284), Rumania (46), Hungria (14), Alemania (11), Croacia
(8), Austria (6), Espaia (5), Francia (4) y Eslovaquia (1). Ademas, se han notificado 73
muertes, concentrandose en Italia (37), Grecia (31) y Rumania (5). Los paises vecinos de
la UE han notificado 226 casos humanos de infeccion por el VNO en Serbia (226) y 12
muertes en Serbia (12). Por su parte, en el caso de équidos, se han notificado 93 casos
distribuyéndose en Italia (44), Alemania (15), Grecia (9), Croacia (8), Espaia (6), Francia
(5), Hungria (3), Portugal (2) y Austria (1). Finalmente, también se han notificado 314
brotes entre aves, apareciendo en ltalia (249), Alemania (51), Espaia (9), Austria (2),
Croacia (2) y Hungria (1) (Figura 6) (ECDC, 2022).

Figura 6. Casos notificados en UE/EEE en la temporada de transmision 2022. En rojo aparecen los casos
notificados en seres humanos y en naranja los casos notificados en animales (ECDC, 2022)

En cuanto a la distribucion VUSU en Europa, algunos estudios retrospectivos
destacan la posible circulacion de este virus desde 1996 (Weissenbéck et al., 1997). En
2001, en Austria, fue el agente causal de un brote de mortalidad masiva en distintas
especies de aves como el Mirlo euroasiatico (Turdus merula), la Golondrina comun
(Hirundu rustica) y el Buho gris (Strix nebulosa) (Weissenbock et al., 2002). Desde
entonces, este virus se ha distribuido rdpidamente por toda Europa, especialmente por
la cuenca del mediterraneo, detectdandose en paises como Francia, Alemania, Espafia,
Italia, la Republica Checa, Hungria, Bélgica y los Paises Bajos, causando brotes de
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muertes masivas en aves salvajes (Bakonyi et al., 2007; Jost et al., 2011; Llorente et al.,
2013; Cadar et al., 2017; Eiden et al., 2018; Carletti et al., 2019; Honig et al., 2019). El
VUSU también se ha detectado en mosquitos y mamiferos, como caballos, perros,
murciélagos, jabalies o rumiantes salvajes (Cheng et al., 2018; Clé et al., 2019; Roesch et
al., 2019.). En los humanos, ha sido identificado como el agente causal de algunos casos
de enfermedades neurolégicas en Austria, Italia y Hungria (Aberle et al., 2018; Carletti
et al., 2019; Nagy et al., 2019), destacando aiin mas si cabe su potencial zoondtico y por
ende su importancia para la salud publica.

Finalmente, el VBAG, a diferencia del VNO y del VUSU, los cuales estan ampliamente
distribuidos por todo el continente europeo, hasta el momento sélo ha sido identificado
en Espafia (Agliero et al., 2011) como se vera en el siguiente apartado.
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5.3.3. DISTRIBUCION A NIVEL ESPANOL

La historia del VNO en Espafia indica que probablemente circulé en los afios 70" en la
zona del Delta del Ebro y otros lugares (Zeller & Schuffenecker, 2004; Chancey et al.,
2015). Al igual que ocurrié en el resto de Europa meridional, tras aquella oleada de las
décadas 60’ y 70’, el virus se dejé de detectar, para reemerger en diversos lugares de la
cuenca mediterranea tiempo después. Sin embargo, no es hasta 2003, cuando se
detectd actividad local del virus en aves silvestres del bajo Guadalquivir (Zeller &
Schuffenecker, 2004; Chancey et al., 2015). Desde entonces, esa actividad no ha cesado
de detectarse en Espafia, incluyendo la deteccién del linaje 1, aunque también se ha
detectado el linaje 2 y secuencias de ARN préximas al linaje 4, en mosquitos de Huelva
y en Cataluia en 2006 y en 2017, respectivamente (Garcia-Bocanegra et al., 20113;
Gamino & Hofle, 2013; Busquets et al., 2019). En 2004 se declaré el primer caso humano
diagnosticado de enfermedad por el VNO en nuestro pais, concretamente en una
persona diagnosticada en Catalufia, pero que habia estado de vacaciones durante el
periodo inmediatamente anterior a su diagndstico en un pueblo de Badajoz (Kaptoul et
al., 2007). El primer aislamiento del virus se realiz6 en 2007 en dos aguilas reales (Aquila
chrysaetos) enfermas localizadas en Castilla-La Mancha (Jiménez-Clavero et al., 2008).
Los primeros mosquitos positivos al virus se detectaron en la zona del bajo Guadalquivir-
Odiel en 2008 (Vazquez et al., 2011b). Pero la eclosion definitiva ocurrié el 10 de
septiembre de 2010, cuando se declararon los primeros focos de enfermedad equina
por el VNO en la provincia de Cadiz, concomitante con 2 casos humanos en la misma
zona (De la Calle et al., 2012).

Desde entonces, todos los anos se vienen declarando casos equinos en el suroeste
de Andalucia, entre finales de agosto y noviembre (temporada de transmisién) (MAPA,
2022). En diferentes estudios, se ha detectado este virus en aves y mosquitos del sur de
Espana (Lépez et al., 2008; Vazquez et al., 2010; Vazquez et al., 2011b; Llorente et al.,
2013; Ferraguti et al., 2016) y en caballos en el centro y sur de Espaiia, incluido el Parque
de Dofana (Jiménez-Clavero et al.,, 2010; Garcia-Bocanegra et al., 2011b; Garcia-
Bocanegra et al., 2012; Abad-Cobo et al., 2016, 2017; Garcia-Bocanegra et al., 2018).
También se han detectado anticuerpos en otros mamiferos y en animales de zoolégico
(Gutiérrez-Guzman et al.,, 2012; Garcia-Bocanegra et al., 2016; Garcia-Bocanegra,
Jurado-Tarifa, et al., 2018; Caballero-Gémez et al., 2020).

En la mayoria de los casos notificados en caballos y aves, asi como en los estudios de
seroprevalencia y vigilancia entomoldgica realizados en nuestro pais ha sido detectado
el linaje 1 del VNO (Jiménez-Clavero et al., 2007, 2010; Garcia-Bocanegra et al., 2011b;
Vazquez et al., 2011b). No obstante, el linaje 2 también se ha detectado en nuestro pais
en azores (Accipitir gentilis) en Cataluiia (Busquets et al., 2019).
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En la temporada del aifio 2020, en Espafia se notificaron 77 casos humanos (71 en
Andaluciay 5 en Extremadura) y 8 muertes (Garcia San Miguel et al., 2020; MAPA, 2022).
Por lo tanto, podemos considerar al VNO como endémico, principalmente en el sur del
pais, debido a las condiciones favorables de estas zonas para el mantenimiento y
circulacion del virus (Sdnchez-Gémez et al., 2017). A continuacién, en este mapa en el
que parecen los municipios en los que se ha detectado casos en humanos y focos en
equinos y aves, podemos observar los ultimos casos detectados del VNO en Espaia
(Figura 7).
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Figura 7. Municipios con casos acumulados en humanos y focos equinos y focos en aves durante las
temporadas 2010-2022 en Espaiia (Saravia Campelli et al., 2022)

Estudios de seroprevalencia que se han realizado en Mallorca, han encontrado que
alrededor del 6,4% de los équidos analizados presentaban anticuerpos frente al VNO
(Vanhomwegen et al., 2017). Del mismo modo, en el Parque de Dofiana (Huelva) se
detectd una seropositividad del 8,3% y 2,6%, en 2005 y 2007, respectivamente, en
caballos silvestres (Jiménez-Clavero et al., 2007, 2010). Garcia-Bocanegra et al. (2012)
observaron que el 7,1% de los caballos en diferentes zonas de Andalucia presentaron
anticuerpos frente al VNO. En el centro de Espafia, el 1,3% de los caballos fueron
seropositivos frente al VNO (Abad-Cobo et al., 2017).

En el caso del VUSU, se ha demostrado su circulacién en Espafia al detectarlo en
mosquitos Cx. pipiens en pantanos y humedales en Cataluiia (Busquets et al., 2008) y
también en mosquitos del género Cx. perexiguus (Vazquez et al., 2011b), ademds de en
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zorzales (Turdus philomelos) en el sur de Espafia en 2012 (Hofle et al., 2013). Por ultimo,
anticuerpos frente al VUSU han sido detectados también en Espafia en caballos
(Vanhomwegen et al.,, 2017), en ciervos (Garcia-Bocanegra et al., 2016) y aves
autdctonas (Figuerola et al., 2007; Hofle et al., 2013; Llorente et al., 2013; Ferraguti et
al., 2016; Jurado-Tarifa et al., 2016).

Finalmente, en algunos estudios en el sur de Espafia, se han detectado anticuerpos
frente al VBAG en la perdiz roja (A. rufa) y faisanes (P. colchicus) en la provincia andaluza
de Cadiz, identificando a este flavivirus como el causante del brote epidémico en estas
especies que tuvo lugar en 2010 en estas dos especies (Agliero et al., 2011), no habiendo
sido detectado en otras regiones de Espafia (Llorente et al., 2013). En 2019, volvié a ser
detectado en perdices rojas (A. rufa) coinfectadas con el VBAG y Plasmodium spp. (Hofle
et al.,, 2022).
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Resumen

El Virus del Nilo occidental (VNO) es un flavivirus transmitido por mosquitos y esta
ampliamente distribuido por Europa, pudiendo causar complicaciones neuroldgicas,
tales como meningoencefalitis o encefalitis en seres humanos, équidos y aves. En
Espana, se ha detectado su circulacién tanto en mosquitos, aves y caballos en diferentes
regiones, pero nunca habia sido estudiado en profundidad en la regién de Extremadura.
Por lo tanto, el objetivo principal de este trabajo fue evaluar la presencia y distribucién
del VNO en équidos en la regidén extremefia, incluyendo también algunas zonas de
provincias fronterizas, como Huelva, Salamanca y Toledo. Ademads, se analizd la posible
presencia de otros flavivirus, como el VUSU vy los posibles factores de riesgo asociados
con infecciones causadas por ambos.

Entre 2018 y 2019, se recogieron muestras de sangre de 766 équidos mediante
venopuncién de la vena yugular (743 caballos, 6 mulos y 17 burros), de los cuales 41
habian sido vacunados previamente contra el VNO, siendo excluidos del estudio. Las
muestras de sangre se centrifugaron a 1000 g durante 10 min a 4 °C dentro de las
siguientes 24 h después de la recoleccién, y el suero se almacend a -20 °C hasta su
posterior analisis (Kit INGEZIM West Nile IgM, y kit INGEZIM West Nile COMPAC,
Ingensa, Espafia). Todos los sueros positivos o dudosos fueron consecutivamente
analizados mediante pruebas de neutralizacién viral (VNT) para su confirmacién. Se llevd
a cabo una micro-VNT frente al VNO (VNO Eg-101, GenBank n2 de acceso AF260968) y
frente al VUSU (VUSU SAAR-1776, GenBank® n? de acceso AY453412).

De los 725 équidos incluidos en el estudio, 199 presentaron anticuerpos contra el
VNO en el analisis serolégico mediante la técnica ELISA de competicidn (kit INGEZIM
West Nile COMPAC, Ingenasa, Espafia) (27,45%), mientras que 22 fueron dudosos
(3,03%). Por su parte, fueron detectados anticuerpos IgM (Kit INGEZIM West Nile IgM,
Ingensa, Espafia) contra el VNO en 16 caballos (2,21%) y en 3 animales el resultado fue
dudoso (0,41%). Todos estos sueros, tanto positivos como dudosos, fueron analizados
mediante pruebas de neutralizacién viral (VNT) para su confirmacién. Se llevé a cabo
una micro-VNT frente al VNO (VNO Eg-101, GenBank n2 de acceso AF260968) y frente
al VUSU (VUSU SAAR-1776, GenBank® n2 de acceso AY453412). Ademas, de uno de los
équidos con sintomatologia que murid a los pocos dias de la extraccion de sangre, los
tejidos recogidos (bazo, pulmodn, higado, corazén, riiidn, cabello, cerebro y cerebelo)
durante la necropsia fueron sometidos a una PCR-RT para aislar e identificar el linaje del
VNO. Se confirmaron como positivos un total de 143 caballos, lo cual arroja una
seroprevalencia global del 19,72%. Ademas, se corroboraron anticuerpos especificos
contra el VUSU en 11 muestras. Sin embargo, en 24 équidos no fue posible determinar
la especie de flavivirus especifica implicada. Se confirmaron como positivos un total de
143 caballos, lo cual arroja una seroprevalencia global del 19,72%. Ademas, se
corroboraron anticuerpos especificos contra el VUSU en 11 muestras. Sin embargo, en
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24 équidos no fue posible determinar la especie de flavivirus especifica implicada. En el
caballo fallecido con sintomatologia nerviosa, se detectd en el cerebro y cerebelo el
linaje 1 del VNO.

En cuanto a los factores de riesgo asociados con la seroprevalencia de VNO y VUSU
en équidos de las dreas estudiadas, los modelos de efectos mixtos lineales generalizados
mostraron que la edad (mayor seroprevalencia en adultos que jovenes) y el tipo de capa
(los de capas claros mostraron mayor prevalencia que los de capas oscuras) fueron los
factores que mayor influencia tuvieron en dicha seroprevalencia. En el caso del VUSU el
Unico factor que estuvo relacionado fue la raza, ya que en razas puras la seroprevalencia
del VUSU fue mayor que en caballos cruzados, especialmente en caballos pura sangre
inglés y pura raza arabe.

Nuestros hallazgos reflejan el alto contacto del VNO con équidos de Extremadura y
regiones adyacentes, mostrando unos niveles mucho mayores en esta regidon que en
otros estudios realizados hasta la fecha en otras zonas de nuestro pais. La presencia de
caballos con anticuerpos anti-lgM frente a VNO confirmé una circulacién activa del virus
entre los équidos del oeste de Espafia en 2018 y 2019. Se constata también la co-
circulacion de los VNO y VUSU en estas areas. Con estos resultados observados, estd
claro que en toda la zona de estudio deben fomentarse los programas de vacunacién
equina para reducir el riesgo de VNO, puesto que tan sdlo el 5,25% de los équidos
muestreados estaban vacunados frente al VNO; asi como mejorar los protocolos de
vigilancia de Salud Publica para detectar casos en humanos de encefalitis o
meningoencefalitis no diagnosticados.
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1 | INTRODUCTION

West Nile virus (WNV) is a mosquito-borne zoonotic agent belong-
ing to the genus Flavivirus, family Flaviviridae (Angenvoort, Brault,
Bowen, & Groschup, 2013). Mosquitoes are the vectors and birds

Abstract

West Nile virus (WNV) is a mosquito-borne emerging virus in Europe with capacity
to cause neurological complications such as encephalitis or meningoencephalitis in
humans, birds or equids. In Spain, WNV is actively circulating in mosquitoes, birds
and horses in different regions, but never has been deeply studied in Extremadura.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the seroprevalence of WNV in
equids of those areas and to analyse the risk factors associated with exposure to
the virus. A total of 199 out of 725 equids presented antibodies against WNV by
competition ELISA (27.45%), while 22 were doubtful (3.03%). Anti-WNV IgM anti-
bodies were detected in 16 equids (2.21%), and 3 animals were doubtful (0.41%). All
ELISA-reactive positive/doubtful sera (N = 226) were further tested by micro-virus
neutralization test (VNT), and a total of 143 horses were confirmed as positive for
WNV, obtaining a seroprevalence of 19.72% in equids of western Spain. In addition,
specific antibodies against USUV were confirmed in 11 equids. In 24 equids, a spe-
cific flavivirus species (detected by ELISA test) could not be determined. The general-
ized linear mixed-effects models showed that the significant risk factors associated
with individual WNV infection in equids were the age (adults) and hair coat colour
(light), whereas in USUV infections, it was the breed (pure). Data demonstrated that
WNV and USUV are circulating in regions of western Spain. Given the high WNV
seroprevalence found in equids from the studied areas, it is important to improve the
surveillance programmes of public health to detect undiagnosed human cases and to
establish a vaccination programme in equid herds in these regions.
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are the main reservoir. Mammals, such as humans and equids, are
generally considered dead-end hosts, as viraemia resulting from
WNV infection is insufficient to contribute to the amplification
cycle (Bunning et al., 2002; Sotelo, Fernandez-Pinero, & Jiménez-
Clavero, 2012). WNV infections rarely result in clinical disease
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but can occasionally cause outbreaks that seriously affect animals
and human health (Beck et al., 2013). Although the incidence of
WNV has been estimated to be below 10% in equids, mortality
rates can approach 50% among those that present clinical disease
(Angenvoort et al., 2013).

Antibodies against WNV have been detected in equids
from different Spanish regions. In Majorca Island, a study of
seroprevalence showed a seropositivity rate of 6.4% to WNV
(Vanhomwegen et al., 2017). In Dofliana National Park (Huelva),
south-west Spain, WNV seropositivities of 8.3% and 2.6% were
detected in 2005 and 2007, respectively, in feral horses (Jiménez-
Clavero et al., 2010; Jiménez-Clavero, Tejedor, Rojo, Soriguer, &
Figuerola, 2007). Garcia-Bocanegra et al. (2012) found that 7.1%
of the horses of different Andalusian provinces (southern Spain)
presented serological evidence of infection by WNV. In central
Spain, 1.35% of horses were WNV-seropositive (Abad-Cobo
et al., 2017).

Phylogenetic analysis revealed that WNV strains are grouped
into nine genetic lineages, with lineage 1 and lineage 2 cur-
rently associated with disease outbreaks (Christova et al., 2020;
Petersen, Brault, & Nasci, 2013). Prior to 2004, only lineage 1
strains were detected in animals and humans in Europe (Zeller
& Schuffenecker, 2004). Lineage 2 was first isolated in 2004 in
Hungary and Russia; since then, this lineage has dispersed to east-
ern, central/southern European countries, causing hundreds of
cases in humans, birds and horses (Hernandez-Triana et al., 2014;
de Heus et al., 2019; Ravagnan et al., 2015; Rizzoli et al., 2015;
Savini et al., 2012). Currently, lineage 2 predominates in Europe
in different species (Vilibic-Cavlek et al., 2019). In Spain, WNV
outbreaks in horses have been detected since 2010 until 2019
(European Centre for Disease Prevention & Control, 2019; Garcia-
Bocanegra et al., 2012, 2018), produced mainly by lineage 1
(Garcia-Bocanegra et al., 2011; Ministerio de Agricultura, 2019).
However, WNV lineage 2 has also been detected in Catalonia
(northern Spain) in northern goshawks (Accipiter gentilis) (Busquets
et al., 2019) and in mosquitoes (Busquets, Alba, Allepuz, Aranda, &
Nufez, 2008; Vazquez et al., 2011).

Usutu virus (USUV) was firstly identified in Europe in 2001,
when it was determined to be the causative agent of a mass
mortality event in birds (Weissenbock et al., 2002). According to
several studies, USUV seems to be actively circulating in mosqui-
toes, birds and horses from different regions of Spain (Ferraguti
etal., 2016; Hofle et al., 2013; Jurado-Tarifa et al., 2016; Llorente
et al., 2013; Vazquez et al., 2011; Roiz et al., 2019) but there is no
information about it in the Extremadura region and other border-
ing areas.

The objective of this study was to assess the presence and
distribution of WNV seropositivity in equids from western
Spain, including the provinces of Badajoz and Céaceres and bor-
dering areas of Huelva, Salamanca and Toledo. The study also
analyses the possible presence of USUV in those areas and the
different risk factors associated with WNV and USUV infec-
tions in horses.
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2 | MATERIAL AND METHODS
2.1 | Study design and data collection

A cross-sectional survey was carried out in 2018 and 2019 to ana-
lyse the seroprevalence of WNV in equid herds from western Spain,
including mainly the provinces of Badajoz and Céceres and some
herds of Huelva, Salamanca and Toledo. In addition, few samples
(N = 2) from 2017 were also added to the analysis. This area is char-
acterized by a continental Mediterranean climate, with hot and dry
summers and mild winters.

The sample size was estimated using Win Episcope 2.0 (www.
winepi.net) with an expected prevalence of 8% (according to pre-
vious studies in Spain) and an expected error of 2.5%. In 2018, the
equine census in studied area was approximately 40.569 animals
(Ministerio de Agricultura, 2019). The calculated sample size was
453. We increased up to 766 serum samples to have enough samples
representing the different areas.

Blood samples were collected from equids (743 horses, 6 mules
and 17 donkeys), of which 41 had been previously vaccinated against
WNV. Blood samples were centrifuged at 1,006 g for 10 min at 4°C
within the next 24 hr after collection, to separate the serum, which
was stored at -—20°C until further analysis. Vaccinated animals were
excluded from the study.

For each sampled animal, an accompanying form with informa-
tion of the farm and the location, as well as on the animal (age, vac-
cination status, movements, among others), was filled. One animal
died one week after taking the blood sample, and the animal was
necropsied. Different tissues were analysed for the presence of
WNV and USUV by multiplex real-time RT-PCR as detailed in ‘Viral
genome detection assays’ section.

2.2 | Antibody detection assays
2.2.1 | ELISA tests

Serum samples were tested by two commercial ELISA kits for the
presence of WNV total antibodies (INgezim West Nile Compac,
Ingenasa, Spain) and WNV-specific IgM (INgezim West Nile IgM,
Ingenasa, Spain) following the manufacturer's instructions. Positive
and doubtful sera in ELISA tests were then confirmed for WNV-
specific antibodies by using a micro-virus neutralization test (VNT),
performed as described below.

2.2.2 | Virus-neutralization test (VNT)

West Nile virus-neutralizing antibodies were titrated by VNT, the OIE
(World Organization for Animal Health)-prescribed gold standard
method for serological diagnosis of WNV, using 96-well microtitre
plates as previously described (Llorente et al., 2019). VNTs were per-
formed in parallel against WNV strain Eg-101 (GenBank accession no.
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AF260968)and USUV SAAR-1776 (GenBank accession no. AY453412),
in order to differentiate specific neutralizing antibody responses
against these two different flaviviruses that are known to cross-re-
act in the ELISA tests, and probably co-circulate in the studied area.
Neutralizing immune response was assigned as specific for the virus
giving VNT titre at least fourfold higher than the titre obtained for the
other virus (Calisher et al., 1989). When titre differences did not reach
this threshold, the result was considered inconclusive and the virus
which caused the infection was considered an undetermined flavivirus.

2.3 | Viral genome detection assays
2.3.1 | Nucleic acid extraction

Viral RNA was extracted from tissue homogenates (blood, hair,
serum, spleen, lung, brain, cerebellum, heart, liver and kidney), using
a previously described method (Pérez-Ramirez et al., 2017).

2.3.2 | Real-time RT-PCR

Viral genome load was measured by real-time RT-PCR, using a pre-
viously described method that detects and differentiates lineage
1 WNV, lineage 2 WNV and USUV in a single reaction (del Amo
et al., 2013). Lineage 1 WNV (NY99 strain), lineage 2 WNV (B956
strain) and USUV (SAAR strain) RNAs were included as positive
controls in RT-PCR assay obtaining an expected Ct value of 30 + 2
for each target. Negative controls, without detectable Ct value,
were also included. Samples with Ct value >40.00 were considered
negative.

2.4 | Statistical analysis

Descriptive statistics with frequencies and percentages were gen-
erated for each of the pathogen identified. The prevalence of an-
tibodies against WNV, USUV and other flaviviruses was estimated
with the exact binomial confidence intervals of 95%. Generalized
linear mixed-effects models (GLMM) with a ‘logit’ link function
and binomial distribution were used to investigate which risk
factors were associated with WNV and USUV seroprevalence in
equids from the studied areas. Separate models were fitted for
each virus. The infection status of each individual (infected or
uninfected) for each virus was included as the dependent vari-
able, while gender (male and female), age (young: <5 years; adult:
5-20 years; and geriatric: >20 years), breed (crossbreed, purebred
and other equids), body score (according to Henneke scale: thin:
<4; moderate: 4-7; and fat: >7), colour (light and dark), type of
housing (stall, pasture and mix), aptitude (leisure sport and repro-
duction), competition (yes and not), water (presence or absence
of at least one pond within a 100 m radius from the herd), hy-
persensitivity to insect bites (yes and not), size of herd (small: <5;
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medium: 6-19; and big: >20) and seasons (spring, summer, autumn
and winter) were included as categorical independent explanatory
variables. The province, the equid exploitation nested in prov-
ince and the year of sampling were included as random factors
to account for the temporal and geographical stratification of
the sampling design. The chi-square tests were calculated using
an ANOVA type lll, and post hoc analyses were performed using
Tukey contrasts test when necessary. For each GLMM, we tested
the collinearity between independent variables by using the vari-
ance inflation factor (VIF) (Zuur, leno, & Elphick, 2010). The GLMM
overdispersion was checked using the Pearson statistic (ratio of
the Pearson chi-square to its degrees of freedom), a common
method used for assessing the deviance of goodness-of-fit statis-
tics (Rodriguez, 2010). We found no evidence of collinearity be-
tween the variables included in the models or of overdispersion, as
the Pearson dispersion statistics were always close to 1. All statis-
tical analyses were conducted in R (v. 3.6.3; The R Foundation for
Statistical Computing Platform 2020) using the packages: arm, car,
Ime4, MuMIn, multcomp, MASS, Matrix, Rcpp and stats.

3 | RESULTS

The cross-sectional study included 725 equids. Overall, 199
(27.45%, 95% Cl: 24.26%-30.88%) presented antibodies to WNV
by competition ELISA, while 22 (3.03%, 95% Cl: 2.01%-4.55%)
were doubtful. Anti-WNV IgM antibodies were detected in 16
equids (2.21%, 95% Cl: 1.36%-3.55%), and 3 animals yielded
doubtful results in this IgM assay (0.41%, 95% Cl: 0.14%-1.21%)
(Table 1).

Serologically positive and doubtful sera (including IgM)
(N = 226) were subjected to VNT, confirming the presence of an-
ti-WNV-specific antibodies in 143 equids (63.27%). Therefore, the
actual WNV seroprevalence in equids from our study was 19.72%
(95% Cl: 16.66%-22.78%). The VNT also showed that 11 equids,
positive or doubtful by ELISA tests, were positive for USUV
(1.52%, 95% Cl: 0.85%-2.70%) and other 24 positive/doubtful an-
imals gave VNT titres that did not allow to differentiate between
WNV and USUV antibody responses, thus being considered as
infections by undetermined flavivirus (3.31%, 95% CI: 2.23%-
4.88%) (Table 1).

In horses showing WNV-specific antibodies, neutralizing ti-
tres against WNV ranged from 1:20 to 21:1,280. The number and
percentage of animals with NtAb against WNV according to each
titre are shown in Table 1. The 40.5% of WNV-seropositive sera
showed equal or higher than 1:320. Only one USUV-seropositive
animal (out 11) showed a titre greater than 1:80 against USUV
(Table 1).

At the herd level, 44 out of the 69 equine herds (63.77%; 95%
Cl: 51.98%-74.10%) had at least one WNV-seropositive animal, con-
firmed by VNT.

The distribution of positive herds to WNV, USUV or undeter-
mined flaviviruses is represented in Figure 1. Herds with seropositive
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TABLE 1 Total of positive and doubtful individuals according to ELISA test (competition and IgM; N = 725) and VNT (N = 226)
techniques. Titres obtained by VNT in samples with WNV- and USUV-specific antibodies are shown

ELISA VNT
No of WNV doubtful No of undetermined
No of WNV-positive (%) (%) No of WNV? (%) No of USUV? (%)  flaviviruses® (%)
Competition 199 (27.45) 22(3.03) 143 (19.72) 11(1.52) 24 (3.31)
1gM 16 (2.21) 3(0.41)
No of individuals with specific neutralizing Abs according to VNT titres (%)
Titres WNV usuv
1:10 0(0) 2(18.18)
1:20 12(8.39) 5(45.45)
1:40 13 (9.09) 1(9.09)
1:80 31(21.67) 2(18.18)
1:160 29 (20.28) 1(9.09)
1:320 26(18.18) 0(0)
1:640 22 (15.28) 0(0)
21:1,280 10 (6.99) 0(0)

*The percentage represents the individuals with specific WNV and USUV antibodies or with undetermined flaviviruses detected by VNT.

animals to WNV and USUV were distributed throughout the areas
of study, including the provinces of Caceres and Badajoz and close
areas in Toledo and Huelva.

There were 13 horses with neurological signs compatible with
WNV within 3 months prior to sampling, among which 5 were WNV-
seropositive by IgM and competition ELISA, 4 were only seropositive
by competition ELISA, and 4 were negative by both ELISA kits. Eight
out of 13 horses with signs had neutralizing antibodies against VNT.
The analysis of the sera obtained in these horses by RT-PCR was
negative. One of the symptomatic horses died one week after blood
sampling, and different tissues (spleen, lung, liver, heart, kidney, hair,
brain and cerebellum) were collected at necropsy and analysed by
RT-PCR. WNV lineage 1 RNA was detected in brain and cerebellum.

Prevalence of antibodies against WNV, USUV or undetermined
flaviviruses depending upon different conditions (age, hypersensi-
tivity to insect bites, aptitude, breed, body score, hair coat colour,
competition, gender, presence of water, season, size of herd and
type of housing) is shown in Table 2.

A total of 12 explanatory variables were tested in the statistical
analysis. The GLMM showed that the significant risk factors associ-
ated with the individual risk of infection by WNV were as follows:
age and hair coat colour (Table 3). Briefly, young equids showed less
WNYV seroprevalence than adults (Tukey post hoc test: estimate
(+SE) =-0.76 + 0.27,z=-2.83, p < .001). Also, dark hair coat animals
presented less WNV antibodies than light individuals (-0.41 + 0.20,
z = -2.04, p = .04). No significant association was found with other
risk factors (Table 3).

The analysis of risk factors for USUV infection is showed in
Table 4. Thereafter, purebred horses showed higher levels of infection
than crossbreed (Tukey post hoc test: estimate (+SE) = 1.56 + 0.77,
z=2.02,p =.04).
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4 | DISCUSSION

In this study, the seroprevalence observed for WNV in equids from
western Spain was 19.7%, higher than observed in previous reports
of the same kind in Spain, for example 8.3% WNV seropositivity in
feral horses tested in Huelva between 2005 and 2008 (Jiménez-
Clavero et al., 2010), and some years later, a 7.1% overall sero-
prevalence in equids from different provinces of Andalusia (south
of Spain) (Garcia-Bocanegra et al., 2012). Similar results were
obtained in the Balearic Islands by Vanhomwegen et al. (2017),
where 6.6% of horses showed antibodies against WNV. Between
2011 and 2013, a much lower seroprevalence was found in
horses from central Spain (1.35%) (Abad-Cobo et al., 2017). In
Portugal, the bordering country of the studied area, an analysis in
1,313 horses’ serum samples showed a prevalence of 3% (Barros
et al.,, 2011). In other Mediterranean countries, the prevalence
was 31.1% in Morocco (Benjelloun et al., 2017), 17.4% in Algeria
(Lafri et al., 2017), 8.5% in southern France (Durand et al., 2002)
or 3.43% in Croatia (Barbi¢ et al., 2012).

Although some of these different studies used different sampling
or testing methodologies that could partially explain the differences
observed in seroprevalence results, this cannot explain the great dif-
ferences observed in previous studies from neighbouring areas of
Spain, with comparable methodologies employed. Therefore, other
factors may be implicated in the high WNV presence in the western
areas of Spain, especially in the Extremadura region. In 2004, the
first human case of WNV in Spain was reported from a resident of
Barcelona, who was infected in Badajoz, one of the provinces in-
cluded in this study (Kaptoul et al., 2007). Besides, WNV outbreaks
in equids have been reported in this area since 2015 (Ministerio de
Agricultura, 2019). It might occur that WNV circulation in this region
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Salamanca

FIGURE 1 Distribution of flaviviruses
in western Spain based on the
geographical origin of the equine herds
analysed. Map created by QGIS. 3.12.0
(2020). QGIS Geographic Information
System. Open Source Geospatial
Foundation Project. http://qgis.org

Toledo
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West Nile virus
West Nile virus + Usutu virus

Flaviviruses results in horses (2018-2019)

West Nile virus + Undetermined flaviviruses

has remained overlooked for years. This area presents favourable
conditions for the maintenance and circulation of WNV. There are
several natural areas included in the RAMSAR convention wetland
and numerous natural protected areas with high density of birds
and mosquitoes. On the other hand, the studied area is the Spanish
region with the largest freshwater reserve of the country, which
would facilitate the presence of competent vectors. The Culex pip-
iens s.I. mosquito species has been shown to be the main vector of
WNV to equids in Europe (Martinet, Ferté, Failloux, Schaffner, &
Depaquit, 2019). Previous studies have described Cx. pipiens as the
most frequent and widespread mosquito species in Extremadura,
followed by Culex theileri and Culex univittatus (Gangoso et al., 2020;
Mixao et al., 2016), all of them highly competent vectors of WNV.
Finally, this study was carried out between 2017 and 2019. It is
also important to point out that in Europe, the 2018 season was char-
acterized by an unusual increase in the number of human and equid
cases compared with records from previous years (see picture for
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human cases at https://www.ecdc.europa.eu/en/news-events/epide
miological-update-west-nile-virus-transmission-season-europe-2018).
The most likely explanation for this trend is that weather conditions,
elevated temperatures and precipitation anomalies, and potentially
other environmental factors, were favourable for the earlier and big-
ger expansion of the vector population (Aberle et al., 2018; Bakonyi
et al., 2017). Apparently, this was not the case for Spain, and partic-
ularly for Extremadura and adjacent regions, where reported WNV
cases did not differ significantly from previous seasons. Our data, how-
ever, support a more intense transmission season in 2018 and early
2019 in the surveyed area, pointing out a possible underestimation of
cases in the official reports (see map at https://www.ecdc.europa.eu/
en/publications-data/west-nile-virus-outbreaks-among-equids-europ
ean-union-2018-transmission-season). This study remarks the need
for reinforcement of monitoring and surveillance programmes for
WNV in this area implemented by public administrations, together
with other support actions such as raising awareness, motivating and
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TABLE 2 Frequency of antibodies against WNV, USUV and undetermined flaviviruses in equids from western Spain using ELISA and VNT

No of

Variable Categories samples
Age Young 202
Adult 419
Geriatric 104
Hypersensitivity to insect Yes 89
bites No 636
Aptitude Leisure and sport 529
Reproduction 196
Breed Crossed 332
Other equidae 22
Pure breed 371
Body score Thin 49
Moderate 572
Fat 104
Hair coat colour Light 366
Dark 359
Competition Yes 114
No 611
Gender Female 373
Male 352
Presence of water Yes 535
No 190
Season Autumn 371
Spring 71
Summer 178
Winter 105
Size of herd Big 395
Medium 283
Small 47
Type of housing Stall 262
Pasture 385
Mix 78
Total 725

No of undetermined

No of WNV-positive No of USUV- flavivirus positive
(%) positive (%) (%)
26(12.87) 1(0.49) 6(2.98)
95 (22.67) 9(2.15) 14 (3.34)
22 (21.15) 1(0.96) 4(3.85)
18 (20.22) 1(1.12) 5(5.62)
125 (19.65) 10(1.57) 19 (2.99)
103 (19.47) 8(1.51) 17 (3.21)
40(20.41) 3(1.53) 7(3.57)
67 (20.18) 3(0.90) 11(3.31)
4(18.18) 0(0) 1 (4.55)
72 (19.41) 8(2.16) 12(3.23)
12 (24.49) 2(4.08) 1(2.04)
111 (19.41) 6(1.05) 19 (3.32)
20(19.23) 3(2.88) 4(3.85)
84 (22.95) 5(1.37) 11(3.01)
59 (16.43) 6(1.67) 13 (3.62)
22(19.30) 1(0.88) 6(5.26)
121 (19.80) 10 (1.64) 18 (2.95)
76 (20.38) 7(1.88) 15 (4.02)
67 (19.03) 4(1.14) 9 (2.56)
117 (21.87) 11 (2.06) 19 (3.55)
26 (13.68) 0(0) 5(2.63)
67 (18.06) 6(1.62) 16 (4.31)
16 (22.54) 1(1.41) 1(1.41)
37(20.79) 2(1.12) 5(2.81)
23 (21.90) 2(1.09) 2(1.09)
77 (19.49) 6(1.52) 6(1.52)
58 (20.49) 4(1.41) 18 (6.36)
8(17.02) 1(2.13) 0(0)
49 (18.70) 3(1.15) 9 (3.44)
78 (20.26) 7(1.82) 11 (2.86)
16 (20.51) 1(1.28) 4(5.13)
143 11 24

Note: Age class (young <5 years, adult 5-20 years and geriatric >20 years); body score according to Henneke scale (thin <4, moderate 4-7 and fat >7);

size of herd (small <5 horses, medium 6-19 horses and big >20 horses).

training clinical veterinarians to better prevent, detect and alert on this
disease, which would likely improve not only to mitigate its effect on
the equine populations, but also on public health.

Despite the high seroprevalence observed, only 5.35% of the
equids were vaccinated against WNV in the studied area. In EEUU,
the introduction of a vaccine in 2002 resulted in a remarkable re-
duction in the subsequent number of equine encephalitis cases in
2003, in contrast to the large increase in human cases (Ng et al.,
2003). Therefore, equine vaccination should be encouraged and
carried out to reduce the risk of WNV infection in horses in west-
ern Spain.
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It is noteworthy that 19 animals (3 of them doubtful) presented
WNYV ELISA-IgM antibodies, of which 12 were confirmed positive by
VNT to WNV or undetermined flaviviruses. These samples (positive
IgM ELISA + VNT) were taken between September and November
2018 (N = 8) and between September and October 2019 (N = 3).
One additional WNV IgM-positive horse was sampled at the begin-
ning of March 2019. The presence of high WNV IgM antibodies is the
best serological indication for a recent infection, as in horses per-
sistence of these antibodies is less than three months (Angenvoort
et al., 2013; Castillo-Olivares et al., 2011). Therefore, our results
confirm that there has been an active circulation of the virus among
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TABLE 3 Results of the GLMM analysing the relationships between the characteristics of individual equids (gender, age, body score,
breed, hair coat colour, aptitude, competition, hypersensitivity to insect bites), herd characteristics (type of housing, size of herd, presence of

water) and season, and the seroprevalence of WNV infection (N = 725)
Variable Category
Intercept -
Females
Males
Adults

Gender

Age
Geriatrics
Foals
Body score Thin
Normal
Fat
Breed Crossbreed
Other equidae
Purebred
Light
Dark

Hair coat colour
Aptitude Leisure and sport
Reproduction
Stall

Pasture

Mix

No

Type of housing

Competition
Yes
Presence of water No
Yes
Hypersensitivity to insect bites No
Yes
Seize of herd Big
Medium
Small
Season Autumn
Spring
Summer

Winter

“Reference category.

horses in western Spain in the last 2 years (2018 and 2019). Possibly,
the horse IgM-seropositive sampled in March 2019 had been prob-
ably infected in November-December 2018, confirming that year
as one with the longest transmission season (European Centre for
Disease Prevention & Control, 2019) or the WNV transmission could
probably occur as early in the year, such as during the first three
months of the year 2019.

The RT-PCR had identified WNV lineage 1 in the brain and cer-
ebellum of a dead horse included in the study. Before the identifi-
cation of WNV lineage 2 in Europe in 2004, all WNV outbreaks had
been associated with lineage 1 (Bakonyi et al., 2006; Vilibic-Cavlek
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Estimate (+SE) 7 df Calue
-0.98 (0.56) 3.06 1 .08
0.00? 0.08 1 .78
-0.06(0.23)

0.00° 8.13 2 .02
-0.05 (0.3)

-0.76 (0.27)

0.00° 1.87 2 39
-0.34(0.39)

-0.63 (0.47)

0.00? 0.19 2 91
-0.16 (0.63)

-0.1(0.26)

0.00? 4.07 1 .04
-0.41(0.2)

0.00° 043 1 51
0.22(0.33)

0.00? 0.72 2 .69
0.01(0.3)

-0.32(0.42)

0.00° 0.19 1 .66
-0.15(0.33)

0.00? 142 1 .23
0.4 (0.34)

0.00* 0.03 1 .87
-0.05(0.32)

0.00? 0.80 2 67
0.03(0.32)

-0.42 (0.52)

0.00? 1.09 3 .78
0.18 (0.47)

-0.26 (0.38)

0.17 (0.38)

et al., 2019). In fact, WNV lineage 1 has been detected previously
in birds, horses and mosquitoes from Spain (Vazquez et al., 2011;
Sotelo et al., 2012) and it is still predominant in wide areas of Spain
where WNV circulation is present (Sanchez-Gémez et al., 2017).
According to our results, it seems that lineage 1 is currently wide-
spread in western Spain and the finding of WNV lineage 1 in an
outbreak affecting 2 owlets in the same area of study further
corroborates this situation (unpublished data). However, in 2018,
lineage 2 was detected for the first time in Catalonia (north-east-
ern Spain) in two northern goshawk individuals by passive surveil-
lance (Busquets et al., 2019) and an additional WNV lineage with
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TABLE 4 Results of GLMM analysing the relationships between the characteristics of individual equids (gender, age, body score, breed,
hair coat colour, aptitude, competition, hypersensitivity to insect bites), herd characteristics (type of housing, size of herd, number of equids,
presence of water) and season, and the seroprevalence of USUV (N = 725)

Variable Category

Intercept -

Gender Females
Males

Age Adults
Geriatrics
Foals

Body score Thin
Normal
Fat

Breed Crossbreed

Hair coat colour

Aptitude

Type of housing

Competition

Presence of water

Hypersensitivity to insect bites

Seize of herd

Season

2Reference category.

Other equidae
Purebred

Light

Dark

Leisure and sport
Reproduction
Stall

Pasture

Mix

Yes

Big
Medium
Small
Autumn
Spring
Summer

Winter

Estimate (+SE) 7 df Calue
-20.56 (162.93) 0.02 1 .89
0.00° 1.03 al .31
-0.75(0.73)

0.00° 2.01 2 .36
-0.68 (1.12)

-1.48 (1.11)

0.00* 3.69 2 16
-17.54 (0.93)

-1.01(1.02)

0.00° 4.09 2 A3
-17.55(591.21)

1.56 (0.77)

0.00? 0.51 1 47
0.47 (0.66)

0.00* 0.76 1 .38
-0.77 (0.89)

0.00* 0.38 2 .83
-0.36 (0.86)

-0.78 (1.3)

0.00° 0.46 1 49
-0.83(1.22)

0.00° 0.01 ak St
18.8 (162.93)

0.00? 0.08 1 77
-0.32(1.11)

0.00* 0.14 2 93
-0.29 (0.77)

-0.07 (1.19)

0.00* 2.50 3 47
-0.63 (1.19)

-1.47 (0.94)

-0.23(1.01)

a common evolutionary branch with lineage 4 was detected in
mosquitoes in southern Spain (Vazquez et al., 2010). So, it will be
important to keep WNV surveillance and to recognize the possible
introduction of new lineages, such as lineage 2, associated with
pathogenic potential in horses.

According to our results, there was a significant risk for WNV
infection in horses associated with age, being adults (6-19 years)
those with the highest probability of exposure compared to young
animals (<5 years). Cardinale et al. (2017) found that the older
horses (between 11 and 15 years old) had the higher percentage of
WNYV antibodies, and Hassine et al. (2014) also observed that risk
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of WNV infection increased with the age of animals. In other stud-
ies, no significant differences among age classes were observed in
horses (Garcia-Bocanegra et al., 2012; Vanhomwegen et al., 2017).
Assuming that anti-WNV IgG usually persists several years after in-
fection, our results would suggest the presence of an endemic and
recurrent circulation of WNV over the time in the studied areas.
Our study also showed significant higher seroprevalence in the
light hair coat colour (N = 366; 22.95%) as compared to the dark
colour (N = 359; 16.43%). There are few studies that analyse this
variable with seroprevalence in equids. Our results are consistent
with those of Aharonson-Raz et al. (2014) in horses from Israel, who
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observed a significantly lower seroprevalence in the dark colour
group (black/dark, brown/dark, grey) as compared to the light co-
lour group (grey/light appaloosa), indicating an association between
colour and breed. Also, Azmi et al. (2017) found a significant lower
seroprevalence in coloured horses (Paint horses and Appaloosas)
than solid-coloured horses, but no significant differentiation was
found between light and dark horses regarding seroprevalence.
Other study conducted by Epp, Waldner, West, and Townsend in
(2007) analysed the factors associated with WNV disease fatalities
in horses. They found that light-coloured horses had greater odds
of dying from WNYV clinical disease than did dark-coloured horses,
possibly due to some genetic link between immune response and
colour. Mosquitoes use a combination of visual, thermal and chemi-
cal cues emitted by vertebrate hosts to locate blood meals (Hawkes
& Gibson, 2016; Lehane, 2005). In general, darker colours are more
attractive to host-seeking mosquitoes than light colours (Allan, Day,
& Edman, 1987). However, contrary to this assumption but sim-
ilar to our results (Yan, Gangoso, Martinez-de la Puente, Soriguer,
& Figuerola, 2017) found that birds with a greater percentage of
slightly attractive colours, that is, light brown, light green, yellow and
white, were preferred by Cx. pipiens. These authors mention that it
is the contrast against the dark background what can make light co-
lour attractive to mosquitoes. Mosquitoes are attracted by reflected
white light in a greater percentage than by black light due to greater
brightness and sharper colour under conditions of poor visibility
(night) than in daytime (Browne & Bennett, 1981). Because Cx. pip-
iens usually peaks at sunrise, sunset or at night (Becker et al., 2010)
the lighter colours of horses can favour their attraction to feed.

In the current study, there was no effect for gender on sero-
positivity, and this finding is similar to that of Durand et al. (2002)
in France, Hassine et al. (2014) in Jordania or Bazanéw et al. (2018)
in horses from Poland. Other studies have reported a higher inci-
dence of WNV in male horses than females (Ostlund et al., 2001;
Ther, 1996). In the same sense, our results indicate that WNV se-
ropositivity among equids is not significantly associated with sea-
sons, body score, type of housing, aptitude, competition, presence
of water and size of herd.

Eleven equids were seropositive for USUV by VNT. Because
only WNV ELISA-positive/doubtful samples were tested for USUV,
it is likely that the actual seroprevalence for this pathogen in our
study could be underestimated. Although the competition ELISA
kit used in this work (INgezim West Nile Compac, Ingenasa, Spain)
can cross-react with other flaviviruses as the manufacturer admit
in the accompanying information, this cross-reaction may not occur
in all USUV-positive antibody samples, since different sera from
USUV-infected partridges (N = 8) analysed by INgezim ELISA test
gave negative results (Llorente et al., 2019). In any case, the use of
USUV-specific serological methods would be expected to increase
the accuracy of the estimation of seroprevalence for this patho-
gen. However, these methods are still not widely available for use
in horses.

It seems that USUV was first introduced to Europe, particularly in
Spain, in two different moments: in the 1950s and then in the 1990s,
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along an eastern Atlantic migratory route (Engel et al., 2016). USUV
has been detected previously in Spain in Cx. pipiens mosquitoes
(Busquets et al., 2008) and in Cx. perexiguus (Vazquez et al., 2011).
The USUV strains detected in Cx. pipiens mosquitoes in Spain
were genetically more closely related to the African isolates than
to central European ones (Bakonyi, Busquets, & Nowotny, 2014).
This virus, or specific antibodies, had also been reported in birds
from Spain (Ferraguti et al.,, 2016; Figuerola, Soriguer, Rojo,
Tejedor, & Jimenez-Clavero, 2007; Garcia-Bocanegra et al., 2011;
Hofle et al., 2013; Jurado-Tarifa et al., 2016; Llorente et al., 2013).
Phylogenetic comparisons of the Spanish strains indicated signifi-
cant differences between USUVs of mosquito and bird origin (Héfle
et al., 2013). USUV infection had also been confirmed in Spanish red
deer (Garcia-Bocanegra et al., 2016). Despite all this USUV informa-
tion on mosquitoes, birds and mammals in Spain, there is very little
information about USUV infections in horses. In Balearic Islands,
Vanhomwegen et al. (2017) found a USUV seroprevalence of 1.2% in
172 Majorcan horses, similar to our results (1.52%). In Italy, studies
in equids have shown higher percentages of USUV seroprevalences:
between 89.2% in 2008 and 7.8% in 2009 (Savini et al., 2011). In the
same way, a high seroprevalence of anti-USUV-neutralizing antibod-
ies was found in horses in Poland (27.98%) (Bazanéw et al., 2018). By
contrast, other studies are coincident with our results, showing low
seroprevalences for USUV in horses. In Slovakia, none of the tested
horses were USUV-positive (Csank et al., 2018), and in Croatia, only
2 of 69 WNV ELISA-positive horses had USUV-neutralizing antibod-
ies (Barbic et al., 2013). In the south of Tunisia, the analysis of 284
equids showed that 10 had USUV-neutralizing antibodies (Hassine
et al., 2014). According to Savini et al. (2011), horses did not show a
strong immune response against USUV. This species is not suscep-
tible to the virus and does not induce high antibody titres (Hassine
et al.,, 2014). In humans, USUV has been associated with cases of en-
cephalitis indicating that it is also able to invade the central nervous
system (Clé et al., 2019), such as other members of the Japanese
encephalitis virus (JEV) complex. Our results show, for the first time,
the presence of USUV in horses from western Spain, so it would be
useful to implement early warning systems to detect USUV activity
in order to assess the risk of its circulation for public health.
According to the statistical analysis, the pure breeds, specif-
ically the warmblood breeds (Arabian and Thoroughbred), are
more likely to present USUV antibodies. Few studies have ad-
dressed the influence of this factor in USUV horse infections.
Some authors found differences between horse breeds and WNV
infection (Ahmadnejad et al., 2011; Rios et al., 2009) but not with
USUV infection (Bazandw et al., 2018). Ahmadnejad et al. (2011)
also found that the Arab breed was a seropositive risk factor to
WANYV infection in horses of Iran and the quarter horses were four
times more likely to be exposed to WNV than mixed breeds (Rios
et al., 2009). In our case, the pure breeds, especially the Arabian
breed and the Thoroughbred, seem to have a greater suscepti-
bility to infection, possibly due to their training habits. These
breeds are keeping outside, in pastures, where the concentration
of vectors and birds is higher than in stalls. Also, these breeds
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compete in endurance races consisting into run more than 40
kms in one day, which make them more exposed and more attrac-
tive (thermal and chemical cues) to possible vectors. The training
is always outside with sessions of more than two hours of exer-
cise in the vector feeding hours. This significant association was
not observed in WNV infections, despite having a transmission
cycle very similar to USUV. Therefore, considering this assump-
tion and bearing in mind the low number of USUV-seropositive
animals identified (N = 11), the final conclusions must be taken
with caution. The differences between horse breeds and USUV
infection could be also possible due to different genetic suscepti-
bility to infection. In several mammalian species, like humans and
mice, genes associated with the susceptibility to WNV infection
have been reported (Bigham et al., 2011; Cahill, Conley, DeWan,
& Montgomery, 2018; Mashimo et al., 2002). In horses, Rios
et al. (2010) found associations concerned WNV-induced clinical
disease. Concretely, they found six SNPs in the promoter region
of the 2'-5"-oligoadenylate synthetase 1 isoform (OAS1) asso-
ciated with lethal WN meningoencephalitis. However, other re-
searchers (Stejskalova et al., 2019) found that none of 138 SNPs
in OAS1 was associated with lethal WN disease in two different
equid breeds. So, it could be possible an individual variability in
antiviral defence mechanisms, but the process seems to be com-
plex and remains largely unclear today.

Further studies on a larger group of animals are needed to
identify and confirm the risk factors of infection to reach more evi-
dence-supported and robust conclusions.

5 | CONCLUSIONS

Our findings reflect the high WNV seroprevalence in equids from
Extremadura and adjacent regions, the highest data found until now
in equids from Spain. The presence of WNV-positive anti-IgM horses
confirmed an active circulation of the virus among horses of western
Spain in 2018 and 2019. The co-circulation of WNV and USUV is wide-
spread in western Spain, including all the Extremadura region. Equine
vaccination programmes should be encouraged to reduce the risk of
WNV. It is also important to improve the surveillance programmes of
public health to detect undiagnosed human cases in western Spain.
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Resumen

El VNO es un flavivirus emergente transmitido generalmente por mosquitos del género
Culex spp. Se mantiene en un ciclo de vida endémico donde las aves actian como
hospedadores y reservorio principal del virus. Los seres humanos y los équidos son
susceptibles de infectarse también, y ocasionalmente, pueden sufrir cuadros
neurolégicos que varian desde un cuadro asintomatico hasta producir un cuadro
neuroldgico grave que puede acabar en la muerte. Sin embargo, al contrario que las
aves, ellos no pueden transmitir el virus a otros vectores, ya que la viremia en estos
hospedadores accidentales es corta y la titulacion de anticuerpos que pueden alcanzar
también es baja, por lo que actian como fondos de saco epidemioldgico. Los casos
esporadicos de VNO registrados en caballos y aves salvajes en Extremadura durante la
temporada de los afios 2016 y 2017 motivaron el inicio de este estudio de
seroprevalencia en aves salvajes, centrado en aquellos animales que llegaban a
diferentes centros de recuperacién de la regién extremefia.

El estudio se desarrolld entre octubre de 2017 a diciembre de 2019, recabando 391
muestras de aves silvestres de 56 especies diferentes que llegaron a dos Centros de
Fauna Salvaje: “Los Hornos” y “AMUS” (Asociacion Centro de Accidon por el Mundo
Salvaje), en las provincias de Caceres y Badajoz, respectivamente. Se tomaron 2 ml de
sangre de la vena yugular o de la braquial, dependiendo de la especie. Las muestras de
sangre se centrifugaron a 1000 g durante 10 min a 4 °C dentro de las siguientes 24 h
después de la recoleccidn, para separar el suero, que se almacené a -20 °C hasta su
posterior analisis. El andlisis de los sueros se llevo a cabo mediante pruebas ELISA (kit
INGEZIM West Nile COMPAC, Ingenasa, Espafia) para detectar la presencia de
anticuerpos especificos frente al VNO, los cuales fueron confirmados posteriormente
mediante micro-VNT contra el VNO (cepa VNO E101, GenBank n2 de acceso AF260968),
el VUSU (cepa VUSU SAAR-1776, GenBank n2 de acceso AY453412) y VBAG (VBAG
GenNank, n2 de acceso KR108244). Ademas, en las aves con sintomatologia nerviosa se
tomaron muestras de diferentes drganos y tejidos para intentar aislar ARN viral y
detectar el linaje del VNO implicado mediante una duplex RT-PCR.

Los resultados evidenciaron que el 18,23% de las aves fueron seropositivas,
pertenecientes a 18 especies diferentes. Entre las aves con mayor seroprevalencia,
destacaron las del orden Pelecaniformes, con el 33,33%, Accipitriformes, con el 25,77%
y Strigiformes, con el 22,92%. Por primera vez en Europa se detectan anticuerpos anti-
VNO en una cigliefia (Ciconia ciconia). El andlisis de la duplex RT-PCR en tiempo real en
aves sintomaticas confirmé el linaje 1 del VNO en un buitre leonado y en 2 mochuelos
europeos. Mediante la VNT y siempre que se dispuso de muestra suficiente, los sueros
positivos y dudosos al ELISA especifico para el VNO también fueron testados para otros
flavivirus, como el VUSU y el VBAG, ya que se han descrito reacciones cruzadas mediante
ELISA entre estos patdgenos y el VNO. Se confirmé la seropositividad de cuatro muestras
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al VUSU (el 1,04%), correspondientes a tres especies; un buho real (Bubo bubo), un
buitre leonado (Gyps fulvus) y una avutarda (Otis tarda), siendo en esta Ultima la primera
deteccion en Europa. Ninguno de los sueros fue positivo para el VBAG.
Lamentablemente no fue posible determinar el flavivirus especifico mediante VNT en
16 muestras, el 4,17%. Este es el primer estudio que se ha llevado a cabo en aves
silvestres en Extremadura, gracias al cual se ha podido confirmar una alta prevalencia
del VNO en aves, asi como su co-circulacion con el VUSU en esta region geografica.
Ademas, la deteccion de este virus en 19 especies diferentes, algunas de ellas
consideradas especies amenazas o en peligro de extincidn, pone de manifiesto las
implicaciones ecoldgicas y la amenaza para la biodiversidad de estas poblaciones que
pueden representar estos flavivirus en la actualidad. Debido al importante papel que
juegan las aves en la transmisién del VNO, estos hallazgos revelan que los programas de
vigilancia y control establecidos para este flavivirus deberian ser reforzados para
minimizar los efectos que estos pueden tener sobre los seres humanos y los équidos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: West Nile virus (WNV) is an emerging flavivirus transmitted generally by mosquitoes of Culex genus. It is
Extremadura maintained in an enzootic life cycle where birds act as reservoir hosts. Humans and horses are also susceptible to
Seroprevalence infection, and occasionally, they suffer from neurological complications. However, they do not transmit the virus
fjps‘al:l vitus to other vectors, behaving as dead-end hosts. Sporadic WNV outbreaks observed in horses and wild birds from
West Nile virus Extremadura (western Spain) during 2016 and 2017 seasons prompted to carry out this survey in wild birds,
Wild birds focused on specimens coming from two wildlife rehabilitation centres. Between October 2017 and December

2019, samples from 391 wild birds, belonging to 56 different species were collected and analysed in search of
evidence of WNV infection. The analysis of serum samples for WNV-specific antibodies by ELISA, whose spec-
ificity was subsequently confirmed by virus-neutralisation test (VNT) showed positive results in 18.23 % birds
belonging to 18 different species. Pelecaniformes (33.33 %), Accipitriformes (25.77 %) and Strigiformes (22.92
%) orders had the higher seroprevalences. Remarkably, WNV-specific antibodies were found in a black stork for
the first time in Europe. Analysis by real time RT-PCR in symptomatic birds confirmed the presence of WNV
lineage 1 RNA in griffon vulture and little owls. Specificity analysis of ELISA positive and doubtful sera was
performed by differential VNT titration against WNV and two other cross-reacting avian flaviviruses found in
Spain: Usutu virus (USUV) and Bagaza virus (BAGV). Only four samples showed USUV-specific antibodies (1.04
%) corresponding to three species: Eurasian eagle-owl, griffon vulture and great bustard (first detection in
Europe) whereas no samples were found reactive to BAGV. Differential VNT yielded undetermined flavivirus
result in 16 samples (4.17 %). This is the first study carried out on wild birds from Extremadura (western Spain).
It highlights the widespread circulation of WNV in the region and its co-circulation with USUV.

1. Introduction

Flaviviruses (genus flavivirus, family Flaviviridae) are an important
taxonomic group of arthropod-borne RNA viruses, some of whose
members are emerging and re-emerging pathogens. The epidemiology of
some of these epornitic mosquito-borne viruses, such as West Nile virus
(WNV) and Usutu virus (USUV), has dramatically changed in Europe in
the last two decades (Vilibic-Cavlek et al., 2019a; Benzarti et al., 2019).

West Nile virus is a zoonotic flavivirus which has become one of the
most widespread arboviruses in the world (Kramer et al., 2008). In

* Corresponding author at: University of Extremadura, Spain.

natural conditions it circulates between birds and ornithophilic
mosquitoes, mainly of the Culex genus (Vogels et al., 2017), and mam-
mals (mainly horses and humans) are considered dead-end hosts
(Chancey et al., 2015). Birds frequently suffer from subclinical infection
or do not develop severe clinical symptoms. Nevertheless, some species
of raptors, jays and crows, are highly susceptible and can develop severe
or fatal encephalitis (Gamino and Hofle, 2013). WNV was first described
in Uganda in 1937 (Smithburn et al., 1940). Until the 90 s, some spo-
radic human outbreaks had been reported in Israel, Australia, Middle
East and Africa (Murgue et al., 2001). However, between 1994 and
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1999, serious outbreaks in humans or horses were observed in Algeria,
Morocco, Tunisia, Italy, France, Romania, Israel, and Russia (Rossi et al.,
2010). In 1999, WNV emerged in New York and rapidly spread across
North America, where it caused substantial mortality in humans and
corvids (Petersen, 2019). In the early years of the 21 st century, the virus
increased its expansion in countries such as Italy, Hungary, Romania,
Austria, Croatia, Cyprus and Spain (Barrett, 2018). The largest human
outbreak in Europe occurred in 2018, when 2083 infections and 180
deaths, as well as numerous equid cases, were reported (European
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 2018).

Nine phylogenetic WNV lineages have been proposed (Rizzoli et al.,
2015), but only lineages 1 and 2 are associated with disease in humans
(Papa et al., 2011). In Europe, before the emergence of lineage 2 in 2004
(Bakonyi et al., 2006), lineage 1 provoked sporadic cases and occasional
outbreaks in animals and humans. In 2004, lineage 2 was expanded from
Hungary to eastern Austria and southern European countries. It was also
simultaneously detected in Russia, extending toward Romania (Rizzoli
et al., 2015). Since 2008, lineage 2 has caused more outbreaks in
humans and animals than lineage 1 in Europe (Chaintoutis et al., 2019).

In Spain, since WNV lineage 1 was first detected in a man in 2004
(Kaptoul et al., 2007), other human cases have been detected (Berna-
beu-Wittel et al., 2007; Garcia-Bocanegra et al., 2011a; Lopez-Ruiz et al.,
2018). In the 2020 transmission season, 77 human cases (71 in Anda-
lusia and 5 in Extremadura) and 8 deaths have been reported in Spain
(Garcia-San Miguel et al., 2020). WNV has also been detected in birds
(Lépez et al., 2008; Llorente et al., 2013; Ferraguti et al.,, 2016),
mosquitoes (Vazquez et al., 2010, 2011), equids (Jiménez-Clavero et al.,
2010; Garcfa-Bocanegra et al., 2011a, 2012, 2018a; Abad-Cobo et al.,
2017; Guerrero-Carvajal et al., 2020), other mammals (Gutiérrez-
Guzmén et al, 2012; Garcia-Bocanegra et al, 2016, 2018b) and
different zoo animals (Caballero-Gémez et al., 2020). Therefore, WNV is
considered endemic, mainly in the south of the country, due to the
favourable conditions for the maintenance and circulation of the virus
(Sdnchez-Gomez et al., 2017). Although WNV lineage 1 is the most
frequent in Spain so far (Sinchez-Gémez et al., 2017; Guerrero-Carvajal
et al., 2020), lineage 2 has also been detected in goshawks (Accipiter
gentilis) in Catalonia (2 birds detected in 2017 and 3 in 2020 (Busquets
et al., 2019; Garcia-San Miguel et al., 2020).

Usutu virus belongs to the Japanese encephalitis serocomplex. It was
first detected in Culex neavei mosquitoes in 1959 in South Africa
(Woodall, 1964). Some retrospective studies indicate a possible circu-
lation in Europe since 1996 (Weissenbock et al., 2013). In 2001, it was
detected as causative agent of a mass mortality event of Eurasian
blackbirds (Turdus merula), barn swallows (Hirundo rustica) and grey
owls (Strix nebulosa) in Austria (Weissenbock et al., 2002). Since then,
this virus has rapidly spread throughout Europe and the Mediterranean
basin, where outbreaks are marked by mass die-offs of wild birds. USUV
has also been detected in mosquitoes and mammals such as horses, bats,
dogs, wild boars, wild ruminants and humans (Cheng et al., 2018;
Roesch et al., 2019; Clé et al., 2019). In humans, it has been identified as
the aetiological agent of neuroinvasive disease in some instances (Aberle
et al., 2018; Carletti et al., 2019; Nagy et al., 2019), evidencing its
zoonotic potential and its importance for Public Health. In Spain, USUV
has been shown to circulate by RNA detection in Cx.pipiens mosquitoes
in Catalonian wetlands (Busquets et al., 2008) and in Cx. perexiguus
(Vazquez et al., 2011) as well as in two live song thrushes (Turdus
philomelos) in southern Spain in 2012 (Hofle et al., 2013). USUV and/or
the specific antibodies have also been reported in equids (Vanhomwegen
et al., 2017; Guerrero-Carvajal et al., 2020), red deers (Garcia-Bocane-
gra et al., 2016) and birds from Spain (Figuerola et al., 2007; Hofle et al.,
2013; Llorente et al., 2013; Ferraguti et al., 2016; Jurado-Tarifa et al.,
2016).

Bagaza virus (BAGV), also known as Israel turkey meningoence-
phalomyelitis virus (ITV) (Ferndndez-Pinero et al., 2014), was isolated
for the first time in 1966 in the Central African Republic in a Culex spp.
pool (Digoutte, 1978). Until 2009, it was restricted to Africa, Israel and
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India (Bondre et al., 2009; Ferndndez-Pinero et al., 2014; Benzarti et al.,
2019). However, it was first detected in Europe in 2010, causing out-
breaks in game birds in southern Spain (Agiiero et al., 2011; Garcia--
Bocanegra et al., 2013; Llorente et al., 2013).

Extremadura is the Spanish region with the largest freshwater
reserve of the country, with important wetlands as nesting areas for a
high number and variety of birds. In addition, the strategic location of
Extremadura with regard to the passage of migratory birds between
Europe and Africa can play an important role in the transmission of
various zoonotic pathogens (Lopez et al., 2008). WNV outbreaks in
horses have been reported in this area in recent years (MAPAMA, 2020)
and the presence of antibodies in dogs and horses has been verified
(Garcia-Bocanegra et al., 2018b; Guerrero-Carvajal et al., 2020) but
hitherto there is no information in birds. Thus, the aim of this study was
to assess, for first time, the presence and distribution of WNV in wild
birds from Extremadura arriving at rehabilitation centres. A possible
co-circulation with other flaviviruses (USUV and BAGV) was also
analysed.

2. Materials and methods
2.1. Study region

The study was conducted in Extremadura (39°12'N 6°09'W), a region
in western Spain bordering with Portugal. This region has a Mediter-
ranean climate catalogued as Csa (hot dry-summer) according to the
Koppen climate classification (Beck et al., 2018). Most of the territory
has an elevation between 200-600 m a.s.l. The average annual rainfall is
605 mm (400-1.500 mm). In winter, average temperatures remain
slightly below 7.5 °C and in summer the average temperature is 26 °C
(reaching daytime highs exceeding 41 °C). Extremadura has a low
human density (26 inhabitants/km?) and its total area covers 8.25 % of
the Spanish territory (41.635 km?). About 74.1 % of the area is classified
as “Important Bird Areas” (IBAs) (http://www.keybiodiversityareas.
org) with up to 337 bird species (146 wintering bird species) (Mayor-
domo et al., 2015).

2.2. Ethical statement

Samples tested in this study were obtained from wild birds admitted
to two wildlife rehabilitation centres (WRC) during routine clinic work
(medical check-ups or surgical interventions) by official veterinarians.
Handling procedures were implemented according to European (86/
609) and Spanish laws (R.D. 223/1988, R.D.1021/2005) and were
aimed at reducing stress and minimize suffering from subjects.

2.3. Sampling procedure

From October 2017 to December 2019, 391 wild birds belonging to
56 different species were sampled in collaboration with two WRC in
Extremadura: “Los Hornos” and “AMUS” (Centre for the Action for the
Wild World Association), in Caceres and Badajoz provinces, respec-
tively. A total of 384 blood samples were analysed for WNV seropre-
valence. Blood samples were collected using 2 mL syringes with 25 G
needles or capillary tubes from the brachial or jugular veins depending
on the species. Samples were obtained within the first 4 days after
admission, once the bird was stabilized. The volume of blood collected
never exceeded 1% of the bird’s body mass (McGuill and Rowan, 1989)
and it was deposited in a vial without anticoagulant and refrigerated
between 4-8 °C for at least 2 h until processed. Blood was centrifuged at
1000 x g for 10 min at 4 °C and the obtained serum was stored at —20 °C
until further analysis.

Blood and/or organ samples (brain, heart, intestine, liver, lung,
muscle, kidney, spleen, stomach, pancreas and the pulp of immature
feathers) were collected from 14 wild birds with neurological signs
(abnormal behaviour, tremor, head drop, or abnormal body posture)
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compatible with WNV infection. Seven of them were analysed only by
real time RT-PCR (described below), and the rest were tested by real
time RT-PCR (tissue samples) and ELISA + VNT (serum samples).

2.4. Enzyme-linked immunosorbent assay

All serum samples were analysed for WNV total antibodies by a
commercial “blocking” ELISA kit (INgezim West Nile Compac, Ingenasa,
Spain) suitable for any species (Sotelo et al., 2011), following the
manufacturer’s protocol.

2.5. Virus-neutralization test (VNT)

Positive and doubtful sera by ELISA test were screened by micro
virus-neutralization test (micro-VNT) in 96 well micro titre plates
following a previously described protocol (Llorente et al., 2019), with a
small modification (two fold serial dilutions of tested sera started at
1:10).

To assess specific neutralizing antibodies response against different
flaviviruses, micro-VNTs were performed in parallel against WNV,
USUV and BAGV, as they are flaviviruses that are known to cross-react in
the ELISA tests, and there are chances that they could be circulating in
the studied area. Viral strains used in this assay were: WNV strain E101
(GenBank accession no. AF260968), USUV SAAR-1776 (GenBank
accession no. AY453412) and BAGV Spain/RLP-Hcc1/2010 (GenBank
accession no. KR108244).

Antibodies were considered as specific for the virus giving VNT titres
at least fourfold higher than titre obtained for any of the other viruses
analysed (Calisher et al., 1989). When titre differences did not reach this
threshold, the result was considered inconclusive and the specific virus
which caused the infection could not be determined. Sera were consid-
ered positive if the result was positive/doubtful by ELISA and positive by
VNT. Sera from experimentally infected animals with WNV, USUV and
BAGV with known antibody titers, and sera negative for flavivirus an-
tibodies, were included as positive and negative controls, respectively.

2.6. Viral genome detection assays

Viral RNA was extracted from tissue-homogenates (blood, brain,
heart, intestine, liver, lung, muscle, kidney, spleen, stomach, pancreas
and the pulp of immature feathers) using a previously method described
by (Pérez-Ramirez et al., 2018).

Viral genome load was measured by a duplex real-time RT-PCR
(dRRT-PCR), for the simultaneous and differential detection of Japanese
Encephalitis (JE) and Ntaya serocomplexes viruses (Elizalde et al.,
2020). Positive samples for JE complex were tested using a real-time
multiplex RT-PCR that distinguishes efficiently between WNV lineage 1,
WNV lineage 2 and USUV (del Amo et al., 2013). For both PCR methods,
samples with Ct value > 40 were considered negative.

2.7. Statistical analysis

For each sampled bird an epidemiological survey was undertaken,
which included individual data: name of the species, age (juvenile: <1
year, adult: >1 year), sex (male and female); and extrinsic animal data:
season (spring, summer, autumn and winter) and geographical location
(municipalities) of the rescue.

The prevalence of antibodies by ELISA and WNV specific antibodies
determined by VNT were estimated from the ratio of positives to the
total number of samples, with the exact binomial confidence intervals of
95 % based on the score method, which is derived from Wilson (1927).
Associations between the serological results and explanatory variables
(sex and age) were analysed using the Pearson’s Chi-squared. Differ-
ences were considered statistically significant when p < 0.05. All sta-
tistical analysis was conducted in IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 26.0 (Armonk, NY: IBM Corp.).
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3. Results

Overall, 120 serum samples from wild birds gave a positive result by
competition ELISA with an apparent seroprevalence of 31.25 % (95 %
CI: 26.82-36.05) and 37 sera (9.64 %, 95 % CI: 7.07-13) were assigned
as doubtful in this test.

A total of 90 out of the 157 positive/doubtful sera by ELISA were
confirmed as flavivirus-neutralizing by the gold-standard technique
VNT (57.32 %, 95 % CI: 49.50-64.80). Anti-WNV specific antibodies
were detected in 70 samples (Table 1), indicating a true seroprevalence
in wildlife birds from Extremadura rescued by WRC of 18.23 % (95 % CI:
14.69-22.40).

WNV specific antibodies were detected in 17 of the 56 species ana-
lysed (Table 2). Additionally, WNV was reported for the first time in
Europe in black stork (Ciconia nigra), as well as in four more species from
Spain (Table 2). Neutralizing WNYV titres ranged from 1:10 to 1:1280.

Pelecaniformes (33.33 %%, CI: 9.67-70), Accipitriformes (25.77 %;
CI: 20.13-32.36), Strigiformes (22.92 %; CI: 13.31-36.54), Ciconii-
formes (9.84 %; CI: 4.59-19.84), Falconiformes (9.09 %; CI:
2.42-26.79) and Passeriformes (3.85 %; CI: 0.68-18.89) were the orders
with the highest WNV seroprevalences.

Anti-USUV specific antibodies were detected in four birds (Table 1):
two Eurasian eagle owls (Bubo bubo), one griffon vulture (Gyps fulvus)
and one great bustard (Otis tarda) (first detection in Europe) (Table 2).
Neutralizing USUV titres ranged from 1:10 to 1:160.

Sixteen birds (4.17 %, 95 % CI: 2.58-6.66), presented VNT titres that
did not allow to differentiate WNV, USUV or BAGV specific antibodies
(Tables 1 and 2) and thus the flavivirus involved in the infection could
not be identified. No sample was confirmed as BAGV seropositive.

Additionally, tissue samples from 14 birds with neurological signs
were analysed by real-time RT-PCR for simultaneous detection and
differentiation of flaviviruses of the JE and Ntaya serocomplexes. Three
of them were positive to RNA from the JE serocomplex flaviviruses.
Spleen and liver samples obtained from a griffon vulture collected in
October 2017 were positive to JE serocomplex (Ct 34.59 and Ct 39.50,
respectively). Subsequent analysis confirmed a WNV lineage 1 infection
in both organs (Ct 34.26 and Ct 39.42, respectively). Furthermore, all
collected tissues (liver, lung, heart, spleen, brain, kidney and the pulp of
immature feathers) from two little owls (Athene noctua) obtained in
October 2018 were also positive to RNA from JE serocomplex flavivi-
ruses and later confirmed as WNV lineage 1, being the first time that
WNV is detected in this species in Spain. The results of ELISA, VNT and
PCR analyses in birds are included in Table 2.

The sex of 54 (29 females, 25 males) and the age of 330 individuals
(121 adults, 209 juveniles) was determined in the epidemiological sur-
vey. Percentages of samples with specific WNV, USUV and undeter-
mined flaviviruses by sex and age are shown in Table 3. Males had
higher WNV seroprevalence (48 %) than females (3.45 %) (p < 0.001).
Adults (30.58 %) had also a significant higher WNV seroprevalence than
juvenile birds (9.09 %) (p < 0.001). Specific antibodies against WNV in
juvenile birds were detected in specimens of 10 species belonging to the
orders Accipitriformes (Accipiter nisus, Aegypius monachus, Aquila
chrysaetos, Circaetus gallicus, Gyps fulvus, Hieraaetus pennatus and Milvus
migrans), Strigiformes (Bubo bubo and Tyto alba) and Ciconiiformes
(Ciconia nigra). Presence of antibodies in juveniles were detected mainly
in summer (8/19) and autumn (6/19) and throughout all years of study.

Spatially, WNV was detected in 53 out of 149 municipalities of
Extremadura, with a wide distribution throughout the region, although
the positive areas were concentrated in the central and western parts of
Extremadura (Fig. 1). USUV antibodies were detected only in birds
recovered from three municipalities (Fig. 1).

Only 16 animals were analysed (VNT) in late 2017 and WNV sero-
prevalence was 43.75 % (95 % CI: 23.10-66.82). The prevalence
observed for WNV in 2018 was 21.60 % (n 125; 95 % CIL:
15.95-29.60), higher than in 2019 (14.81 %; n 243; 95 %
CI:10.90-19.83).
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Table 1
Presence of antibodies in serum samples from wild birds according to ELISA test and subsequent detection of specific antibodies by micro-VNT.
VNT test
n° of samples (%) n® WNV (%) n° USUV (%) n° undetermined flaviviruses' (%) n° negative (%)
Positive 120 (31.25) 68 (56.67) 2(1.67) 13 (10.83) 37 (30.83)
ELISA test Doubtful 37 (9.64) 2 (5.41) 2 (5.41) 3(8.11) 30 (81.08)
Negative 227 (59.11) = = = =
Total 384 70 (18.23) 4 (1.04) 16 (4.16) 67 (17.44)

1 undetermined flaviviruses: Positive samples in VNT test with an inconclusive result that did not allow to determine WNV, USUV or BAGV antibody specific

responses.

The number of birds admitted in WRC increased over time, with
admissions rising from 128 in 2018 to 243 in 2019. Admissions
increased annually between summer and autumn seasons. Most WNV-
positive birds were diagnosed in April and between September to
December. Winter season had the highest WNV prevalence of the year
(39.1 %, 95 % CI: 21.16-57.29). The detailed distribution by seasons can
be seen in Fig. 2.

4. Discussion

This is the first study focusing on the presence of antibodies against
WNV in birds in Extremadura. The seroprevalence found was 18.23 %
for WNV, much higher than in other similar studies of birds admitted to
WRC performed a decade ago in southern Spain (2.2 %, Lépez et al.,
2011) and in USA (2.8 %, Randall et al., 2012).

Wildlife rehabilitation centres regularly admit birds based on either
disease signs or injuries, which might make them more susceptible to
disease (Wendell et al., 2002; Randall et al., 2012). Hence, WNV sero-
prevalences detected in these birds could be biased or overestimated
with respect to healthy birds in the field. However, authors such as
Lopez et al. (2011) and Camacho et al. (2016), found similar WNV
seroprevalences both in healthy and WRC-cared birds, highlighting the
usefulness of these centres to improve the detection of emerging path-
ogens that can affect domestic/wild animals and humans (Alba et al.,
2014; Cox-Witton et al., 2014; Ana et al., 2017). Randall et al. (2012)
observed that in studies at broad spatial scales, WNV antibody preva-
lence in peridomestic birds admitted to WRC was similar to that of
free-ranging birds, although these approaches might have limitations at
small spatial scales or over short-time periods. Our study comprises a
wide territory and an extensive study period (2017-2019); thus, our
results may represent an approximate estimation of the prevalence of
WNV in free-ranging birds in the region.

The seroprevalence for WNV observed in wild birds in this study
(18.23 %) was higher than that found in other European countries such
as France (4.8 %, Jourdain et al., 2007), Croatia (12.7 %, Vilibic-Cavlek
et al., 2019b), Czech Republic (5.9 %, Hubalek et al., 2008), Serbia (7.6
%, Vilibic-Cavlek et al., 2019a) and Italy (4.29 %, Llopis et al., 2015).
Within Spain, in similar studies performed in Andalusia (bordering
Extremadura in the south) showed generally lower seroprevalences, e.g.
in Ferraguti et al. (2016) (0.38 %), Jurado-Tarifa et al. (2016) (0.67 %),
Garcia-Bocanegra et al. (2011a) (1%), Lopez et al. (2008) (1.47 %
resident birds y 7.5 % trans-Saharan birds), Figuerola et al. (2008) (3.32
% resident birds and 5.23 % migratory birds), or also the 1.47 % found in
resident birds in Catalonia (north-eastern Spain) (Alba et al., 2014).

However, studies in birds from Donana National Park, an endemic
WNV area, showed a seroprevalence similar to that described in this
study (15.2 %) (Lopez et al., 2011). Focusing on specific bird groups,
higher seroprevalences have been found, with values above 50 % in
common coots (Fulica atra) (Figuerola et al., 2007) or 23.80 % in
Spanish imperial eagles (Aquila adalberti) in the region of Castilla-La
Mancha (Hofle et al., 2008). Remarkably, in the present study,
although these specific species have not been included, Accipitriformes
species analysed (n = 194) reached a seroprevalence of 25.8 %.

The use of different detection methods, the range of host species
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analysed, but, above all, the area and epidemic period studied, may
explain the differences in antibodies prevalence in the different studies
mentioned. In 2018, there was a spectacular increase in equine and
human cases in Europe compared to previous years (Aberle et al., 2018;
ECDC, 2018). Interestingly, in the years with full sampling (2017 is
excluded), high seroprevalences were detected, suggesting that WNV
circulation in the area of study was intense in the period coincident with
a higher circulation in Europe (Aberle et al., 2018; Nagy et al., 2019;
Michel et al., 2019). Further, the overall results found in this work in
birds from Extremadura are in agreement with the high seroprevalence
detected in horses in the same study region (19.72 %) (Guerrer-
o-Carvajal et al., 2020).

A wide distribution of WNV has been observed in the region, being
detected in 53 of the 149 municipalities sampled, covering broad areas
from Extremadura as has been observed in horses (Guerrero-Carvajal
et al., 2020). Therefore, wide areas of Extremadura are at risk of WNV
outbreaks, just as it was proposed in the prediction model by
Sanchez-Gomez et al. (2017). In endemic areas, such as western Anda-
lusia, which is crossed by an important route for different migratory bird
species between Europe and Africa (including Extremadura), a wide
distribution of WNV has been observed (Garcia-Bocanegra et al., 2011b;
Jurado-Tarifa et al., 2016).

The observed seroprevalence followed a seasonal pattern, with an
increase in the detection of positives in autumn and winter, as other
authors observed in nearby regions (Figuerola et al., 2008). This was
expected, since the probability of infection and subsequent antibody
response in exposed birds grow as the vector’s period of activity pro-
gresses, with increasing viral replication and infection cycles, resulting
in a greater number of seropositive animals at the end of the season or
even in winter (Pérez Ruiz et al, 2011). However, these
seasonality-related results must be interpreted with caution because the
duration of anti-WNV antibodies is not well established in most species
of birds (Pérez-Ramirez et al., 2014). For instance, antibodies have been
observed to last for at least 15 months in Columba livia (Gibbs et al.,
2005) or up to three years in Passer domesticus (Nemeth et al., 2009). On
the other hand, seronegativization has been ascertained in common
coots (Fulica atra) during a follow-up study in Donana spanning three
transmission seasons (Figuerola et al., 2007). Despite these limitations,
this study presents two lines of evidence supporting active circulation
among wild birds from Extremadura from 2017 to 2019: on the one
hand, the detection of WNV lineage 1 in tissues of birds that died with
compatible symptoms, on the other hand, the presence of WNV anti-
bodies in juvenile birds belonging to stable populations of resident
species (this aspect is further discussed below). Altogether, these data
support the usefulness of the analysis of samples obtained from WRC to
gain a wider perspective of the epidemiological situation in the analysed
area.

Extremadura holds an extraordinary ornithological richness, being
the geopolitical region with the widest extension of Important Bird
Areas (IBA) in Europe (a staggering 75 % of its total area of 3 million
hectares). A 30 % of the regional territory is protected and classified as a
Site of Community Importance (SCI), and 25.15 % of its surface is
classified as ZEPAs (Special Protection Area for Birds)
(Hernandez-Mogollon et al., 2013). Furthermore, 2 out of the 348
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Table 2

Results obtained from ELISA, VNT and PCR tests for detection of flaviviruses in wild birds by order/species admitted to rehabilitation centres in Extremadura (Spain)
during 2017-2019 seasons. PCR analysis involved methods able to detect and differentiate a wide range of avian flaviviruses. When positive, the virus/lineage
identified is indicated in parentheses.

Antibodies detection

ELISA test (n) VNT test (n) PCR test (n)
Order® Species R/ Analysed Positives Doubtful WNV  USUV  'Undetermined WNV (%) Analysed  Result
M Flaviviruses Seroprevalence
‘;)‘“""" gemtllis (= p 0 1 0 0 0 0.00 1 Negative
‘2)‘”‘"”' MU= B 3 0 3 0 0 60.00 1 Negative
Aegypius monachus ’
(0 = 20) R 19 9 4 4 0 1 21.05 1 Negative
o e 5 4 0 3 0 1 60.00 - -
Buteo buteo (n = 8) R 8 1 1 0 0 0 0.00 = —
E”;;’“”“ gallicus (n 7 6 1 5 0 0 71.43 - -
Circus aeruginosus  p 4 1 1 1 0 1 25.00 = =
PRI (n=4)
Accipitriformes Gircus =
5 PRIENS M g 1 0 0 0 0 0.00 - -
ﬂanus caeruleus (n = R 1 0 0 _ _ _ 0.00 _ B
Gyps fulvus (n = ~ 1 (WNV L1);
11 R 110 45 17 20 1 5 18.18 4" +1 4 Negative
Hieraaetus pennatus 8 0 8 0 0 6154 = =
(n=13)
f’z’?’"’ myEsE=  ay 8 1 4 0 0 33.33 - —
Milvus milvus (n = 7) R 6 4 2 2 0 0 33.33 1" Negative
I;)""'“ ghos@= a4 1 0 0 0 0 0.00 - -

" Apus apus (n = 7) M 7: 0 0 - - - 0.00 - -
Apodiformes Apuspallidus(n=8) M 8 0 0 = - = 0.00 = =
Bucerotiformes Upupa epops (n = 1) R 1 0 0 - - - 0.00 - -
Charadriiformes - Yy

Larus fuscus (n = 2) M 2 0 1 0 0 0 0.00 - —
Ciconia ciconia (n = R/ 58 7 3 5 0 3 8.62 e -
S 58) M
Ciconiiformes Ciconia nigra'(n —
5 wee= m 3 1 0 1 0 0 33.33 - -
Columbiformes Columba livia (n = 1) R 1 0 0 - - - 0.00 - -
Alcedo atthis (n = 1) R 1 0 0 - - - 0.00 - -
Coraciiformes I;erops apiaster (n = M 2 ° 0 _ _ _ 0 _ _
Cuculiformes f;l culus canorus (n = M 1 0 0 - - 4 0.00 - =
Iiallc;) columbarius (n M 1 o 0 _ _ _ 0.00 _ _
I7T¢)zlco naumanni (n = M 7 0 0 _ _ _ 0.00 _ _
Falconiformes Falco peregrinus (n —
r peregrinus = 0 0 - - - 0.00 - =
iallcg)mm”l”s @ R 14 3 0 2 0 1 14.20 - -
Gallinula chloropus
Gruiformes m=1) R 1 0 0 = - - 0.00 - .
Grus grus (n = 2) M 2 0 0 - - - 0.00 - -
Otidiformes Otistards’ m=1) R 1 1 0 1 0 0.00 - -
f;’l""“ chlors(="p 4 0 0 = = = 0.00 = -
Eoit;eus monedula (n 1 0 0 _ _ _ 0.00 _ _
Corvus corax (n = 7) R 7 0 0 0 0.00 1 Negative
) Cyanopica cooki (n = 1 0 0 _ _ _ 0.00 _ B
Passeriformes 1)
b e;')‘h"" ey oy g 1 0 1 0 0 50.00 = —
ComiS godiel,  p g 0 0 - - - 0.00 - -
(n=1)
Ixamcllla alba (n = R 1 0 0 _ _ _ 0.00 B _

(continued on next page)
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Antibodies detection

ELISA test (n) VNT test (n) PCR test (n)
Order® Species R/ Analysed  Positives Doubtful ~WNV  USUV ‘Undetermined WNV (%) Analysed  Result
M Flaviviruses Seroprevalence

Iia.;s)er domesticus (n 2 0 0 _ _ _ 0.00 _ _

Pica pica (n = 6) R 6 0 0 - - - 0.00 - -

Pyrrhocorax R 1] 0 0 - - - 0.00 - -

pyrrhocorax (n = 1)

Sturnus unicolor (n = R 2 0 0 - - - 0.00 = =

2)

Turdus merula (n = R 1 8 0 0 - - - 0.00 - -

1)

Ardea cinerea (n = 3) R 3 1 1 2 0 0 66.67 - -

’;)’dm ppre= gy g 0 0 - - - 0.00 = =
Pelecaniformes g jeus bis(n=1) R 1 0 0 - - - 0.00 - ~

Iilzig;zdrs falcinellus (n R 1 0 0 _ _ _ 0.00 _ _

Asio otus (n = 2) R 2 0 0 - - - 0.00 - -

‘g)d""e molaR= g 0 0 - - - 0.00 2 2 (WNVL1)
Strigiformes Bubo bubo (n = 21) R 21 8 2 4 2 3 19.05 - -

Otus scops (n = 1) R 1 0 0 - - - 0.00 - -

Strix aluco (n = 5) R 5 1 0 0 0 20.00 - -

Tyto alba (n = 13) R 12 4 2 4 0 1 33.33 141 Negative
Suliformes f[:‘“f“;;"”"m’ cabo 0 0 = = = 0.00 = —

384 12 37 70 4 16 14 3

# Classification based on International Ornithologists’ Union (https://www.worldbirdnames.org/index.html). The migratory behaviour of every species is indicated
(R, resident; M, migratory) (https://www.seo.org). Species where WNV/USUV has been detected for first time in Spain are marked in bold, and with “{” if it has also

been in Europe. Value marked with “}” if was only analysed by PCR test.

§ Undetermined flaviviruses: Positive samples by VNT with inconclusive result that did not allow to determine WNV, USUV or BAGV antibody specific responses.

Table 3

Percentage of antibodies against WNV, USUV and undetermined flaviviruses
according to VNT test by sex and age of birds and significance level (Pearson’s
Chi-squared) with respect to WNV.

Total % Undetermined % % WNV P-
(n) flaviviruses* (CI) ~ USUV (cn value
(€D WNV
. 8.00 (2.22 — 0.0 (0.0 48.00
Male 25 24.96) = (30.03 — 0.001
Sex 12.87) 66.50)
10.34 3.45
Female 29 0.0 (0.0 — 11.35) (3.58 — (0.61 —
26.38) 17.17)
2.48 30.58
Adults® 121 :530()2‘29 - 085- (2307 o
. 7.04) 39.28) ’
Age - 9.09
Juvenile 209 4'35)(0'74 - 0—01(:8()) (5.90 —
. . 13.76)

@ Reference category. CI = 95 % confidence interval.

" Undetermined flaviviruses: Positive samples by VNT with inconclusive result
that did not allow to determine WNV, USUV or BAGV antibody specific
responses.

wetlands existing in this region are classified as International Impor-
tance or Ramsar areas, both in Badajoz: Orellana reservoir and the
Albuera lagoon complex, as habitats for aquatic birds.

In addition to the abundance and diversity of birds in the study re-
gion, it must be remarked that there are currently 33 species of
mosquitoes catalogued in it, being Cx. pipiens the most frequent and
widespread, and with presence of Cx. univittatus and the newly detected
Cx. perexiguus (Bravo-Barriga et al., 2021), which are also competent for
WNV transmission.

The risk of WNV outbreaks in Extremadura is high, given the risk
factors present, associated with richness in habitats suitable to withhold
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high avian reservoir host and mosquito vector populations, and the
situation revealed in this study, with relevant prevalences found for this
pathogen in the reservoir hosts.

WNYV antibodies have been detected in 18 out of 56 species analysed
(reflecting the ornithological richness of Extremadura) including first
reports of WNV infection in 4 species in Spain and in 1 species in Europe
(Table 2). In some orders, such as Pelecaniformes, Accipitriformes and
Strigiformes, we found WNV seroprevalences above 20 %. Our results
are in agreement with other studies showing that raptors are highly
susceptible to WNV infection (Nemeth et al., 2006; Gamino and Hofle,
2013; Vidana et al., 2020). In this regard, WNV has been detected in
Spain in raptor species (Jiménez-Clavero et al., 2008; Lépez et al., 2011;
Jurado-Tarifa et al., 2016; Sanchez et al., 2017).

Griffon vulture and white stork are the species most represented in
our study (n = 111 and n = 58, respectively). The large number of
griffon vultures examined, many of them with neurological symptoms, is
of concern. Prior to the detection observed in this study in griffon
vulture, WNV lineage 1 had only been detected in one specimen from
Castilla-La Mancha (Sanchez et al., 2017).

WNV seroprevalence in white storks was 8.62 %; moreover, 5.17 %
of them were positive in ELISA but inconclusive in the differential fla-
vivirus diagnosis. Other studies on this species in Spain indicate sero-
prevalences between 4.4 and 14 % (Lopez et al., 2011; Camacho et al.,
2016). Extremadura shelters one of the largest populations of white
storks that are adapted to urban and rural habitats (https://www.seo.
org/) and due to its partially migratory nature, its role in the spread of
WNV in Extremadura should not be ruled out (Malkinson et al., 2002).
Further, the first detection of WNV in a juvenile black stork from Europe
was reported. As it is an endangered species, it would be advisable to
inquire into the potential impact of WNV on its population.

With regard to sex, the observed WNV seroprevalence was higher in
males than in females. These results must be interpreted with caution,
since most species analysed are monomorphic and sex identification was
only possible in 54 birds, of which 29 belonged to the order
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Castilla-La Mancha

o,

[ West Nile virus

[ Usutu virus

@4 West Nile + Usutu virus
[ Undetermined flaviviruses

West Nile virus + Und. flaviviruses

Fig. 1. Map of the surveyed area (scale NUTS 2: ES43) showing the detection of different flavivirus species detected in wild birds sampled in Extremadura by
Rehabilitation Centres. Each colour represents the flavivirus species identified in each municipality (NUTS 3). Map created by QGIS. 3.12.0 (2020). QGIS Geographic
Information System. Open-Source Geospatial Foundation Project. http://qgis.org.

Seroprevalence (%)

—\l

Summer

-

Spring Autumm Winter

O Undetermined flaviviruses ®USUV  ®WNV

Fig. 2. Temporal follow-up by seasons of flaviviruses prevalence detected in
birds in Extremadura arrived at wildlife rehabilitation centres, period 2017-
2019. Error bars show 95 % confidence intervals.

Accipitriformes. Consequently this analysis is biased towards this order.
Previous studies, such as those carried out in crows by Decarlo et al.
(2011) or in sparrows by Medrouh et al. (2020) did not find significant
differences between sexes. However, other authors found higher prev-
alence in females than in males, possibly due to the incubation tasks
which result in a longer time spent in one place and a greater probability
of being bitten by vector mosquitoes (Egizi et al., 2014). Sex dependence
over WNV infection likelihood would probably rely on biological,
ecological and behavioural features of each species involved, differing
from one species to another and are still far from being understood.
According to age, higher seroprevalences to WNV were found in
adults (>1 year) than in juveniles (<1 year). This is in line with other
authors, who highlight higher percentages of positivity over the years,
due to past WNV infections (persistence of antibodies and survival to the
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initial infection) (Martinez-de la Puente et al., 2018; Busquets et al.,
2019). Furthermore, the detection of WNV antibodies in juvenile birds is
of utmost importance since it is indicative of recent viral circulation in
the area (Ferraguti et al., 2016; Camacho et al., 2016; Martinez-de la
Puente et al., 2018). The presence of antibodies in juvenile birds ob-
tained by maternal transference to offspring cannot be discarded.
Nevertheless, the duration of them has not been observed in birds for
more than 1 month after birth (Pérez-Ramirez et al., 2014).

Usutu virus shares many epidemiological, ecological, structural and
antigenic characteristics with WNV. Despite the ELISA kit used for
screening (INgezim West Nile Compac 10.WNV.k3, Ingenasa, Spain) is
designed for the detection of WNV antibodies, it partially cross-reacts
with other flaviviruses, including USUV (Llorente et al., 2019), allow-
ing the detection of specific USUV antibodies, but with unknown effi-
cacy. Consequently, the initial screening based in an ELISA designed for
WNV antibodies detection and not for USUV implies that the number of
sera containing specific USUV antibodies is likely underestimated.
Having this in mind, the results obtained with regard to USUV infections
must be interpreted qualitatively rather than quantitatively and real
seroprevalence cannot be determined. USUV neutralizing antibodies
were detected in 4 birds belonging to 3 different species: Eurasian eagle
owl, griffon vulture and great bustard (the latter being the first USUV
infection in this species described in Europe). So, it would be interesting
to carry out a serosurveillance study to know the actual incidence for
USUV in order to better assess risks in other populations.

5. Conclusion

For the first time, a high prevalence and active circulation of WNV
has been evidenced in birds from Extremadura, a wide region of western
Spain, during the period 2017-2019. Due to the detection of USUV in-
fections, studies focused on this flavivirus are advisable to perform in
order to know its actual prevalence in birds.
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The detection of flavivirus antibodies in 19 species, some of them
classified as “near threatened”, “vulnerable” or “in danger of extinc-
tion”, could have ecological implications for their populations, indi-
cating the need for deeper studies aimed at clarifying the risk these
flaviviruses represent and translate this knowledge into conservation
policies. Furthermore, this study reports for the first time the detection
of WNV and USUV in certain bird species from Europe and/or Spain,
meaning a step forward in the epidemiological knowledge of these
arboviruses.

Due to the important eco-epidemiological role of birds in the trans-
mission of WNV and USUV, and the prevalence for WNV found in
Extremadura, it would be advisable to improve and reinforce surveil-
lance and control programs for these viruses in order to enable efficient
and timely detection protocols of possible outbreaks in humans and
equids.
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Resumen

El virus del Nilo occidental (VNO) es un flavivirus en cuyo ciclo epidemioldgico las aves
actuan como hospedadores y reservorio principal del virus, especialmente las aves
migratorias. Los seres humanos y los caballos son susceptibles de infectarse también,
pero no pueden transmitir el virus a otros vectores, ya que la viremia es corta y la
titulacién de anticuerpos que pueden alcanzar también es baja, por lo que actian como
fondos de saco epidemiolégico. En estudios anteriores en el oeste de Espaiia se han
realizado estudios de seroprevalencia en aves silvestres enfermas sintomaticas y en
caballos. Sin embargo, no se habian realizado estudios en poblaciones de aves silvestres
sanas y asintomaticas, provocando una pérdida muy valiosa de informacion de lo que
ocurre en estos hospedadores amplificadores del VNO. Por lo tanto, el objetivo principal
de este estudio fue conocer el posible contacto de estas aves con el virus en la regién
extremefia, mediante la toma de muestras en especies de aves silvestres sanas del
Orden Paseriformes, aprovechando la época de anillado de las mismas. Se analizaron un
total de 645 ejemplares de 14 familias y unas 20 especies diferentes, en zonas
preferentemente periurbanas.

Las muestras se tomaron entre diciembre de 2018 y octubre de 2019, recogiendo 40
ul de sangre de la vena yugular. Las muestras de sangre se centrifugaron a 11.000 rpm
durante 10 min a 4 °C dentro de las siguientes 24 h después de la recoleccién, para
separar el suero, que se almacené a -20 °C hasta su posterior andlisis. Para detectar la
presencia de anticuerpos especificos en suero frente al VNO, se realizé la prueba ELISA
(kit INGEZIM West Nile COMPAC COMPAC, Ingenasa, Espaifa), confirmandose a
continuacion mediante micro-VNT frente a 2 flavivirus; el VNO (VNO E101, GenBank n?
de acceso AF260968), el VUSU (VUSU SAAR-1776, GenBank n2 de acceso AY453412).

De las 645 muestras, 75 (11,6%) fueron positivas a ELISA, mientras que 51 (7,9%)
fueron dudosas. Como limitacién de nuestro estudio cabe destacar el reducido volumen
de las muestras de sangre disponible, debido al pequefio tamafio de las aves, por lo que
tan solo se pudieron someter a la prueba de VNT 104 de los 126 sueros que fueron
positivos/dudosos por ELISA. De esos 104 sueros, se pudieron confirmar por VNT 20
positivos a VNO (19,23%) y uno a VUSU (0,96%). Sin embargo, 61 muestras fueron
clasificadas como positivas a flavivirus indeterminado. Del total de las muestras positivas
por VNT, 48 lo fueron en especies exdticas, 30 en aves migratorias nativas y 4 en
residentes, sin encontrar diferencias significativas entre ellas. Este trabajo permitié
detectar por primera vez en Europa la presencia de anticuerpos especificos frente al
VNO en el bengali rojo (Amandava amandava) y el ruisefior bastardo (Cettia cetti) y
anticuerpos especificos frene al VUSU en el obispo corniculado (Euplectes afer). No se
encontraron diferencias en la exposicion entre las aves exdticas residentes, nativas
exoticas y nativas residentes.
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La presencia tanto de VNO como de VUSU en especies residentes e individuos
migratorios jovenes antes de su primera migracion, demuestra su circulacién
generalizada en las poblaciones de Paseriformes del sur de Europa durante todo el afio,
con las implicaciones que ello supone tanto para la Salud Publica como para la Sanidad
Animal. Serian necesarios mas estudios para caracterizar los linajes de ambos virus
presentes en estas aves y para determinar su origen potencial, patogenicidad y el riesgo.
Esta circulacidn, junto con la densidad, la proximidad a ambientes antropogénicos y la
frecuencia de contacto con humanos de los paseriformes enfatizan la importancia de
incluir estas especies silvestres en los programas de vigilancia como posibles reservorios
de estos arbovirus.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Avian reservoir hosts
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Public health

Usutu virus

West Nile virus

We explore the presence of zoonotic flaviviruses (West Nile virus (WNV) and Usutu virus (USUV)) neutralizing
antibodies in rarely studied passerine bird species. We report, for the first time in Europe, WNV-specific anti-
bodies in red avadavat and cetti’s warbler, and USUV in yellow-crowned bishop. The evidence of WNV and USUV
circulating in resident and migratory species has implications for both animal and public health. Future out-
breaks in avian reservoir hosts may occur and passerines should be considered as priority target species in fla-

vivirus surveillance programmes.

1. Introduction

Emerging and re-emerging infectious diseases represent a major
threat to biodiversity and an important public health issue. West Nile
virus (WNV) and Usutu virus (USUV) are closely related emerging
vector-borne zoonotic arboviruses (Fam. Flaviviridae) co-circulating in
many areas (Nikolay, 2015), and they are currently broadening their
incidence and distribution in Europe (Bakonyi and Haussig, 2020;
Vilibic-Cavlek et al., 2020). Indeed, West Nile fever is one of the most
widespread viral diseases on the planet (Chancey et al., 2015) and a
re-emerging viral disease in Spain (Sotelo et al., 2011), with a complex
eco-epidemiology as it has been reported in more than 300 bird species
(CDC C for DC and P., 2021). The recent unprecedented outbreaks
accompanied with growing cases of human morbidity and mortality
during last decade has prompted zoonotic flaviviruses as a major public
health concern (Rodriguez-Alarcén et al., 2021; World Health Organi-
zation, 2022).

Both WNV and USUV are largely maintained in a mosquito-bird
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1 These authors contributed equally to this work.
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transmission cycle, with humans and other mammals considered as
incidental (“dead-end”) hosts. Therefore, avian species are key verte-
brate reservoir hosts for zoonotic flavivirus studies. Although their re-
emergence in Europe in early 2000’s led to an intensified surveillance
for infection in birds, some important gaps, such as the reservoir
competence for many European avian species, remain unsolved (Rizzoli
et al., 2015). Indeed, to minimise zoonotic outbreaks, it is essential to
know the natural reservoirs that are involved in their emergence,
amplification or dilution. In Europe, large bird species such as raptors
are usually found affected in WNV outbreaks, representing a
well-studied group in WNV seasonal circulation and introduction
(Vidana et al., 2020; Bravo-Barriga et al., 2021), although their role in
maintaining an enzootic cycle is still unclear. This could be probably due
to most of the WNV observations are by passive surveillance (e.g.,
carcass sampling) and from birds in recovery centres (Vidaia et al.,
2020; Bravo-Barriga et al., 2021). However, the role of other bird species
such as small passerines in local flaviviruses circulation has been
ignored or underestimated in many WNV surveillance studies occurring
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in Europe. This is remarkable since passerines are the most diverse and
abundant avian species in the world (Del Hoyo and Collar, 2016).
Moreover, their presence in agricultural and urban environments may
boost the risk and emergence of zoonotic diseases in humans (Gibb et al.,
2020), thus constituting a research priority to detect possible intro-
duction and spread of zoonotic viruses. Although the role of certain
passerines species in WNV transmission is well known in other countries
(particularly in USA), the role of small passerines as WNV and USUV
reservoir and potential amplifying hosts of infection is less known in
Europe. Many recent studies have explored WNV and USUV in poultry,
dead wild birds or those admitted to wildlife rehabilitation centres,
revealing a widespread circulation of flaviviruses among these birds
(Folly et al., 2020; Bravo-Barriga et al.,, 2021; Napp et al., 2021).
Nonetheless, asymptomatic individuals in wild populations are under-
sampled, and this could lead to missing important information to assess
local circulation of flavivirus in avian communities, and to failing to
detect new target species for wild bird disease surveillance. For example,
the extensive capturing and sampling of wild birds in the Netherlands
has allowed the recent report of the first locally acquired WNV detection
in birds, thus revealing the potential role of this passerine species in
enzootic transmission (Sikkema et al., 2020). Furthermore, because
their ability to survive WNV infection and to develop detectable anti-
bodies to WNV, exotic birds are considered as suitable species for con-
ducting serosurveillance for this flavivirus (Hofmeister et al., 2015).
Moreover, the role of migratory birds in the maintenance and worldwide
dissemination of zoonotic pathogens such as flaviviruses would be also
very valuable for public health risk assessment (Malik et al., 2021).

2. Methodology of study
We explore the prevalence of flavivirus (WNV and USUV) in 645

free-living individuals from 20 species and 14 families frequently found
in human dominated landscapes. Birds were captured using mist nets in
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December 2018 and from January to October 2019 in four sampling
areas in Extremadura, southwestern Spain (Azud de Badajoz: 38°51'0.5”
N, 7°1'19.8” W; Casas Aisladas de Gevora: 38°55'55.9"” N, 6°57'44" W;
Sagrajas: 38°55'42.7” N, 6°53'48.9” W; Botoa: 38°53'10.3” N,
6°55'32.5” W. Fig. 1), a region with active flavivirus circulation
(Guerrero-Carvajal et al., 2021). We classified as exotic species to
invasive species that were introduced with human assistance outside
their native range. Migratory species were categorized to those flying
over long distances to spend the winter in different habitats, whereas
resident species spend the whole year in their breeding grounds. Blood
samples (c.a. 40 ul) were collected from the jugular vein of 45 native
resident (10 species), 339 exotic resident (3 species) and 261 native
migratory individuals (7 species) (Table 1). All native birds were
released after blood sampling. According to Spanish laws, exotic species
were delivered to authorities. Blood samples were kept at 4 °C and
centrifuged within 24 h after sampling for 10 min at 11,000 rpm to
separate the plasma, which was stored at — 80 °C until further analysis.

All serum samples were analysed by the blocking ELISA kit INGEZIM
West Nile COMPAC (INgenasa, Spain). This test detects WNV antibodies,
but it partially cross-reacts with other flaviviruses (Llorente et al., 2019),
allowing the detection of USUV antibodies. The inhibition percentage
(IP) of each sample was calculated following the manufacturer’s pro-
tocol. Serum samples with IP equal to or higher than 40% were
considered as positive; samples with IP equal to or lower than 30% were
considered as negative. IP values between 30% and 40% were doubtful.
Because flaviviruses within the same serocomplex (e.g., WNV and
USUV) exhibit strong cross-reactions in serological tests, ELISA positive
and doubtful samples were subsequently analysed by confirmatory
micro virus-neutralization test (micro-VNT) against WNV (WNV E101,
GenBank accession no. AF260968) and USUV (viral strain: USUV
SAAR-1776, GenBank accession no. AY453412) for differential diag-
nosis, as described previously (Llorente et al., 2019). The detection of
neutralizing antibody titres at least 4-fold higher for a given flavivirus

Fig. 1. Geographical distribution and positive VNT-results for WNV (red triangle), USUV (blue diamonds) in wild birds during 2018 and 2019 in Extremadura,
southwestern Spain. Undetermined Flavivirus were found in all sampled localities (A: Azud de Badajoz; B: Casas Aisladas de Gévora; C: Sagrajas; D: Botoa). Map
created by QGIS Geographic Information System, version 3.22.0 (2021). QGIS Association, http://www.qgis.org.
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Table 1
Results obtained from ELISA and micro-VNT test for WNV and USUV in wild birds from Extremadura, southwestern Spain.
Family Species name Common Status Sampling N Elisa VNT VNT VNT VNT positive
name locality positi lyzed positi positive Undetermined
(doubtful) WNV usuv Flavivirus
specific specific
Estrildidae Amandava Red Exotic B,C 120 3(6) 4 1 0 3
Estrildidae Estrilda astrild Common Exotic A, B, C 130 18 (22) 31 0 0 31
waxbill resident
Ploceidae Euplectes afer Yellow- Exotic B,C 89 13 (6) 15 0 1 12
crowned resident
bishop
Hirundinidae Delichon House martin Native D 232 37 (13) 48 18 0 12
urbicum migratory
)
Motacillidae Anthus pratensis ~ Meadow Native A 1 0 0 0 0 0
pipit migratory
w)
Muscicapidae Erithacus European Native A 5 1) 2 0 0 0
rubecula robin migratory
w)
Muscicapidae Ficedula European Native A 3 0 0 0 0 0
hypoleuca pied migratory
flycatcher ®)
Muscicapidae Luscinia Common Native A 1 0 0 0 0 0
megarhynchos nightingale migratory
)
Phylloscopidae  Phylloscopus Common Native AC 18 o 0 0 0 0
collybita chiffchaff migratory
w)
Turdidae Turdus Song thrush Native A 1 0 0 0 0 0
philomelos migratory
w)
Alcedinidae Alcedo atthis Common Native A 4 0 0 0 0 0
kingfisher resident
Aegithalidae Aegithatus Long-tailed Native A 4 0 0 0 0 0
caudatus tit resident
Cettiidae Cettia cetti Cetti’s Native A 9 1 1 1 0 0
warbler resident
Fringillidae Serinus serinus European Native A i} 0 0 0 0 0
serin resident
Paridae Cyanistes Eurasian Native A 6 0 0 0 0 0
caeruleus blue tit resident
Paridae Parus major Great tit Native A 1 0 0 0 0 0
resident
Passeridae Passer House Native C 1 1 1 0 0 1
domesticus sparrow resident
Passeridae Passer Spanish Native A 8 0 0 0 0 0
hispaniolensis sparrow resident
Sylviidae Sylvia Eurasian Native A 2 0 0 0 0 0
atricapilla blackcap resident
Sylviidae Sylvia Sardinian Native A C 9 1(2) 2 0 0 2
melanocephala warbler resident
645 75 (51) 104 * 20 1 61

Note: In bold, species that have been detected with specific WNV and USUV antibodies for first time in Europe. * Because the limited amount of collected plasma, only
104 ELISA samples were analysed in parallel by micro-VNT against WNV and USUV. Sampling localities (A: Azud de Badajoz; B: Casas Aisladas de Gévora; C: Sagrajas;
D: Botoa). Native migratory bird species were categorized as wintering (W), passage migrants (P) and bird species breeding in Spain during spring (S).

over the other was considered a proof of specificity (Calisher et al.,
1989). When VNT titre differences did not reach this threshold, the
result was considered inconclusive and the specific flavivirus causing
the infection could not be determined.

We performed Chi-square test to determine if the proportion of in-
dividuals exposed to WNV or USUV varied with bird status (exotic
resident, native migratory, native resident). All analyses were performed
using PASW Statistics 18 statistical package for Windows.

3. Results

Overall, out of 645 samples, 75 (11.6%) specimens tested positive by
ELISA, whereas 51 (7.9%) were doubtful. Due to the limitations of
working with small birds and the limited amount of collected plasma,
only 104 ELISA samples (71 positive and 33 doubtful) out of the 126
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positive and doubtful samples were subsequently analysed in parallel by
micro-VNT against WNV and USUV. Outcomes from VNT analyses
revealed that 20 birds (19.23% of the samples analysed by VNT) showed
specific antibodies for WNV, one for USUV (0.96%), and 61 (58.65%)
were classified as undetermined flavivirus being not possible to deter-
mine the specificity of antibodies in these samples (Table 1). The
remaining 22 samples (21.16%) tested by VNT were negative.

A total of 82 samples (48 exotic resident, 30 native migratory and 4
native resident) were confirmed by VNT to be exposed to WNV or USUV
(Tablel). There were no differences in the proportion of individuals
exposed to WNV or USUV depending on their bird status (exotic resident
= 14.95%, native migratory = 11.63%, native resident = 9.09%; Chi-
square test: N = 623; xz = 2.070; g.1. = 2; p = 0.3515).
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4. Discussion

This is the first WNV and USUV study carried out on free-range wild
birds from Extremadura on their natural habitats. We confirmed flavi-
virus’ exposure in 82 birds (12.7%), highlighting the importance of
passerines for the correct assessment of circulation in the region.
Notably, our findings in wild populations of passerines are similar to
those recently reported by Napp et al. (2021) showing a 10% of sero-
prevalence of flaviviruses in poultry and wild birds from northeast
Spain. In addition, a survey carried out mainly in larger birds (e.g.,
Pelecaniformes and Ciconiiformes) admitted to rehabilitation centres in
Extremadura showed a higher flavivirus seroprevalence compared to
our study (Bravo-Barriga et al., 2021), which could be explained because
the expected higher number of cases of infectious diseases in birds
arriving at rehabilitation centres (Camacho et al., 2016). However, we
should be cautious with our records because the use of passive methods
for bird capturing such as mist nets or traps may produce biased data
about the number of infected birds in one population, given that the
mortality and reduced activity of individuals infected with flavivirus
(Hubalek et al., 2014) could reduce the capture probabilities among
these birds. Moreover, working with passerines had important limita-
tions; for instance, the volume of plasma is usually very scarce, thus, 22
positive and doubtful ELISA samples were excluded from the VNT an-
alyses possibly underestimating the number of birds infected with fla-
vivirus in the studied wild populations.

Overall, 48 exotic resident, 30 native migratory and 4 native resident
individuals were confirmed as infected by flaviviruses by VNT. Specif-
ically, all the exotic resident bird species showed antibodies for unde-
termined flavivirus. In addition, one juvenile red avadavat (Amandava
amandava) captured in January 2019 showed specific antibodies for
WNV and one adult yellow-crowned bishop (Euplectes afer) sampled in
December 2018 for USUV. Because red avadavat normally reproduce
during the last moths of the year in Spain (De Lope et al., 1985), the
presence of antibodies against WNV in young individuals suggests an
active circulation of flavivirus during autumn or early winter in our
latitudes. Among the native migratory bird species, only house martins
(Delichon urbicum) were confirmed as infected with undetermined fla-
viviruses (n = 12), and 18 birds captured in June 2019 showed anti-
bodies for WNV. This high number of VNT-positive for WNV in house
martins is particularly relevant, especially in the context that some WNV
strains could have been introduced from Africa to Europe by migratory
birds (Garcia-Carrasco et al., 2021). Moreover, one out of the 18
VNT-positive for WNV house martins was a juvenile bird sampled prior
to its first migration to Africa, confirming the circulation of the virus in
the area in late winter — spring 2019 and supporting a potential role of
this migratory species in the active circulation of WNV in Europe.
Finally, three native resident bird species were infected by flaviviruses,
with one adult cetti’s warbler (Cettia cetti) sampled in October 2019
showing specific antibodies for WNV, and one house sparrow (Passer
domesticus) and two sardinian warbler (Sylvia melanocephala) infected by
undetermined flaviviruses.

The presence of antibodies to WNV and USUV in resident species and
migratory individuals prior its first migration demonstrates the wide-
spread circulation of these flaviviruses in passerine populations in south
Europe across all the year. This outcome, together with the density,
proximity to anthropogenic environments and contact frequency with
humans of passerines, stress the importance to include these wild species
in the routine surveillance programmes for zoonotic diseases. Remark-
ably, WNV-specific antibodies were found in red avadavat and cetti’s
warbler for the first time in Europe, while a seropositive house martin
was already found in the studied area (Bravo-Barriga et al., 2021). In
addition, USUV was reported for the first time in Europe in a
yellow-crowned bishop (see Vojtisek et al., 2021 for a recent review).
Further studies would be needed to characterize the WNV and USUV
strains present in these birds and to determine their potential origin,
pathogenicity and the risk to public health.
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Resumen

El virus Usutu (VUSU) es un arbovirus zoondtico emergente, con un incremento en el
numero de casos tanto en animales como en seres humanos en los ultimos afos en
Europay, por ende, en Espafa. Para poder anticiparnos a los brotes causados por estos
flavivirus, resulta fundamental conocer tanto las especies de vectores como los
hospedadores aviares que estan actuando en el ciclo epidemiolégico del mismo. Se han
llevado a cabo numerosos estudios de seroprevalencia, tanto en aves como en caballos,
asi como algunos estudios de vigilancia entomoldgica en los que se ha detectado el linaje
Africa 2 del VUSU en mosquitos Culex pipiens y Culex perexiguus en Catalufia y en
Andalucia, respectivamente. Sin embargo, la mayor parte de los estudios sobre flavivirus
siguen centrdndose solo en el VNO, dejando fuera de foco al VUSU, con quien comparte
importantes caracteristicas en cuanto a hospedadores, sintomatologia, ciclo y modo de
transmisidn. Tal es asi, que los hallazgos de deteccién del VUSU suelen ser colaterales a
los estudios de VNO, al existir una importante reacciéon cruzada en los métodos de
diagndstico mas utilizados para su deteccidn.

Por lo tanto, combinar en los programas de vigilancia entomolégica ambos flavivirus
ofrece importantes beneficios y contribuye a mejorar nuestro conocimiento sobre su
epidemiologia y las interacciones potenciales que podrian afectar en la transmisidon de
ambos patdgenos en condiciones naturales. El objetivo principal de este trabajo fue
analizar la posible circulacion del VUSU tanto en mosquitos y aves de las mismas areas
de zonas periurbanas de Extremadura. Esto permitiria confirmar la presencia de un ciclo
endémico de este patdégeno en los mismos habitats y ecosistemas de ambos
hospedadores.

Se seleccionaron cinco areas de muestreo en Extremadura, con habitats adecuados
para mosquitos y aves silvestres. Los mosquitos se capturaron desde mayo hasta
noviembre de 2020, mientras que las muestras de sangre de aves se tomaron de febrero
a diciembre de 2020, y de marzo a mayo de 2021. La presencia del genoma del VUSU en
los mosquitos se evalué mediante una triplex PCR-RTr, la cual permite detectar y
diferenciar el VNO-Linajel, el VNO-Linaje2 y el VUSU. Para la caracterizaciéon de los
grupos positivos al VUSU, se utilizaron dos PCR genéricas anidadas para detectar el
genoma de flavivirus localizado en la region del gen NS5. En el caso de las aves, las
muestras de suero se procesaron mediante un kit ELISA de bloqueo (INGEZIM West Nile
COMPAC, Ingensa, Espaia) para la deteccion de anticuerpos especificos frente al VNO,
siendo confirmados los resultados positivos/dudosos mediante micro-VNT contra el
VNO (VNO E101, GenBank n2 de acceso AF260968), el VUSU (VUSU SAAR-1776, GenBank
n? de acceso AY453412) y VBAG (VBAG GenBank, n? de acceso KR108244).

En total fueron capturados 5991 mosquitos, de 13 especies diferentes, incluyendo
aquellos que son conocidos como vectores mas importantes de flavivirus (Cx. pipiens,
Cx. perexiguus y Culex univittatus). Estos fueron agrupados en grupos en funcién de la
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especie, fecha de capturay trampa en un total de 433 grupos de mosquitos, de los cuales
en dos grupos de mosquitos de Cx. pipiens se detectd el VUSU. Se realizaron dos analisis
filogenéticos sobre la base de fragmentos de los nucledtidos 1030 y 238 del gen NS5
utilizando el método de Maxima Verosimilitud (ML). El andlisis filogenético mostré que
la secuencia obtenida se agrupd con otras secuencias pertenecientes al linaje Africa 3
del VUSU, previamente detectado en Africa y varios paises europeos. De hecho, la
secuencia obtenida en los Cx. pipiens de Extremadura difiere de secuencias espafiolas
anteriores obtenidas de mosquitos capturados en Cataluiia y Andalucia (en 2006 y 2009
de Cx. pipiens y Cx. perexiguus, respectivamente).

En cuanto a las aves, de las 1413 aves analizadas, se encontraron anticuerpos
especificos para el VUSU en 17 individuos (1,2%; 10 machos y 7 hembras) de ocho
especies diferentes, en tres de ellas se ha detectado por primera vez, Lanius senator,
Luscinia megarhynchos y Amandava amandava. La mayoria de las aves seropositivas
fueron adultas, salvo cuatro individuos, dos rabilargos asiaticos (Cyanopica cyanus), un
bengali rojo (A. amandava) y un carbonero comun (Parus major).

Se trata de la primera deteccidn del linaje Africa 3 del VUSU en Espafia. Este hallazgo,
junto con la positividad encontrada en aves residentes en zonas rurales y periurbanas,
especialmente en algunos ejemplares juveniles, indicaria una circulacién activa de este
virus y su posible mantenimiento en un ciclo endémico en esta region del suroeste de
Espana. La circulacidon de este virus en nuevas especies de aves préoximas a las areas
urbanas representa una amenaza para la Salud Publica, siendo necesario incluirlo en los
diagnésticos diferenciales de los pacientes con sintomas compatibles. Por lo tanto, seria
conveniente establecer programas de vigilancia especificos para este virus en aves y
mosquitos en esta regidn que incluyan areas urbanas y periurbanas, con el objetivo de
recoger informacidn sobre la evolucion y distribuciéon de este virus para asi poder
prevenir posibles brotes de este flavivirus emergente.
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Usuiu virus (USUV) s an emerging zoonetic arbovirus that has caused an increasing number of animal and human cases in
Europe in recent vears. Understanding the vector species and avian hosts invalved in the USUV enzootic eycle in an area of active
creulation is vital o anticipate potential outbreaks. Mosguitoes were caplured in 2020, while wild birds were sampled in both
2020 and 2021 in Extremadura, southwestern Spain. The presence of USUV in the mosguite vectors was assessed by a real-time
reverse lransceiplion-polymerase chain peaction (fRT-PCR) assay and conficmed by sequencing amplicons from two genesic BT-
PCE ses for faviviruses, Sequences were analysed phylogenetically. Bird sera were screened for flavivirus antibodies with a
blocking ELISA kit and subsequently tested for virus-specific antibodies with a micro-viruz-neutralization test. Overall, 6,004
masguitees belonging o 13 species were captured, induding some well-lnows flavivirus vectors {Culex pipiens, Cx. perexiguns,
and Cx sevrviffatus). OF the 438 pools tested, USUV was detected in two pools of Cx. pipiens. Phylogenetic analyziz using a
fragment of the NS5 gene assigned the USUY detected the Africa 3 lineage. Out of 1413 wild birds tested, USUV-specific
antibodies were detected in 17 birds (1.2%, 10 mabes and 7 females) from eight species. The firsst detection of USUTY Africa 3 lineage
in mosquitoes from Spain, together with serologically positive resident wild birds in wrban and rural areas, indicates active
cireulation and a possble risk of expodure for the human population, with necessity o establish specific susveillance plans.
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1. Introduction

Usnutu virus {USUV) is a mosquite-borne flaviviras (family
Flaviviridae), closely related antigenically and genetically to
West Nile virus (WNV) and belonging to the Japanese
encephalitis serocomplex. In nature, USUV is maintained in
a bird-mosquito-bird enzootic cycle [1]. However, the virus
has also been detected sporadically in humans, horses, and
other mammals, acting as incidental hosts {dead-end hosts,
ie., they can be infected but do not transmit the infection),
and in a limited number of cases, they can suffer neuro-
invasive disease and USUV fever [2, 3].

The first detection of USUV was in Culex neavei mos-
quitees from South Africa in 1959, in a close area to the
Usutu River in Swaziland [4]. Afterwards, the virus was
retrospectively detected in archived tissue samples from
birds from Italy collected in 1996 [5]. In 2001, USUV was
identified as the causative agent of massive bird mortality in
Austria [6]. Since then, USUV has been detected in several
European countries in mosquitoes, birds, various mammals
(horses, bats, ruminants, dogs, and wild boars), and humans
[1. 3. 7-9].

In recent years, the understanding of the ecology, epi-
demiology, and distribution of USUV has improved due to
an increase in its detection as a result of enhanced flavivirus
surveillance and research activities in Europe (3, 10]. 5o far,
cight lincages of USUV have been described, five European
lineages (Europe 1-5) and three African lineages (Africa
1-3) [11]. The great diversity of lineages circulating in
Europe suggests different introductions from Africa, as well
as a continuous geographical spreading across the continent
and colonization of new ecological niches [10, 12]. The rapid
European expansion of the virus, together with several re-
ports of infection cases or neuroinvasive diseases in humans,
has confirmed USUVY as an emerging zoonotic virus of
public health significance [1, 3].

In Spain, USUV-specific antibodies have been detected
from different species of wild birds, horses, and red deer [13].
In mosquitoes, USUY has been identified in Culex pipiens in
2006 (northeastern Spain) and in Culex perexiguus in 2009
[southern %pain), both belonging to the USUV Africa 2
lineage [14, 15]. Another USUV sequence was also obtained
in 2012 from a song thrush { Tirdus philomelos) related to a
Senegalese and Central European sequences, although
without a clear classification [16, 17]. In the region of this
study, Extremadura (southwestern Spain), USUV antibodies
were detected for the first time in 2017-2019 in horses and
wild birds [18-20], but cvidence from mosquitoes or
humans has not been reported yet.

To date, field studies focusing on USUV enzootic cycle
are scarce. USUVY shares important features with WNY,
including a degree of overlapping ranges of vector species
and avian hosts, as well as some cross-reactivity in diagnostic
methods. Hence, combined surveillance and control pro-
grams of both viruses offer important benefits, contributing
to improve the understanding of their epidemiology and the
potential interactions which may affect the transmission of
both pathogens under natural conditions. Here, we report
the concomitant detection of the USUY genome in
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mosquitoes and USUY antibodics in avian hosts, confirming
the presence of an enzootic cycle in an area close to urban
centers from southwestern Spain.

2. Materials and Methods

21 Study Area. Five sampling sites were selected in
Extremadura {southwestern Spain) with suitable habitats for
wild birds and mesquitoes. One in a rural location [A:
Asesera, 3839°15"N, 713°1"W) and four close to the city of
Badajoz (B: Rincon de Caya (38°51'31"N, 71°44"wW), C:
Botoa (38753'10"N, 6'55'32" W), D Gévora (38754°48"N,
&'57'31"W), and E: Sagrajas (38°55'45% N, &54'2°W))
{Figure 1). Badajoz is the largest urban nucleus (152,764
inhabitants) of the Autonomous Community of Extrem-
adura. Most of the sampling sites were located close to the
border with Portugal and the Guadiana River. Extremadura
region has a Mediterranean climate classified as Csa (hot dry
summer) according to the Kdppen climate classification.

22 Sampling of Mosquitoes and Wild Birds. Mosquitoes
were collected from May to November 2020, Entomological
sampling was carried out every 40 days, and each trap was
set from sunset to early morning. during a minimum of 12
hours. The combination of different traps (ie., BG-Sentinel
traps, CDC miniature light-traps, both containing CO¥; as
bait, and gravid traps baited with hay infusion) ensured a
more complete sampling of the vector community present
in the area, with a greater diversity of species and catch
density [21]. On the following morning, mosquitoes were
frozen in the field with dry ice and transported to the
laboratory for their morphological identification and
molecular analysis.

Morphological identifications at species level were based
on broadly used identification keys [22]. The whole process
was carried out under binocular magnifying glass with
frozen plates to ensure the maintenance of the cold chain.
Mosquitoes were grouped by species, collection site, and
dates in pools of 1-25 individuals and conserved in the
MEM culture medium. Males were equally identified and
classified to be considered in abundance estimates but not
analysed for USUV detection.

Molecular analyses were performed to confirm the
identification of epidemiologically important mosguito
species that are difficult to identify morphologically. For this
purpose, genomic DNA (gDNA) was extracted from the legs
of individuals using Gene]ET™ Genomic DNA Purification
Kit { Thermo Scientific Inc., reference #K0722) following the
manufacturer’s instructions. The cytochrome oxidase 1
{coxl) gene was partially amplified using the primer set
LCO14%0 and HCO2198 following the PCR protocol de-
scribed previously [23]. The amplified product was se-
quenced on an ABL 3130 genetic analyser (provided by the
Service of Bioscience Applied Techniques of the University
of Extremadura, SAIUEx), and the sequences were edited
through BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.1.5,
Carlshbad, CA, USA). Identification of mosquitoes to
specics level was obtained by taking into account the highest
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Froune 1: Geographical distribution and results of USUV by serology and PCR in the five sampling points (A: Asesera, B: Rincén de Caya, C:
Bdtoa, D: Gévora, and E: Sagrajas) in Extremadura, Spain. This map was created by the QGIS geographic information system, version 3.22.0

(2021) (QGIS association, hitps://www.qgis.orgles/site).

similarity, using BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) and the Barcode of Life Data Systems-v4 data-
bases. The respective nucleotide sequences obtained were
deposited in the DNA Data Bank of Japan (DDBJ: https://
www.ddbj.nig.ac jp/index-c.html) under accession no.
LC659916-8.

Wild birds were captured using mist-nets from Feb-
ruary to December 2020 and from March to May 2021.
Each bird was ringed with a numbered metal ring, and its
age and sex were determined when possible, according to
their plumage characteristics and skull ossification [24].
For each individual, a blood sample was extracted from
the jugular vein using sterile insulin syringes. The volume
of extracted blood varied depending on the body size of
cach bird and never exceeded 1% of their body mass.
Blood samples were transferred to sterile Eppendorf tubes
and preserved in cold boxes during the field work. In the
laboratory, the samples were kept at 4°C and centrifuged
within 24h after sampling for 10min at 11,000 rpm
(11.2g) to separate serum and cellular fractions, which
were frozen at -80 or -20°C, respectively. Birds were
immediately released unharmed at the site of capture after
manipulation.

2.3. Detection of the Flavivirus Genome in Mosquitoes and
Phylogenetic Analyses. Viral RNA was extracted from
mosquito pools using a MagMax™ Pathogen RNA/DNA kit
(ThermoFisher®), according to the manufacturer’s protocol
(Pub. no. 4463379). At least one negative control and a
triplex positive extraction control (for WNV-LI, WNV-L2,
and USUV) from inactivated viral cultures were included in
each nucleic acid extraction run. Before extraction, 500 ul of
MEM, 1x prepared with antibiotics (penicillin and
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streptomycin), L-Glutamine, and inactivated foetal bovine
serum, was added to each tube and mosquito pools were
crushed. A volume of 200 ul of this mix was used for RNA
extraction. For flavivirus detection, a triplex real-time re-
verse transcription-polymerase chain reaction (rRT-PCR),
which simultancously detects and differentiates WNV-LI,
WNV-L2, and USUV, was employed [25]. For the charac-
terization of USUV-positive pools, we used two overlapping
generic RT-nested-PCR to detect flavivirus genome on the
NS5 gene region [26, 27]. The amplified products were vi-
sualized by electrophoresis on a 1.5% agarose gel and were
purified using ExoSAP-IT kit (GE Healthcare). The purified
DNA was Sanger-sequenced in duplicates in both directions
using the same primer sets of the RT-nested-PCR assays.
Analysis of the sequences and assembly was performed by
using SeqMan software (DNASTAR LASERGENE Soft-
ware). The genome sequence obtained in this study was
submitted to GenBank database (accession no. ON838179).
Multiple alignments were performed using Clustal W pro-
gram, and the best-fitting evolutionary model was based on
those defined using JModeltest2 [28] on the basis of the
Akaike information criterion. Tree reconstruction was
carried out with Mega 11 [29]. Two phylogenetic analyses
were performed on the basis of 1030 and 238-nucleotide
fragment of the NS5 gene using the maximum likelihood
(ML) method, Kimura 2-parameter model, and the general
time reversible model [30]. Initial trees for the heuristic
search were obtained automatically by applying the
Neighbor-Join and BioN] algorithms to a pairwise distances
matrix estimated using the maximum composite likelihood
approach and then selecting the topology with a higher log
likelihood value. All positions containing gaps and missing
data were eliminated. Bootstrap coefficients were calculated
for 1000 replicates.



2.4 Detection of Flavivirus Antibodies in Wild Birds. Bird
sera were screened to detect flavivirus antibodies with the
biﬂck.‘ins ELISA kit INGEZIM West Nile COMPAC
(INgenasa, Spain), following the manufacturer’s protocol.
Although this ELISA kit is highly sensitive for WNV, cross-
reacting antibodies to other closely related flaviviruses such
as USUV may also react [18, 31]. Thus, in order to specifically
detect USUV-neutralizing antibodies and differentiate from
other cross-reacting  flaviviruses, ELISA-positive  and
doubtful sera were subsequently analysed with a micro-vi-
rus-neutralization test {micro-VNT) in 96-well microtitre
plates as described in [31]. Ten bird serum samples lacked
enough volume so that they could not be analysed by micro-
WNT.

Micro-VINTs were performed in parallel against USUY,
WHNV, and Bagaza virus (BAGV) as described in [31]. Viral
strains used in this assay were USUV SAAR-1776 {accession
no. AY453412), WHNV E101 (accession no. AF260968), and
BAGY Spain/ELP-Hccl 20010 (accession no, KR108244).
Samples yielding neutralization (complete absence of CPE)
at 1:10 or higher was scored as positives. To confirm an-
tibodies as specific for a determined virus, antibody titre
should be at least fourfold higher for a given flavivirus over
the rest [32]. If that threshold was not reached, the specific
flavivirus that caused the infection could not be determined.
Sera were considered USUV-positive only if the positivel
doubtful result by ELISA was confirmed by VINT. In this
study, we focused on the USUV results, as the WNV out-
comes are part of a different survey {unpublished data).

2.5 Statistical Amalysis. The estimated prevalence of USUVY
in mosquitoes and the corresponding 95% CI from variable
pool size and perfect tests were calculated with the EpiTools
epidemiological calculator method (https:/fepitools ausvet.
com.aw/ppvariablepoolsize). This method estimates preva-
lence and confidence limits for variable pool sizes and as-
sumes 100% test sensitivity and specificity [33].

The prevalence of flavivirus antibodies detected by
ELISA and USUV-specific antibodies determined by micro-
WHT were estimated as the ratio of positives from the total
number of samples analysed, with the exact binomial
confidence intervals {CI) of 95% based on the score method
[34). This prevalence should be considered as under-
estimated, or at least as the minimum detectable prevalence,
taking into account that the potential cross-reactions de-
tected with the ELISA test could not detect all sera with
USUY antibodies. Descriptive statistical analyses were
conducted in IBM SPS5 Statistics for Windows, Version 26.0
[Armonk, NY: IBM Corp.).

3. Results and Discussion

3.1. Results. Owerall, we collected 6,004 (5,862 female and
142 male) mosquitoes belonging to four genera and 13
species: Cx pipiens (n=4,622), Culex theileri [n=535),
Culex  perexiguus/univiftatus  [(n=300), Aedes caspius
(m=276), Aedes vexans (m=90), Awopheles atroparvus
(=90}, Culiseta longiareolata (n=47), Culiseta annulata
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(n=14), Aedes pulcritarsis (n=13), Aedes berlandi {n=10),
Aedes echinus (n=4), and Culiseta subochrea (n=3). The
sequences obtained from three specimens of the Univittates
subgroup confirmed the presence in the same sampling site
(B) (Figure 1) of Cv. wnivittatus (accession numbers:
LC659916-7) and Cx  perexiguus (accession numbers:
LCA59918).

All the female mosquitoes were grouped in 438 pools. OF
these, two pools of Cx pipiens mosquitoes were positive for
USUW by rRT-PCE, one captured on 16th August and one
on 25th October in the same sampling site (B) (Figure 1).
The vector infection rate for USUV in Cx. pipiens species was
de-(4% (95% CI: le'“—ﬂ.ﬂﬂl#}. A fragment of 1,030 nu-
cleotides of the USUV M55 gene was obtained from one Cx
pipiens pool (accession no. ONE3ISLTI). The phylogenetic
analysis showed the obtained sequence clusters with other
sequences belonging to the USUV Africa 3 lincage, previ-
ously detected in Africa and several European countries
(Figure 2}. Indeed, the sequence obtained in Cx pipiens
mosquitoes  from Extremadura differs from  previous
Spanish sequences obtained from mosquitoes captured in
Catalonia and Andalusia {in 2006 and 200% from Cx. pipiens
and Cx perexiguus, respectively). Besides, our sequence even
differs in the analysis of the 238-nucleotides fragment of the
overlapping sequence obtained from Spanish song thrushes
in 2012 {accession no. KOC437386) (510

Out of 1413 wild bird sera, 103 were positive by
competition ELISA (7.28%, 95% CI: 6.05-8.76) and 77 scra
(5.45%, 95% CL 4.38-6.76) were assigned as doubtful
USUV-specific antibodies were confirmed by micro-VNT in
17 birds (1.2%, 95% CI: 0.75-1.%2), ten males and seven
females from eight different species, three of them found
infected for the first time in Burope (Table 1), Neutralizing
USUV ftitres ranged from 1:10 to 1:320, detecting 7
samples < 1 :40.

Most of the positive birds were adults, except for four
juvenile femnales captured in 2020: two Azure-winged
magpies (Cyanapica cyans), one great tit { Parus mafjor], and
one red avadavat (Amandava amandava) {Table 1). Sero-
positive birds were detected in all sampling areas (Figure 1).

3.2, Discussion. The detection of USUY in mosquitoes and
wild birds from wrban and rural areas has proven to be
cffective both to assess the epidemiological situation after
outbreaks and to forecast possible future risks [35-37]. The
survey carried out in this study with the analysis of mos-
quitoes and birds confirmed active USUV circulation in
arcas close to urban centers from southwestern Spain,
providing new evidence that adds up to previous studies that
had detected WHNYV and USUY antibodies in horses and
birds in the same area in 2017-2019 [19, 20).

Mosquito pools positive for the presence of USUV be-
long to Cx pipiens species, and they were captured in late
summer-carly autumn at the sampling site B {Figure 1}. In
other European countries, USU'V-positive mosquitoes have
usually been detected between June and October [12, 15].

Different mosquitecs, mainly ornithophilic species of the
Culex genus, are known to participate in the transmission of
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TagLe 1: Results obtained for positive/doubtful samples by ELISA and with Usutu virus-specific antibodies by micro-WNT in wild birds from

Extremadura, Spain,

Sampling sites Species mame Commen name Age  Behaviour  Sex Date  ELISA peat USL::';ZFNT
A: Asesera Lanfus semator” Woodchat shrike Adult  Migratory  Male ]:;;; Draubiful 1:10
B:Rincdn de Caya  Turdus mevula Blackbird Adult  Native Female 3;";"2'3’ Doubtful  1:160
Delichon wrbicum House martin Adult Migratory  Male ]zl;;;l Draubiful 1:40
Delichon wrbicum House martin Adult Migratory Female 121;'2':" Draubiful 1:20
» ;:‘;;"ﬂim Common nightingsle  Adult Migratory Male 00 Positve  1:80
C: Bétea Syivia atricapilla Eurasian blackesp  Adult  Natve Female oo Positive  1:20
Syivia atricapilla Eurasian blackeap  Adult Natve  Male 125;1;;'1 Positive 1:40
Turdes mersila Blackbird Adub Natve Mae oo Doubtil  1:160
Tiradues mersla Blackbird Adult Natve  Male '25;‘2';“ Positive  1:160
Cranapica cooki Am::;;::fw Juvenile  MWative  Female ];';‘I;'l Poasitve 1:10
Cranapica cooki Ah:::;i:rﬁd Juvenile  MWative — Male ]:::'l Poasitve 1:40
Parus major Great tit Juvenile Mative Female Z;D.M;;.' Daubiful 1:40
[ Gévora Syivia atricapilla Eurasian blackcap Adult Matve  Male ]zﬁ‘;;'l Positive 1:160
Turdiet erila Blackbisd Adut Nawve Female Caod  Posie 1320
Turdies neria Blackbizd Adut Natve Made oo Positive 15160
Turees sersla Blackbisd Adult  Mative  Male 1;;“3’ Positive  1:80
E: Sagrajas Amandeva amandava® Bed avadavat Juvenile  Exetse  Female 122;;;'. Positive 1:160

“Species that have been detected with specific USUWV antibodies for the first time in Barope.

USUY to wild or captive avifauna [1]. Cx pipiens is a proven
vector for USUV, and this virus has already been detected in
specimens of this mosquito species in Europe [1], including
Spain [14]. Culex pipiens was the most abundant mosquito
species captured in this study, mainly in urbanized areas, the
mosquite species with the greatest distribution in Extrem-
adura [38]. It has been suggested to play a key role in the
epizootic transmission of pathogens to humans [39]. So, it
should be taken inte account in control programs due to its
potential for transmitting zoonotic flaviviruses in areas close
to urban environments.

In Spain, USUV sequences of Africa 2 lincage have been
detected in mosquitoes from Catalonia (Cx pipiens, 2006)
and Andalusia (Cx. perexiguus, 2009) [14, 15] and other
unclassified USUV lineage in T. philosmelos in 2012 [17]. Our
study represents the first clear identification of USUV Africa
3 lincage in Spain. USUV strains of Africa 3 lincages were
previously detected in Europe in Cx pipiens mosquitoes in
southern France [7, 12] and in common blackbirds { Tirdus

merula) from Germany (2014), Belgium (2016) [11], France
(2018} [12], Austria {2017) [40], Czech Republic (2018) [35],
the Netherlands [41, 42], the United Kingdom (2020) [43],
and Luxembourg in 2020 [44].

In November 2012, USUV was detected in a song thrush
(Turdus philomelos) from a die-off of =10 birds on a hunting
cstate in southern Spain [17]. Here, we found six seropositive
common blackbirds. Considering that common blackbirds
showed high morbidity and mortality rates due to the USUY
infection in different European countries [45], possibly
Turdus sp. may represent a key host in the USUV epide-
miology. However, the high number of seropositive indi-
viduals from this species may raise other questions: has there
been a trade-off between the adaptation of the virus to this
species and its increased survival of the discase? Or is the
Africa 3 lineage less pathogenic to blackbirds than other
lineages circulating in Europe? Accordingly, the histological
lesion severity in common blackbirds for the two identified
lincages (Europe 3 and Africa 3) was compared, showing no
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significant differences [€1]. Thus, it is likely that both lin-
eages may produce a similar pathogenetic effect in naturally
infected animals.

Spain is the southernmost country in Europe where
USUV has been detected, and the sequence obtained is
closely related to another sequence from France detected in
2018 [12]. As both sequences differ from other variants
circulating in northern countries, this clade may represent
an independent introduction event followed by geographical
spread. As new sequences are continuously published, future
analyses will allow us to better understand the spread dy-
namics of the USUY Africa 3 lineage in Europe and further
decipher its evolutionary history.

Outside Europe, the Africa 3 lineage of USUV has been
detected in mosquito species of the Univittatus subgroup
(Cx. pereciguus, Cx. wnivittafus, and Cr. neavei) from
Senegal [46], Uganda [47), and Israel [48], in Cx. perfscus
from Senegal and the Central African Republic [46], and in
Ae. albopictus  from  lsrael (unpublished, GenBank:
MG461308.1). The presence of Cx perexiguus and Cr
univittatus, important vectors of WKV and USUV, has
already been reported in Extremadura [18]. Here, we con-
firmed the presence of both species in the same areas, which
may imply a higher risk of flavivirus transmission consid-
ering that WNV lincage | was detected in Cx. umivittatus in
Portugal [49], and WNV lincage 1 and USUY Africa 2
lineage were detected in Cx. pipiens and Cx. perexiguus
species in Spain, respectively [15, 50]. The difficult mor-
phological differentiation of adult specimens of the Uni-
vittatus subgroup, together with their possible presence in
the same habitats requires special care in their identification
during entomelogical surveys, at least in the south of the
Iberian Peninsula.

USUY antibodies were detected in birds from all sampling
sites, including locality A, which is 41 km away from the cty of
Badajoz. In previous transmission seasons, USUV-specific
antibodies were found in birds and horses in several arcas from
the Extremadura region [18-20]. The data obtained in this
study confirm the occurrence of local transmission in 20240,
with probable overwintering from past transmission scasons
afier its introduction in the area, indicating the establishment
of an USUV enzootic cycle in southwestern Spain. In Europe,
evidence of USUV infection has been found in at least 93 bird
species from 35 families [1]. With this study, we enlarge the list
of USUV hosts, including woodchat shrile (Lanius senator),
common nightingale (Luscinia megariynchos), and red ava-
davat (Amandava amandava). In the case of the woodchat
shrike and common nightingale, both species breed in the
Iberian Peninsula but are trans-Saharan migrants [51, 52]. The
red avadavat is a bird indigenons to Asia which was introduced
in the south of the Iberian Peninsula and Extremadura morne
than 40 years ago [53].

Orverall, more than 75% of the positive birds of this study
are resident species (and some juvenile specimens) with
limited geographical mobility, which strongly indicates
endemicity and establishment of the USUV in the region,
considering that specific antibodies against this virus have

been detected in different species since 2017 [18, 20]. Fur-
thermore, the observed USUV seroprevalence in the arca
(1.2%) is similar to previous studies in wild birds in nearby
sampling areas (0.96%) [20] and in birds from rehahilitation
centres (1.4%) [18].

Mevertheless, we are aware of the methodological lim-
itations of the present study and these findings should be
interpreted with caution. The ELISA kit employed for
screening was developed specifically for the detection of
antibodies against WINV. Nevertheless, and in the absence of
a commercial ELISA kit for specific USUV detection, its
cross-reactivity with antibodies directed to other flaviviruses
led to think it may be useful in USUV surveillance studies
[31), but with unknown and possibly underestimated
cfficacy.

USUY and WNV share environmental and ecological
drivers. Thus, cocirculation is often observed in nature
[9. 19, 54, 55]. Indeed, both pathogens circulate within the
same vectors in Spain (ie, Cx. pipiens and Cx perexiguus)
[14, 15]. Consequently, USUV should be included, together
with WNV, in surveillance programs and differential di-
agnoses in humans and animals. This recommendation is
supported owing to the fact that 16 of 17 positive samples
were obtained from birds captured at less than 5 km of the
city centre and that 12 of these samples correspond to
resident birds. Although some USUV acute neurological
human cases have been reported (eg., encephalitis or
meningoencephalitis) [2], in most cases, USUV (and
WNV) infections are asymptomatic or cause mild clinical
symptoms [1]. Therefore, the actual incidence of USUWV
infection in humans in the region is essentially unknown,
and thus, its epidemiological status and actual burden in
public health is likely underestimated. Further epidemio-
logical studies about USUV and other flaviviruses are
warranted, especially considering the current scenario of
increasing urbanisation, where human activities, such as
animal husbandry and intensive agriculture, greatly in-
fluence the dynamics of vector-borne diseases through their
impact on the distribution of hosts [56] and mosquito
species [57-59].

4, Conclusions

In summary, this is the first identification USUY Africa 3
lincage in Spain. The detection of USUV in mosquitoes by
RT-PCH and USUV-specific antibodies in wild birds (es-
pecially in juveniles) is indicative of an active circulation of
the virus and the possible establishment of its enzootic cycle
in southwestern Spain. The circulation of USUY close to
urban areas represents a public health threat that demands
its inclusion in the differential diagnoses in patients with
compatible symptoms. Therefore, it is highly advisable to
establish integrated bird and mosquito survey programs in
the region, targeting urban and rural areas with the aim to
collect relevant data on the epidemiological scenario rep-
resented by emerging flaviviruses, including USUV, and its
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evolution and spread, which may reveal new foci, season-
ality, and ecological niches of USUV,
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FIGURE S1. Phylogenetic analysis of a 238-nucleotide fragment of the NS5 gene using
the Maximum Likelihood method and Kimura 2-parameter model. This analysis involved
43 nucleotide sequences. The sequence obtained in this study is highlighted in red
(accession no. ON838179), the Spanish USUV sequence obtained from birds is marked
with a black square and the obtained from mosquitoes with a black triangle. The percentage
of replicate trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test
(1000 replicates) are shown next to the branches. Taxon information indicated in the
branches includes the country of origin, isolation/detection year, host, and GenBank
accession number. USUV genetic sub-lineages are indicated on the right.
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6.2. OTROS RESULTADOS
6.2.1. Diversidad y distribucion de especies de mosquitos en zonas
urbanas y periurbanas de las ciudades de Badajoz y Caceres,
Espaina
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Resumen

Las enfermedades vectoriales ocasionan al afio un gran nimero de muertes en
numerosos hospedadores a nivel mundial. Entre aquellos vectores de mayor
importancia se encuentran los culicidos, pues transmiten arbovirus zoondticos tan
importantes como el dengue, Zika, chikunguiia, el VNO y el VUSU, que afectan tanto a
animales como a seres humanos. En la actualidad los cambios ambientales y sociolégicos
como el calentamiento global, la modificacidn de los ecosistemas y la globalizacion estan
favoreciendo la propagacion de dichos vectores a diferentes regiones del mundo donde
antes no se encontraban y, por ende, al patrén de distribucién de estos patégenos. El
conocimiento de la composicion local de mosquitos, asi como su distribucion geografica
y estacional, es un paso crucial hacia el desarrollo e implementacién de estrategias
apropiadas para controlar las poblaciones de mosquitos vectores y, posteriormente, las
enfermedades infecciosas transmitidas por mosquitos Desgraciadamente, en algunas
regiones espanolas como Extremadura hay escasos trabajos en ciudades y zonas
urbanas, por lo que se llevé a cabo una vigilancia activa entomoldgica para determinar
la presencia, abundancia y distribucién de mosquitos en dos zonas ciudades de
Extremadura.

Se establecieron dos planes de vigilancia entomoldgica, una para culicidos adultos y
otra especifica para Aedes albopictus (mosquito tigre). La captura de culicidos adultos
se realizd entre los meses de mayo de 2021 y abril de 2022 mediante trampas tipo CDC,
BD—Sentinel, BG—Pro y ovitrampas, en un total de 20 puntos de muestreo, 9 en la ciudad
de Badajoz y 11 en Caceres. Se colocaron en diversas zonas urbanas y periurbanas como
parques, jardines, riberas o paseos verdes con abundante vegetacion y fuentes de agua.
Para el mosquito tigre se procedié con el uso de ovitrampas en cuatro puntos en
Extremadura, dos por cada ciudad entre los meses de mayo a noviembre del 2021,
coincidiendo con los meses de mayor actividad vectorial. El nimero total de trampas en
toda Extremadura fue de 13.

Se capturaron e identificaron un total de 8298 mosquitos adultos y 52 huevos de la
familia Culicidae, correspondientes a 4 géneros y 18 especies diferentes (0,67% al
género Anopheles, 2,03% al género Aedes, el 2,63% a Culiseta y 94,50% al género Culex).
La especie mas capturada fue Culex pipiens s.l. (86%), seguida de Culex theileri (8,16%),
Culiseta longiareolata (2,31%), Aedes caspius (1,57%) y Anopheles maculipennis s.|.
(0,66%). Se constata una amplia diversidad de mosquitos en zonas urbanas vy
periurbanas de Extremadura, siendo la especie Cx. pipiens la de mayor distribucion y
abundancia. Ademas, se registran por primera vez Aedes vexans, Aedes vittatus, Ae.
albopictus, Culex europaeus, Culex laticinctus y Culiseta subochrea en el municipio de
Caceres, mientras que en Badajoz lo hacen Aedes pulcritarsis, Cx. europaeus vy
Cx. laticinctus.
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Hay que destacar que como resultado de esta vigilancia y confirmado por analisis
molecular, se ha podido confirmar la presencia por primera vez en zonas urbanas de
algunas las especies Culex univitatus y Culex perexiguus que son importantes vectores
de flavivirus, como el VNO. De hecho, Cx. perexiguus fue el principal protagonista en el
foco producido por esta arbovirosis que se produjo en Andalucia y Extremadura en el
verano de 2020. Ademas, se detecta también por primera vez huevos de Ae. albopictus
(mosquito tigre) en la estacién de autobuses de la ciudad de Caceres, ampliandose los
municipios donde se ha detectado esta especie invasora desde 2018 en Extremadura.
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Introduccion
Las
son aquellas transmitidas mayo-

enfermedades vectoriales
ritariamente por artrc’)podos, que
actian como vectores de distin-
tos patégenos y que ocasionan
cada afio mas de 700.000 muer-
tes a nivel mundial (OMS, 2020).
Entre dichos artrépodos se en-
cuentran los mosquitos culicidos,
flebotomos, chinches, simulidos,
garrapatas, moscas, acaros, pio-
jos, etc. Los importantes cam-
bios, tanto ambientales como
sociolégicos, que incluyen el ca-
lentamiento global y la globali-
zacién, han afectado a las socie-
dades modernas con un impacto
negativo de muchas de estas en-
fermedades vectoriales sobre los
servicios de Salud Publica y Sani-
dad Animal. En los tltimos tiem-
pos, se esta observando un auge
de estas enfermedades vectoria-
les, debido, entre otras causas, al
cambio climatico, modificacién
de nucleos urbanos, asi como el
aumento exponencial del trafico
de viajeros, animales y mercan-
cfas (Chala y Hamde, 2021).

Extremadura no es ajena a estos
desafios, siendo absolutamen-
te necesario mantener una vigi-

lancia epidemiolégica de estos

vectores para evitar su difusién

A‘ g end)

b

l , salud publica y medio ambiente

y prevenir brotes indeseados de
enfermedades vectoriales, como
el ocurrido por el virus del Nilo
occidental durante el verano de
2020 en nuestro pais (Garcia-San
Miguel et al., 2020).

En la consciencia de esta necesi-
dad, el Colegio Oficial de Veteri-
narios de Badajoz ha financiado
integramente un proyecto de in-
vestigacién, en colaboracién con
el Departamento de Sanidad Ani-
mal de la Facultad de Veterinaria
de la Universidad de Extremadu-
ra (UEx), para determinar la pre-
sencia, abundancia y distribu-
cién de mosquitos, flebotomos y
simulidos, que, tanto por sus pi-
caduras, como por su papel vecto-
rial, alcanzan una especial rele-
vancia sanitaria en las dos capi-
tales de provincia de la comuni-
dad, Badajoz y Caceres.

Los resultados obtenidos de esta
vigilancia permitiran determinar
el riesgo real derivado de la pre-
sencia y abundancia de estos vec-
tores en zonas urbanas y periur-
banas de las ciudades, y cuya in-
formacién serd transferida a las
instituciones responsables de la
gestioén de plagas en las ciudades,
asf como a las autoridades sanita-
rias correspondientes, con el fin
de que se implanten las medidas

necesarias de prevencién y control frente a dichos
insectos.

Este articulo se concibe como el primero de una
serie relacionados con este proyecto, en los que se
mostraran los principales resultados obtenidos en
el mismo. Este primero se centra en los resultados
derivados de las capturas de los mosquitos en am-
bas ciudades, al que seguirdn un segundo, en el
que se mostrarén los resultados observados tras
las capturas de flebotomos y simulidos, y un lti-
mo articulo, donde se dardn a conocer los resulta-
dos de la presencia de los distintos patégenos ha-

llados en estos vectores.

Objetivos

En este primer articulo de la serie, los objetivos
especificos se centran en los mosquitos de Bada-
joz'y de Caceres, a saber:

1. Identificar las principales especies de mosqui-
tos en distintas zonas urbanas y periurbanas
de ambas ciudades.

2. Conocer la distibucién perimetral de los mis-

mos.

. Realizar una vigilancia especifica de Aedes al-

w

bopictus (mosquito tigre) en distintos puntos
de las dos ciudades.

4. Analizar las preferencias alimentarias de las di-
ferentes especies de mosquitos analizados.

Material y Métodos
A.Sistema de vigilancia de mosquitos culi-
cidos en general

Figura 1: Zonas de muestreo en la ciudad de Badajoz. Izquierda vista mapa tradicional y derecha vista satélite. A) zona urbana. B, Cy D)

30

zonas periurbanas.
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Figura 2: Zonas de muestreo en la ciudad de Caceres. Izquierda vista mapa tradicional y derecha vista satélite. A) zona urbana. B y C) zonas
periurbanas.

Se ha observado que los culicidos i Parque i Chceres

suelen encontrarse mayormente | Badajaz Universidnd-Ciencias Caceres | Universidad-Pelibécnica

en lugares donde la vegetacion es . Badojoz A'zudl C,““““ Mejostilla-Panque Ceres
) | Badujoz | Las Vagundas Cheeres | Walhondo

abundante y existen fuentes de ; — Ribern del mareo-

Badajoz Unide Rivilkas-Calaman Cheeres SN2y

agua cercanas, las cuales le per- Bacimie i

miten hacer la puesta de huevos Badajaz Pirpgileli Lesion Ciicerss | Zona Hospatal San Pedro

d deal i (eambia de sitio par robws)

e una forma ideal. La delimita- Bimdajoz Parque Castelar Checres Pangus del Rodeo
cién de zonas urbanas y periur- Badajaz Azl Chceres Parque Esracl-Est. Auwtoh
banas donde se llevaron a cabo | Badajoz Residencial Golf Guadiana Ciceres Pargue Frames
1 i d . udi Chceres Parque Pacifico
os muestreos de este estudio en Tl Parque del Princips

cada ciudad pueden verse en la . . .
s " Tabla 1: Puntos de muestreo de las ciudades de Badajoz y de Caceres.

Figura 1y Figura 2.

Los puntos de muestreo elegidos

han sido los presentes en la Tabla

turar un ntmero suficiente de ron con cebos atrayentes como BG-Lure® y CO2.
muestras para andlisis de patége- .
de ob P parog . Ov1trampas: Con estas trampas no se capturan
1, que, como puede observarse, | nos. Los tipos de trampas fueron: s 3 A i

adultos (a diferencia de las anteriores), sino que

f 20 en total (9 en Badaj
upmn 20entotal (en fatdlony sirven para la deteccién de huevos de Ae. albo-

oT CDC Ik ltravio-
11 en Caceres), recogiendo mues- rampas con uz uftravio

leta: Se colocaron colgadas de pictus u otras especies del género Aedes.

tras entre los meses de mayo de
2021 a abril de 2022. Ademas,
adicionalmente  se

arboles, a una distancia de un

K metro del suelo aproximada-
recogieron
mente. Se cebaron con CO2, co-
muestras de algunos puntos ex- : )
y ; mo atrayente para los mosqui-
tras en la ciudad de Caceres (Ej; E 4 3 P 9

. R tos (Figura 3).
zona de Montesol, Olivar Chico, 8

Paseo Alto, etc.) en funcién de los | ® Trampas BG-Sentinel: Se colo-
recursos materiales disponibles. caron en el suelo, en zonas con
vegetacién y, en la medida de lo

posible, cerca de una fuente de

Tipode trampas de captura
empleadas:

Los mosquitos fueron capturados
usando distintos tipos de tram-
pas. La combinacién de varias de
ellas asegura una deteccién mas
completa de las diferentes espe-
cies de mosquitos y permite cap-

agua (Figura4). Se suplementa-
ron con cebos atrayentes como
BG-Lure® y CO2.

L

Trampas BG-pro: También se
colocaron en el suelo y son si-
milares a las BG-Sentinel, pero
mas pequefias, para pasar mas
desapercibidas. Se suplementa-
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Figura 3: Trampa CDC con luz ultravioleta en un parque
de la ciudad de Badajoz.
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Badajoz Zona Caravasas- Pargpe Tluvisl 3
Badajor Estacion Auobuses 3
Ciceres Zona Carmanas-Valhondo 3
Cicenes [Eszacian Amobuses 4

en Céceres.

B.Evaluacion de la sangre ingerida por
mosquitos (preferencias hematicas)

La identificacién de la sangre contenida en estos
insectos es util para obtener informacién sobre
las preferencias de alimentacién y sobre los posi-
bles reservorios de las enfermedades transmiti-
das por estos vectores. Solo las hembras con san-
gre abdominal visible se han analizado median-
te una PCR, amplificando un fragmento de 359
pares de bases del gen de vertebrados citocromo

b (cytb).

Figura 4: Trampa BG-Sentinel cerca
de zona inundada en zona urbana.

C.Sistema especial de vigilancia especial
de Aedes albopictus (mosquito tigre)y pun-
B tos de muestreo

La rapida expansién de Ae. albopictus en Espafia
desde su deteccién por primera vez en Catalufia
en 2004 (Aranda et al., 2006), ha demostrado su
alta capacidad de dispersién y adaptacién a dife-
rentes ecosistemas. Se ha observado, que una de
las principales vias de difusién de este mosqui-

Tabla 2: Puntos de muestreo para la vigilancia de Aedes albopictus (mosquito tigre) en Badajoz y

transporte de mercancias, yaque
su autonomia de vuelo es corta
(menos de 150-200m) (Eritja et
al,, 2017). Ademas, los mosquitos
del género Aedes prefieren poner
los huevos en pequefias zonas
que se inundan periédicamente.
Por tanto, teniendo en cuenta to-
das estas premisas, la eleccién de
los puntos de muestreo y coloca-
cién de las trampas se distribuyé
como aparece en la Tabla 2.

En total, se muestrearon cuatro
puntos en Extremadura, dos por
cada ciudad (Tabla 2), entre los
meses de mayo a noviembre de
2021, coincidiendo estos meses
con los de mayor actividad vecto-
rial. El ntimero total de ovitram-
pas en los cuatro puntos de mues-
treo fue de 13, que cada 15 dias

se fueron revisando y cambiando

Ae. berlendy 9
Ao compriuy 130
Ae. echmns 54+ 1 huevo)
Ae. puleritarsis #
Ae vexams 15
Ae. virkaius 1
Figura 5: Ovitrampa colocada cerca Aedes sp 2
de una zona de caravanas para la Ae. alhnpicnes 51 huevas
vigilancia del mosquito tigre. Anvipheles An. macwlipenmiy s, 55
5, aumnkair 14
Identificacién de mosquitos Ot s, lammaresimi 192
culicidos O, subochirea 4
La identificacién morfolégica de G, surropmeus 4
1 licid lizé sob £, foriensts hovtensls G
os culicidos se realiz6 sobre un S T =
soporte con placas frias, median- Culex T, phters 5.1 ETET]
te observacién estereomicroscéd- Clr, ihwetler) 6577
pica de caracteres morfolégicos a Subgrupe Dlehitens 14
través de las claves indicadas por il sp. 1
Schaffner et al. (2003) y Becker roraL B208

et al. (2010).

Tabla 3: Distribucién de los distintos géneros y especies de mosquitos capturados en las

ciudades de Badajoz y Céceres entre mayo de 2021y abril de 2022.
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las maderas que llevan para la puesta de huevos,
por lo que el ntimero total de tablillas de madera
analizadas alo largo de los meses fue de 168.

Resultados y discusion

Anélisis global y composicién faunistica

Se han capturado un total de 8298 mosquitos
adultos y 52 huevos de la familia Culicidae, corres-
pondientes a4 géneros y 18 especies diferentes.

Del total de mosquitos adultos, el 0,67% (n = 56)
pertenecieron al género Anopheles; el 2,03% (n =
168) pertenecieron al género Aedes; el 2,63% (n =
218) a Culiseta y el 94,50% (n = 7835) al género
Culex.

Culex pipiens s.I. fue la especie méas abundante
(86%), seguida de Culex theileri (8,16%), Culiseta
longiareolata (2,31%), Aedes caspius (1,57%) y Ano-
pheles maculipennis s.1. (0,66%). La distribucién del
numero de mosquitos segin las especies identifi-
cadas esta reflejada en la Tabla 3.

Es interesante destacar la presencia de algunas
especies que son importantes vectores de patége—
nos. Asi, llamala atencién la presencia de 18 ejem-
plares del Subgrupo Univittatus (Culex univittarus/
perexiguus), que, segn diversos estudios, se sabe
que son altamente competentes en la transmisién
de flavivirus, como el virus del Nilo occidental.
De hecho, Cx. perexiguus fue el principal protago-
nista en el foco producido por esta arbovirosis que
se produjo en Andalucia y Extremadura en el ve-
rano de 2020.

Az, albopets

Ae, heelanadl

e ewpig

Ae. echimus

Ae. pulcriarsis

Ae. vexany

Aw, vitimine

A macaipenmis 5 |
L5, i

C, fewnpimreola e
O, swhachren

Ol ewrapriens

Cir. hortersiy korfenis
O lmicineae

Cx. prpviens sL

O theileri
Subgrnapo (vl

E - - E - -
E R R

-

Tabla 4: Lista de especies de mosquitos identificadas
por ciudades

Distribucién de especies de
mosquitos por ciudades

De un total de 17 especies iden-
tificadas, en la ciudad de Badajoz
se han detectado 14 especies y en
Caceres, 16 (Tabla 4).

De todas ellas, Ae. vexans, Ae.
vittatus, Ae. albopictus, Cx. euro-
paeus, Cx laticintus y Cs. subochrea
son el primer registro para el mu-
nicipio de Caceres, y Ae. pulcritar-
sis, Cx. europaeus y Cx laticintus lo
son para el municipio de Badajoz.

En ambas ciudades se han detec-
tado los principales vectores del
virus del Nilo (Cx. pipiens y espe-
cies del Subgrupo Univittatus).

En la Figura 6 y Figura 7, se pue-
de observar la distribucién de las

especies de mosquitos en cada
ciudad y la presencia en todos los
puntos de la especie del mosquito
comun Cx. pipiens.

Anélisis de densidad por ciudad

Hay que tener en cuenta que se
colocaron distinto numero y tipo
de trampas en ambas ciudades,
por lo que los resultados totales
globales no son adecuados para
comparar densidades entre las
mismas. Para solventar este ses-
go y conocer realmente la compa-
rativa de densidad de mosquitos
entre Badajoz y Caceres, se han
seleccionado, entre mayo y no-
viembre de 2021 (época de mayor
densidad de mosquitos), el mis-

Figura 6: Distribucién de especies de mosquitos identificadas en los diferentes
puntos de muestreo de la ciudad de Badajoz. Aquellas especies de interés
vectorial de flavivirus se han marcado en negro.

Figura 7: Distribucién de especies de mosquitos identificadas en los diferentes
puntos de muestreo de la ciudad de Caceres. Aquellas especies de interés
vectorial de flavivirus se han marcado en negro.
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tos en el mes de agosto. Este des-

censo poblacional y de densidad

Tabla 5: Nimero de mosquitos capturados en los puntos de muestreo fijos y el nimero y tipo de
trampas utilizado en Badajoz y Céceres.

mo nimero de puntos de muestreo con el mismo
nimero y tipo de trampas en ambas ciudades. En
concreto, en la Tabla 5 se pueden ver qué puntos
y qué trampas se tuvieron en cuenta para valorar
la densidad en cada ciudad, asi como el nimero
de mosquitos capturados en cada uno de dichos

puntos.

El analisis de estos resultados evidencia mayores
capturas en la ciudad de Badajoz que en la de C4-
ceres. En total, en Badajoz, en los 5 puntos selec-
cionados se capturaron 3169 mosquitos, lo que
supone un nimero algo mas de 4 veces superior
al de mosquitos capturados en los cinco puntos de
Céceres. Sin lugar a duda, la presencia del rio Gua-
diana y sus areas inundadas, asi como los cana-
les que atraviesan la ciudad de Badajoz, le confiere
unas caracteristicas muy adecuadas parala criade
larvas de mosquitos, hecho que no se presenta en
Céceres, con menores posibilidades de masas de
agua para su cria.

Anélisis segln temporalidad

Al igual que se mencioné en el andlisis de los re-
sultados segun las ciudades de muestreo, al estu-
diar la evolucién de los mosquitos a lo largo del
afio, se seleccionaron aquellos puntos de mues-
treo fijos durante todo el periodo de estudio. Al
analizar el mismo nimero de puntos de muestreo
y el mismo niimero de trampas en cada mes del
afio, se puede obtener una representacién compa-
rable de forma estacional. De esta forma, la repre-
sentacién gréfica de la evolucién anual se refleja
en la Figura 8.

Como se puede observar en la gréfica, en todos
los meses del afio, incluidos los mas frios, pudie-
ron capturarse mosquitos, si bien hay diferencias

34

notables entre ellos. El mes con
menor numero de capturas fue el
de enero, con solamente 8 ejem-
plares capturados entre la suma
de todas las trampas analizadas,
mientras que el de mayor densi-
dad de mosquitos parece ser el
mes de julio, con 782 individuos
capturados. Aparentemente, pa-
rece que en las dos ciudades ex-
tremefias se mantiene un nivel
elevado de estos insectos entre
mayo y octubre, aunque ya en fe-
brero empieza a notarse un incre-
mento en el nimero de estos vec-
tores, que se mantiene hasta in-
cluso noviembre y, en menor me-

dida diciembre.

Esimportante mencionar que hu-
bo una bajada brusca de mosqui-

WA g mosguitos

- &
& &
& &

Agud 1O + | B 580 fue debido a la ola de calor que
Pargue Castclar | CDC 1 | B ] acontecié en el verano de 2021,
. e T

Badaje umg:::i:l llClIf : z ﬁ: e alcanzandose récords histéricos
Tiviin RoviilneCabmman TBC 3G de temperatura de hasta 47 °C
Parqu del Pringipe T NE] 7] en nu.estra regién. Seglin varios
Uieeeidad TCOC T 1 BG L] estudios, las altas temperaturas,
Eheerea Hospital San Pedra de | CDC - | BG s . por enc'ima 'de 42 °C, imPiden la
Alciintara supervivencia de estos insectos
Parque Vathanda IC0C+ 1 BG &3 adultos, al igual que produce la

Parque Pacifico | BG 152

reduccién de puntos de cria por
evaporacién del agua. Posible-
mente estas altisimas temperatu-
ras alcanzadas este mes provoca-
ron una reduccién drastica de las
poblaciones adultas de mosqui-
tos en nuestra regi(’m, que se vie-
ron reflejadas en un ntimero muy
reducido de capturas, a pesar de
que, tradicionalmente suele ser
un mes con abundantes densida-
des, segn han comprobado los
mismos autores del presente tra-
bajo, realizados en las zonas mas
rurales de la regién.

Anélisis seglin sexoy estado

gonotréfico de los mosquitos

Del total de mosquitos adultos
capturados, el 89,15% resulta-
ron ser hembras (n = 7398) y el
10,85% correspondieron a ma-
chos (n =900) (Figura 9). Dentro
de las hembras, se capturaron en
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Figura 8: Evolucién temporal del niimero de mosquitos capturados en distintos
puntos de muestreo de las ciudades de Caceres y Badajoz (n=5200).
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diferentes estados gonotréficos,
de tal forma que 1633 ejempla-
res estaban en estado gravido, es
decir, con huevos (19,68% de las
hembras); 98 presentaban sangre
en suabdomen (1,18%) y el resto
(n =6567) se encontraban sin ali-
mentar (79,14%) (Figura 10).

Evaluacién de la sangreingerida
por mosquitos (preferencias
hematicas)

De los 98 mosquitos analizados
que presentaban sangre en su ab-
domen, hasta el momento se ha
podido obtener informacién ge-
nética de la sangre contenida en
23 ejemplares (Tabla 6).

La especie de mosquito mas fre-
cuentemente observada con san-
gre ha sido Cx. pipiens, y los hos-
pedadores de los que més se han
alimentado han sido las aves, en
este caso, se ha detectado sangre
procedente de hasta 11 especies
de aves distintas. La Gnica espe-
cie de mosquitos donde se ha de-
tectado sangre humana ha sido
en la especie Ae. echinus, conocida
por su preferencia tréfica a partir
de humanos.

™ Machos ®Hembras

Figura 9: Nimero y porcentaje de machos y hembras del
total de mosquitos capturados.
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Figura 10: Porcentaje de hembras, segun su estado de
ciclo gonotréfico en el momento

de la captura.
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Badajpe | O pipiews sl Fmiseiior hastarda Uettier et 2
Badajoz | Cr pieme s Werderdn curapeo il cliuri 1
Badajoe | O pipews 3.1 Paliis towcaz Ealivittar praluisihivy |
Badojoz | Cr pipdews 5], Camuca cobesinegm e melanocapial |
Badajoe | Cle pipders sl Avidn camin Dietichn wricm I
Badnjoz | O pirews s | Avegarillo coemin Twobryeitme mmine |
Badajoe | Cr pipews 5.1, Urrsca comiin Pice pica 1
Badajee | O pipdews s L Canarig silvesie Serirnes ecomcarin i
Badajoz | O pipews 5. Mirle comun Torndng miermie (]
Clceres | r pipvems sl Mitho comun Tawrdhoy merml 1
Ciceres . pipwews 5.1 Verdertn eurapeo Ohivaris chiaris |
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Ciceres A echinus Humana Fiewmea saypiens vopieas |

Tabla 6: Relacion entre mosquitos identificados y procedencia de la sangre aislada,
segun la ciudad de hallazgo.
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Resultado de la vigilancia de
Aedes albopictus (mosquito
tigre)

La vigilancia de Ae. albopictus
(mosquito tigre) se efectud desde
el 4 de mayo y el 27 de noviem-
bre de 2021, y el analisis de un
total de 168 tablillas recogidas
de las trampas de oviposicién,
permitié detectar huevos del gé-
nero Aedes (Tabla 7) en dos de
las mismas. De las dos tablillas
con presencia de huevos, una de
ellas resulté ser positiva a la es-
pecie Ae. albopictus y la otra ta-
blilla fue positiva a la especie Ae.
echinus (Tabla 7). La tablilla posi-
tiva al mosquito tigre fue recogi-
da el 9 de septiembre de 2021, si-
tuada en el entorno dela estacién
de autobuses de Céceres, y cerca-
na a una zona ajardinada (Figu-
ra1l1). Estaesla primera vez que
se detectan huevos de esta espe-
cie invasora en la ciudad de Cace-
res. El nimero de huevos obser-
vado fue de 51 en esta trampa de
oviposicién. Sin embargo, esim-
portante mencionar que, todas
las trampas de adultos colocadas
en esta zona (BG-Sentinel con
los atrayentes BG-Lure y CO2)
tras la observacién de los huevos
y su confirmacién como mosqui-
to tigre en el laboratorio (Figura
12), no permitié evidenciar nin-
gun ejemplar en fase adulta, por
lo que, a priori, es de sospechar
que no habia una poblacién de
adultos establecida en la zona y
las trampas no estaban sirviendo
como foco larvario activo de es-
ta especie. También fueron nega-
tivas todas las prospecciones di-
rectas de posibles puntos de cria
larvaria en la zona. Por todo ello,
los investigadores sospechan que
este hallazgo de huevos pudo de-
berse a algiin ejemplar aislado de
hembra de mosquito tigre en es-
tado gravido, que fue vehiculado
en algin autobus procedente de
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Ciceres Zona Caravanas | 11/082021 | Ae. echines
Estacion " 3 .
s 5 2 -
Chceres ks (KR 2021 1 i 1 Ae. albogicins

Tabla 7: Informacién sobre los puntos de muestreo donde se detectaron huevos del género Aedes sp

alguna zona endémica y que “desembarcé” en Ca-
ceres y puso sus huevos en la trampa atrayente co-
locada en la estacién.

Conclusiones
1- Culex pipiens es la especie con mayores densida-
des y distribucién en ambas ciudades analizadas.

2- Se constata una amplia diversidad de mosqui-
tos, con 17 especies detectadas, en zonas urbanas

de Extremadura.

3- Se registran por primera vez Ae. vexans, Ae.
vittatus, Ae. albopictus, Cx. europaeus, Cx laticintus y
Cs. subochrea en el municipio de Caceres, y Ae. pul-
critarsis, Cx. europaeus y Cx laticintus en Badajoz.

4- Se detectan por primera vez, en las ciudades de
Badajoz y Caceres, especies del subgrupo Univitta-

tus, principales vectores del virus

del Nilo en nuestro pais.

5- Se detectan por primera vez
huevos de Aedes albopictus (mos-
quito tigre) en la ciudad de Céce-
res.
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Figura 11: Mapa de la ciudad de Céceres con la localizacién de la trampa de oviposicién con presencia de huevos de Aedes albopictus. Mapa
de satélite proveniente de Google Earth.
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7. DISCUSION

Este es el primer estudio integral que se lleva a cabo para observar la circulacién de
flavivirus en varios eslabones de la cadena epidemiolégica en la regién de Extremadura.
En el caso de los équidos, la seroprevalencia total de VNO obtenida fue del 19,7%. Esta
seroprevalencia es mucho mayor que las conocidas hasta esta fecha en estudios
similares realizados en diferentes zonas de Espafia. Asi, nuestros datos son mas elevados
que el 8,3% obtenido entre caballos salvajes en Huelva entre los afios 2005 y 2008
(Jiménez-Clavero et al., 2010), el 7,1% obtenido en équidos en diferentes provincias de
Andalucia algunos afios mas tarde (Garcia-Bocanegra, Jaén-Téllez, et al., 2012), el 6,6%
observado en équidos en Baleares (Vanhomwegen et al., 2017), o el 1,35% obtenido
entre 2011 y 2013 por Abad-Cobo et al. (2017) en caballos en regiones del centro de
Espafia. Lo mismo ocurre al comparar con otros paises europeos, teniendo en cuenta el
3% de seroprevalencia obtenida por Barros et al. (2011) en Portugal, el 8,5% obtenido
en el sur de Francia (Durand et al., 2002), el 3,43% obtenido en Croacia (Barbic et al.,
2012) o el 0,78% en el Norte de Italia (Pierro et al., 2013). Sin embargo, esta
seroprevalencia se aproxima mas a las observadas en otros paises africanos de la cuenca
mediterranea, como el 31,1% en équidos de Marruecos (Benjelloun et al., 2017) o el
17,4% en Argelia (Lafri et al., 2017). Cabe sefialar que nuestro estudio fue desarrollado
entre los afios 2018 y 2019, y que el afno 2018 fue considerado por el ECDC como una
de las temporadas mas cruentas y con mayor numero de casos notificados en Europa,
tanto en animales como en seres humanos (ECDC, 2018). Esta situacidn se confirma con
los resultados de seroprevalencia obtenidos en otros paises europeos en fechas
posteriores, como, por ejemplo, Alemania, donde obtuvieron un 13,77% en 2020
(Bergmann et al., 2022).

En cuanto a lo observado con el VUSU, nuestro estudio arrojé una seroprevalencia
del 1,52% en équidos. Este valor coincide con los datos de los que disponemos hasta el
momento en otras zonas con respecto a este flavivirus, aunque son escasos. Asi,
observamos un 1,2% en caballos muestreados en las islas Baleares (Vanhomwegen et
al., 2017) o un 2,9% en Croacia (Barbic et al., 2013). Sin embargo, en paises como ltalia
o Polonia se han registrado seroprevalencias mucho mayores; 89,2% en 2008 y 7,8% en
2009 en Italia (Savini et al., 2011) o un 27,98% en Polonia (Bazandw et al., 2018). Estos
valores de seroprevalencias del VUSU suelen ser menores que los observados en el caso
del VNO, y podria deberse a que los équidos son menos susceptibles al VUSU (Clé et al.,
2019), y eso implica que los titulos de anticuerpos que son inducidos por este flavivirus
sean menores (Hassine et al., 2014). No obstante, estas menores prevalencias podrian
explicarse también por el hecho de que no existe un método de deteccidn seroldgico
especifico frente al VUSU, utilizdndose aquellos kits de ELISA preparados para la
deteccidn de anticuerpos frente al VNO, obteniendo resultados positivos frene al VUSU
debido a las reacciones cruzadas entre estos flavivirus, y de ahi también la necesidad de
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confirmar los resultados mediante la técnica VNT. Por tanto, creemos que los niveles de
seroprevalencia observados para el VUSU seguramente estan infravalorados vy
realmente sean bastante mayores que los obtenidos en el presente estudio.

De los 13 équidos que presentaron sintomatologia o sospecha de enfermedad aguda
por VNO, cinco presentaron anticuerpos especificos IgM y cuatro fueron IgG positivos,
confirmando positividad por VNT en ocho de ellos. Uno de estos animales sintomaticos
murié y se confirmé que el linaje 1 estaba implicado en la infeccién. Estos resultados
concuerdan con los casos de VNO notificados en Espafia, ya que, hasta la fecha, el linaje
1 es el Unico que ha estado implicado en équidos (Garcia San Miguel et al., 2020), a pesar
de que el linaje 2 ha sido identificado en Europa en varias ocasiones, aunque solo en
aves, seres humanos y en mosquitos (Bakonyi et al., 2006; Savini et al., 2012; Papa et
al., 2013; Christova et al., 2020). En nuestro pais, el linaje 2 ha sido detectado solo en
aves en Catalufia (Busquets et al., 2019), asi como una rama evolutiva del linaje 4 en
mosquitos (Vazquez et al., 2010).

Al estudiar los factores de riesgo implicados en la presencia de VNO en los équidos,
parece que la edad es uno de los factores mas importantes, encontrando mayores
seroprevalencias en animales de mayor edad que en los jévenes, hecho que concuerda
con otros estudios similares (Hubalek et al. 2014). Lo mismo ocurre con la capa del
animal, presentando un mayor riesgo los animales de capas claras que los animales de
capas oscuras. Esto puede ser debido a que Culex spp. suele ser atraido mas por los
colores claros porque la luz en los animales de este color produce mayor reflejo que en
los animales de color oscuro haciendo que estos sean mas atractivos para los vectores
(Wen et al., 1997; Kim et al., 2021). En el caso del VUSU se ha observado como factor de
mayor riesgo determinadas razas como la pura sangre inglés o la pura raza arabe,
probablemente por sus habitos de entrenamiento y de practica de cria, en la cual es mas
habitual que estas razas estén mas horas al aire libre y, por tanto, hay mas probabilidad
de contacto con el vector (Selim et al., 2021).

En el caso de las seroprevalencias observadas en aves procedentes de dos centros de
recuperacién extremefios, este valor fue del 18,23% para el VNO y del 1,04% para el
VUSU, mientras que todas las aves fueron negativas para el VBAG, un virus con escasos
reportes en nuestro pais, pero responsable de un brote con mortalidad elevada en aves
de cazas en el sur de Andalucia (Agliero et al.,, 2011). Es de destacar los resultados
positivos en animales menores de un afio, lo que indica una circulacidn activa del VNO
en Extremadura. Estos datos frente al VNO son mas elevados que los observados en
otros trabajos, como el 2,2% obtenido por Lépez et al. (2011) en aves de centros de
recuperacioén en el sur de Espafia o el 2,8% obtenido en EE. UU. (Randall et al., 2012). Es
cierto que estas aves presentaban algun tipo de sintomatologia, entre ellas patologias
como politraumatismos causados por accidentes de trafico o por armas de fuego, asi
como desorientacion o estupor u otro tipo de sintomatologia nerviosa. Por tanto,
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pudiera haber un cierto sesgo de los resultados si los comparamos con los obtenidos en
aves silvestres sanas. Entre estas aves, 14 de ellas presentaban sintomatologia nerviosa
compatible con los signos presentados en las infecciones ocasionadas por flavivirus. En
todas ellas, se confirmé la presencia del VNO, tanto mediante serologia como mediante
el VNT. Todas ellas acabaron falleciendo, por lo que durante la necropsia se recogieron
muestras de tejidos de diferentes érganos para realizar RT-PCR y en 3 de ellas se aisl6 el
linaje 1 del VNO. Cabe sefialar que estas tres muestras pertenecian a mochuelos
europeos (Aethene noctua), siendo la primera vez que se detectaba este linaje en esta
especie aviar, aunque es conocido su presencia en otras muchas especies de aves
(Figuerola et al.,, 2007; Hofle et al., 2008). Como factores de riesgo asociados a la
presencia de VNO en estas aves, al igual que ocurria en el caso de los équidos, se
encuentra la edad, siendo mayor en individuos adultos que en juveniles, ya que estos
animales han tenido mds tiempo para contactar con los vectores y por lo tanto aumenta
la probabilidad de infeccién con flavivirus (Martinez-De La Puente et al., 2018). Del
mismo modo que en caballos, el color también parece ser un factor de riesgo,
apareciendo mayores niveles de seroprevalencia en aves de colores claros que en
colores oscuros, hecho que también se ha observado en otros estudios similares (Yan et
al., 2017).

Este estudio también incluyé el andlisis de aves aparentemente sanas del grupo de
los paseriformes, cuyo habitat eran zonas urbanas y periurbanas de Extremadura y asi
poder conocer la situacion epidemiolégica de las mismas. Nos centramos en especies de
aves del orden Passeriformes porque son el grupo mdas numeroso en zonas urbanas y
periurbanas y estan en contacto muy estrecho con poblaciones humanas y equinas. Tras
los analisis pertinentes, finalmente se obtuvo una seroprevalencia global del 3,1% para
el VNO y del 0,16% para el VUSU. Estos datos de aves sanas en Extremadura son
menores que los resultados obtenidos en otros paises europeos, como el 4,8%
observado en Francia (Jourdain et al., 2007), el 12,7% en Croacia (Vilibic-Cavlek et al.,
2019b), el 7,6% en Serbia (Vilibic-Cavlek, et al., 2019a), el 5,9% en la Republica Checa
(Hubdlek, 2008) o el 4,29% en ltalia (Llopis et al., 2015). Si comparamos nuestros datos
con los observados en otras zonas de Espafia, se observaron seroprevalencias mas bajas
en distintas regiones de Andalucia, como el 0,38% de Ferraguti et al. (2016), el 0,67%,
detectado por Jurado-Tarifa et al. (2016) o el 1% de Garcia-Bocanegra et al. (2011a). En
Cataluia se obtuvieron también seroprevalencias mas bajas, como el 1,47% en aves
nativas (Alba et al., 2014). En el afio 2008 se publicaron 2 estudios en Andalucia, donde
se observaron seroprevalencias mas elevadas que las de nuestro estudio, especialmente
en aves migratorias (7,5% vy 5,23% en estudios de Lépez et al. (2008) y Figuerola et al.,
(2008), respectivamente).

Estos valores de seroprevalencia en aves sanas son muchos menores que los
obtenidos en las aves procedentes de los centros de recuperacién, posiblemente como
ya comentamos con anterioridad, por el sesgo que supone analizar animales ya
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enfermos, muchos de ellos con sintomatologia nerviosa compatible con infeccién por
VNO o VUSU. Ademas, segun algunos autores Hubalek et al. (2014), aquellas aves
infectadas por flavivirus suelen tener menor actividad y, por tanto, es menos probable
que caigan en las redes utilizadas para su captura, por lo que también podria haber un
sesgo en dichas capturas. A pesar de estas limitaciones, y al igual que se observé en los
équidos, en Extremadura se confirma una clara circulacion virica del VNO entre las aves
silvestres, y del VUSU por primera vez en esta region.

En vista de los resultados observados en la vigilancia activa de los hospedadores
vertebrados del VNO y del VUSU, parecia que el siguiente paso necesario debia ser
instaurar una vigilancia entomoldgica en estas zonas. Por un lado, se realizé una
vigilancia entomoldgica en zonas rurales, coincidentes con los puntos de muestreos
donde se realizaron las extracciones de muestras de sangre en équidos y en aves entre
los meses de abril de a noviembre de 2018. Se colocaron dos tipos de trampas (CDC y
BG—Sentinel), en 7 localidades de la provincia de Caceres y en 11 localidades de la
provincia de Badajoz. Aunque este estudio estd pendiente de ser publicado, se han
analizado mas de 13000 mosquitos pertenecientes a 16 especies, Aedes berlandi,
Ae. caspius s.l., Aedes echinus, Aedes geniculatus, Ae. vexans, An. atroparvus,
An. maculipennis s.l., An. maculipennis s.s., Cs. annulata, Cs. longiareolata, Cs.
subochrea, Cx. hortensis, Cx. pipiens s.l., Cx. theileri, Cx. perexiguus y Cx. univittatus. El
analisis de 643 grupos de mosquitos mediante RT-PCR ha permitido detectar varios
grupos de mosquitos positivos al VNO, en concreto ARN del linaje 1 en mosquitos de la
especie Cx. pipiens y del subgrupo Univittatus, y también 13 grupos de mosquitos
positivos a VUSU en esas mismas especies. Esta seria la primera vez que se detecta la
presencia del linaje 1 del VNO en mosquitos en Extremadura, a pesar de que ya ha sido
detectado en el sur de Espana en mosquitos Cx. perexiguus (Vazquez et al., 2011b).

En afios mas recientes, en concreto en la temporada 2020-2021 se realizé un nuevo
muestreo de mosquitos y aves en las mismas zonas de areas periurbanas de la ciudad
de Badajoz, donde se habia detectado ambos flavivirus en caballos en areas periféricas.
Este estudio permitié detectar, por primera vez en Espafia, el linaje Africa 3 del VUSU en
mosquitos de la especie Cx. pipiens. Este linaje ya habia sido detectado en mosquitos en
Uganda (Mossel et al., 2017), Israel (Mannasse et al., 2017) y en el sur de Francia (Eiden
et al., 2018; Constant et al., 2022). También ha sido detectado en Turdus merula en
Alemania, Bélgica (Cadar et al., 2017), Francia ( Eiden et al., 2018), Austria (Weidinger et
al., 2020), Republica Checa (Honig et al., 2019), Holanda (Oude Munnink et al., 2020;
Giglia et al., 2021), Reino Unido (Folly et al., 2020) y Luxemburgo (Snoeck et al., 2022).
Por tanto, se corrobora la importancia de nuestra regién como habitats idoneos para
numerosas aves migratorias y, por tanto, del riesgo de establecimiento y de circulacién
endémica de estos virus en las poblaciones residentes. Precisamente, |la seroprevalencia
obtenida en las aves capturadas en estas areas periurbanas en los afos 2020 y 2021 fue
del 1,2% frente al VUSU, destacando que el 75% de las aves muestreadas eran residentes
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locales y muchos individuos juveniles resultaron seropositivos, lo que sugiere que existe
una circulacién activa del VUSU en dichas dreas, al igual que lo observado en el caso del
VNO, por lo que parece que existe una co-circulacion de ambos flavivirus en la region
extremefia y en los mismos vectores (Busquets et al., 2008; Vazquez et al., 20113;
Zannoli & Sambri, 2019; Bravo-Barriga, et al., 2021a; Guerrero-Carvajal et al., 2021;
Napp et al., 2021; Santos et al., 2022) . Tal y como han demostrado estudios recientes
(Casades-Marti et al., 2023), la presencia de aves en zonas cercanas a nucleos urbanos
o estables incrementa el riesgo de infeccion por estos flavivirus ya que podria
incrementar el nimero de vectores competentes infectados. Por lo tanto, seria
altamente recomendable que el VUSU sea incluido en los programas de vigilancia y de
los diagndsticos diferenciales en el caso de enfermedades neurolégicas, tanto en seres
humanos como en équidos.

Avanzamos mas en estudios entomoldgicos dirigiéndolos a zonas urbanas
propiamente dichas, en concreto en parques y jardines de las ciudades de Caceres y
Badajoz. Los estudios de vigilancia de vectores evidenciaron una clara abundancia de Cx.
pipiens, representando el 86% de las capturas del total de mosquitos. Esta especie es
muy cosmopolita y la mas abundante y ampliamente distribuida tanto en Extremadura
como por el resto de Espafia (Bueno-Mari et al.,, 2012; Bravo-Barriga et al., 2016).
Ademas, también se detectd la presencia por primera vez en zonas urbanas, de
ejemplares del subgrupo Univittatus, Cx. univittatus y Cx. perexiguus. Estas tres especies
son altamente competentes en la transmision del VNO y VUSU (Mixao et al., 2016), si
bien parece que Cx. perexiguus tiene mayor predileccion por ambientes rurales,
principalmente por humedales (Roiz et al., 2015). También se registran por primera vez
Ae. vexans, Ae. vittatus, Ae. albopictus, Cx. europaeus, Cx. laticinctus y Cs. subochrea en
el municipio de Caceres, mientras que en Badajoz lo hacen Ae. pulcritarsis, Cx.
europaeus y Cx. laticinctus (Bueno-Mari et al., 2012; Bravo-Barriga et al., 2016), siendo
necesarios estos estudios entomolégicos para ampliar el conocimiento de los posibles
vectores que puede haber en zonas urbanas, asi como sus densidades. Ademas, se
detecta también por primera vez huevos de Ae. albopictus (mosquito tigre) en la
estacion de autobuses de la ciudad de Caceres, amplidandose los municipios donde se ha
detectado esta especie invasora desde 2018 en Extremadura (Bravo-Barriga et al.,
2019). Esta especie, Ae. albopictus, es posible que en un corto espacio de tiempo se
establezca y es un riesgo no solo por las molestias que ocasiona y que es vector de otros
virus importantes, sino que puede ser posible vector secundario de VNO (de Wispelaere
et al.,, 2017).

Afortunadamente, ninguno de los grupos de mosquitos analizados mediante RT-PCR
fue positivo para flavivirus en zonas estrictamente urbanas (datos no publicados),
aungue es necesario mantener la vigilancia en las diferentes temporadas, debido a que
son zonas de riesgo, al coexistir vectores competentes y hospedadores susceptibles y
amplificadores del virus (aves).
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La gran densidad de aves de la region extremefia (abundantes zonas ZEPA), la gran
cabafia de équidos existente, la presencia de los vectores de flavivirus en todos los
habitats muestreados, asi como las concentraciones de agua (region de Espaia con el
mayor numero de kilémetros de costa de agua dulce) y las favorables temperaturas
estivales, son factores que contribuyen a hacer de esta region una de las de mayor riesgo
de infeccidn por estos arbovirus, como asi se ha demostrado durante la vigilancia activa
desarrollada en este trabajo. Asi mismo, y debido a que existe una circulacién activa, es
importante incluir tanto al VNO como al VUSU en los diagndsticos diferenciales de
aquellas personas y équidos que padezcan enfermedades con sintomatologia nerviosa
en las épocas en las que el vector se encuentra activo. Creemos conveniente destacar la
necesidad de mantener la revacunacion en los équidos de esta regién, ya que tan sélo
el 5,25% de los animales muestreados estaban vacunados en el momento de realizar la
vigilancia en este trabajo (2028-2019). Tras el brote de VNO acontecido en nuestro pais
en el afio 2020, los procesos de vacunacién se dispararon en équidos, si bien, como ya
hemos mencionado, seria importante realizar la revacunaciéon anual con el fin de
mantener el estatus inmunitario favorable frente al VNO en estos animales cada afo.

La alta prevalencia en muchas especies de aves y los niveles de infectividad en los
mosquitos hace que sea necesario una vigilancia activa en aves, asi como establecer un
mecanismo de alerta temprana para poder, varias semanas antes de que se produzca
un brote, reforzar el control de mosquitos, reducir la posible circulacion del virus y evitar
gue se contagie a los humanos.
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8. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, se han extraido las siguientes conclusiones relevantes:

1. Se ha detectado una alta seroprevalencia del virus del Nilo occidental en équidos de
Extremadura, tanto individualmente (19,72%), como a nivel de rebafio (63,77%), lo que
demuestra la necesidad de promulgar la vacunacién y revacunacién anual de estos
animales en la region extremena.

2. La presencia de caballos con anticuerpos IgM frente al virus del Nilo occidental
confirmd una circulacién activa del virus en las temporadas 2018 y 2019. El linaje 1 ha
sido el Unico detectado circulando en esta region.

3. Se evidencia una alta seroprevalencia del virus del Nilo occidental en aves enfermas
llegadas a centros de recuperacién de Extremadura (18,23%), durante el periodo 2017-
2019, asi como en aves sanas de dreas periurbanas en el afio 2020 (2,55%), evidenciando
el riesgo que esto supone para la Salud Publica.

4. Se detectan por primera vez caballos y aves seropositivos al virus Usutu en
Extremadura, lo que indica una co-circulacion con el virus del Nilo occidental y la
necesidad de hacer diagnéstico diferencial para ambos flavivirus en casos de
meningoencefalitis.

5. Se han detectado, por primera vez en Europa, algunas especies de aves seropositivas
tanto al virus del Nilo occidental (Cigliefia negra) como al virus Usutu (avutarda comun,
alcauddén comun, ruisefior comun y bengali rojo), lo que supone un paso adelante en el
conocimiento epidemioldgico de estos arbovirus en Europa.

6. Se ha detectado una seroprevalencia del virus del Nilo occidental del 3,1% y del virus
Usutu del 0,16% en dareas rurales de la provincia de Badajoz tanto en aves exdticas
residentes como nativas migratorias y nativas residentes. Ademas, anticuerpos frente al
virus del Nilo han sido evidenciados en individuos juveniles, lo cual implica una circulacion
activa de este virus en la regidn en las temporadas 2018 y 2019.

7. Se detecta por primera vez en Espaia el linaje Africa 3 del virus Usutu en mosquitos
Culex pipiens, indicando una circulacién activa de este arbovirus en areas cercanas a la
ciudad de Badajoz, lo que deberia promover la inclusidn de este virus en los diagndsticos
diferenciales de las meningoencefalitis humanas y animales de la zona.
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8. Se constata una amplia diversidad de mosquitos en zonas urbanas y periurbanas de
Extremadura, con la identificacion de 18 especies englobadas en 4 géneros (Culex, Aedes,
Anopheles y Culiseta), siendo la especie Culex pipiens la mas ampliamente distribuida,
importante vector de flavivirus.

9. Se detectan por primera vez en los mismos habitats de zonas urbanas de
Extremadura especies del subgrupo Univittatus (Culex perexiguus y Culex univittatus)
principales vectores del virus del Nilo occidental en el sur peninsular. Esto evidencia el
posible riesgo de transmision de esta arbovirosis en dreas urbanas y periurbanas, con una
implicacion elevada en la Salud publica y animal.
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