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RESUMEN

El Virus de encefalitis de San Luis (VESL) pertenece al complejo antigéni-
co de la encefalitis japonesa (género Flavivirus, familia Flaviviridae) y pro-
duce desde cuadros febriles leves a casos graves con afectacion al sistema
nervioso central. El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de
anticuerpos IgM contra VESL en caballos de 5 zonas seleccionadas del hu-
medal “Abras de Mantequilla” en Ecuador; para ello se analizaron un total
de 412 muestras de suero sanguineo de equinos, mediante el método ELISA
de bloqueo en el Instituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical “LIP”
de Guayaquil. Obteniéndose 12 muestras reactivas (2,9%). Las mismas que
fueron analizadas en el Instituto de Virologia J. M. Vanella de la Universidad
de Coérdoba (Argentina) por la técnica de Neutralizacion por Reduccion del
Numero de Placas (NTRP), confirmandose 8 muestras reactivas contra el
VESL (1,9%).

Palabras clave: Virus de Encefalitis de San Luis, ELISA, NTRP.
ABSTRACT

The St. Louis encephalitis virus (SLEV) belongs to the antigenic complex of
Japanese encephalitis (genus Flavivirus, family Flaviviridae) and produces
from mild febrile cases to severe cases with involvement of the central ner-
vous system. The objective of this study was to determine the presence of
IgM antibodies against VESL in horses from 5 selected areas of the wetland
"Abras de Mantequilla" in Ecuador; for this, from a total of 412 samples of
equine blood serum, they were analyzed by the blocking ELISA method at
the National Institute of Hygiene and Tropical Medicine "LIP" of Guayaquil.
As a result, it was obtained that 12 were reactive samples (2.9%). The latter
were confirmed by the NTRP technique at the J. M. Vanella Institute of Viro-
logy of the University of Cérdoba (Argentina), resulting in 8 positive samples
against the VESL (1.9%).

Key words: St. Louis Encephalitis Virus, ELISA, NTRP.
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INTRODUCCION

La Encefalitis de San Luis (ESL) forma parte del grupo de enfermedades co-
nocidas como arbovirosis y es causada por el Virus de encefalitis de San Luis
(VESL) perteneciente al complejo antigénico de la Encefalitis Japonesa, del
género Flavivirus de la familia Flaviridae (Knipe DM. 2013).

La enfermedad causada por el VESL es una zoonosis cuyos hospederos
amplificadores son las aves y su vector es un mosquito del género Culex; Sin
embargo el hombre, también pueden ser infectados en forma indirecta o
accidental (CDC, 2016). La ESL produce en humanos desde casos asintoma-
ticos, y parecidos a la influenza, hasta producir casos graves de encefalitis,
que pueden conllevar a la muerte. (OPS/OMS, 2017) (Beltran F. 2015)

Actualmente se ha reportado la presencia de VESL en algunos géneros,
especies de aves, algunas especies de mosquitos y mamiferos (Diaz LA. 2012)
asi mismo, se ha aislado el virus en garrapatas (McLean et al. 1985); en el
afio 2013 se identificé y aislé el VESL en un equino que murié de encefali-
tis en Minas Gerais de Brasil, siendo el primer caso reportado en el mundo
(Rosa R, 2013). También es importante resaltar que el VESL es antigénica-
mente relacionado con otros flavivirus como los virus Dengue, Zika, West
Nile, entre otros: los mismos que son endémicos, por lo que es trascendental
su confirmacion (Knipe DM. 2013).

El VESL se encuentra ampliamente distribuido en el continente america-
no y recientemente, se informé de brotes humanos en Argentina en el 2005
y 2010 (Spinsanti L. 2008) (Seijo A. 2011), en Brasil en el 2006 (Mondini A.
2007) y en Uruguay en el 2001 (Delfaro A. 2012) (D. Epidemiologia, 2012).
Se ha determinado la presencia serolégica de anticuerpos contra el VESL
en equinos de Uruguay durante el 2007 (Burguetio 2013), en Brasil entre el
2004 al 2009 (Silva, 2014) y en el Caribe Colombiano, entre el mes de agosto
del 2006 y octubre del 2007 (Alvarez J, 2012). En Ecuador en la parroquia de
Manglaralto, en 1978 se aislé el VESL en mosquitos y se detectd anticuerpos
en humanos (Gutiérrez, 1981).

MATERIALES Y METODOS

El sitio de estudio fue, El humedal “Abras de Mantequilla” el cual en toda su
extension presenta un conjunto de lagunas permanentes, sabanas y bosques
sub-himedos tropicales; su jurisdicciéon la conforman los cantones Vinces,
Pueblo Viejo y Baba. Posee una superficie de 67.177 hectareas y esta confor-
mado por los recintos: El1 Recuerdo, Abanico, Piedad, Campo Alegre, Jobo,
Mapancillo, Loma Colorada, Estero Lagarto, Amalia, Luz y Playones (Manco-
munidad “Abras de Mantequilla”, 2008). Recoleccién de muestras: Un total
de 412 muestras de suero sanguineo de equinos fueron tomadas entre el 5
de enero al 22 de diciembre del 2012, se tomaron muestras provenientes de
5 sectores del humedal “Abras de Mantequilla” que son: La Piedad, La Luz,
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Los Playones, Jobo y Mapancillo. (Figura 1) Se realizé encuestas sobre el
estado de salud, antecedentes de vacunacion y traslado de los equinos estu-
diados a otras zonas, asi mismo la muestra fue extraida de la vena yugular y
transportadaal laboratorio en cajas térmicas refrigeradascon baterias de Gel
congelado entre 4 a 82C.

Figura 1 Mapa de la Provincia de Los Rios, Zona “Humedal Abras de Mantequilla”
Fuente: http://www.zonu.com/fullsize/2011-11-10-14879/Mapa-de-Los-Ros-2010.html

Para la prueba de ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
de bloqueo, las muestras de suero sanguineo fueron transportadas al labo-
ratorio de Virologia del Instituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical
“Leopoldo Izquieta Pérez” (INH y MT “LIP”) de Guayaquil, para la busqueda
de anticuerpos IgM, las mismas que se realizé de la siguiente forma: Se re-
vistio la microplaca en U con 100 pul de IgManti-equina, luego se colocé 100
pl de Soluciéon de Bloqueo (100 ml de PBS en 100 ul de Tween 20), después se
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agreg6 50 pl de suero (muestra) y controles (positivos, negativos y blanco),
a continuaciéon se dispensé 50 ul de antigenos de VESL del NAMRID, lue-
go se agregd 50 ul de conjugado (anticuerpos monoclonales anti-Flavivirus
conjugados con peroxidasa de rdbano), posteriormente se colocé 50 ul de
substrato mas TMB, para finalmente adicionar 50 pl de solucién Stop (Acido
Sulftrico) (OMS/OPS/CDC. 2003).

Prueba de Neutralizacién por Reduccion del Numero de Placas (NTRP):
Se realiz6 en el laboratorio de arbovirus del Instituto de Virologia “J. M. Va-
nella” de la Universidad de Cérdoba (Argentina). En esta prueba primero se
agregd6 50 pl de células VERO, luego se realiz6 diluciones 1:10 de los sueros,
usando como diluente Medio MEM + antibidtico + suero fetal bovino, con el
virus (cepa CbaAr4005). Después se dispensé 50 pl de la mezcla virus-suero
a cada pocillo, luego se Anadié 50 pl de medio MEM, a continuacién se incu-
b6 a 370 C en CO2 por 3 a 5 dias, para posteriormente, tefiir las células con
Rojo Neutro, finalmente se observa la formacion de placas.Las muestras po-
sitivas se valoraron a partir de diluciones seriadas en 1: 20 (Acuna M. 2001;
Burguetio A. 2013).

Metodologia: El presente, es un estudio de tipo descriptivo, prospectivo
y longitudinal, realizado en el Humedal de “Abras de Mantequilla”. La pobla-
cion total en las 5 zonas estudiada fue de 506 equinos, y la muestra fue de
412 animales.

RESULTADOS

De los 412 muestras analizadas, 12 resultaron reactivas (2,9%), para anti-
cuerpos IgM contra VESL por la técnica de ELISA de bloqueo en el labora-
torio de Virologia del (INH y MT “LIP”) de Guayaquil y para confirmar este
andlisis, las muestras reactivas fueron analizadas en el laboratorio de arbo-
virus del Instituto de Virologia “J. M. Vanella” de la Universidad de Cérdoba
(Argentina), en donde se confirmé 8 casos positivos contra VESL, lo que per-
mitié determinar una seroprevalencia del virus en los equinos de las “Abras
de Mantequilla” con un resultado del 1,9%.

Asimismo, las muestras positivas corresponden a equinos de 3 zonas se-
leccionadas del humedal “Abras de Mantequilla”, presentdndose en Los Pla-
yones 3 casos, en el Jobo 1 caso y en Mapancillo 4 casos.

DISCUSION

El VESL circula desde el sur de Canada hasta Argentina, y se mantienen en la
naturaleza en un ciclo enzoético que involucra a mosquitos, principalmente
del género Culex, y a aves de los 6rdenes Passeriformes y Columbiformes, sin
embargo, este virus es neurotropico y puede provocar meningoencefalitis en
el hombre (Beltran F. 2015).
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La actividad del vector (Culex) se da en zonas urbanas y silvestres, en am-
bientes domiciliarios (antropéfila) y extra-domiciliarios (zoofilica). Respecto
a la transmision en su gran mayoria se dan en el amanecer y anochecer en el
caso de mosquitos crepusculares, y durante la noche en los mosquitos noc-
turnos (Almirén W. 2007).

En Ecuador en la parroquia de Manglaralto en el afio 1978, se detectd y
aislo el VESL en mosquitos, durante un brote de casos en humanos (Gutié-
rrez, 1981), hasta la fecha no se han reportado estudios de seroprevalencia
en equinos, de ciclo biolégicos y de caracterizacién molecular (Gutiérrez,
1981). Por consiguiente, el presente estudio determiné por primera vez la
presencia seroldgica del VESL en equinos de 3 zonas de las 5 zonas del hume-
dal “Abras de Mantequilla”. La seroprevalencia obtenida (1,9%), difiere de los
valores de seroprevalencia de equinos reportados en el Caribe Colombiano
entre agosto 2006 a octubre 2007, con el 4,5% Alvarez J, (2012), en Argenti-
na, determinaron por encima del 50% (Monath et al, 1985), en la provincia
de Santa Fe se detecto6 el 12,2% (Tauro et al. 2012); Uruguay, en un estudio
realizado en el 2007, determiné el 48,2% (Burguefio 2013). En Brasil, (2004 al
2009) en 5 estados Brasilefios, se determino el 12,3% (Silva, 2014), Rodriguez
et al. (2010) entre marzo - setiembre de 2005, reporté el 50,9%; Pauvolid-Co-
rrea et al. (2010) determiné entre mayo 2006 a febrero del 2007 el 47%, Por
otra parte, en el 2004 se reportd el primer aislamiento de VESL en un huma-
no. (Rocco I, 2005), y en muestras obtenidas en marzo del 2009 se describid
en el 2013, la identificacion y el aislamiento del VESL en un equino que murio
de encefalitis en Minas Gerais, de Brasil, siendo el primer caso reportado en
el mundo, rompiendo de esta manera los paradigmas de esta arbovirosis, al
saltar la barrera de especie, ya que, nunca se habia reportado casos fatales
en equinos (Rosa R, 2013).

Es trascendental destacar que los anticuerpos confirmados (IgM) indican
infeccién reciente, lo que evidencia la permanente actividad del VESL en las
areas estudiadas. Las muestras tomadas para la ejecucién de este trabajo
provinieron de equinos que no presentaron signos y sintomas de enfermedad,
sin antecedentes de vacunacion, y que estan continuamente presentesen los
humedales estudiados. Asimismo, las zonas de las Abras de Mantequilla son
humedales RAMSAR de importancia en Ecuador y el mundo; ademas, es un
sitio de gran impacto silvestre ya que se encuentra una gran variedad de
ecosistemas privilegiados, donde llegan una gran diversidad de aves migra-
torias, lo que podria conllevar a un serio problema de salud animal y salud
humana (Mancomunidad “Abras de Mantequilla”, 2008).
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CONCLUSIONES

El presente estudio determind la seroprevalencia de anticuerpos IgM contra
VESL en un 1,9% en equinos del humedal “Abras de Mantequilla”, 1o que in-
dica que el virus estéa circulando en las zonas estudiadas, el humedal presta
las condiciones apropiadas para la transmision de la enfermedad, lo que re-
presenta un riesgo de enfermedad para equinos y humanos.

Es importante mencionar que los datos obtenidos en este estudio servi-
ran para fortalecer los sistemas de vigilancia epidemioldgica de este arbovi-
rus a nivel nacional.
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