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RESUMEN

Los arbovirus (arthropod borne viruses) son un grupo de virus que se mantiene en la
naturaleza a través de la transmisidon bioldgica entre hospedadores vertebrados
susceptibles y artréopodos. Los arbovirus de importancia médica y veterinaria son
transmitidos por artrépodos hematodfagos y la mayoria de ellos pertenecen a tres
familias:  Flaviviridae (género Flavivirus), Togaviridae (género Alphavirus) y
Bunyaviridae (géneros Bunyavirus, Nairovirus y Phlebovirus). En la actualidad la
emergencia y re-emergencia de los arbovirus es una problematica de gran importancia
en salud publica, asi como en la sanidad animal. En los paises limitrofes hay una amplia
circulacién de Flavivirus, evidenciada por brotes del virus de la encefalitis de San Luis
(SLEV) en varias ciudades de Argentina y en San Pablo, Brasil, endemicidad del virus
Dengue (DENV) en ambos paises, ocurrencia de brotes de fiebre amarilla (YFV) y la
reciente circulaciéon del virus West Nile (WNV). Los alphavirus causantes de encefalitis
equinas (del este —EEEV-, del oeste —WEEV- y venezolana —VEEV-) también estan
presentes en la region, circulando en forma enzodtica y/o epizodtica en Brasil y
Argentina. En nuestro pais la evidencia de circulacién autdctona de arbovirus es
escasa, registrandose casos esporadicos de sindrome febril y encefalitis por arbovirus,
mientras que sélo se han registrado casos de Dengue clasico importados.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la circulacién de los arbovirus en Uruguay
en dos actores del ciclo de transmisidn: vectores (mosquitos) y hospedadores finales
(equinos), identificando y caracterizando los virus detectados.

Para ello se realizaron capturas de mosquitos en los sitios mas probables de circulacién
de los arbovirus en el pais. Se utilizé6 captura manual y trampas tipo CDC adicionadas
con CO,. Los ejemplares se clasificaron manteniendo la cadena de frio y se agruparon
en pooles para su posterior procesamiento. Con el fin de detectar y caracterizar la
presencia de flavivirus y alphavirus en mosquitos colectados, se extrajo ARN total y se
llevaron a cabo multiples ensayos de RT-PCR. Los fragmentos gendmicos obtenidos se
secuenciaron y se caracterizaron mediante andlisis filogenético. Para los estudios
seroldgicos en equinos se analizaron sueros provenientes de diferentes departamentos
del pais mediante ensayos de neutralizacién por reduccidn de placas (PRNT) contra los
siguientes virus: EEEV, WEEV, VEEV, RNV, PIXV, SLEV y WNV.

Se procesaron un total de 3329 mosquitos agrupados en 244 pooles, de los cuales 5,
pertenecientes a Culex pipiens, resultaron infectados con Culex Flavivirus (CxFV). Los
mosquitos infectados fueron colectados en los barrios Cerrito y Villa Garcia
(Montevideo), en las ciudades de Paysandu y Salto. Se construyeron filogenias a partir
de secuencias de diferentes regiones del gen NS5, resultando todas ellas consistentes
en su topologia. Los flavivirus detectados agruparon en el clado CxFV, formando parte
a su vez de un subclado junto con CxFV provenientes de Méjico y Uganda.




El estudio de anticuerpos neutralizantes en equinos demostré una amplia circulacion
de SLEV en los 18 departamentos relevados, presentando una prevalencia del 50,1%.
Para WNV se detectaron anticuerpos inicialmente en 8 sueros, de los cuales una Unica
muestra podria ser considerada positiva, ya que presentd un titulo mayor en
comparacion con SLEV. Para alphavirus se realizé un tamizaje inicial para los virus
EEEV, WEEV y VEEV y RNV. Luego de las titulaciones las prevalencias encontradas
fueron del 1,18% para EEEV, 0,23% para WEEV, 2,12% para VEEV, 0,23% para PIXV y
4,23% para RNV.

La deteccién de CxFV en tres departamentos de Uruguay (Montevideo, Paysandu vy
Salto) presentados en este trabajo, mdas el detectado en el afio 2007 en Colonia
(Burgueio, 2007), demuestran que el virus circula en el pais y que presenta una
distribucién relativamente amplia (principalmente en el litoral y la zona sur del pais).
Varios autores han postulado que la presencia de CxFV en el mosquito puede tener un
efecto sobre la capacidad vectorial a arbovirus como WNV, no habiéndose demostrado
hasta el momento que la infeccidén con CxFV excluya una infeccion secundaria con otro
flavivirus. Por lo que este hallazgo podria tener implicancias en la dindmica de
transmisidn de arbovirus presentes en el pais.

Los resultados obtenidos del estudio serolégico muestran la primera evidencia de
circulacién de SLEV y la posible circulacion de WNV en caballos en el pais. Se evidencid
ademads la circulacion de varios alphavirus, aunque los mismos presentaron
prevalencias bajas en comparacién con otros estudios previos en la region.

En el marco de este trabajo se realizd ademas el estudio de un caso fatal de encefalitis
viral ocurrido en 2009. Los andlisis realizados pudieron identificar al WEEV como el
agente etioldgico. Este resultado es de gran importancia epidemiolégica, ya que es el
primer reporte de WEEV en el pais, y el primer caso en la regién identificado por
métodos moleculares.

En resumen, nuestros resultados sugieren que varios alphavirus se encuentran
circulando en nuestro pais. Algunos como WEEV y EEEV lo harian a baja intensidad a
juzgar por los valores de seroprevalencia en equinos detectados en el presente
estudio, pero provocando casos espordadicos de encefalitis en humanos. En cuanto a
los flavivirus, el SLEV circula en el pais presentando una amplia distribucion vy
prevalencia elevada en equinos, lo que coindice con los casos documentados de
encefalitis en humanos.
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1. INTRODUCCION




1.1 Introduccién a los arbovirus y su transmision.

Los arbovirus (arthropod borne viruses) son un grupo de virus que se mantiene en la
naturaleza a través de la transmisién bioldgica entre hospedadores vertebrados
susceptibles y artrépodos hematéfagos (mosquitos, flebdtomos, garrapatas) (Organizacion
Mundial de la Salud -OMS-, 1985).

La transmision bioldgica puede ser vertical u horizontal. La transmision vertical involucra
el pasaje del virus de un vector infectado a la descendencia, tanto hembras como machos.
La transmision horizontal puede ser venérea u oral, la primera es de un macho
previamente infectado a una hembra, y la segunda de una hembra infectada a un
hospedador vertebrado a través de la saliva durante la ingesta de sangre. Esta ultima
forma de transmision es la mas comun para la mayoria de los arbovirus, mientras que los
demds mecanismos los presentan solo algunos arbovirus y son criticos para la
perpetuacion del virus especialmente bajo condiciones adversas (Kuno y Chang, 2005;
Weaver y Reisen, 2010).

La transmision biolégica de los arbovirus por artropodos ocurre en varios pasos: 1)
ingestidn de sangre de un hospedador virémico; 2) infeccidon de las células epiteliales que
limitan el mesenterio (intestino medio); las garrapatas se alimentan de sangre por un
largo periodo de tiempo y los mosquitos lo hacen por un corto periodo, por esta razén la
infeccién requiere que el volumen de sangre ingerida contenga una concentracién de virus
mayor en los ultimos (Kuno y Chang, 2005); 3) liberacién del virus desde el epitelio del
intestino medio hacia el hemocele; 4) transporte a las glandulas salivales a través de la
hemolinfa, ya sea directamente o luego de una amplificaciéon secundaria en otro tejido,
también a través de la hemolinfa; 5) infeccion y amplificacidn viral en las glandulas
salivales. A partir de aqui ocurrira la transmision viral cuando el artropodo se alimente
nuevamente. El periodo comprendido entre la alimentacién del vector de un hospedador
virémico hasta que el mismo se torna infeccioso se llama periodo de incubacién extrinseco
(Torres-Estrada y Rodriguez, 2003).

No todos lo artropodos que ingieran sangre de un hospedador virémico se infectaran ni
todos los artrépodos infectados desarrollaran una infecciéon en la glandula salival y la
habilidad de transmitir el virus. Muchos arbovirus infectan preferencialmente un rango
determinado de especies de mosquitos, ésta especificidad por el hospedador tiene un rol
muy importante en la distribucion geografica del virus. La competencia vectorial, definida
como la capacidad particular del artropodo de transmitir el virus de un hospedador a otro,
estd determinada por factores intrinsecos al vector (interaccién vector-virus). Mientras
que la capacidad vectorial, definida como el conjunto de caracteristicas que hacen al
artrépodo un buen vector, esta influenciada por la genética del virus, la genética del
vector y las condiciones ambientales (interaccién vector-virus-hospedador) (Knipe y
Howley, 2007).




Taxondmicamente, los arbovirus son un grupo de virus heterogéneo. Actualmente el
Catalogo Internacional de Arbovirus contiene 545 virus, de los cuales 134 causan
enfermedad en humanos. Los arbovirus de importancia médica y veterinaria son
transmitidos por artropodos hematdfagos y la mayoria de ellos pertenecen a tres familias:
Flaviviridae (género Flavivirus), Togaviridae (género Alphavirus) y Bunyaviridae (géneros
Bunyavirus, Nairovirus y Phlebovirus). También hay arbovirus en las familias Rhabdoviridae
(género Vesiculovirus), Reoviridae (género Orbivirus), Orthomyxoviridae (género
Thogotovirus) y Asfaviridae (género Asfivirus). Todos los arbovirus, excepto el virus de la
fiebre suina africana (Asfaviridae, Asfivirus —virus con genoma ADN-) contienen genoma
de ARN, aunque con distintos tipos de genoma y estrategias de replicacién, este hecho
sugiere que la estrategia de transmisidn a través de artrépodos ha surgido varias veces
durante la evolucidn de los virus ARN (Miller, 2008; Weaver y Reisen, 2010).

Las enfermedades que pueden causar los arbovirus en humanos se clasifican
arbitrariamente en tres grupos: sindrome febril sistémico, meningitis y/o encefalitis y
fiebre hemorrdgica. A su vez, estos sindromes representan un amplio espectro de
severidad, desde infecciones asintomaticas hasta muerte. La gravedad diferencial de
enfermedad depende de la edad y el estado inmune del paciente, la dosis de virus
inoculado y la patogenicidad de la cepa viral (Miller, 2008).

La mayoria de los arbovirus son zoondticos, excepto los virus Dengue y Fiebre Amarilla
que utilizan a los humanos como hospedadores de amplificacion. Para el resto de los
arbovirus, los humanos son considerados hospedadores finales (del inglés, dead-end
hosts) ya que las viremias desarrollados por éstos no son suficientemente elevadas como
para infectar al vector y no son preferidos como fuente de alimento frente a otros
vertebrados (aves y mamiferos) (Knipe y Howley, 2007). Epidemiologicamente, los
arbovirus zoonéticos pueden ser enzodticos y epizodticos, los enzodticos son transmitidos
entre los hospedadores amplificadores y mosquitos, mientras que los virus epizodticos son
transmitidos por otras especies de mosquitos y producen brotes en los hospedadores
finales.

Los arbovirus tienen distribucion mundial y presentan dos patrones de transmisién en
funcion del clima. En areas tropicales, debido a la estabilidad de las poblaciones de
vectores, el virus circula gran parte del afio, coincidente con la estacién lluviosa,
presentando a menudo un pico estacional amplio. Mientras que en climas templados, la
transmisién vectorial del virus se ve afectada por la disminucién de las poblaciones del
vector durante la época invernal. En aquellos ecosistemas templados donde el virus es
detectado anualmente pueden operar diversos mecanismos de overwinter, como la
transmisién vertical, permanencia del virus en mosquitos hibernantes no diapausantes,
reintroduccion anual desde otros sitios con actividad viral, presencia de vectores
alternativos (garrapatas) y/o reactivacion de infecciones en hospedadores (Kuno y Chang,
2005). A su vez, muchos arbovirus tienen una distribucién geogréfica focalizada, limitada




por factores ecoldgicos que rigen su ciclo de transmisién. En general, los factores
limitantes son: temperatura, patrones de precipitacion y humedad, los que a su vez
influyen sobre los patrones de vegetacion y otros parametros ecoldgicos que determinan
la distribucion geografica de los vectores y de sus hospedadores (Gubler, 2002).

1.2 Factores asociados a la emergencia de los arbovirus.

En los ultimos 50 afios, la emergencia y re-emergencia de nuevos arbovirus se ha
convertido en un tema de gran importancia en la salud publica. Actualmente, los arbovirus
representan el 23% de las enfermedades infecciosas emergentes (Jones y cols., 2008). Una
vision mas realista de las enfermedades infecciosas emergentes requiere una perspectiva
integral que incorpora factores tanto sociales como fisicos, quimicos, bioldgicos y
dimensiones de los sistemas de nuestro planeta (Wilcox y Colwell, 2005).

Mientras algunas variables que contribuyen a la epidemiologia de cada virus son Unicas,
existen factores comunes que contribuyen a la emergencia/re-emergencia de los
arbovirus: socio-econdmicos, ambientales y ecolégicos. La conducta humana ha jugado un
papel importante también, la facilidad y rapidez de los viajes internacionales y del
intercambio de mercancias ha permitido la diseminacidon y colonizacion de especies
vectores en nuevos sitios. El desarrollo de la agricultura, la expansion urbana y el
crecimiento de la poblacién han aumentado también el contacto entre humanos y
vectores. La urbanizacién no planificada, acompafiada por condiciones de hacinamiento,
insuficiencia en la gestion de agua y residuos ofrece criaderos ideales para los mosquitos.
Por ultimo, el cambio climatico ha jugado un papel muy importante en la emergencia/re-
emergencia de los arbovirus, a través de una mayor duracion del clima calido, creando
condiciones propicias para el desarrollo y la propagacién de los vectores (Hollidge y cols.,
2010), distribucién geogréfica y dindmica temporal de los vectores, los patrones de
dispersion de los arbovirus y la eficiencia con la que ellos son transmitidos (Elliott, 2009).
El mayor efecto del cambio climatico sobre las enfermedades de transmision vectorial se
presenta en los extremos del intervalo de temperatura requerido para la transmision: 14-
182C como limite inferior y 35-402C como limite superior. Por otro lado, la modificacion
del régimen de precipitaciones también tiene efecto sobre los vectores, ya que aumenta el
numero vy la calidad de criaderos de los mismos. La densidad de vegetacion también esta
influenciada por el régimen de precipitaciones, permitiendo un mayor nimero de lugares
donde puedan posarse los vectores (Githeko y cols., 2000).




1.3 Arbovirus pertenecientes a la familia Flaviviridae
1.3.1 Generalidades de la familia Flaviviridae

La familia Flaviviridae consta de tres géneros: Flavivirus, Pestivirus y Hepacivirus. Los
Flavivirus son el género mas grande de la familia e incluye a los arbovirus causantes de
encefalitis y fiebres hemorrdgicas. Los Pestivirus presentan un rango de hospedadore que
incluye cerdos y rumiantes, mientras que los Hepacivirus causan enfermedad hepatica
grave en humanos (Mahy and van Regenmortel, 2008). Son virus envueltos con genoma
ARN. La envoltura estd compuesta por una bicapa lipidica con dos tipos de proteinas
virales, la proteina de envoltura (E), en forma de dimeros, y la proteina de membrana (M).
La glicoproteina E es el principal determinante antigénico, media la unidn y fusién del virus
a la célula hospedadora. La proteina M se produce durante la maduracién de las particulas
virales en la via secretoria de la célula hospedadora. Debajo de la envoltura estd la
capside, constituida por la proteina de capside (C) y una Unica molécula de ARN genémico
(figura 1).

ARN Zenomico

Figura 1. Esquema del virion de Flavivirus. Modificado de Education expasy, Viral Zone 2010,
http://education.expasy.org/images/Flaviviridae virion.jpg.

El ARN gendmico, infeccioso por si solo, es de simple hebra y polaridad positiva, mide 10,8
kb de largo aproximadamente y presenta CAP tipo | (m7GpppAmpN2) en su extremo 5.
Codifica un Unico marco de lectura abierto (ORF), flanqueado en sus extremos por
regiones no codificantes 3" y 5. El ORF codifica una Unica poliproteina, la cual, mediante
procesamiento proteolitico, dard lugar a las proteinas estructurales y no estructurales. El
extremo N-terminal de la poliproteina contiene las proteinas estructurales (C-prM-E),
seguido de las proteinas no estructurales (NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-2K-NS4B-NS5) El
procesamiento proteolitico de C/prM, prM/E, E/NS1 y 2K/NS4B es llevado a cabo por
proteasas del hospedador Una serinproteasa codificada por el virus es responsable del
procesamiemto de las proteinas NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, NS4A/2K y NS4B/NSS5.
Se desconoce la enzima responsable de la escisién NS1-2A (figura 2).
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Figura 2. Esquema de la estructura gendmica y procesamiento de la poliproteina del género Flavivirus. En
negro se representan las regiones del genoma que no se traducen. Los marcos de lectura abiertos en color
amarillo codifican proteinas no estructurales y los de color rojo codifican las estructurales. M,G representa
la estructura CAP en 5°. En la parte inferior se presenta el esquema de clivaje de la poliproteina. ancC:
Precursor de la proteina de capside; prM: precursor de la proteina de membrana; M: proteina de
membrana; E: proteina de envoltura; NS: proteinas no estructurales; P (NS3): proteasa; H (NS3): helicasa; R
(NS5) ARN polimersa. Tomado de Flaviviridae (MacLachlan y Dubovi, 2011).

En cuanto a las funciones de las proteinas no estructurales, NS1 participa en la replicacion
del ARN, aunque el mecanismo no esta totalmente dilucidado. Esta proteina se localiza en
los sitios de replicacion del ARN y la mutacidn de los sitios de glicosilacion del N-terminal
de NS1 lleva a defectos en la replicacion del ARN y en la produccidén de progenie viral.
NS2A se localiza también en los sitios de replicacién del ARN e interactia con los
componentes de la replicasa (NS3 y NS5), probablemente coordinando la transicion de
empaquetamiento a replicacién del ARN. NS2B estd asociada a membrana y forma
complejos con NS3, actuando como co-factor de la serinproteasa NS2B-NS3. NS3 es una
gran proteina multifuncional, contiene varias actividades necesarias para el
procesamiento de la poliproteina y para la replicacién del ARN. Su extremo N-terminal es
el dominio catalitico de la serinproteasa NS2B-NS3, procesando las uniones entre las
proteinas NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A y NS4B/NS5 y generando el extremo C-
terminal de la proteina C madura y NS4A. Ademas es responsable del procesamiento de
sitios internos en NS2A y NS3. NS4A interactia con NS1 formando complejos de
replicacién, mientras que NS4B co-localiza con NS3 y el ARN intermediario de doble hebra
en los complejos de replicacién. Finalmente, NS5 es la proteina de mayor tamano del
virus, estd altamente conservada y tiene funcion metiltransferasa y ARN polimerasa ARN
dependiente.

La replicacién viral comienza con la unién de la particula viral a la célula a través de la
proteina E. La entrada a la célula hospedadora es por endocitosis mediada por receptor. El
bajo pH endosomal induce la fusién de la envoltura viral con las membranas de la vacuola
endocitica. A continuacion se produce el desnudamiento de la nucleocapside y el ARN
genomico es liberado al citoplasma. El ARN gendmico cumple tres funciones en el ciclo




viral: como ARN mensajero para la traduccién de proteinas virales, como molde durante la
replicaciéon y como material genético a ser empaquetado en las nuevas particulas virales.
La traduccién del ARN lleva a la sintesis de una Unica poliproteina de mas de 3000
aminodcidos, la cual sera procesada por proteasas virales y celulares. La replicacién del
genoma ocurre en complejos replicativos citoplasmaticos, asociados a membranas peri-
nucleares y es a través de la sintesis de un ARN intermediario de polaridad negativa. La
progenie de viriones se produce por brotamiento al reticulo endoplasmico, alli contintan
transitando por la via secretoria de la célula hasta su liberacidn en la superficie celular
(figura 3) (Knipe y Howley, 2007).
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Figura 3. Esquema de la replicacién viral de la familia Flaviviridae. Modificado de Flaviviridae: The Viruses
and Their Replication (Knipe y Howley, 2007).

1.3.2 Generalidades de los Flavivirus

El género Flavivirus consiste en mas de 70 virus y la mayoria de ellos son transmitidos a los
humanos a través de artrépodos (Knipe y Howley, 2007). Mas especificamente, el 50% de
los flavivirus es transmitido por mosquitos, el 28% por garrapatas y el 22% son de vector
artrépodo desconocido o transmitidas por roedores o murciélagos (Barrett, 2001). La
mayoria de las infecciones por flavivirus son asintomaticas, y la enfermedad que producen
se puede clasificar en: fiebre, encefalitis o fiebre hemorragica.

La mayoria de los flavivirus son virus zoondticos, se mantienen en ciclos de transmision
enzodtica que involucran aves, roedores o primates no humanos como hospedadores,




siendo generalmente los seres humanos los hospedadors finales. El virus Dengue y de la
Fiebre Amarilla son la excepcion, debido a su adaptacion a los seres humanos y al
mantenimiento en ciclos de transmisién urbana (Mahy y van Regenmortel, 2008).

Los flavivirus han sido denominados “galeria de espejos antigénica” debido a la gran
reactividad seroldgica cruzada que presentan entre ellos. Mediante pruebas de
neutralizacion cruzada en cultivos celulares se han identificado ocho serogrupos:
Encefalitis transmitida por garrapatas, Rio Bravo, Encefalitis japonesa, Tyuleniy, Ntaya,
Uganda S, Dengue y Modoc (tabla 1) y cols., 1989).

Tabla 1. Complejos antigénicos del género Flavivirus (Calisher y cols., 1989).

Complejo antigénico

Miembros mas representativos

Encefalitis transmitida por
garrapatas
Rio Bravo

Encefalitis japonesa

Encefalitis central europea
Encefalitis de Europa oriental
Rio Bravo

Encefalitis japonesa

Kunjin
Encefalitis del valle Murray
Encefalitis de San Luis

West Nile
Tyuleniy Tyuleniy
Ntaya Ntaya
Uganda S Uganda S
Dengue Dengue serotipo 1

Dengue serotipo 2

Dengue serotipo 3

Dengue serotipo 4
Modoc Modoc

Sin agrupar Fiebre amarilla

A nivel molecular, el género Flavivirus es un grupo monofilético que estd dividido en tres
clados: transmitidos por garrapatas, transmitidos por mosquitos y de vector desconocido.
Se postula que el grupo de los transmitidos por garrapatas divergié primero, seguido del
de los transmitidos por mosquitos (Kuno y cols., 1998). A su vez, el grupo de los
transmitidos por mosquitos esta subdividido en dos clados: clado Culex y clado Stegomyia
(Gaunt y cols., 2001).

1.3.3 Principales Flavivirus que circulan en América del Sur.

En la tabla 2 se muestran los virus miembros del género Flavivirus mas relevantes para la
salud humana y animal en América del Sur, mas especificamente en el cono sur del
continente, con sus correspondientes vectores, reservorios, y manifestacion clinica.




Tabla 2. Flavivirus mas relevantes para la salud humana y animal en América del Sur.

Virus Reservorio Vector Manifestacion clinica
SLEV  Aves paseriformes Culex quinquefasciatus Fiebre y encefalitis
WNV Aves Culex pipiens Fiebre, enfermedad
generalizada y encefalitis
DENV Humanos Stegomyia aegypti Fiebre, artralgia y
erupcion/fiebre hemorragica
YFV Primates Haemagogus spp. Fiebre, artralgia y
Humanos Stegomyia aegypti erupcién/fiebre hemorragica

SLEV: virus de la encefalitis de San Luis; WNV: virus West Nile; DENV: virus dengue; YFV: virus de la fiebre amarilla.

1.3.3.1 Virus de la encefalitis de San Luis

El virus de la encefalitis de San Luis (del inglés Saint Louis encephalitis virus -SLEV) circula
en América del Norte, Central y del Sur: desde el sur de Canada hasta Argentina. En
América del Norte es transmitido por mosquitos del género Culex (Cx. quinquefasciatus,
Cx. tarsalis y Cx. nigripalus) y tiene a las aves silvestres de los érdenes Paseriformes
(Carpodacus mexicanus, Passer domesticus) y Columbiformes (Zenaida macroura) como
principales hospedadores. Sin embargo, la ecologia del ciclo varia regionalmente,
dependiendo de la biologia, capacidad y competencia vectorial de las especies de
mosquitos regionales, de la virulencia de las cepas virales y de la competencia de los
hospedadores regionales.

Los equinos y humanos son hospedadores finales. La infeccion por SLEV en humanos,
principalmente en personas jovenes es muchas veces asintomatica. La sintomatologia
depende de la virulencia de la cepa de SLEV con la que se infecte, factores intrinsecos del
humano y de la historia de infeccidon en la poblacion. Se estima una mortalidad de 5-20%,
siendo aun mayor en ancianos. La sintomatologia se puede clasificar en tres sindromes: 1)
dolor de cabeza febril: con fiebre, dolor de cabeza, posiblemente asociado con nauseas o
vémitos, y sin enfermedad del sistema nervioso central (SNC); 2) meningitis aséptica con
fiebre y torticolis; 3) encefalitis (incluye meningoencefalitis y encefalomielitis) con fiebre,
alteracion de la conciencia y/o disfuncion nerviosa (Reisen, 2003).

En Argentina, los datos disponibles sugieren a mosquitos de la especie Culex
quinquefasciatus como vector principal y a Columbina picui y Zenaida auriculata como
hospedadores (Diaz y cols., 2012). El virus resurgioé en Cérdoba, Argentina en el afio 2002,
registrandose un Unico caso de encefalitis en humanos que corresponde al primer caso
luego de 17 afios sin reportes de la enfermedad (Spinsanti y cols., 2003). Desde entonces,
se han reportado brotes en Cérdoba en el afio 2005, que corresponde al primer brote
reportado en América del Sur (Spinsantiy cols., 2008), Entre Rios en 2006, Buenos Aires en
2010 (Seijo y cols., 2011) y San Juan en 2011 (Ministerio de Salud -MS-, Argentina, 2011).




En Brasil, el virus fue aislado por primera vez a partir de sangre de un caso humano de
encefalitis en San Pablo en 2005 (Rocco y cols., 2005), al afio siguiente ocurrid el primer
brote, también en San Pablo (Mondini y cols., 2007).

En cuanto a la circulacion de SLEV en nuestro pais, los primeros reportes datan de la
década del 70 y corresponden a estudios seroldgicos en nifios y adultos, la prevalencia de
anticuerpos anti-SLEV detectada fue de 4% en nifos y de 5% en adultos (Somma-Moreiray
cols., 1970). Mas recientemente, en el ano 2001 ocurridé un brote de enfermedad febril en
el que algunos casos fueron confirmados como SLEV (Delfraro, 2002). Desde el afio 2010 el
Ministerio de Salud Publica realiza la vigilancia de meningoencefalitis virales, en la que se
incluye el SLEV. En 2012 se diagnosticaron 3 casos, en dos individuos procedentes de
Montevideo y uno de San José (Ministerio de Salud Publica -MSP-, Uruguay, 2012).

1.3.3.2 Virus West Nile

El virus West Nile (del inglés West Nile virus -WNV) es mantenido en la naturaleza en un
ciclo enzodtico que involucra mosquitos del género Culex (Cx. pipiens, Cx. restuans, Cx.
tarsalis) y aves silvestres, siendo los humanos y caballos los hospedadores finales (Gould y
Fikrig, 2004). Se detectd por primera vez en el hemisferio occidental en el afio 1999
durante un brote de encefalitis en Nueva York, Estados Unidos. Luego de su introduccion
en Estados Unidos, seis aflos mas tarde el virus se habia propagado en todo el territorio de
ese pais, a Canada y al Caribe (Hayes y cols., 2005). En el afio 2004 se detectd por primera
vez en América del Sur en caballos, mas especificamente en Colombia (Mattar y cols.,
2005). Posteriormente, se detecté también la circulacién del virus en Venezuela (Bosch y
cols., 2007).

En Argentina se logro aislar el virus a partir de un caballo enfermo durante una epizootia
ocurrida en la provincia de Buenos Aires. Este estudio correspondié al primer aislamiento
del virus en América el Sur (Morales y cols., 2006). Un estudio posterior en sueros de aves
de diferentes localidades del pais permitié evidenciar que el virus fue introducido en el
pais antes del 2005 y mantenido en un ciclo enzodtico en el que fueron expuestas
numerosas especies de aves (Diaz y cols., 2008).

En Brasil, se reporta por primera vez la circulacion de WNV en equinos del Pantanal
(centro-oeste) en el afio 2009, un sitio muy importante de arribo de aves migratorias
desde el norte (Pauvolid-Correa y cols.,, 2011). A pesar de la abundancia de Cx.
quinquefasciatus evidenciada por Dibo y cols., en San Pablo, hasta el momento no se han
registrado casos de infecciéon por WNV en humanos (Dibo y cols., 2011).
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En Uruguay no se han registrado casos de infeccion por WNV en humanos. En enero de
2005, se registr6 un brote de encefalitis en 12 equinos de diferentes barrios de
Montevideo: Cerrito de la Victoria, Sayago, Malvin Norte, Pantanoso y El Cerro, en el que
murieron 7 equinos. Ante la sospecha de WNV como agente etiolégico se enviaron
muestras de suero de los equinos afectados a laboratorios de referencia de Brasil y
Estados Unidos, no se obtuvieron resultados positivos para este agente (ProMED-mail,
2005).

1.3.3.3Virus Dengue

El virus Dengue (del inglés dengue virus -DENV) es el arbovirus mas importante en el
mundo y una amenaza para la salud publica en los trépicos y subtrépicos. Actualmente
hay 2,5 billones de personas que viven en zonas de riego de transmision del virus y se
reportan anualmente 100 millones de casos. La infeccion se ha dispersado desde el
sudeste de Asia hasta las Américas, el Pacifico y Africa (Racloz y cols., 2012).

El hombre es el principal hospedador del virus y los mosquitos de la especie Stegomyia
aegypti el principal vector. Stegomyia aegypti esta directamente asociado a la presencia
humana, las larvas se crian en recipientes de agua artificiales como neumaticos
desechados y jarros con agua. Existe también un ciclo selvatico de dengue, evidenciado en
Asia y Africa. En Asia la transmisién ocurre entre primates no humanos, principalmente
monos Macaca sp. y Presbytis sp. y mosquitos del género Ochlerotatus como vector
principal y Stegomyia albopictus como vector en regiones peridomésticas. En Africa la
transmisidn es entre monos Erythrocebus patas y mosquitos selvaticos como Stegomyia
taylori-furcifer, Stegomyia luteocephalus y Stegomyia opok (Holmes y Twiddy, 2003).

Actualmente las enfermedades causadas por el virus Dengue se clasifican en: 1) Dengue

sin signos de alarma; 2) Dengue con signos de alarma; 3) Dengue grave (tabla 3)
(Organizacién Panamericana de la Salud -OPS-, 2010).

Tabla 3. Clasificacion de Dengue segun la Organizacion Mundial de la Salud, 2010.

Dengue sin signos de alarma  Dengue con signos de alarma Dengue grave
Vive en areas endémicas de - Dolor abdominal intenso y 1. Escape importante de
dengue o viajé a ellas. Fiebre  continuo, plasma que lleva a: choque o
y 2 0 mas de las siguientes - vomito persistente, acumulacién de fluidos en
manifestaciones: - acumulacion de liquidos, pulmoén y disnea.

- hauseas, vomitos, - sangrado de mucosas,

- exantema, - letargia, irritabilidad, 2. Sangrado grave.

- mialgias y artralgias, - hepatomegalia >2cm,

- petequias o test de - aumento de hematocrito 3. Dafio organico grave.
torniquete positivo, con caida rapida de

- leucopenia. plaquetas.
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Existen cuatro serotipos diferentes de dengue (DENV 1 al 4), éstos a su vez presentan
variacién genética, existiendo genotipos dentro de los serotipos. La infeccion con un
serotipo provee inmunidad de por vida a ese serotipo, pero no a los otros tres. Son
comunes las infecciones cruzadas (segunda infeccidn con serotipo diferente a la primera),
éstas pueden tener consecuencias graves y en casos extremos conducen a la muerte. Para
explicar lo anterior se propuso la teoria del potenciamiento dependiente de anticuerpos
(antibody-dependent enhancement) en la cual los anticuerpos presentes por una infeccion
previa con un serotipo forman inmuno-complejos con el virus infectante (de serotipo
diferente) lo que resulta en hemorragia y choque (shock) (Holmes and Twiddy, 2003). La
ausencia de asociacion entre los anticuerpos maternales y el desarrollo de dengue grave
en lactantes ha llevado a la reconsideracion de la teoria del potenciamiento dependiente
de anticuerpos (Wilder-Smith y cols., 2010).

En cuanto a la situacion del virus dengue en los paises limitrofes, el comportamiento del
dengue en Argentina es epidémico y la ocurrencia de casos se restringe a los meses de
noviembre a mayo, en estrecha relacion con la ocurrencia de brotes en los paises
limitrofes. En la Ultima década se han registrado casos de dengue autdctono vinculados a
los serotipos 1, 2 y 3 en las provincias de Salta y Jujuy, a los serotipos 1 y 3 en las
provincias de Formosa, Misiones y Corrientes. Hasta el momento no se han notificado
casos de dengue autdctono producidos por el serotipo 4 (MS, Argentina, 2009). En el afio
2009, se produjo un brote de dengue por el serotipo 1, registrandose 26000 casos y 6
fallecidos. Las provincias afectadas fueron: Buenos Aires, Catamarca, Cordoba, Chaco,
Entre Rios, La Rioja, Santa Fe, Santiago del Estero y Tucuman. Fue el primer brote de
dengue autdctono en el drea metropolitana de la capital argentina y correspondio al
ultimo brote hasta el momento en el pais vecino (Bernardini, 2011; Seijo y cols., 2011;
Seijo y cols., 2009). En lo que va del aifio 2012 ya se han registrado mds de 2000 casos (MS,
Argentina, 2012).

Brasil es responsable de mas del 60% de los casos notificados de fiebre por dengue en
América (Teixeira y cols., 2008). Desde enero de 1996 el virus se ha establecido en el pais y
ocurren casos durante todo el afio a lo largo y ancho del pais. El serotipo 3 presenta la
mayor frecuencia, también circulan los serotipos 1 y 2, pero con una frecuencia menor
(Lindoso and Lindoso, 2009). En junio de 2010 reemergié el serotipo 4 en Brasil luego de
28 afnos, momento en el que se registré un brote en Boa Vista, capital de estado de
Roraima, en el norte del pais (Temporao y cols., 2011). Posteriormente se registraron
también brotes de serotipo 4 en otros estados del norte (Amazonas, Para), del noreste
(Bahia, Pernambuco, Piaui) y del sur (Rio de Janeiro y San Pablo) (de Souza y cols., 2011;
Rocco y cols., 2012). En lo que va del aiio se han registrado mas de 280000 caos de dengue
en Brasil, correspondiendo el 41,7% a la region sudeste, 36,3% a la regidn noreste, 10,5%
al norte, 10,3% al centro-oeste y 1,2% al sur (Ministério de Saude -MdS-, Brasil, 2012).
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Mientras tanto, Uruguay continua siendo el Unico pais de América del Sur libre de dengue
autéctono (desde el afio 1916). En 1997, luego de 39 afios de erradicado el vector
Stegomyia aegypti en el pais, el mismo fue reintroducido, primero desde Argentina y
luego desde Brasil (Salvatella Agrelo, 1997). El Ministerio de Salud Publica realiza el
monitoreo vectorial utilizando la estrategia de levantamiento de indices rapidos para St.
aegypti (LIRAa), éste consiste en un levantamiento de indicadores rapidos de St. aegypti
(indices de infestacion predial, de Breteau, de infestacidén por tipo de recipiente, etc) a
través de la obtencién de muestras en hogares seleccionados en las distintas manzanas
del lugar. En 2012 se registraron indices de infestacion que implican alto riesgo en los
departamentos de Montevideo, Paysandu y Salto (MSP, Uruguay, 2012).

Junto con la notificacién de presencia del vector en el afio 1997, comenzd en el pais la
vigilancia seroldgica de DENV vy, desde 2007, la vigilancia molecular. Se han detectado
varios casos de dengue, pero todos corresponden a casos importados (personas que
viajaron a zonas endémicas). Por ejemplo, en 2010 se confirmaron cinco casos, dos de
ellos con antecedentes de viaje a Brasil, uno a Colombia, uno a Paraguay y uno a
Venezuela. En 2011 se registraron seis casos importados: cuatro con antecedente de viaje
a Brasil y dos a Paraguay. En lo que va de 2012 se registrd un solo caso, con antecedente
de viaje a Paraguay. En cuanto a la vigilancia molecular, se ha detectado dengue de los
serotipos 1, 2y 3 (MSP, Uruguay 2011, 2012).

1.3.3.4 Virus de la fiebre amarilla

La fiebre amarilla (del inglés yellow fever -YF) continta siendo un gran problema de salud
publica en América. El virus circula tanto en ambientes urbanos como selvaticos, con la
participacidn de diferentes especies de mosquitos y de vertebrados. En el ciclo selvatico,
en América, los mosquitos del género Haemagogus actiuan como principal vector y los
monos como hospedador. Estos mosquitos pueden también transmitir el virus a humanos,
cuando éstos ingresan a zonas forestales, y esta forma de transmision representa la forma
de YF mas importante a nivel epidemiolégico (Rogers y cols., 2006). El ciclo urbano en
Ameérica implica mosquitos Stegomyia aegypti como vector y a los seres humanos como
hospedador. El ciclo urbano fue la forma dominante de YF hasta que surtieron efecto las
extensas campafas de erradicacidén de St. aegypti en América. Sin embargo, el colapso en
el programa de control del vector ha permitido que el mismo reinfeste el continente y que
aparezca YF en areas donde habia estado ausente por mucho tiempo (Zuckerman y cols.,
2004).

Las manifestaciones clinicas de la Fiebre Amarilla son muy variables y van desde formas
asintomaticas, pasando por formas leves con sintomatologia inespecifica, hasta la fiebre
hemorrdagica clasica. En el 85% de los casos la enfermedad se resuelve, mientras que el
15% restante evoluciona a casos graves con manifestaciones hemorragicas, con tasa de
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mortalidad de hasta 60%. La forma maligna se manifiesta con fiebre, postracion,
compromiso hepatorrenal y cardiaco, manifestaciones hemorragicas y choque (MS, 2010).

En la actualidad, mas especificamente en el afio 2008, ocurrieron varios brotes de YF en la
region (Argentina, Brasil y Paraguay), en la figura 4 se presenta el mapa con las zonas de
riesgo de fiebre amarilla en América del Sur publicado por el Centro para el control y la
prevencion de enfermedades, CDC, USA (Jentes y cols., 2011). En Argentina ocurrieron dos
brotes en el noreste del pais (provincias de Misiones y Corrientes) entre noviembre de
2007 y octubre de 2008, afectando gravemente a dos poblaciones de monos aulladores
(Alouatta guariba clamitans y Alouatta caraya) (Holzmann y cols., 2010). También se
registraron casos en humanos (ProMED-mail, 2008). Al mismo tiempo, en Brasil, se
reportaron 2013 muertes de monos (A. caraya y A. guariba clamitans) en el estado de Rio
Grande do Sul, en el periodo que va desde octubre de 2008 hasta junio de 2009 (de
Almeida y cols., 2012). A continuacidn se registraron muertes en monos en Sao José do Rio
Preto y dos casos fatales en humanos en Riberao Preto (ambos en el estado de Sao Paulo).
Ello condujo a la realizacién de un gran estudio eco-epidemioldgico en la region,
abarcando humanos, monos y mosquitos, detectdndose anticuerpos y genoma viral y
logrando el aislamiento de virus (Moreno y cols.,, 2011). Se cree que los factores
desencadenantes del resurgimiento de la fiebre amarilla en la regidén fueron: la gran
poblacidon humana susceptible, la alta prevalencia de vectores y hospedadores primarios
(los primates no humanos), las condiciones climaticas favorables, especialmente el
aumento de las precipitaciones, el surgimiento de un nuevo linaje viral y la circulacion de
personas y/o monos infectados (Vasconcelos, 2010).
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Figura 4. Areas con riesgo de transmisién de fiebre amarilla en América del Sur (Jentes y cols., 2011).

1.4 Flavivirus endégenos.

Existe un grupo de flavivirus limitado a los insectos llamado “insect-only flavivirus” o
flavivirus enddgenos; éstos, por definicidn, se replican en células de mosquito y no en
células de mamifero (Cook y cols., 2012). El primer flavivirus endégeno fue descubierto
hace 30 anos, el mismo fue denominado Cell Fusing Agent Virus (CFAV), al observar el
efecto citopatico que producia el sobrenadante de una linea celular de Stegomyia aegypti
sobre un cultivo de linea celular de Stegomyia albopictus (Stollar y Thomas, 1975). La
secuencia gendmica del mismo fue caracterizada 17 afios mas tarde por Cammisa-Parks y
colaboradores (Cammisa-Parks y cols., 1992). La primera deteccion y aislamiento de
flavivirus enddgenos en poblaciones de mosquitos fue en Kenia, en el afio 2003. Se trata
del Kamiti River Virus (KRV), el cual fue aislado a partir de mosquitos Stegomyia
macintoshi (Crabtree y cols., 2003; Sang y cols., 2003). Posteriormente se detecté CFAV en
mosquitos Stegomyia aegyptiy Stegomyia albopictus en Puerto Rico (Cook y cols., 2006) y
en Tailandia (Kihara y cols., 2007).
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En los ultimos 5 afios ha habido una explosion en el descubrimiento de flavivirus
enddgenos en poblaciones de mosquitos. El Culex Flavivirus (CxFV), por ejemplo, fue
detectado y aislado por primera vez en 2007 a partir de mosquitos Culex pipiens y Culex
spp. en Japon (Hoshino y cols., 2007). A continuacidn se detectd en varias especies del
género Culex (principalmente Cx. pipiens) en Guatemala (Morales-Betoulle y cols., 2008),
Méjico (Farfan-Ale y cols., 2009; Farfan-Ale y cols., 2010; Saiyasombat y cols., 2010),
Uganda (Cook y cols., 2009), Estados Unidos (Blitvich y cols., 2009; Bolling y cols., 2011;
Crockett y cols., 2012; Kim y cols., 2009; Newman y cols., 2011; Saiyasombat y cols., 2011),
Japén (Hoshino y cols., 2012), China (Huanyu y cols., 2012) y Brasil (Machado y cols.,
2012).

El primer reporte de este virus en América del Sur fue en Uruguay, donde se detectd
genoma de CxFV en mosquitos Cx. pipiens capturados en el afio 2006 en el departamento
de Colonia — CpCol- (Burguefio, 2007).

Se han detectado otros flavivirus endégenos en mosquitos Culex, como son Culex Theileri
Flavivirus en Cx. theileri en Espafia y Portugal (Calzolari y cols., 2012; Parreira y cols.,
2012), Calbertado Virus en Cx. tarsalis en Estados Unidos y Canada (Bolling y cols., 2011;
Pabbaraju y cols., 2009; Tyler y cols., 2011), Quang Binh Virus en Cx. tritaeniorhynchus de
Vietnam (Crabtree y cols., 2009) y Spanish Culex Flavivirus en Cx. pipiens de Espafia
(Vazquez y cols., 2011).

A su vez, se han detectado flavivirus en Stegomyia spp.: Stegomyia Flavivirus en St.
albopictus, St. flavopictus y St. galloisi en Japon e Italia (Calzolari y cols., 2012; Hoshino y
cols., 2009; Hoshino y cols., 2012) y otros flavivirus aun sin nombre de St. caspius, St.
vexans y St. cinereus de ltalia, Portugal, Espaia, Republica Checa y Reino Unido (Calzolariy
cols., 2012).

Los géneros Mansonia y Ochlerotatus también presentan flavivirus enddgenos: Nakiwogo
virus (NAKV) en Mansonia africana nigerrina en Africa (Cook y cols., 2009), Marisma
Mosquito Virus y Spanish Ochlerotatus Flavivirus en Ochlerotatus caspius de Espaiia
(Vazquez y cols., 2011), Mosquito Flavivirus OcFV en Ochlerotatus spp. de Italia (Cerutti y
cols., 2012) y Hanko virus (HANKV) de Ochlerotatus spp. de Finlandia (Huhtamo y cols.,
2012).

1.5 Arbovirus pertenecientes a la familia Togaviridae.
1.5.1 Generalidades de la familia Togaviridae.

La familia Togaviridae estd compuesta por dos géneros, Alphavirus y Rubivirus. El género
Alphavirus es el mayor de los dos y estd compuesto por 29 virus agrupados en 10
complejos antigénicos, la mayoria de ellos son transmitidos entre hospedadores
vertebrados y mosquitos vectores y son capaces de replicarse en una gran variedad de
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hospedadores, incluyendo mamiferos, aves, anfibios, reptiles y artropodos. En cambio, el
género Rubivirus estd compuesto por un solo miembro, el virus Rubeola, el cual estd
limitado solo a hospedadores humanos y se transmite por via respiratoria, congénita o
perinatal (Mahy y van Regenmortel, 2008).

Son virus envueltos con genoma ARN. La envoltura estd compuesta por una bicapa lipidica
derivada de la célula hospedadora y espiculas, cada espicula estd formada por 3
heterodimeros de las glicoproteinas E1 y E2. Algunos alphavirus pueden tener una tercera
proteina de envoltura, E3, como resultado del procesamiento del precursor PE2. Debajo
de la envoltura se encuentra la nucleocapside icosaédrica, compuesta por la proteina C, y
el ARN gendmico (figura 5) (MaclLachlan y Dubovi, 2011).

_d (FL‘} b Espiculas

heterodimero E1-E2

N
5

Envoltura

Proteina C

ARN genomico

Figura 5. Esquema del virion de Alphavirus. Modificado de Education expasy, Viral Zone 2010,
http://education.expasy.org/images/Togaviridae virion.jpg

El genoma de Togaviridae consiste en una uUnica molécula de ARN lineal de polaridad
positiva de 11-12 kb de tamafio, presenta metilacion en 5° (CAP) y poliadenilacion en su
extremo 3’. Los dos tercios 5° del genoma codifican las proteinas no estructurales, el otro
tercio en 3" no es traducido a partir del ARN gendmico, esta porcién del genoma se
traduce a partir de un ARNm subgendmico (sgRNA) (figura 6).
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Figura 6. Esquema del genoma de Alphavirus, Togaviridae. Tomado de Fenner’s Veterinary Virology. En
negro se representan las regiones del genoma que no se traducen. Los marcos de lectura abiertos (ORF, del
inglés open reading frames) estan representados en color amarillo, en el caso de codificar proteinas no
estructurales (NS ORF), y en color rojo, en el caso de codificar proteinas estructurales (S ORF). M;G
representa la estructura CAP en 5" y An la poliadenilacién en 3’. En la parte inferior se encuentra el ARN
subgendmico (sgRNA). Mtr: Metil transferasa; Hel: helicasa; Pro: proteasa; X: proteina de funcidn
desconocida; Rep: replicasa; CP: proteina de capside; E1, E2, E3: proteinas de envoltura (Maclachlan y
Dubovi, 2011).

El ciclo de replicacion viral comienza con la unién del virus a la célula hospedera a través
de la interaccidon entre la glicoproteina E2 y los receptores en la superficie celular (lectinas,
integrinas, lamininas). A continuacion el complejo virus-receptor es endocitado por via
dependiente de clatrina. La acidificacidén de las vesiculas produce rearreglo del dimero E1-
E2 y la formacion de un trimero de E1 que induce la fusion de la envoltura viral con la
membrana de la vesicula, liberando la nucleocapside al citoplasma. Una vez en el
citoplasma, el ARN gendmico actua como ARN mensajero para la traduccidon de las
proteinas no estructurales: NSP1 (metiltransferasa); NSP2 (NTPasa, helicasa y ARN
trifosfatasa); NSP3 (fosfoproteina) y NSP4 (ARN polimerasa ARN dependiente). Una vez
sintetizadas las proteinas no estructurales, se sintetizan las moléculas de ARN de polaridad
negativa (ARN intermediario). A continuacion, la replicasa viral comienza a sintetizar ARN
de polaridad positiva (ARNs gendmicos) a partir del ARN intermediario. Se sintetizan dos
moléculas de ARN gendmico a partir de una molécula de ARN intermediario. A
continuacion, se empaca el ARN gendmico en viriones y los ARNs subgendmicos se
traducen como una poliproteina estructural que serad procesada a proteinas estructurales
individuales. Las nucleocapsides se ensamblan en el citoplasma y la maduraciéon ocurre
por brotamiento a través de la membrana plasmatica de la célula hospedera (figura 7)
(Mahy y van Regenmortel, 2008).
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Figura 7. Esquema de la replicacidon viral de la familia Togaviridae. Modificado de Togaviridae: The Viruses
and Their Replication (Knipe y Howley, 2007).

1.5.2 Generalidades de los Alphavirus.

Los Alphavirus tienen distribucion mundial y causan una gran variedad de enfermedades
en los seres humanos, vertebrados terrestres domesticados y salvajes, asi como en peces
(salmdnidos). La mayoria de los alphavirus se mantienen en un ciclo enzoético que incluye
vectores artrépodos y hospedadores vertebrados o reservorios animales (Weaver y cols.,
2012).

La enfermedad que producen en humanos y/u otros animales se puede clasificar en: 1)
sindrome febril asociado a artralgia y/o erupcién, generado por los “alphavirus del viejo
mundo”: Ross River, Barmah Forest, Mayaro, O’Nyong nyong, Chikungunya y Sindbis; y 2)
encefalitis, ocasionadas por “alphavirus del nuevo mundo”: Virus de las Encefalitis Equinas
(del Este, del Oeste y Venezolana) y Semliki Forest (Maclachlan y Dubovi, 2011). Es
interesante notar que ciertos alfavirus que causan enfermedades similares se mantienen
en condiciones ecoldgicas diversas y presentan una distribucién muy amplia, tal es el caso
del virus Mayaro y O’'Nyong Nyong. El virus Mayaro se limita geograficamente a América
del Sur y Central y el virus O’'Nyong Nyong nunca se ha identificado fuera de Africa, ambos
virus virus causan signos clinicos y sintomas casi idénticos (Powers y cols., 2001).
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Existen 10 complejos antigénicos, determinados por la reactividad de las glicoproteinas de
envoltura (tabla 4). Los complejos pueden estar formados por una Unica especie viral,
estos son Barmah Forest (BF), Encefalitis Equina del Este (EEE), Encefalitis Equina
Venezolana (VEE), Middelburg (MID) y Ndumu (ND), o pueden estar formados por varias
especies virales, subtipos y variantes estrechamente relacionadas entre ellas, por ejemplo
Semliki forest (SF) y Western equine encephalitis (WEE) (Weaver y cols., 2012).

Tabla 4. Clasificacidn antigénica de los Alphavirus (Weaver y cols., 2012).

Complejo antigénico Miembros mas representativos

Bosque Barmah (BF) Barmah Forest
Encefalitis equina del este (EEE) Encefalitis equina del este
Middelburg (MID) Middelburg
Ndumu (ND) Ndumu
Bosque Semliki (SF) Semliki Forest
Chikingunya
O’Nyong-nyong
Getah
Ross River
Mayaro
Encefalitis equina venezolana (VEE) Encefalitis equina venezolana
Mosso das Pedras
Everglades
Mucambo
Pixuna
Rio Negro
Encefalitis equina del oeste (WEE) Encefalitis equina del oeste
Highlands J
Sindbis
Aura
Trocara Trocara
Enfermedad pancreatica de salmén Enfermedad pancreatica de salmén
Elefante marino del sur Elefante marino del sur

A nivel molecular, se han realizado estudios filogenéticos utilizando secuencias completas
del gen que codifica la glicoproteina de envoltura E1, éstos concuerdan con la clasificacién
en complejos antigénicos, con la excepcion de Middelburg, que segun estudios genéticos
pertenece al complejo SF. Los estudios filogenéticos indican que los alphavirus

|ll

transmitidos por mosquitos pueden haber surgido tanto en el “viejo mundo” como en el
“nuevo mundo”, con al menos dos introducciones transoceanicas para llegar a su
distribucidn actual. En los mismos, se infiere que los alphavirus salmoénidos aparentan ser

variantes o subtipos de nuevas especies de alphavirus (Powers y cols., 2001).
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1.5.3 Principales Alphavirus que circulan en América del Sur

En la tabla 5 se muestran los arbovirus pertenecientes al género Alphavirus mas
relevantes para la salud humana y animal en América del Sur, mas especificamente en el
cono sur del continente, con sus correspondientes vectores, reservorios y manifestaciéon
clinica.

Tabla 5. Alphavirus mas relevantes para la salud humana y animal en América del Sur (Weavery
Barrett, 2004).

Virus  Reservorio Vector enzodtico Vector epizoético Manifestacion
clinica
EEEV Avesy Culex (Mel) spp. Stegomyia spp. Febril, encefalitis
roedores Ochlerotatus spp.
WEEV Aves Cx. quinquefasciatus Ochlerotatus Febril, encefalitis
albifasciatus
VEEV Roedores Cx. (Mel) spp. Ochlerotatus spp. Febril, encefalitis
Psorophora spp.

EEEV: virus de la encefalitis equina del este; WEEV: virus de la encefalitis equina del oeste; VEEV: virus de la encefalitis
equina venezolana.

1.5.3.1Virus de la Encefalitis Equina del Este

El virus de la encefalitis equina del este (del inglés eastern equine encephalitis virus —EEEV)
causa enfermedad en humanos, equinos y aves de caza durante epizootias esporadicas.
Desde el siglo XIX este virus ha sido reconocido como un importante patdégeno veterinario
en América del Norte, es por ello, y porque se lo ha asociado con mortalidad en humanos,
que la mayoria de los estudios epidemioldgicos se han enfocado en esa region del
continente. En cambio, en América del Sur las infecciones suelen estar asociadas a equinos
y raramente a humanos (Weaver y cols., 1999). Igualmente, los casos de infeccién por
EEEV no son comunes, con un promedio de 5-10 casos anualmente en Estados Unidos
desde 1964. La ultima epidemia ocurrié en 1959 en New Jersey, con 32 casos humanos, de
los cuales 22 fueron fatales (Weaver y cols., 2012).

El ciclo de transmisidn primario de EEEV en América del Norte es entre aves paseriformes
y zancudas y mosquitos Culiseta melanura. El principal vector en la transmisidn del virus a
equinos y humanos son mosquitos de los géneros Stegomyia, Coquilettidia y Culex, que se
alimentan tanto de aves como de mamiferos, ya que Cs. melanura es un mosquito
ornitofilico. El ciclo de transmisidon del virus en América del Sur no estd completamente
caracterizado, debido principalmente a la baja ocurrencia de casos clinicos, pero se cree
qgue mosquitos Culex del subgénero Melanoconion son el principal vector enzodtico,
teniendo como hospedador a aves y pequeiios mamiferos (Arrigo y cols., 2010; Zacks y
Paessler, 2010).
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En América del Sur solo se han reportado dos casos fatales por EEEV en humanos, uno en
Brasil y otro en Trinidad, mientras que en América del Norte se han registrado, desde 1964
hasta 2010, 270 casos (Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades -CDC-,
2011). En Brasil el virus ha causado epizootias en equinos en las regiones norte, noreste y
sureste del pais (Figueiredo, 2007). El reporte mas reciente corresponde a brotes
ocurridos en los estados de Paraiba, Pernambuco y Ceara, en 2008 y 2009, en los que
fueron afectados 229 equinos de 93 granjas, con una fatalidad de 73% (Silva y cols., 2011).

En Argentina, en 1981 se registrd la primera epizootia por EEEV. La misma ocurrié en la
provincia de Santiago del Estero y presentd una incidencia de 17% y una tasa de fatalidad
de 61%, sin registrarse casos humanos (Sabattini y cols., 1991). El Ultimo brote registrado
corresponde a la provincia de Chaco, en el afio 1988 (Sabattini, 2010).

En Uruguay, los ultimos datos de EEEV en humanos corresponden a la década del 70, en
los que se encontrd una prevalencia de anticuerpos anti-EEEV de 6% en nifios y de 2% en
adultos (Somma-Moreira y cols., 1970). Posteriormente, en el afio 2007 se detectd
genoma viral, mediante RT-PCR genérica para alphavirus y posterior andlisis filogenético,
en mosquitos Cx. pipiens de la ciudad de Fray Bentos, departamento de Rio Negro
(Burgueno, 2007).

1.5.3.2Virus de la Encefalitis Equina del Oeste

El Virus de la Encefalitis Equina del Oeste (del inglés western equine encephalitis virus —
WEEV) causa mas infecciones en humanos que el EEEV, pero la enfermedad que produce
es menos severa y la mortalidad es de 10%. Segun el CDC, en Estados Unidos se han
registrado 639 casos humanos desde 1964 hasta 2005. La tasa anual de casos ha
disminuido desde el afio 1988, registrandose uno a dos casos humanos anualmente.
Debido a que no hay evidencia de un descenso en la virulencia de WEEV, se ha atribuido el
menor numero de casos a cambios en los procedimientos de irrigacién y a los programas
de control de mosquitos (Forrester y cols., 2008).

En la zona oeste de América del Norte el virus se transmite enzodticamente entre aves
paseriformes y mosquitos Culex tarsalis. Durante las epizootias, las aves domésticas y
salvajes son los principales hospedadores amplificadores, aunque también puede ocurrir
amplificacidén entre lagomorfos y roedores y mosquitos del género Stegomyia (Weaver y
cols., 1997). Mientras que de América del Sur, solo se cuenta con datos de Argentina,
siendo Ochlerotatus albifasciatus el vector epizodtico (Aviles y cols., 1992) y se cree que
los conejos podrian ser los hospedadores amplificadores, ya que se identificd sangre de
Leporidae en los mosquitos vectores (Mitchell y cols., 1987).

En América del Sur se han registrado pequefas epizootias de WEEV en caballos, en
Guyana, Ecuador, Brasil, Argentina y Uruguay, habiéndose registrado casos humanos en
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Argentina, en la provincia de Rio Negro, en brotes epidémicos ocurridos en 1982-1983
(Sabattini, 2010).

En Uruguay, el estudio seroldgico sobre circulacién de arbovirus realizado por Somma vy
cols. reporta prevalencias de 3% en nifios y 1% en adultos (Somma-Moreira y cols., 1970).

1.5.3.3Virus del complejo de la encefalitis equina venezolana

La encefalitis equina venezolana es una enfermedad infecciosa emergente en América
Latina, se han registrado brotes durante décadas en paises con circulacién enzodtica. La
puesta en marcha de sistemas de vigilancia ha permitido detectar casos humanos en
paises y zonas en las que se desconocia su actividad. Se desconoce la morbilidad asociada
a esta enfermedad en las zonas de endemicidad de América del Sur, probablemente
porque ha quedado oculto “bajo el paraguas del dengue”. Se cree que la enfermedad por
VEEV podria representar hasta un 10% de los casos atribuidos a fiebre dengue, debido
principalmente a que los signos y sintomas de ambas enfermedades son similares (Aguilar
y cols., 2011).

El complejo antigénico de la Encefalitis Equina Venezolana (del inglés venezuelan equine
encephalitis -VEE) esta integrado por diferentes especies virales: virus de la encefalitis
equina venezolana (VEEV), Mosso das Pedras, Everglades, Mucambo, Tonate, Pixuna
(PIXV), Cabassou y Rio Negro (RNV) (tabla 6). Epidemiolégicamente, se clasifican en
enzodticos y epizodticos. Los virus enzoodticos son transmitidos entre roedores
hospedadores y mosquitos Culex (Melanoconion) spp. en ambientes selvaticos o
pantanosos, no son virulentos para los equinos y generalmente producen viremia muy
baja, sin embargo algunos son patogénicos para humanos. Los virus epizodticos son
transmitidos por mosquitos Psorophora sp. y Stegomyia sp. y peridodicamente producen
brotes que involucran equinos y humanos, con tasas de mortalidad de 19 a 83% en
equinos y enfermedad neurolégica en humanos en un 4-14% de los casos. Ademas, los
VEEV epizodticos se han considerado como potenciales armas bioldgicas, ya que se
pueden transmitir a humanos por aerosoles y son faciles de producir a gran escala
(Carrara y cols., 2007; Weaver y Barrett, 2004).
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Tabla 6. Virus del complejo de la VEE (Aguilar y cols., 2011; Weaver y Barrett, 2004).

Especie Subtipo Patron de Manifestacion Distribucion geografica Vector
viral transmision clinica

VEEV AB Epizodtico Febril, encefalitis  América del Norte, Sur y Central Ochlerotatus, Psorophora spp
C Epizodtico Febril, encefalitis  América del Sur Ochlerotatus, Psorophora spp
D Enzodtico Febril, encefalitis  Ameérica del Sur, Panama Culex (Melanoconion) spp.
E Enzodtico Febril, encefalitis  América Central, Méjico Culex taeniopus

Mosso das - Enzodtico No reconocida Brasil Desconocido

Pedras

Everglades - Enzodtico Febril, encefalitis  Florida (Estados Unidos) Culex cedesi

Mucambo A Enzodtico Febril, mialgia América del Sur, Trinidad Culex portesi
B Enzodtico Febril, encefalitis  Brasil, Colorado (E. Unidos) Desconocido
C Enzodtico Desconocido Peru Desconocido
D Enzodtico Febril Peru Culex gnomatos

Pixuna - Enzodtico Febril, mialgia Brasil St. hastanus, St. aegypti

Cabassou - Enzodtico No reconocida Guinea Francesa Desconocido

Rio Negro - Enzodtico Febril, mialgia Argentina Desconocido

En Argentina circulan dos especies virales del complejo de la encefalitis equina
venezolana: Rio Negro (RNV) y Pixuna (PIXV). El RNV circula solo en Argentina, fue aislado
por primera vez en 1980 a partir de mosquitos Culex delpontei de la provincia de Chaco
(Mitchell y cols., 1985). En 1989 éste virus provocé un brote de enfermedad febril en
humanos en la isla General Belgrano, provincia de Formosa y estudios seroldgicos
posteriores demostraron que el virus continua circulando en esa region (Camara y cols.,
2003). Mas recientemente se reporto la circulacion de RNV en mosquitos de las provincias
de Chaco (Pisano y cols., 2010b), Tucuman (Pisano y cols., 2010a) y Cérdoba (Pisano y
cols., 2012), demostrando una distribucién mas amplia del virus en el pais. El PIXV fue
detectado por primera vez en Argentina en mosquitos Oc. hastatus oligopistus de la
provincia de Chaco (Pisano y cols., 2010b), y posteriormente se detectdé en mosquitos
Stegomyia aegypti capturados en Tucuman (Pisano y cols., 2010a). Los virus epizodticos se
han detectado en caballos previamente vacunados contra los virus EEEV y WEEV, debido a
gue las vacunas estaban contaminadas con virus VEEV y mal inactivadas. Esta situacion se
repitidé en varias epizootias producidas por los virus EEE y/o WEE y también en periodos
interepizodticos, a raiz de estos hechos se incrementd la cobertura de vacunacion, y el
problema de la contaminacion de las vacunas fue solucionado con estrictos controles
(Sabattini, 2010).

En el sudeste de Brasil circula el virus Mosso das Pedras, dénde causa enfermedad febril y
diarrea en los individuos que visitan la selva tropical atlantica (Figueiredo, 2007; Romano-
Lieber e Iversson, 2000). En tanto en la regién amazdnica y en el estado de Paran3,
circulan los virus Mucambo y PIXV, presentando el virus Mucambo la mayor prevalencia
(Fernandez y cols., 2000; Vasconcelos y cols., 1991).

En Uruguay no hay antecedentes de circulacién de ninguno de los integrantes del
complejo de la encefalitis equina venezolana.
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2. OBIJETIVOS
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2.1 Objetivo general

Estudiar la circulacion de los arbovirus en Uruguay en dos actores del ciclo de transmision:

vectores y hospedadores finales, identificando y caracterizando los virus detectados.

2.2 Objetivos especificos

e Detectar la presencia de flavivirus y alphavirus en poblaciones de mosquitos del
pais.

* |dentificar y caracterizar genéticamente los virus hallados en mosquitos.

e Detectar anticuerpos neutralizantes de flavivirus y alphavirus (EEEV, WEEV, VEEV,
PIXV, RNV, WNV y SLEV) en sueros de equinos.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1 Estudios moleculares en mosquitos
3.1.1 Seleccion de las areas y métodos de trampeo de los mosquitos

El muestreo de mosquitos se realizé en los sitios mas probables de circulacion de los
arbovirus en Uruguay: departamentos fronterizos con Argentina y Brasil, y la capital de
pais. También se incluyeron los departamentos de Canelones y Colonia debido a su
relevancia como centros de actividad turistica.

Se realizaron muestreos de mosquitos en los departamentos de Artigas, Canelones,
Colonia, Montevideo, Rio Negro, Paysandu, Rivera, Salto y Soriano, utilizando 2 métodos
de captura: 1) captura manual por succién directa dentro de los mddulos habitacionales y
2) captura con trampas de luz CDC adicionadas con 500g de hielo seco (CO,) en espacios
abiertos peridomiciliarios urbanos y sub-urbanos (modelos 512 y 712, The John W. Hock
Company, Florida, USA). Las capturas se realizaron en los meses de primavera, verano y
otofio y se relevaron ambientes urbanos y sub-urbanos.

Se colocaron de 1 a 6 trampas por captura y se mantuvieron de 2 a 3 noches desde las
18hs hasta las 8hs del dia siguiente. Los ejemplares capturados se colocaron en hielo seco
durante el traslado al laboratorio y luego permanecieron a -802C en tubos de 1,5 mL
estériles, hasta su posterior clasificacion.

3.1.2 Clasificacidn y procesamiento de mosquitos

La identificacion de los mosquitos se realizé segin el “Sistema de claves de Darsie”
(Darsie, 1985) en la Seccion Entomologia de la Facultad de Ciencias. Durante todo el
proceso, se mantuvo la cadena de frio mediante la colocaciéon de bafo de agua-hielo
debajo de la placa de Petri y la utilizacidn de luz de fibra éptica que no transmite calor. Se
realizaron pooles de mosquitos (de 1 hasta 50 ejemplares por pool) separandolos por
localidad, especie y sexo, las hembras también se separaron segun estén alimentadas de
sangre o no. Posteriormente se almacenaron en tubos de 1,5 mL estériles a -802C hasta su
procesamiento.

Los pooles de mosquitos se trituraron individualmente utilizando pequefios morteros de
polipropileno autoclavables (“pellet pestles”, Sigma-Aldrich, USA), se homogeneizaron con
1 mL de medio de cultivo de células MEM (Eagle Minimal Essential Medium, Gibco®,
Invitrogen, USA), se centrifugaron 30 minutos a 10000 rpm a 42C y se almacend el
sobrenadante de cada pool (“homogeneizado de mosquitos”) en un tubo de 1,5 mL estéril
a -802C.

28




3.1.3 Extraccion de ARN total y RT-PCRs
3.1.3.1 Extraccion de ARN total

Se extrajo ARN total de cada homogeneizado de mosquitos utilizando TRIZOL (Invitrogen,
USA). En un tubo de 1,5 mL estéril se colocé 750 pL de TRIZOL®, 200 pL de cloroformo, 0,5
ML de Glicégeno (Qiagen, USA) y 200 pL de homogeneizado de mosquitos, se mezclé por
vortex durante 2 min y se dejo reposar durante 20 min a temperatura ambiente. Luego se
centrifugd durante 15 min a 14000 rpm a 42°C. Se recuperé la fase superior (600 pL
aproximadamente) en otro tubo estéril, a ésta se le agregd 600 L de isopropanol a -202C,
se mezcld por inversidn y se incubd durante 24 hs a -202C. Se centrifugé 20 min a 14000
rom a 42C, se descartd el isopropanol. Posteriormente se lavo el precipitado con 1 mL de
etanol 70%, se centrifugd 15 min a 14000 rpm a 49C. Se descartd el etanol y se secd
ligeramente el precipitado obtenido a 372C. Finalmente se resuspendio en 35 |IL de agua
libre de RNasas a 372C y se almacend a -80°C.

3.1.3.2  RT-PCR para Flavivirus (Flaviviridae)
3.1.3.2.1 RT-PCR anidada genérica, gen NS5 (fragmento de 143 pb)

La RT-PCR anidada genérica para flavivirus que amplifica un fragmento de 143 pares de
bases (pb) del gen NS5 se realizé de acuerdo a Sanchez-Seco y cols con modificaciones
(Sanchez-Seco y cols., 2005). Para la transcripcién reversa de ARN a ADNc y posterior
amplificacion (primer amplificacidn) se utilizé el kit SuperScript™ One Step RT-PCR con
Platinum® Tagq (Invitrogen, USA) en un termociclador PCR Sprint Termal Cycler (Thermo
Electron Corporation, USA) o Mastercycler® personal (Eppendorf, USA). En |la Tabla 7 se
detalla la secuencia de los oligonucledtidos utilizados, éstos son degenerados y estan
basados en motivos conservados en la regidn del gen NS5. En el esquema 2 se muestra la
ubicacién de los mismos en el gen NS5.

Se adicionaron 5 YL de ARN total a 45 UL de mezcla de reaccién conteniendo 2,4 mM
MgS0O,, 0,4 mM de cada dNTP, 40 pmoles de cada primer (Flavi 1+ y Flavi 1-) y 1 UL de
SuperScript™ 11 / Platinum® Tag (Invitrogen, USA). Se realizé un ciclo inicial a 45°C por 30
min y 94°C por 2 min, seguido de 40 ciclos a 94°C por 30 seg, 47°C por un min y 68°C por 1
min y 15 seg. La extensidn final fue a 68°C por 5 min.

La reaccion de PCR anidada se realizé en un volumen final de 50 L, conteniendo 1,5 mM
de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 40 pmoles de cada oligonucleétido (Flavi 2+ y Flavi 2-), 5
U/UL de Tag DNA polimerasa (Invitrogen, USA) y 1 L del producto de la primer
amplificacién. Se realizd una etapa de desnaturalizacién inicial a 94°C durante 2 min,
seguido de 40 ciclos a 94°C por 30 segs, 47°C por 1 min y 72°C por 30 seg. La extension
final fue a 72°C por 5 min.
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Se utiliz6 como control positivo un ARN extraido a partir de un cultivo celular (células
C6/36) infectado con el SLEV (cedido por el Laboratorio de Arbovirus, Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

A continuacion, 5 UL de cada mezcla de reaccidn de PCR anidada se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% conteniendo 1 pg/mL de bromuro de etidio en
buffer TBE (Tris borato EDTA) 1X. Los productos se visualizaron bajo luz UV. Se incluyo
marcador de ADN de 100 pb en cada gel.

3.1.3.2.2 RT-PCR semi-anidada genérica, gen NS5 (fragmento de 262pb)

La RT-PCR semi-anidada genérica para flavivirus que amplifica un fragmento de 262 pb de
NS5 se realizd de acuerdo a Hoshino y cols., 2007, con modificaciones (Hoshino y cols.,
2007). Para la transcripcion reversa de ARN a ADNc y posterior amplificacion se utilizo el
kit SuperScript™ One Step RT-PCR con Platinum® Tag (Invitrogen) en un termociclador
PCR Sprint Termal Cycler (Thermo Electron Corporation) o Mastercycler® personal
(Eppendorf, USA). En la Tabla 7 se muestra la secuencia de los oligonucledtidos utilizados
para amplificar una regién del gen NS5. En el esquema 2 se muestra la ubicacién de los
mismos en el gen NS5.

Debido a que en el articulo no se indica la temperatura de hibridacidn, se realizé una RT-
PCR en gradiente de temperaturas de hibridacién con controles positivos, en un rango de
51-62°C. Se obtuvo un mayor rendimiento a 58°C.

5 UL de ARN total se adicionaron a 45 UL de mezcla de reaccion de RT-PCR conteniendo
2,4 mM MgSQ,, 0,4 mM de cada dNTP, 40 pmoles de cada primer (FU1 y cFD3), 1 L de
SuperScript™ 11 / Platinum® Tag. Se realizé un ciclo inicial a 45°C por 30 min y 94°C por 2
min, seguido de 40 ciclos a 94°C por 30 seg, 58°C por un min y 68°C por 1 miny 15 seg. La
extension final fue a 68°C por 5 min.

La reaccion de PCR semi-anidada se realizé en un volumen final de 50 L, conteniendo 1,5
mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 40 pmoles de cada oligonucleétido (FU1 y cFD2),
S5U/UL de Tag DNA polimerasa de Invitrogen y 1 uL del producto de la primer
amplificacién. Se realizé una etapa de desnaturalizacidn inicial a 94°C durante 2 minutos,
seguido de 40 ciclos a 94°C por 30 seg, 58°C por 1 miny 72°C por 30 seg. La extension final
fue a 72°C por 5 min.

Se utilizd el mismo control positivo que en el apartado 3.1.3.2.1.

La visualizacion de los productos de la reaccién de PCR semi-anidada se realizé del mismo
modo que en el apartado 3.1.3.2.1.
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3.1.3.2.3 RT-PCR genérica, gen NS3 (fragmento de 452pb)

La RT-PCR genérica para flavivirus que amplifica un fragmento de 452 pb del gen NS3 se
realizd de acuerdo a Hoshino y cols., con modificaciones (Hoshino y cols., 2007).

Para la transcripcion reversa del ARN a ADNc y posterior amplificacidon se utilizé el kit
SuperScript™ One Step RT-PCR con Platinum® Tag (Invitrogen) en un termociclador PCR
Sprint Termal Cycler (Thermo Electron Corporation, USA). En la Tabla 7 se muestra la
secuencia de los oligonucledtidos utilizados para amplificar una regién del gen NS3 y en el
esquema 1 la ubicacién de los mismos en el gen NS3.

Se adicionaron 5 L de ARN total a 45 YL de mezcla de reacciéon de RT-PCR conteniendo
2,4 mM MgS0,, 0,4 mM de cada dNTP, 40 pmoles de cada primer (Fla-U5004 y Fla-L5457),
1L de SuperScript™ Il / Platinum® Tagq. Se realizé un ciclo inicial a 45°C por 30 minutos y
94°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 65°C por un minuto y
68°C por 1 minuto y 15 segundos. La extension final fue a 68°C por 5 minutos.

Se utilizd el mismo control positivo que en el apartado 3.1.3.2.1.

La visualizacion de los productos de la reaccién de RT-PCR se realizé del mismo modo que
en el apartado 3.1.3.2.1.

3.1.3.2.4 RT-PCR anidada para Culex Flavivirus, gen NS5 (fragmento de 206pb)

La RT-PCR anidada para Culex Flavivirus que amplifica un fragmento de 206 pb del gen NS5
se realizd segiin Newman y cols., con modificaciones (Newman y cols., 2011).

Para la transcripcion reversa del ARN a ADNc y posterior amplificacidon se utilizé el kit
SuperScript™ One Step RT-PCR con Platinum® Tag (Invitrogen) en un termociclador PCR
Sprint Termal Cycler (Thermo Electron Corporation). En la Tabla 7 se muestra la secuencia
de los oligonucledtidos utilizados. En el esquema 2 se muestra la ubicacién de los mismos
en el gen NS5.

Se adicionaron 5 UL de ARN total a 45 [IL de mezcla de reaccion RT-PCR conteniendo 2,4
mM MgSO,, 0,4 mM de cada dNTP, 40 pmoles de cada primer (FU2 y cFD3), 1uL de
SuperScript™ Il / Platinum® Tag. Se realizé un ciclo inicial a 45°C por 30 minutos y 95°C
por 15 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos y 68°C
por 2 minutos y 30 segundos. La extensién final fue a 68°C por 10 minutos.

La reaccion de PCR anidada se realizd en un volumen final de 50 UL, conteniendo 1,5 mM
de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 40 pmoles de cada oligonucledtido (CxFV_9131F vy
CxFV_9337R), 5 U/UL de Tag DNA polimerasa (Invitrogen, USA) y 1 pL del producto de la
primera amplificacién. Se realizé una etapa de desnaturalizacidn inicial a 94°C durante 4
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minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 57°C por 30 minutos y 72°C por 45
segundos. La extension final fue a 72°C por 7 minutos.

La visualizacion de los productos de la reaccién de RT-PCR se realizé del mismo modo que
en el apartado 3.1.3.2.1.

3.1.3.2.5 RT-PCRs anidadas para Culex Flavivirus, gen NS5 (fragmento de 1934pb)

Las RT-PCRs anidadas para amplificar 1934 pb del gen NS5 se realizaron segin Newman y
cols., con modificaciones (Newman y cols., 2011).

Para la transcripcion reversa del ARN a ADNc y posterior amplificacidon se utilizé el kit
SuperScript™ One Step RT-PCR con Platinum® Tag (Invitrogen) en un termociclador PCR
Sprint Termal Cycler (Thermo Electron Corporation, USA). En la Tabla 7 se muestra la
secuencia de los oligonucledtidos utilizados. En el esquema 2 se muestra la ubicacién de
los mismos en el gen NS5.

Se adicionaron 5 L de ARN total a 45 YL de mezcla de reacciéon de RT-PCR conteniendo
2,4 mM MgSQ, 0,4 mM de cada dNTP, 40 pmoles de cada primer (CxFV_8880F vy
CxFV_10814R), 1jL de SuperScript™ 11 / Platinum® Tag. Se realizé un ciclo inicial a 45°C
por 30 minutos y 95°C por 15 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 50°C
por 30 segundos y 68°C por 2 minutos y 30 segundos. La extension final fue a 68°C por 10
minutos. A continuacién se realizaron 3 PCR anidadas solapantes que en conjunto
permiten amplificar un fragmento de 1934pb (PCR anidada 1: 658pb; PCR anidada 2:
672pb; PCR anidada 3: 632pb).

Cada una de las 3 reacciones de PCR anidadas se realizaron en un volumen final de 50 pL,
conteniendo 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 40 pmoles de cada oligonucleétido
(PCR anidada 1: CxFV_8880F y CxFV_9538R; PCR anidada 2: CxFV_9516F y CxFV_10188R;
PCR anidada 3: CxFV_10182F y CxFV_10814R), 5 U/uL de Tag DNA polimerasa (Invitrogen,
USA) y 1 pL del producto de la RT-PCR.

Las condiciones de ciclado de las 3 PCR anidadas fueron idénticas, consistiendo de una
etapa de desnaturalizacién inicial a 94°C durante 4 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C
por 30 segundos, 55°C por 30 minutos y 722C por 1 minuto. La extension final fue a 72°C
por 7 minutos.

La visualizacion de los productos de la reaccién de RT-PCR se realizdé del mismo modo que
en el apartado 3.1.3.2.1.
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Tabla 7. Oligonucledtidos utilizados para amplificar Flavivirus.

Nombre Posicion* Secuencia
cFD2 9096-9070 5- GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC -3’
cFD3 9963-9940 5- AGCATGTCTTCCGTGGTCATCCA -3’

CxFV_10182F 10182-10203 5’- CAACCGACGRCGTGTTCTGGTG -3’
CxFV_10188R 10167-10188 5’- GTTGTTCTCTACGAGTCGCGTG -3’
CxFV_10814R 10791-10814 5’- AGACGTGAACAAAAGCTTGCCCAC -3’

CxFV_8880F
CxFV_9131F
CxFV_9337R
CxFV_9516F
CxFV_9538R
Fla-L5457
Fla-U5004
Flavi 1-

Flavi 1+
Flavi 2-

Flavi 2+

FU1

8880-8904 5’- GGAGAAGAAGCCGTCCTCTTTCGG -3’
9131-9154 5-TTGTGGTTCTTGCTGGACCAAGTG -3’
9360-9337 5’- ATTCTCCCAACCTGGTTCTTCCCA -3’
9516-9537 5’- CCACACCAGTCTAAGGTACATC -3’
9517-9538 5’- CTCGGTCGGTTGCAAGTTCTTG -3’
5290-5310 5’- GTGAARTGDGCYTCRTCCAT -3’
4858-4878 5’- GGAACDTCMGGHTCNCCHAT -3’
9255-9233 5’- TCCCAICCIGCIRTRTCRTCIGC =3’
7871-7897 5’- GAYYTIGGITGYGGIIGIGGIRGITGG -3’
9130-9107 5’- CCARTGITCYKYRTTIAIRAAICC -3~
8987-9006 5’- YGYRTIYAYAWCAYSATGGG -3’
8834-8860 5°- TACAACATGATGGGAAAGAGAGAGAA -3’

* Posicion relativa a la secuencia de referencia de CxFV del GenBank (nimero de acceso NC_008604)
R=AG, Y=CT, K=GT, W=AT, S=CG, D=AGT, H=ACT, N=ACGT.

Esquema 1. Ubicacién de los oligonucleétidos utilizados para amplificar una region de 452 pb del
gen NS3 de flavivirus (apartado 3.1.3.2.3).

~4500 ~6200

NS3 |

- <4==
Fla-U5004 Fla-L5457

452 pb
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Esquema 2. Ubicacién de los oligonucledtidos utilizados para amplificar diferentes regiones del
gen NS5 de flavivirus (apartados 3.1.3.2.1, 3.1.3.2.2,3.1.3.2.4 y 3.1.3.2.5).

~7500 ~10900
- =) ¢ <=
Flavi 1+ Flavi2+ Flavi 2- Flavi 1-
[ <==
FU1 cFD2
- <=m
FU2 cFD3
[
CxFV_9131F CxFV_9337R
=) ) mm 4= =) <4==
CxFV_8880F CxFV_9516F CxFV_9538R CxFV_10188RCxFV_10128F CxFV_10814R
143 pb
262 pb
206 pb
658 pb
672 pb
632 pb

3.1.3.3 RT-PCR genérica anidada para Alphavirus (Togaviridae), gen NSP4 (fragmento de
195pb)

La RT-PCR anidada genérica que amplifica un fragmento de 195 pb del gen NSP4 de
Alphavirus se realizé de acuerdo a Sanchez-Seco y cols. (Sanchez-Seco y cols., 2001).

Para la transcripciéon reversa de ARN a ADNc y posterior amplificaciéon (primer
amplificacién) se utilizé el kit SuperScript™ One Step RT-PCR con Platinum® Tag
(Invitrogen, USA) en un termociclador PCR Sprint Termal Cycler (Thermo Electron
Corporation, USA) o Mastercycler® personal (Eppendorf, USA). En la Tabla 8 se detalla la
secuencia de los oligonucledtidos utilizados, éstos son degenerados y estdn basados en
motivos conservados en la region del gen NSP4. En el esquema 3 se muestra la ubicacion
de los mismos en el gen NSP4.

Se adicionaron 5 pL de ARN total a 45 YL de mezcla de reacciéon de RT-PCR conteniendo
2,4 mM MgSQy, 0,4 mM de cada dNTP, 40 pmoles de cada primer (Alpha 1+ y Alpha 1-)y 1
ML de SuperScript™ Il / Platinum® Tag (Invitrogen, USA). Se realizé un ciclo inicial a 45°C
por 30 minutos y 94°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 52°C
por un minuto y 68°C por 30 segundos. La extension final fue a 68°C por 5 minutos.
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La reaccion de PCR anidada se realizé en un volumen final de 50 L, conteniendo 1,5 mM
de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 40 pmoles de cada oligonucledtido (Alpha 2+ y Alpha 2-),
5 U/UL de Tag DNA polimerasa (Invitrogen, USA) y 1 UL del producto de la primer
amplificacién. Se realizé una etapa de desnaturalizacidn inicial a 94°C durante 2 minutos,
seguido de 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 52°C por 1 minuto y 722C por 30 segundos.
La extension final fue a 72°C por 5 minutos.

Se utilizé como control positivo un ARN extraido a partir de un cultivo celular infectado
con el VEEV cepa TC-83 (cedido por el Laboratorio de Arbovirus, Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

La visualizacion de los productos de la reaccién de RT-PCR se realizé del mismo modo que
en el apartado 3.1.3.2.1.

Tabla 8. Oligonucledtidos utilizados para amplificar Alphavirus.

Nombre Posicion* Secuencia
Alpha 1+ 6137-6172 5°- GAYGCITAYYTIGAYATGGTIGAIGG -3’
Alpha 1- 6618-6593  5°- KYTCYTCIGTRTGYTTIGTICCIGG -3’
Alpha 2+ 6315-6339 5°- GIAAYTGYAAYGTIACICARATG -3°
Alpha 2- 6509-6485 5°- GCRAAIARIGCIGCIGCYTYIGGICC -3°

* Posicion relativa a la secuencia de referencia de VEEV del GenBank (nimero de acceso NC_001449)
R=AG, Y=CT, K=GT, W=AT, S=CG, D=AGT, H=ACT, N=ACGT.

Esquema 3. Ubicacién de los oligonucleétidos utilizados para amplificar 195 pb del gen NSP4 de
alphavirus.

~6000 ~8000

m
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3.1.4 Clonaje de fragmento de 143pb de flavivirus en el plasmido CloneJET

Los productos de PCR que mostraron banda de intensidad débil en gel de agarosa y
secuencias poco claras se clonaron utilizando el kit CloneJET (CloneJET™ PCR Cloning Kit
(Fermentas, Thermo Scientific). Se mezclaron 2 L del producto de PCR con: 1 UL de la
enzima DNA Blunting, 10 UL de buffer de reaccion 2X y 5 UL de agua libre de RNasas y
DNasas. La mezcla se homogeneizé y se centrifugd durante 5 segundos. Se incubé a 70°C
durante 5 minutos. A la mezcla se agregé 1 L del plasmido pJET1.2/Blunt (50 ng/pl) y 1 uL
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de la enzima T4 DNA ligasa (5U/pL). Se homogeneizd la mezcla y se centrifugd durante 5
segundos. La mezcla de ligacién se incubd a 22°C durante 30 minutos.

Se utilizaron 2,5 YL del producto de la ligacion obtenido para transformar 25 pL de
bacterias E.coli NEB 5-alpha (NEB 5-alpha Competent E. coli, High Efficiency, New England
BiolLabs). Se sembraron placas de agar LB (1% bactotriptona, 0,5% extracto de levadura,
0,17 M NacCl, 1,5% agar, 100 pg/mL de Ampicilina) con el producto de la transformacion y
se incubd toda la noche en estufa a 37°C. Los cultivos liquidos de bacterias se realizaron
en medio LB (1% bactotriptona, 0,5% extracto de levadura, 0,17 M NaCl, 100 pug/mL de
Ampicilina), con agitacion a 220 rpm a 37°C durante toda la noche. La extraccion vy
purificacién del ADN plasmidico se realizé usando QlAprep® Miniprep (Qiagen, Estados
Unidos). El ADN se eluyd en 50 L de agua libre de RNasas y DNasas y se almacend a -20°C.
Finalmente se liberd el inserto del plasmido mediante la digestion con la enzima de
restriccion Bglll (Fermentas, Thermo Scientific).

3.1.5 Secuenciacidn y Analisis Filogenético

Los productos de PCR se purificaron usando QlAquick Gel Extraction (Qiagen, Estados
Unidos) o NucleoSpin Extract Il (Macherey-Nagel, Diren, Alemania) y se realizd la
secuenciacion de ambas hebras con los oligonucleétidos utilizados en cada PCR (Macrogen
Inc, Korea).

Las secuencias nucleotidicas obtenidas se revisaron y se editaron manualmente, utilizando
el programa BioEdit (Hall, 1999). Posteriormente se compararon con la base de datos
GenBank utilizando el algoritmo BLAST, opcion “blastn” (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

El alineamiento de secuencias se realizé utilizando ClustalW (Larkin y cols., 2007) y MEGA
v5 (Tamura y cols., 2011). Para ello se incluyeron las secuencias de las muestras positivas y
un conjunto de secuencias representativas de cada género de virus, obtenidas del
GenBank. El modelo de sustitucién mas adecuado para el set de datos fue estimado con
Modelgenerator (http://bioinf.may.ie/software/modelgenerator). Las filogenias fueron

construidas utilizando el criterio de maxima verosimilitud, con los programas PhyML
(www.atgc-montpellier.fr/phyml) y MEGA v5. El soporte estadistico de los nodos fue

calculado mediante aLRT (approximate likelihood-ratio test) y bootstrap (1000 réplicas)
respectivamente.

3.2 Estudios seroldgicos en equinos
3.2.1 Seleccion de muestras

Se seleccionaron 425 sueros de caballos del afio 2007 cedidos por la Division de
Laboratorios Veterinarios (DILAVE), Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca. Las

36




mismas fueron obtenidas de equinos asintomaticos provenientes de distintos
establecimientos de los 18 departamentos del interior del pais. Ninguno de los equinos
habia sido vacunado previamente contra arbovirus. Los sueros se mantuvieron a -80°C en
DILAVE y a -202C en la Seccion Virologia hasta su procesamiento.

3.2.2 Preparacion de los sueros

Los sueros se inactivaron en bafio de agua a 56°C durante 30 minutos, se centrifugaron a
10000 rpm por 30 minutos y se recuperd el sobrenadante en un nuevo tubo estéril de 1,5
mL. Finalmente, se realizé una dilucién 1:5 con MEM (Gibco®, Invitrogen, Estados Unidos).

3.2.3 Tamizaje de sueros por test de neutralizaciéon por reduccion de placas (PRNT)
para SLEV, WNV, EEEV, WEEW, VEEV y RNV

Para el tamizaje inicial de los sueros se siguio el protocolo de test de neutralizacién por
reduccion de placas (PRNT) de Early y cols., con modificaciones (Early y cols., 1967). En
una placa de 96 pocillos estéril se mezclaron 60 UL de una diluciéon 1:5 de cada suero
problema con 60 YL de una dilucidn del virus a ensayar (concentracion: 100 unidades
formadoras de placas-ufp), en la tabla 9 se indican los virus ensayados. Las mezclas de
neutralizacion se incubaron una hora en estufa a 37°C. Luego se inocularon 100 L de cada
mezcla de neutralizacidon en cada pocillo de una multi-placa (de 48 pocillos) de células
Vero (células epiteliales de rifidn de mono verde africano). Se incluyeron tres controles
virales en cada multi-placa de células, de 50, 25 y 12 ufp. La multi-placa se incubd una
hora en estufa a 37°C con 5% de CO,, con agitacion manual cada 15 minutos. A
continuacion se agrego a cada pocillo 0,5 mL de una mezcla de agarosa al 1% con MEM 2X
(suplementado con 10% de suero fetal bovino-SFB, 1% Glutamina y 1% Gentamicina).
Finalmente, se incubd la multi-placa en estufa a 37°C con 5% CO,, de 3 a 7 dias
dependiendo del virus (ver tabla 9).

Una vez cumplido el tiempo de incubacién, el ensayo se detuvo con 0,5 mL de formol 10%
por pocillo (90 minutos de incubacién) y luego se lavaron las placas bajo agua corriente, se
secaron y se tifieron con cristal violeta 1% durante 10 minutos. Finalmente, se retira el
cristal violeta bajo agua corriente, se secan las placas y se cuentan las placas a trasluz.

Se utilizé como punto de corte de positividad una reduccion de mas del 80% de las placas
colocadas en la prueba (respecto a los controles virales).
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Tabla 9. Virus ensayados por PRNT.

Virus Incubacion Cepa Cita
Virus de la encefalitis equina del este 3 dias Cor55 (Monath y cols., 1985)
Virus de la encefalitis equina del oeste 3 dias Cor87 (Monath y cols., 1985)
Virus de la encefalitis equina venezolana 3 dias TC-83 (Berge y cols., 1961)
Virus Pixuna 3 dias BeAr35645 (Shopey cols., 1964)
Virus Rio Negro 3 dias AG80-663 (Mitchell y cols., 1985)
Virus de la encefalitis de San Luis 7 dias 78V6507  (Mitchell y cols., 1985)
Virus West Nile** 4 dias E/7229/06 (Moralesy cols., 2006)

* Se realizé tamizaje para los virus de la encefalitis equina velezolna y Rio Negro. El virus Pixuna se utilizd Unicamente
para la titulacidn en paralelo. ** Se realiz6 tamizaje solo en las muestras que presentaban reactividad en el tamizaje con
SLEV.

3.2.4 Titulacion de sueros por PRNT para SLEV, WNV, EEEV, WEEV, VEEV, RNV y PIXV.

Se realizo la titulacidn de las muestras positivas en el tamizaje a diluciones seriadas desde
1:20 hasta 1:80. El procedimiento es el mismo que el descripto para el tamizaje. Los
resultados se expresaron como el reciproco del titulo de anticuerpos. Se utilizé el mismo
criterio de positividad que en el tamizaje.

Debido a la gran reactividad cruzada que presentan los flavivirus, se procedié del siguiente
modo para la titulacién, luego del tamizaje de todos los sueros para SLEV: un tercio de los
sueros positivos en el tamizaje para SLEV fueron titulados para ambos flavivirus: SLEV y
WNYV a diluciones seriadas desde 1:20 hasta 1:80 y de 1:10 hasta 1:40, respectivamente
(ensayos simultaneos). El resto de los sueros fueron tamizados para WNV a una dilucién
1:10y titulados para SLEV (1:20 hasta 1:80).

Las diferentes especies virales del complejo de VEE presentan reactividad cruzada, por
esta razon los sueros positivos para una especie viral se titularon en paralelo contra otras
circulantes en la region (VEEV, PIXV, RNV).

3.3 Estudio de un caso fatal de encefalitis viral
3.3.1 Extraccion de ARN

En el marco de esta tesis se estudid un caso humano fatal de encefalitis de probable
etiologia viral. El mismo fue realizado en colaboracion con el Departamento de
Laboratorios del Ministerio de Salud Publica y el Servicio de Neuropediatria del Hospital
Britanico. Para ello se realizé extraccion de ARN a partir de liquido cefalorraquideo, suero
y plasma del paciente, utilizando el kit QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, USA), siguiendo
el protocolo del fabricante.
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3.3.2 RT-PCR para Flavivirus (Flaviviridae)

Se realiz6 una RT-PCR anidada genérica para Flavivirus que amplifica un fragmento de 143
pb del gen NS5, del mismo modo que en el apartado 3.1.3.2.1.

3.3.3 RT-PCR para Alphavirus (Togaviridae)
3.3.3.1 RT-PCR genérica (fragmento de 195 pb del gen NSP4)

Se realizé una RT-PCR anidada genérica para Alphavirus que amplifica un fragmento de
195 pb del gen NSP4, del mismo modo que en el apartado 3.1.3.3. A continuacion se
realizdé una RT-PCR semi-anidada, utilizando los oligonucledtidos Alpha 1+ y 2- (tabla 8),
con el fin de obtener amplicones de mayor tamano (372pb).

3.3.3.2 RT-PCR multiplex (gen NSP1)

Se realizd una RT-PCR anidada multiplex que amplifica los siguientes alfavirus: virus de la
encefalitis equina del este, virus de la encefalitis equina del oeste, virus de la encefalitis
equina venezolana, virus Aura y virus Mayaro, segun Bronzoni y cols., 2004. En la tabla 10
se detallan los oligonucledtidos utilizados y en el esquema 4 se muestran los fragmentos
gue se obtiene utilizando los mismos.

Tabla 10. Oligonucledtidos utilizados para amplificar una regidn del gen NSP1 de alphavirus.

Nombre Posicion* Secuencia
cM3W 568-597 5- ACATRAANKGNGTNGTRTCRAANCCDAYCC -3’
M2W 164-186 5- YAGAGCDTTTTCGCAYSTRGCHW -3’
nVEE 197-217 5°- ACGGAGGTAGACCCATCCGA -3°
nEEE 374-489 5’- CCACGGTACCGTTGCC -3’
nWEE 389-408 5- GGCGGCAGACCTGCTGGAA -3’
nAURA 511-529 5- TCAATGCACCTTCGACCA -3’
nMAY 327-343 5- GGAAGTTGGCCAAGGC -3’

* Posicion relativa a la secuencia de referencia de VEEV del GenBank (nimero de acceso NC_001449)
R=AG, Y=CT, K=GT, W=AT, S=CG, D=AGT, H=ACT, N=ACGT.
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Esquema 4. Ubicacidn de los oligonucleétidos utilizados para diferentes regiones del gen NSP1 de
alphavirus.
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3.3.4 Secuenciacion y analisis filogenético

Se realiz6 del mismo modo que en el apartado 3.1.5.
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4. RESULTADOS
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4.1 Resultados obtenidos en mosquitos
4.1.1 Capturas de mosquitos

Se colectaron 3329 mosquitos (Diptera: Culicidae) en un total de 67 capturas, realizadas
en los departamentos de Artigas, Canelones, Colonia, Montevideo, Paysandu, Rio Negro,
Rivera, Salto y Soriano. Los ejemplares pertenecen a 13 especies de los géneros
Stegomyia, Culex, Mansonia, Ochlerotatus y Psorophora. La clasificacion por captura,
especie y sexo permitio agrupar a los ejemplares en un total de 244 pooles (anexo 9.1)

De los 3329 individuos colectados, 3112 (93,5%) correspondieron a hembras y 217 (6,5%)
a machos. La especie mas abundante fue Culex pipiens (82,6%), seguido por Ochlerotatus
albifasciatus (6,4%). Las especies Stegomyia aegypti, Stegomyia fluviatillis, Culex bidens,
Culex apicinus, Culex coronator, Culex dolosus, Mansonia titilans, Ochlerotatus scapularis,
Ochlerotatus crinifer, Psorophora ferox y Psorophora ciliata respresentaron el 1,7% de las
especies en conjunto. Los individuos dafiados (falta de caracteres taxondmicos) se
clasificaron solo a nivel de género, representando el género Culex un 9,22% vy el género
Psorophora un 0,09%.

La distribucion de mosquitos por departamento se presenta en la tabla 11 y a
continuacion se desglosan las capturas por departamento.

Tabla 11. Distribucién de cantidad de mosquitos capturados por departamento.

Departamento  Cantidad %
Montevideo 1245 37,4
Salto 792 23,8
Artigas 370 11,1
Paysandu 365 11,0
Colonia 240 7,2
Canelones 170 5,1
Rivera 84 2,5
Soriano 45 1,4
Rio Negro 18 0,5
Total 3329 100

En el departamento de Artigas se realizaron un total de 7 capturas entre los dias 13 y 15
de mayo de 2010, en 4 sitios de la ciudad de Artigas (ArtigasOl1 al 04, figura 8). Se
colectaron 370 mosquitos, pertenecientes a las especies Culex pipiens, Culex spp. y
Ochlerotatus albifasciatus, correspondiendo el 100% de los ejemplares a hembras (tabla
12). Los mismos se agruparon en 35 pooles (ver anexo 9.1).
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Tabla 12. Distribuciéon por especie de los mosquitos capturados en el departamento de Artigas.

Especie Cantidad %
Culex pipiens 203 54,9
Culex spp. 162 43,8
Ochlerotatus albifascatus 5 1,4
Total 370 100

Figura 8. Mapa de la ciudad de Artigas indicando los sitios de captura de mosquitos (en color violeta).

En el departamento de Canelones se realizaron un total de 5 capturas, 3 de ellas en
Atlantida (los dias 20 de diciembre de 2009 y 9 y 10 de marzo de 2010) y 2 en Los Titanes
(los dias 30 de abril de 2009 y 17 de mayo de 2010) (figura 9). Se colectaron 170
mosquitos, pertenecientes a las especies Culex pipiens, Culex spp. y Ochlerotatus
albifasciatus, correspondiendo el 99,4% de los ejemplares a hembras (tabla 13). Los
mismos se agruparon en 16 pooles (ver anexo 9.1).

Tabla 13. Distribucidon por especie de los mosquitos capturados en el departamento de Canelones.

Especie Cantidad %
Culex pipiens 121 71,2
Ochlerotatus albifasciatus 40 23,5
Culex spp. 6 3,5
Culex bidens 3 1,8
Total 170 100
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Figura 9. Mapa del departamento de Canelones indicando los sitios de captura de mosquitos (en color
rosado).

En el departamento de Colonia se realizaron un total de 3 capturas, 1 de ellas en el centro
de la ciudad (el 18 de marzo de 2011) y 2 en la Laguna de los Patos (a 7 km de la ciudad,
los dias 18 y 19 de marzo de 2011) (figura 10). Se colectaron 240 mosquitos,
pertenecientes a las especies Culex pipiens, Mansonia titillans, Ocherotatus albifasciatus,
Psorophora ferox y Psorophora spp., correspondiendo el 99,6% de los ejemplares a
hembras (tabla 14). Los mismos se agruparon en 16 pooles (ver anexo 9.1).

Tabla 14. Distribucién por especie de los mosquitos capturados en el departamento de Colonia.

Especie Cantidad %
Culex pipiens 208 86,7
Mansonia titillans 24 10,0
Ochlerotatus albifasciatus 4 1,7
Psorophora ferox 3 1,3
Psorophora sp. 1 0,4
Total 240 100
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Google earth

Altiojo. 11.68/km

Figura 10. Mapa de la ciudad de Colonia y sus alrededores, indicando los sitios de captura de mosquitos (en
color amarillo).

En el departamento de Montevideo se realizaron un total de 16 capturas: Bafiados de
Carrasco (3 capturas; 19-21 de marzo de 2009), Belvedere (6 capturas; 4-5 de mayo y 18
de diciembre de 2009, 25 de marzo de 2010 y 27 de abril de 2011), Buceo (1 captura, 19
de febrero de 2009), Cerrito (2 capturas, 13 y 19 de marzo de 2010), Coldn (1 captura, 28
de abril de 2011), Cuchilla Pereyra (1 captura, 24 de marzo de 2009), Unién (2 capturas, 2
de enero y 18 de febrero de 2009) y Villa Garcia (1 captura, 24 de marzo de 2010) (figura
11). Se colectaron 1245 mosquitos, pertenecientes a las especies Culex dolosus, Culex
pipiens, Culex spp., Mansonia titillans, Ochlerotatus albifasciatus, Ochlerotatus crinifer y
Ochlerotatus scapularis, correspondiendo el 87,7% de los ejemplares a hembras (tabla 15).
Los mismos se agruparon en 68 pooles (ver anexo 9.1).

Tabla 15. Distribucidn por especie de los mosquitos capturados en el departamento de
Montevideo.

Especie Cantidad %
Culex pipiens 1049 84,3
Ochlerotatus albifascatus 146 11,7
Culex spp 45 3,6
Ochlerotatus crinifer 2 0,2
Culex dolosus 1 0,1
Mansonia titillans 1 0,1
Ochlerotatus scapularis 1 0,1
Total 1245 100
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Figura 11. Mapa del departamento de Montevideo indicando los sitios de captura de mosquitos (en color

verde).

En el departamento de Paysandu se realizaron un total de 4 capturas, entre los dias 3y 6
de diciembre de 2009, en 3 sitios de la ciudad de Paysandu (Paysandu0O1 al 03, figura 12).
Se colectaron 365 mosquitos, pertenecientes a las especies Culex pipiens y Ochlerotatus
albifasciatus, correspondiendo el 98,1% de los ejemplares a hembras (tabla 16). Los
mismos se agruparon en 24 pooles (ver anexo 9.1).

Tabla 16. Distribucidon por especie de los mosquitos capturados en el departamento de Paysandu.

Especie Cantidad %
Culex pipiens 355 97,3
Ochlerotatus albifasciatus 10 2,7
Total 365 100
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Figura 12. Mapa de la ciudad de Paysandu indicando los sitios de captura de mosquitos (en color azul).

En el departamento de Rio Negro se realizd solamente una captura, en la zona de Los
Arrayanes, frente a la ciudad de Mercedes (Soriano) el dia 26 de febrero de 2011 (figura
13). Se colectaron 18 mosquitos agrupados en 2 pooles, todos ellos hembras de la especie
Culex pipiens (tabla 17, anexo 9.1).

Tabla 17. Captura en Los Arrayanes, departamento de Rio Negro.

Especie Cantidad %

Culex pipiens 18 100

Departamento delRioiNegra

Googleearth:

33°2121 88.m Alt.ojo. 161.52 km

Figura 13. Mapa indicando el sitio de captura de mosquitos en Los Arrayanes, departamento de Rio Negro
(en color blanco).
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En el departamento de Rivera se realizaron un total de 6 capturas, entre los dias 15y 16
de abril de 2009, en 4 sitios de la ciudad de Rivera (RiveraOl1l al 04, figura 14). Se
colectaron 84 mosquitos, pertenecientes a las especies Stegomyia fluviatillis, Culex pipiens
y Culex spp., correspondiendo el 90,5% de los ejemplares a hembras (tabla 18). Los
mismos se agruparon en 9 pooles (ver anexo 9.1).

Tabla 18. Distribucidn por especie de los mosquitos capturados en el departamento de Rivera.

Especie Cantidad %
Culex spp. 63 75,0
Culex pipiens 20 23,8
Stegomyia fluviatilis 1 1,2
Total 84 100

Rivera01

Google earth
212 m YN Aol 22110 km

cando los sitios de captura de mosquitos (en

Figura 14. Mapa del norte del departamento de Rivera indi
color rojo).

En el departamento de Salto se realizaron un total de 21 capturas, 2 capturas el 19 de
febrero de 2009, 11 capturas los dias 23 al 26 de noviembre de 2009, 4 capturas los dias 6
y 7 de diciembre de 2010, 1 captura el 10 de diciembre de 2010 y 3 capturas los dias 15 y
16 de abril de 2011, en 10 sitios de la ciudad de Salto (Salto01, Salto02 y Salto04 al 11,
figura 15) y un sitio (Salto03) fuera de la misma. Se colectaron 792 mosquitos,
pertenecientes a las especies Stegomyia aegyptis, Culex apicinus, Culex coronator, Culex
pipiens, Culex spp., Ochlerotatus albifasciatus, Ochlerotatus scapularis, Psorophora
scapularis, Psorophora ciliata y Psorophora spp., correspondiendo el 94,7% de los
ejemplares a hembras (tabla 19). Los mismos se agruparon en 66 pooles (ver anexo 9.1).
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Tabla 19. Distribuciéon por especie de los mosquitos capturados en la ciudad de Salto.

Especie Cantidad %
Culex pipiens 732 92,4
Culex spp 31 3,9
Stegomyia aegypti 11 1,4
Ochlerotatus albifasciatus 7 0,9
Ochlerotatus scapularis 5 0,6
Psorophora ciliata 2 0,3
Psorophora sp. 2 0,3
Culex apicinus 1 0,1
Culex coronator 1 0,1
Total 792 100

Salto03

Google earth
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Figura 15. Mapa de la ciudad de Salto y cercanias indicando los sitios de captura de mosquitos (en color
naranja).

En el departamento de Soriano se realizaron un total de 3 capturas, entre los dias 25y 27
de febrero de 2011, en 2 sitios de la ciudad de Mercedes (Soriano01 y Soriano02, figura
16). Se colectaron 45 mosquitos agrupados en 8 pooles, todos ellos de la especie Culex
pipiens, correspondiendo el 88,9% de los ejemplares a hembras (tabla 20, anexo 9.1).

Tabla 20. Captura en Mercedes, departamento de Soriano.

Especie Cantidad %
Culex pipiens 45 100
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Figura 16. Mapa de la ciudad de Mercedes (Soriano), indicando los sitios de captura de mosquitos (en color
celeste).

4.1.2 Deteccion de Flavivirus en mosquitos

Se extrajo el ARN total de los 244 pooles de mosquitos y se sometieron a RT-PCR anidada

genérica para flavivirus que amplifica un fragmento de 143 pb del gen NS5 (Sanchez-Seco

y cols., 2005). Se obtuvieron 5 pooles positivos (tabla 21). En la figura 17 se observa una

fotografia de gel de agarosa mostrando la deteccidn de flavivirus en el pool 61 mediante la

RT-PCR anidada genérica para flavivirus.

Tabla 21. Pooles de mosquitos positivos para Flavivirus.

Pool Departamento Sitio Tipo Fecha Especie Sexo Cantidad
61 Salto Salto02 luz+CO, 23/11/2009 Culex pipiens F 3
77  Salto Salto02 luz+CO, 25/11/2009 Culex pipiens F 12
102 Paysandu Paysandi01 luz+CO, 06/12/2009 Culex pipiens F 2
120 Montevideo Barrio Cerrito manual  13/03/2010 Culex pipiens F 4
131 Montevideo Barrio Villa Garcia luz+ CO, 24/03/2010 Culex pipiens F 17
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Figura 17. Amplicones obtenidos a partir de pooles de mosquitos utilizando la RT-PCR anidada genérica para
Flavivirus, obteniéndose un fragmento de 143pb (Sanchez-Seco y cols., 2005). Se muestra a modo de
ejemplo la deteccién del pool 61, proveniente de Salto. MPM: marcador de peso molecular de 100 a
1000pb; C Pos: control positivo, ARN extraido a partir de cultivo celular infectado con SLEV; C Neg: control
negativo, agua libre de ARNasas.

Los productos amplificados se purificaron y secuenciaron automaticamente, y las
secuencias obtenidas se compararon entre si y con la base de datos GenBank (blastn).
Debido a que las bandas observadas en los pooles 77 y 102 eran muy tenues y las
secuencias obtenidas poco claras, se procedio a clonar el fragmento de 143pb en Clonelet
PCR Cloning Kit (Fermentas, Thermo Scientific). Luego de la digestidn, los insertos se
secuenciaron automaticamente, utilizando los oligonucledtidos del kit.

A continuacidn se realizaron intentos de amplificacion de regiones mds amplias del gen
NS5, utilizando la “RT-PCR semi-anidada genérica, gen NS5 (fragmento de 262pb)”, y
también del gen NS3 utilizando la “RT-PCR genérica, gen NS3” (Hoshino y cols., 2007), sin
lograr obtener amplificacion de ninguno de los 5 pooles de mosquitos positivos para
flavivirus.

Posteriormente se realizd RT-PCR anidada para Culex Flavivirus (CxFV) (Newman y cols.,
2011), mediante la cual se logré amplificar un fragmento del gen NS5 de 206pb a partir de
los pooles 61, 77 y 120 (figura 18).
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Figura 18. Amplicones obtenidos a partir de pooles de mosquitos utilizando la RT-PCR anidada para Culex
Flavivirus (Newman y cols., 2011), obteniéndose un fragmento de 206pb. MPM: marcador de peso
molecular de 100 a 3000pb.

Utilizando tres RT-PCRs anidadas que se solapan para amplificar 1934 pares de bases del
gen NS5 (Newman vy cols., 2011), se logré amplificar alguno de los fragmentos para los
pooles 61, 102 y 120, recuadros en color rojo en la figura 19). En el caso del pool 61 se
logré amplificar fragmento del tamaiio esperado con las dos primeras RT-PCR anidadas.
Para el pool 102 se observé amplicon para la PCR anidada 2. Se observaron amplicones del
tamafio esperado para el pool 120 en las PCRs anidada 1y 2. Para el resto de los pooles no
logré amplificar.
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Figura 19. Amplicones obtenidos a partir de pooles de mosquitos utilizando las RT-PCRs anidadas que
amplifican 1330 pares de bases de NS5 (Newman y cols., 2011). MPM: marcador de peso molecular de 100 a
1517pb. Los fragmentos de peso molecular esperado estan marcados en rojo.
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4.1.3 Comparacion de secuencias y andlisis filogenético.

El andlisis filogenético por maxima verosimilitud de las secuencias obtenidas a partir de la

RT-PCR anidada genérica para Flavivirus (NS5, 143pb) (Sanchez-Seco y cols., 2005) reveld

gue las muestras positivas forman un grupo monofilético con los Culex Flavivirus (CxFV)

(aLRT=0,92) (figura 20). A su vez, las secuencias de Uruguay forman un grupo monofilético

(aLRT=0,97) y se encuentran emparentadas con CxFV reportados en Méjico (EU879060) y
Uganda (GQ165808) (aLRT=0,61).
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Figura 20. Filogenia de flavivirus obtenida por el método Maximun Likelihood, el andlisis se realizé
comparando 137 nucledtidos de una regiéon del gen que codifica NS5. El modelo de sustitucion de
nucledtidos, estimado utilizando Modelgenerator fue: Tamura-Nei + | + G (pl=0,23; y=0,42). Se muestran los
nimeros de acceso del Genbank y valores de alLRT mayores a 0,60. Se incluyen las secuencias
correspondientes a los pooles 61 (clonado en Clonelet), 77 (clonado en Clonelet), 102, 120 y 131 (en
negrita). Abreviaturas: CpCol (Burguefio A, 2007), CxFV: Culex flavivirus; CFAV: Cell fusing agent; DEN1,
DEN2, DEN3, DEN4: virus Dengue subtipos 1 al 4; JEV: Japanesse encephalitis virus; KRV: Kamiti river virus;
MVEV: Murray Valley virus; QBV: Quang Binh virus; SLEV: Saint Louis encephalitis virus; TBEV: Tick-borne
encephalitis virus; USUV: Usutu virus; WNV: West Nile virus.
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El andlisis de las secuencias obtenidas a partir de la RT-PCR anidada para CxFV (NS5)
(Newman y cols., 2011) de los pooles 61, 77 y 120 de 206 pb coincidié con el mostrado en
la figura 19. Nuevamente las muestras de Uruguay forman un grupo monofilético con los
CxFV, con un soporte aLRT de 0,98. De igual forma, aparecen estrechamente relacionadas
con los CxFV de Méjico (EU879060) y Uganda (GQ165808), con un soporte altamente

significativo (aLRT=1,00) (figura21).
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Figura 21. Filogenia de flavivirus obtenida por el método de Maxima Verosimilitud; el analisis se realizé
comparando 206 nucledtidos de una region del gen que codifica NS5. El modelo de sustitucion de
nucleétidos, estimado utilizando Modelgenerator fue: Tamura-Nei + | + G (pl=0,15; y=0,90). Se muestran los
numeros de acceso del Genbank y valores de alLRT mayores a 0,60. Se incluyen las secuencias
correspondientes a los pooles 61, 77 y 120 (en negrita). Abreviaturas: CxFV: Culex flavivirus; CFAV: Cell
fusing agent; DEN1, DEN2, DEN3, DEN4: virus Dengue subtipos 1 al 4; JEV: Japanesse encephalitis virus; KRV:
Kamiti river virus; MVEV: Murray Valley virus; QBV: Quang Binh virus; SLEV: Saint Louis encephalitis virus;
TBEV: Tick-borne encephalitis virus; USUV: Usutu virus; WNV: West Nile virus.

Finalmente, se realizé el analisis de las secuencias de los pooles 61 y 120 correspondientes
al segmento de 1308 nucledtidos (PCRs anidadas 1y 2, descriptas en el item 3.1.3.2.4 de
Materales y Métodos) (Newman y cols., 2011). La secuencia obtenida del pool 102 no se
incluyd en el analisis debido a que no era de buena calidad. En la figura 22 se observa el
arbol filogenético obtenido, resultado de concatenar las secuencias de las dos RT-PCRs
anidadas.
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Figura 22. Filogenia de flavivirus obtenida por el método Maxima Verosimilitud; el andlisis se realizé
comparando 1308 nucledtidos del gen que codifica NS5. El modelo de sustitucion de nucleétidos, estimado
utilizando Modelgenerator fue: General Time Reversible + | + G (pl=0,19; y=0,86). Se muestran los nimeros
de acceso del Genbank y valores de aLRT mayores a 0,60. Se incluyen las secuencias correspondientes a los
pooles 61 y 120 (en negrita). Abreviaturas: CxFV: Culex flavivirus; CFAV: Cell fusing agent; DEN1, DEN2,
DEN3, DEN4: virus Dengue subtipos 1 al 4; JEV: Japanesse encephalitis virus; KRV: Kamiti river virus; MVEV:
Murray Valley virus; QBV: Quang Binh virus; SLEV: Saint Louis encephalitis virus; TBEV: Tick-borne
encephalitis virus; USUV: Usutu virus; WNV: West Nile virus.

La filogenia construida a partir de secuencias de 1308 nucledtidos del gen NS5 obtenidas
de los pooles 61y 120 (figura 22) es consistente en su topologia con las presentadas en las
figuras 19 y 20. En este caso los grupos de interés presentan mejor soporte estadistico,
debido a que fue posible analizar una regidon gendmica mayor. El arbol filogenético
muestra a los flavivirus identificados en Uruguay como parte del clado CxFV, con
alLRT=1,00; y formando parte a su vez de un subclado junto con CxFV provenientes de
Méjico (EU879060) y Uganda (GQ165808). Este ultimo grupo posee un soporte de
aLRT=0,94.
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4.2 Resultados obtenidos en equinos

4.2.1 Tamizaje y titulacion de sueros para Flavivirus

De los 425 sueros de equinos procesados, 207 presentaron anticuerpos neutralizantes en
el tamizaje para SLEV (48,7%) y 8 presentaron anticuerpos neutralizantes para WNV
(1,88%) (ver anexo 9.2). En la tabla 22 se presentan los resultados del tamizaje para SLEV,

agrupados por departamento.

Tabla 22. Resultados del tamizaje de flavivirus en sueros de equinos.

Departamento N2 muestras SLEV WNV
procesadas Ne % sobre Ne % sobre
positivos el total positivos el total

Artigas 20 6 1,41 0 0,00
Canelones 15 11 2,59 2 0,47
Cerro Largo 32 13 3,06 0 0,00
Colonia 39 27 6,35 1 0,24
Durazno 15 10 2,35 0 0,00
Flores 27 14 3,29 0 0,00
Florida 21 11 2,59 1 0,24
Lavalleja 20 0 0,00 0 0,00
Maldonado 21 10 2,35 0 0,00
Paysandu 20 11 2,59 1 0,24
Rio Negro 23 8 1,88 0 0,00
Rivera 43 17 4,00 0 0,00
Rocha 22 8 1,88 0 0,00
Salto 22 12 2,82 1 0,24
San José 24 18 4,24 0 0,00
Soriano 23 11 2,59 1 0,24
Tacuarembo 28 13 3,06 0 0,00
Treinta y tres 10 7 1,65 1 0,24
Total 425 207 48,71 8* 1,88

* Las 8 muestras positivas para WNV corresponden también a muestras positivas en el tamizaje de SLEV.

Colonia fue el departamento que presentd mayor

prevalencia de anticuerpos
neutralizantes anti-SLEV, con un 6,35%, seguido por San José (4,24%), Rivera (4,00%),
Flores (3,29%), Tacuarembd (3,06%) y Cerro Largo (3,06%) (figura 23). El resto de los
departamentos presentaron prevalencias menores al 3%. Es de notar que no se

detectaron anticuerpos anti-SLEV en ninguno de los 20 sueros pertenecientes al

departamento de Lavalleja.
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Figura 23. Distribucidn de prevalencia de anticuerpos neutralizantes anti-SLEV por departamento.

A continuacioén, se procedio a la titulacién, para ello, un tercio de las muestras positivas en
el tamizaje inicial a una dilucién 1:10 para SLEV fueron tituladas en paralelo para SLEV y
WNYV, no se obtuvo ninguna muestra positiva para WNV. A continuacién se cambid la
estrategia y se decidid procesar los dos tercios restantes del siguiente modo: tamizaje
para WNV 1:10 vy titulacion para SLEV de 1:20 hasta 1:80. El resultado de la titulacidn para
SLEV fue el siguiente: el 61,3% (127 muestras) presentd un titulo de anticuerpos de 1:10;
el 15,5% (32 muestras) presentd un titulo de 1:80; el 12,1% (25 muestras) presentd un
titulo de 1:20; el 9,2% (19 muestras) presentd un titulo de 1:40 y un 1,9% (4 muestras)
presentd un titulo de anticuerpos mayor a 1:80. Se obtuvieron 8 muestras positivas en el
tamizaje para WNV. Con el fin de corroborar este resultado, y considerando la gran
reactividad antigénica cruzada de los flavivirus SLEV y WNV (ambos pertenecientes al
serogrupo de la encefalitis japonesa), se titularon las 8 muestras en ensayo simultaneo
para ambos virus, los resultados se presentan en la tabla 23. De acuerdo al criterio del CDC
para la identificacion por PRNT del agente etioldgico, la muestra en cuestion debe
presentar un titulo 4 veces mayor que el otro virus al cual se la enfrenta, para ser
considerada positiva. Por esta razén se considera que 6 de las 8 muestras son reactivas
para SLEV y las dos restantes se clasifican como inconclusas para flavivirus. Resultando
una prevalencia general para SLEV de 50,1% (213/425) y 0% para WNV.
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Tabla 23. Resultado de la titulacién simultanea SLEV/WNYV para los 8 sueros problema.

Suero Titulo de anticuerpos Resultado
Ne Procedencia SLEV WNV

E07/204 Salto 1/10 1/20 Inconclusa
E07/210 Canelones 1/80 1/10 SLEV
E07/211 Colonia 1/40 1/10 SLEV
E07/245 Paysandu 1/80 1/10 SLEV
E07/274 Florida 1/10 1/10 Inconclusa
E07/287 Canelones 1/80 1/10 SLEV
E07/408 Soriano 1/80 1/20 SLEV
E07/421 Treintay Tres 1/40 1/10 SLEV

4.2.2 Tamizaje y titulacidon de sueros para Alphavirus

Los 425 sueros de equinos pertenecientes a 18 departamentos del pais se procesaron
también para la busqueda de anticuerpos neutralizantes para los siguientes alphavirus:
virus de la encefalitis equina del este (EEEV), virus de la encefalitis equina del oeste
(WEEV), virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV) y virus Rio Negro (RNV).

En la tabla 24 se presentan los resultados del tamizaje para los alphavirus ensayados
agrupados por departamento. Se obtuvieron 5 sueros positivos para EEEV que representa
una prevalencia general de 1,18%, pertenecientes a los departamentos de Rivera, Rocha,
San José y Soriano. Mientras que para el tamizaje de WEEV se obtuvo un suero positivo
(prevalencia general de 0,23%), perteneciente a un equino del departamento de Cerro
Largo. Se detectaron anticuerpos neutralizantes anti-VEEV en 9 sueros (prevalencia
general: 2,12%), pertenecientes a los departamentos de Colonia, Florida, Rio Negro, Rivera
y Tacuarembd. Mientras que para RNV se detectaron 25 sueros con anticuerpos
neutralizantes (prevalencia general: 5,88%), de los siguientes departamentos: Cerro Largo,
Colonia, Flores, Florida, Lavalleja, Maldonado, Paysandu, Rio Negro, Rivera, San José y
Tacuarembd.
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Tabla 23. Muestras positivas en el tamizaje para alphavirus, discriminadas por departamento.

Departamento Ne EEEV WEEV VEEV RNV
muestras Ne % Ne % Ne % Ne %
procesadas positivos positivos positivos positivos
Artigas 20 0 0 0 0 0 0 0 0
Canelones 15 0 0 0 0 0 0 0 0
Cerro Largo 32 0 0 1 0,23 0 0 2 0,47
Colonia 39 0 0 0 0 2 0,47 3 0,71
Durazno 15 0 0 0 0 0 0 0 0
Flores 27 0 0 0 0 0 0 2 0,47
Florida 21 0 0 0 0 1 0,23 1 0,23
Lavalleja 20 0 0 0 0 0 0 4 0,94
Maldonado 21 0 0 0 0 0 0 2 0,47
Paysandu 20 0 0 0 0 0 0 2 0,47
Rio Negro 23 0 0 0 0 1* 0,23 4%* 0,94
Rivera 43 2 0,47 0 0 3 0,71 2 0,47
Rocha 22 1 0,23 0 0 0 0 0 0
Salto 22 0 0 0 0 0 0 0 0
San José 24 1 0,23 0 0 0 0 1 0,23
Soriano 23 1 0,23 0 0 0 0 0 0
Tacuarembo 28 0 0 0 0 2 0,47 2 0,47
Treinta y tres 10 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 425 5 1,18 1 0,23 9 2,12 25 5,88

: Corresponden a la misma muestra.
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Figura 24. Distribucion de prevalencia de anticuerpos neutralizantes para los alphavirus ensayados, por
departamento.
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Todos los sueros positivos en el tamizaje a una dilucion 1:10 fueros posteriormente

titulados para las siguientes diluciones: 1:20, 1:40 y 1:80. Los sueros positivos para EEEV

mantuvieron su positividad Unicamente a dilucién 1:10. La muestra positiva para WEEV

presentd un titulo de anticuerpos neutralizantes de 1:80. Las muestras positivas para

ambos subtipos de VEEV fueron tituladas en simultdneo para los subtipos I, IV y VI. La

inclusién del subtipo IV en la titulacion se debe a la reciente evidencia de circulacion del

mismo en Argentina. Los resultados de la titulacion en paralelo para los tres virus del

complejo VEEV fueron los siguientes: 9 muestras positivas para VEEV | (prevalencia:

2,12%), con titulos de 1:10 a 1:80; 1 muestra positiva para PIXV (prevalencia: 0,23%), con

titulo 1:40, 18 muestras positivas para RNV (prevalencia: 4,23%), con titulo de 1:10 a 1:80

y 3 muestras inconclusas (ver tabla 24).

Tabla 24. Resultado de la titulacidn simultdnea VEEV/RNV/PIXV.

Suero Titulo de anticuerpos Resultado
N2 Procedencia VEEV RNV PIXV

E07/009 Tacuarembd 1:10 - - VEEV
E07/022 Florida 1:10 - - VEEV
E07/037 Cerro Largo - 1:10 - RNV
E07/038 Cerro Largo - 1:10 1:40 PIXV
E07/047 Rivera 1:10 - - VEEV
E07/048 Rivera 1:10 NR NR Inconclusa
E07/064 Flores - 1:10 - RNV
E07/073 Rivera 1:10 - - VEEV
E07/081 Tacuarembd - 1:10 - RNV
E07/085 Colonia 1:20 - - VEEV
E07/086 Colonia 1:10 - - VEEV
E07/104 Colonia - 1:10 1:10 Inconclusa
E07/107 Florida - 1:10 1:20 Inconclusa
E07/131 Flores - 1:10 - RNV
E07/187 Colonia - 1:20 - RNV
E07/188 Colonia - 1:160 - RNV
E07/220 Rivera - 1:10 - RNV
E07/230 Tacuarembd - 1:10 - RNV
E07/247 Rio Negro 1:80 - - VEEV
E07/255 San José - 1:10 - RNV
E07/258 Tacuarembo 1:80 - - VEEV
E07/333 Lavalleja - 1:10 - RNV
EO07/334 Lavalleja - 1:10 - RNV
E07/335 Lavalleja - 1:10 - RNV
EO07/336 Lavalleja - 1:10 - RNV
E07/350 Maldonado - 1:10 - RNV
E07/353 Maldonado - 1:10 - RNV
E07/360 Paysandu - 1:10 - RNV
E07/362 Paysandu - 1:10 - RNV
E07/369 Rio Negro 1:40 1:10 - VEEV
E07/374 Rio Negro - 1:10 - RNV

-: Negativo; NR: no se realiza.
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4.3 Estudio de un caso fatal de encefalitis viral.

A través de un estudio colaborativo con el Departamento de Laboratorios de Salud Publica
(DLSP) del Ministerio de Salud Publica y el Servicio de Neuropediatria del Hospital
Britdnico (Montevideo), se analizaron dos muestras de liquido cefalorraquideo y una de
plasma de un caso fatal de encefalitis viral en abril de 2009 (ver anexo 9.3). Las muestras
pertenecian a un varéon de 14 anos de edad presentando originalmente fiebre, astenia y
dolores de cabeza, sin signos neuroldgicos (tomografia computarizada de cerebro normal).
Posteriormente, comenzd la sintomatologia neuroldgica (depresion de conciencia,
hiperreflexia y signo de Babinski bilateral) y se realizé puncién lumbar para obtencién de
liguido céfalo raquideo (LCR). La primer muestra de LCR (LCR n? 1) fue sometida a
estudios bacteriolégicos, con resultados negativos. Ya en cuidados intensivos se
diagnosticod clinicamente como encefalitis viral. En las posteriores 24-36 hs continud
empeorando (hipertension intracraneal, depresidon de conciencia a nivel mas profundo,
coma profundo) y al tercer dia de internacién fallecié. Se extrajo nueva muestra de LCR
(LCR n2 2) y sangre post-mortem.

Las tres muestras obtenidas del paciente (LCR n2 1, LCR n? 2 y plasma) fueron analizadas
en el DLSP para la busqueda de anticuerpos anti dengue y WNV utilizando ELISAs
comerciales (Focus Technologies), MAC-ELISA para deteccion de IgM anti SLEV y dengue
(Martin y cols., 2000). Las muestras de plasma y LCR fueron procesadas para extraccion de
ARN vy analizadas por RT-PCR genérica anidada para Flavivirus, (Sanchez-Seco y cols.,
2005), obteniéndose resultados negativos.

Posteriormente, en la Seccidn Virologia de la Facultad de Ciencias, se procesaron los ARN
obtenidos a partir de las tres muestras utilizando RT-PCR genérica anidada para
Alphavirus, gen NSP4, 195pb (Sanchez-Seco y cols., 2001), logrando detectar alphavirus a
partir del LCR n?1. Se realizaron ensayos de RT-PCR semi-anidada como se describe en el
item 3.3.3.1 de materiales y métodos, obteniéndose un fragmento de NSP4 de 372 pb.

A continuacion se realizé una RT-PCR anidada multiplex de NSP1 (Bronzoni y cols., 2004),
obteniendo un amplicon de 208 pb, correspondiente al tamafio esperado para WEEV, a
partir de LCR n2 1y plasma (figura 24).
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Figura 25. Amplicones obtenidos a partir de LCR n? 1 y plasma de muestra de encefalitis utilizando RT-PCR
anidada multiplex de NSP1 (Bronzoni y cols., 2004), obteniéndose un fragmento de 208pb para WEEV y de
400pb para VEEV (C Pos). MPM: marcador de peso molecular de 100 a 3000pb.

El analisis filogenético de la secuencia obtenida a partir de la amplificacion del LCR n2 1
(LCR 09-303) utilizando RT-PCR genérica semi- anidada para Alphavirus, gen NSP4,
coincide con el resultado de la RT-PCR anidada multiplex de NSP1, agrupando con los
WEEVs (aLRT=0.99) (figura 25). El analisis filogenético muestra que este virus esta
relacionado con cepas de WEEV provenientes de Cx. tarsalis de Estados Unidos.
Notablemente el virus detectado en este estudio no se encuentra directamente
relacionado a la cepa de WEEV GQ287646, proveniente de Chaco, Argentina.
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Figura 25. Arbol filogenético obtenido por maxima verosimilitud. El analisis corresponde a una regién de 448
nucledtidos del gen que codifica NSP4. Se muestran los nimeros de acceso del Genbank y valores soporte
estadistico mayores a 0,70. La secuencia en color rojo corresponde a la muestra LCR 09-303 (LCR n2 1, en
color rojo) y la secuencia en color azul EEV Tc-83 corresponde al control positivo (en color azul). WEE:
encefalitis equina del oeste; VEE: encefalitis equina venezolana; EEE: encefalitis equina del este.
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5. DISCUSION
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En la actualidad la emergencia y re-emergencia de los arbovirus es una problematica de
gran importancia en salud publica, asi como en sanidad animal. Los arbovirus circulan en
la naturaleza de forma casi desapercibida, hasta que en un momento producen brotes en
seres humanos y/o animales domésticos y salvajes.

5.1 De los resultados obtenidos en mosquitos

Los antecedentes de circulacién de arbovirus en Uruguay a la fecha son relativamente
escasos, situacidn opuesta a la de los paises vecinos (Argentina y Brasil). La amplia
distribucién de potenciales vectores como Culex pipiens y Ochlerotatus albifasciatus en
nuestro pais debe ser tomada en consideracion debido al potencial de transmisién de un
gran numero de arbovius por parte de los mismos. En el presente estudio se hizo énfasis
en los posibles sitios de introduccion de arbovirus al pais a la hora de realizar las capturas
de mosquitos. Por ello se seleccionaron los departamentos fronterizos con mayor
circulacidn de personas, el area metropolitana del pais y dos departamentos con actividad
turistica. El disefio de trampeo y el tipo de trampa y cebo utilizados permitié capturar una
amplia gama de especies, todas ellas reportadas previamente en el pais (Rossi, 2003),
entre las cuales se observa una mayoria de mosquitos de los géneros Culex y Ochlerotatus
en todas las localidades relevadas. Es de notar que, aunque St. aegypti esta presente en el
pais, con indices LIRAa de riesgo medio en Salto y Paysandu, las capturas en estas
localidades fueron bajas (1,4% y 0%, respectivamente). A pesar de que los indices LIRAa
miden los niveles de infestacidén de St. aegypti en su estado larval, el hecho de que existan
LIRAa altos se traduce en un mayor numero de ejemplares adultos. El bajo nimero de
ejemplares capturados en estos departamentos puede deberse a que esta es una especie
gue se captura principalmente a través de succion en modulos habitacionales, y en el caso
de hacerlo con trampas de luz CDC, el mayor rendimiento se obtiene al adicionar octenol
(Russell, 2004).

Culex pipiens es un complejo de varias sub-especies estrechamente relacionadas, entre
ellas Culex pipiens pipiens y Culex pipiens quinquefasciatus. Este complejo se ha
considerado como un gran problema en la taxonomia de mosquitos, ya que presentan
diferentes caracteristicas fisioldgicas y comportamentales, pero sin una diferenciacion
morfoldgica distintiva (Fonseca y cols., 2004). En el presente trabajo se utiliza la
clasificacién taxondmica de Darsie, que permite clasificar como Culex pipiens (Darsie,
1985). Los mosquitos de este complejo son el vector principal de una gran parte de los
arbovirus que circulan en la vecindad de Uruguay, como por ejemplo SLEV y WNV, entre
otros. El hecho de que Culex pipiens represente el 83,6% de los mosquitos capturados y su
amplia distribucién en el pais implica un riesgo real de emergencia de los arbovirus antes
mencionados.
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Del analisis de 3329 mosquitos se detectd la presencia de un flavivirus endégeno de Culex,
denominado Culex Flavivirus (CxFV). La deteccién de CxFV en tres departamentos de
Uruguay: Montevideo (barrios Cerrito y Villa Garcia), Paysandu y Salto presentados en
este trabajo, mas el detectado en el afio 2007 en Colonia (Burgueno, 2007), demuestran
que el virus circula en el pais y que presenta una distribucién relativamente amplia
(principalmente en el litoral y la zona sur del pais). A su vez, la literatura al respecto
publicada en los ultimos afios ha mostrado la presencia de este virus enddgeno en
diversas regiones del planeta. Desde la primer deteccién en Japdn (Hoshino y cols., 2007)
hasta ahora se han publicado hallazgos de CxFV en Guatemala (Morales-Betoulle y cols.,
2008), Méjico (Farfan-Ale y cols., 2009; Farfan-Ale y cols., 2010; Saiyasombat y cols.,
2010), Uganda (Cook y cols., 2009), Estados Unidos (Blitvich y cols., 2009; Bolling y cols.,
2011; Crockett y cols., 2012; Kim y cols., 2009; Newman y cols., 2011; Saiyasombat y cols.,
2011), Japén (Hoshino y cols., 2012), China (Huanyu vy cols., 2012) y Brasil (Machado y
cols., 2012). Estos virus se transmiten principalmente por la via vertical teniendo la
transmisidn venérea un rol minoritario (Bolling y cols., 2012; Saiyasombat y cols., 2011).

Desde los primeros reportes de la circulacion de CxFV se han postulado dos efectos
posibles que la presencia de este virus en un mosquito puede tener sobre la capacidad
vectorial a los arbovirus. Uno de ellos es que CxFV module o suprima la respuesta inmune
del mosquito, haciéndolo mas susceptible a la infeccidn con otros patdgenos, actualmente
no hay evidencias experimentales que apoyen ésta hipotesis. Otro efecto seria la exclusion
por superinfeccidon, en la que una célula infectada con un virus no puede ser infectada
productivamente por otro virus estrechamente relacionado. Existen dos trabajos que
evaltuan el impacto de la infeccion con CxFV sobre la competencia vectorial de Cx. pipiens
a WNV. En el primero no hubo impacto sobre la replicacidn, infeccidén, difusidn ni
transmisién de WNV en ninguno de los grupos de mosquitos (Kent y cols., 2010). Mientras
gue, en un trabajo posterior, se reportd una posible supresion temprana (84-156hs post-
infeccion) en la replicacion de WNV (Bolling y cols., 2012). Ademas, en un estudio
realizado en Chicago (Estados Unidos) se detectaron mosquitos Cules spp. co-infectados
naturalmente con CxFV y WNV. Adicionalmente se comprobd que los pooles de mosquitos
infectados con WNV tenian una probabilidad 4 veces mayor de estar infectados con CxFV
gue los pooles negativos para WNV (pareados espacio-temporalmente). Este trabajo
sugiere que la infeccidon con un flavivirus enddgeno, en este caso CxFV, no excluye una
infeccion secundaria con otro flavivirus (distante a nivel genético) como WNV (Newman vy
cols., 2011).

La posicion basal de los flavivirus enddgenos respecto a los demas flavivirus de mosquitos
y garrapatas en filogenias construidas con secuencias completas de NS5 indicarian una
relacidon ancestral de estos virus con sus vectores artrépodos (Cook y Holmes, 2006). Por
otra parte, un estudio reciente realizado con un amplio muestreo de secuencias de
diferentes genes indican que los flavivirus enddgenos serian un grupo hermano respecto a
los flavivirus de mosquitos y garrapatas, y su historia evolutiva denota la existencia de
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multiples introducciones y frecuentes saltos de huésped, asi como ocasionales eventos de
recombinacién (Cook y cols., 2012).

La filogenias obtenidas en el presente trabajo estan en concordancia con la clasificacion
actual de los flavivirus enddgenos, con un clado asociado a Stegomyia spp. que incluye
CFAV, AeFV y KRV vy otro clado asociado a Culex spp. que incluye CxFV y Quan Binh virus,
mas Nakiwogo virus, que agrupa con los asociados a Culex pero infecta a Mansonia spp
(Cook y cols., 2012). Como era esperable, los mejores valores de soporte estadistico se
obtuvieron al utilizar las secuencias obtenidas de las RT-PCRs anidadas solapadas
(Newman y cols., 2011), que permitieron amplificar 1308 nucledtidos del gen NS5. Este
analisis filogenético solo incluyd dos (61 y 120) de los cinco pooles positivos detectados,
debido a que no fue posible lograr la amplificacion de los otros 3 pooles. Es de notar que
en las 3 filogenias obtenidas con 137, 206 y 1308 pb se obtienen topologias concordantes.
Este resultado confirma que el fragmento de 143pb de la RT-PCR anidada genérica
(Sanchez Seco MP y cols) , aunque de pequefio tamafio, es altamente informativo y
permite discriminar bien a la mayoria de los flavivirus, incluidos grupos divergentes como
los flavivirus enddgenos.

En un trabajo previo, nuestro laboratorio realizé numerosos intentos de aislamiento de
CpCol en células VeroE6 y C6/36, no lograndose aislar en ninguna oportunidad. La
dificultad de aislar este virus ha sido reportada por otros autores (Diaz, comunicacién
personal). En el presente trabajo no se realizaron intentos de aislamiento, bdsicamente
por la experiencia con CpCol, en la cual se gastd toda la muestra en los sucesivos intentos.
Por ello se decidid no intentar el aislamiento con los nuevos pooles positivos y asi poder
utilizar la muestra original para las extracciones de ARN y caractarizacion de los virus. Se
realizaron aproximadamente 3 extracciones de cada pool para obtener material suficiente
para la realizacién de las numerosas RT-PCRs que se describen en éste trabajo. Es muy
probable que debido a los ciclos de congelacion y descongelacién hayan disminuido la
carga viral en el pool y por lo tanto se haga dificil obtener fragmentos gendmicos de gran
tamafio.

La deteccion de CxFV en tres departamentos de Uruguay, Montevideo (barrios Cerrito y
Villa Garcia), Paysandu y Salto presentados en este trabajo, mas el detectado en el afio
2007 en Colonia (Burguefio, 2007), muestran que CxFV se distribuye en el litoral y sur del
pais.

5.2 De los resultados obtenidos en equinos

En cuanto al estudio seroldgico en equinos, fue posible analizar entre 10 y 43 muestras
por departamento, provenientes a su vez de 18 de los 19 departamentos del Uruguay. Los
resultados obtenidos muestran la primera evidencia de circulacién de SLEV y la posible
circulacion de WNV en caballos en el pais. El SLEV presentaria ademas una amplia
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distribucidn en el pais y no parece tener restricciones geograficas, ya que se detectaron
anticuerpos anti-SLEV en equinos de 17 de los 18 departamentos analizados. El estudio
indicd una prevalencia general para SLEV del 50,1%, similar a la reportada en paises
vecinos. Un estudio realizado en varias provincias de Argentina en la década del 80 indicé
prevalencias desde 42 a 75% en equinos (Monath y cols., 1985), en cambio un estudio
publicado en 2012 a partir de muestras de la provincia de Santa Fe detectdé una
prevalencia del 12% (Tauro y cols., 2012). Tal como se consigna en el trabajo de Tauro y
cols., es posible que esta diferencia pueda deberse a una subestimacién de las
prevalencias debido a los criterios de positividad utilizados. En nuestro trabajo se siguid el
criterio de positividad utilizado por Monath, donde se toman como positivos aquellos
sueros que neutralizan el 80% de las unidades formadoras de placas, a una dilucion 1:10;
junto con la titulaciéon en paralelo entre ambos, considerando la presencia de cruce
antigénico entre virus. En Brasil, un estudio realizado en Mato Grosso do Sul detecté una
prevalencia de 50,9% (Rodrigues y cols., 2010) y, otro en la subregién de Nhecoldndia,
encontrd una prevalencia de 43,7% (Pauvolid-Correa y cols., 2010).

La actividad de SLEV reportada en este trabajo esta en concordancia con los antecedentes
reportados en el pais. En este sentido, estudios realizados en 1999 y 2001 en el DLSP,
reportan la deteccion de anticuerpos contra este virus en un brote de febriles ocurrido en
Rivera, asi como en una encuesta seroldgica en muestras de banco de sangre (Delfraro,
2002). En ambos casos fueron utilizadas las técnicas de ELISA y PRNT.

A su vez, en el marco de la vigilancia de virus dengue en Uruguay, se han reportado 2
casos de encefalitis y sindrome febril “tipo dengue”, los cuales fueron finalmente
confirmados como infecciones por SLEV (2007 y 2008, fuente: DEVISA, MSP). Sumado a
esto, en 2012 se confirman seroldgicamente dos casos de encefalitis por SLEV ocurridos en
Montevideo y uno en San José (MSP, 2012). Estos hallazgos, sumado a los resultados en
equinos encontrados en éste trabajo, indican que SLEV se encuentra ampliamente
distribuido y circulando desde hace varios afios en el pais. El bajo nimero de casos
humanos de infeccion por SLEV puede deberse a la escasa vigilancia de sindromes febriles
en el pais y también a infecciones asintomaticas. Es de notar que en el muestreo que se
realizd en mosquitos en el presente estudio, no se encontraron pooles positivos para
SLEV. Es posible que esto se deba a que no fue posible realizar capturas en los domicilios y
peridomicilios de los pacientes diagnosticados en el momento en que los mismos
ocurrieron. Debido al comportamiento y caracteristicas de los vectores potencialmente
implicados en la transmisidn, la mayor probabilidad de encontrar mosquitos positivos para
SLEV se da cuando la captura se realiza en el momento y lugar en que ocurren los brotes
(Diaz y cols., 2006).

SLEV y WNV pertenecen al mismo grupo antigénico, el grupo de la encefalitis japonesa,
por ello las muestras positivas en el tamizaje de SLEV fueron posteriormente tamizadas
para WNV. De las 8 muestras positivas para WNV, una, del departamento de Salto, podria
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ser considerada como positiva, ya que la misma presentd un titulo de 1:10 para SLEV y de
1:20 para WNV cuando se analizaron en ensayo de titulacién simultanea. Sin embargo, de
acuerdo al criterio del CDC para la identificacion por PRNT del agente etioldgico, la
muestra en cuestion debe presentar un titulo 4 veces mayor al de SLEV, para ser
considerada positiva para WNV. Por lo tanto, consideramos a esta muestra como
sospechosa para WNV, ya que si bien no cumple estrictamente con los criterios para ser
considerada positiva, en varios ensayos realizados la misma presenté consistentemente el
doble de titulo para WNV que para SLEV. Por tanto, la posible circulacion de WNV en
nuestro pais merece mayores estudios, ya que en la misma época del primer aislamiento
de WNV en Argentina a partir de un caballo (afio 2006) se detectd un equino seropositivo
gue provenia de nuestro pais. Recordemos ademas que los sueros equinos analizados en
este trabajo fueron colectados en 2007. En cuanto a las otras 7 muestras positivas para
WNV en el tamizaje, permanecieron con titulo 1:10 en la titulacion, mientras que
presentaron titulos mayores a 1:40 para SLEV, y por ello se consideran positivas para SLEV.

Los alfavirus estuvieron mucho menos representados en los sueros de equinos analizados,
presentando prevalencias relativamente bajas en comparacion con estudios en la region
(Monath y cols., 1985; Pauvolid-Correa y cols., 2010). El EEEV presentd una prevalencia del
1,18% vy se distribuy6 en 4 departamentos (Rivera, Rocha, San José y Soriano). En el afo
2006, nuestro laboratorio detecté genoma de EEEV en un pool de mosquitos Culex
pipiens, capturados en la ciudad de Fray Bentos del departamento de Rio Negro
(Burgueno, 2007), sin embargo no se detectaron anticuerpos anti-EEEV en ninguno de los
23 sueros de equinos analizados de este departamento. Para WEEV se obtuvo una unica
muestra positiva, con titulo de 1:80 proveniente del departamento de Cerro Largo. Los
virus del complejo VEE presentaron una distribucion mas amplia que los otros alfavirus
estudiados, demostrando circulacion de los tres virus estudiados: VEEV, PIXV y RNV,
también en concordancia con estudios similares en la regién (Monath y cols., 1985). El
VEEV es el serotipo incluido en la vacuna comercial para encefalitis venezolana. Es posible
gue parte de esta prevalencia encontrada (2,12%) pueda deberse a que, a pesar que los
equinos fueron referidos como “no vacunados”, alguno de ellos haya sido importado de
paises con vacunacion para VEEV, como Estados Unidos.

5.3 De los resultados del estudio de un caso fatal de encefalitis viral

La deteccion de WEEV en un caso humano fatal es de gran importancia epidemiolégica, ya
gue es el primer reporte de WEE en el pais, y el primer caso en la regién identificado por
métodos moleculares. Es posible que éste sea un evento relativamente inusual, ya que no
hay evidencia de reciente circulacidn en la region y el paciente no habia viajado fuera del
pais en los Ultimos meses. Del analisis de |la secuencia viral, surge que este virus esta mas
relacionado con virus de Estados Unidos que con cepas de Argentina. Esto podria ser
simplemente un sesgo por falta de secuencias de la regidn, ya que solo se dispone en las
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bases de datos de 2 secuencias del gen NSP4 de WEEV de Argentina, o podria tratarse de
un virus introducido recientemente en nuestro pais.

Se reconoce que en nuestro pais mas del 50% de las encefalitis virales permanecen sin
determinacién del agente etiolégico (Salamano, 2009), por lo que la incorporacion de
métodos sensibles y especificos de diagndstico molecular pueden ser de gran utilidad. A
partir de este hallazgo, el Ministerio de Salud Publica de nuestro pais incorporé el
diagndstico molecular de alphavirus y flavivirus al algoritmo de vigilancia de las
meningoencefalitis a liquido claro. Gracias a ello, fue posible diagnosticar un caso mas (no
fatal) de encefalitis por alfavirus utilizando métodos moleculares (Chiparelli, Morel y
Burguefio, comunicacion personal).

Hasta el momento no se han reportado epizootias ni casos humanos atribuibles a VEEV en
Uruguay, pero la presencia de anticuerpos en equinos indica que al menos 3 subtipos
circulan en el pais, por tanto, estando presente varias especies de mosquitos que han sido
reportados como vectores (Ochlerotatus spp, Culex spp y Stegomyia spp), no deberia
descartarse la posibilidad de brotes, tanto en humanos como en equinos.

Nuestros resultados sugieren que varios alfavirus se encuentran circulando en nuestro
pais. Algunos como WEEV y EEEV lo harian a baja intensidad, a juzgar por los valores de
seroprevalencia en equinos, pero provocando casos esporadicos de encefalitis en
humanos.

Por otro lado, los flavivirus, mds especificamente SLEV circula en el pais presentando una
amplia distribucidon y prevalencia elevada en equinos, lo que condice con los casos
documentados de encefalitis en humanos.

En conjunto, los resultados de las investigaciones presentadas en esta tesis son un aporte
al conocimiento de la circulacion de los arbovirus en el pais. Este tipo de estudios,
abarcando vectores y hospedadores finales brindan informacion util, a ser utilizada en el
disefio de estrategias de vigilancia prevencion y control de las arbovirosis de interés
sanitario.

69




6. CONCLUSIONES
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El presente trabajo es el primer estudio de circulacién de arbovirus en mosquitos realizado en

el Uruguay.

Permitié ahondar en el conocimiento de la distribucion de las especies de mosquitos vectores
de arbovirus en los departamentos de Artigas, Canelones, Colonia, Montevideo, Paysandu,

Rio Negro, Rivera, Salto y Soriano.

Se detectd la circulacién del flavivirus endégeno CxFV en los departamentos de Salto,
Montevideo y Paysandu, ademas del previamente reportado en Colonia. Dichos virus se

caracterizaron a nivel molecular, llegando a analizar 1300 nucledtidos del gen NS5.

Se realizé el primer estudio de circulacién de arbovirus en equinos, cubriendo 18 de los 19
departamentos del pais. EI mismo demostro la circulacién de alfavirus como VEEV, PIXV, RNV,
WEEV y EEEV. En cuanto a los flavivirus, se detectaron elevadas prevalencias de anticuerpos

neutralizantes para SLEV y una muestra que podria considerarse seropositiva para WNV.

En el marco de estas investigaciones, fue posible identificar y caracterizar por primera vez a

nivel molecular un caso de encefalitis por WEEV en la region.
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7. PERSPECTIVAS
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Los roedores son hospedadores amplificadores de varios arbovirus, incluyendo WEEV y VEEV,
entre otros. La Seccion Virologia tiene una amplia seroteca de roedores, cubriendo varios
afios, especies y localidades. Por estas razones se planea evidenciar la circulacion de arbovirus

en sueros de roedores del pais, a través de la deteccién de anticuerpos neutralizantes.

Las aves son hospedadores amplificadores de la mayoria de los arbovirus, por ello es
sumamente importante estudiar la circulacién de arbovirus en las mismas. Se plantea realizar
un muestreo de aves a través de captura de las mismas con redes de niebla y posterior
extraccidon de sangre, para asi detectar anticuerpos neutralizantes contra los virus SLEV, WNV

y EEEV.

Como se menciond en la tesis, Culex pipiens es estrictamente un complejo de sub-especies de
mosquitos. Para conocer que sub-especies estan presentes en Uruguay, y en especial, a qué
sub-especie pertenecen los mosquitos en los que se detectd CxFV, nuestro grupo se
encuentra optimizando una PCR que permite diferenciar entre las sub-especies Culex pipiens
pipiens y Culex pipiens quinquefasciatus, basada en polimorfismos presentes en el segundo
intrén del locus de la acetilcolinesterasa-2 (Smith y Fonseca, 2004). Este tipo de estudios son
basicos para iniciar investigaciones sobre la competencia vectorial de las diversas sub-

especies de Culex frente a diferentes arbovirus

Se planea continuar con la vigilancia de arbovirus en mosquitos en el pais, con especial énfasis

en la captura en regiones no relevadas en el presente trabajo, asi como ante la confirmacion

de casos de arbovirus en humanos.
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9. ANEXOS
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9.1 Tabla general de los pooles de mosquitos procesados

Pool | Departamento Sitio Tipo de captura Fecha Especie Sexo | Cantidad | Alimentada
18 Montevideo Unidn manual 18/02/2009 | Culex pipiens M 50 -
19 Montevideo Unidn manual 18/02/2009 | Culex pipiens M 50 -
20 Montevideo Unidn manual 18/02/2009 | Culex pipiens M 28 -
21 Montevideo Unidn manual 18/02/2009 | Culex pipiens F 50 no
22 Montevideo Unidn manual 18/02/2009 | Culex pipiens F 22 no
23 Montevideo Unidn manual 18/02/2009 | Culex pipiens F 14 no
24 | Montevideo Unidn manual 02/01/2009 | Culex pipiens M 17 -
25 | Salto Salto09 CDC modelo 512 | 19/02/2009 | Culex pipiens F 1 no
26 | Salto Salto03 CDC modelo 512 19/02/2009 | Psorophora sp. F 1 no
27 | salto Salto03 CDCmodelo 512 | 5 10512009 | culex pipiens F 2 no
28 Montevideo Buceo manual 19/02/2009 | Ochlerotatus albifascatus F 6 no
29 Montevideo Cuchilla Pereyra manual 24/03/2009 | Culex pipiens F 8 no
30 Montevideo Cuchilla Pereyra manual 24/03/2009 | Culex pipiens M 4 -
31 Montevideo Bafiados de CDC modelo 512 19/03/2009 | Ochlerotatus scapularis F 1 no
Carrasco
32 Montevideo Bafiados de CDC modelo 512 19/03/2009 | Ochlerotatus crinifer F 1 no
Carrasco
33 Montevideo Bafiados de CDC modelo 512 19/03/2009 | Culex spp F 9 no
Carrasco
34 | Montevideo | B2fadosde CDC modelo 512  ».03/2009 | Mansonia titillans F 1 no
Carrasco
35 Montevideo Bafiados de CDC modelo 512 21/03/2009 | Ochlerotatus crinifer F 1 no
Carrasco
36 | Montevideo | 22hados de CDCmodelo 512 | ;10315009 | culex sp. M 1 ;
Carrasco
37 Montevideo Bafiados de CDC modelo 512 23/03/2009 | Culex pipiens F 50 no
Carrasco
38 Rivera Rivera03 CDC modelo 512 19/04/2009 | Stegomyia fluviatilis F 1 no
39 Rivera Rivera 02 manual 19/04/2009 | Culex pipiens F no
40 Rivera Rivera03 CDC modelo 512 | 15/04/2009 | Culex sp F no
41 Rivera Rivera 02 manual 15/04/2009 | Culex spp F no
42 Rivera Rivera03 CDC modelo 512 | 16/04/2009 | Culex spp F 45 no
43 Rivera Rivera 02 manual 16/04/2009 | Culex pipiens F 4 no
44 | Rivera Rivera01 CDCmodelo 512 | 00412009 | Culex spp F 2 si
45 Rivera Rivera01 CDC modelo 512 16/04/2009 | Culex spp M 8 -
46 | Rivera Rivera01 CDCmodelo 512 | 00112009 | culex pipiens F 14 no
47 | Canelones Los Titanes CDC modelo 512 30/04/2009 | Culex pipiens F 1 si
48 Canelones Los Titanes CDC modelo 512 30/04/2009 | Culex pipiens F 2 no
49 | Canelones Los Titanes CDC modelo 512 30/04/2009 | Culex bidens F 3 no
50 Montevideo Belvedere CDC modelo 512 05/05/2009 | Culex dolosus F 1 no
51 | Montevideo Belvedere CDC modelo 512 05/05/2009 | Culex spp F 7 no
52 Montevideo Belvedere CDC modelo 512 05/05/2009 | Culex pipiens F 50 no
53 Montevideo Belvedere CDC modelo 512 05/05/2009 | Culex pipiens F 1 si
54 | Canelones Los Titanes CDC modelo 512 30/04/2009 | Culex pipiens F 2 no
55 | Montevideo Belvedere CDC modelo 512 04/05/2009 | Culex pipiens F 50 no
56 Montevideo Belvedere CDC modelo 512 04/05/2009 | Culex spp F 4 no
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CDC modelo 512

57 Montevideo Belvedere 04/05/2009 | Culex spp 5 si
58 Montevideo Belvedere CDC modelo 512 04/05/2009 | Culex pipiens 45 no
59 | salto Salto05 CDCmodelo 512 | 5511 12009 | Culex apicinus 1 no
60 | salto Salto02 CDCmodelo 512 | 55112009 | culex pipiens 2 ;
61 |salto Salto02 CDCmodelo 512 | 31112009 | Culex pipiens 3 si
62 | Salto salto02 CDC modelo 512 23/11/2009 | Culex pipiens 11 no
63 Salto salto02 CDC modelo 512 24/11/2009 | Psorophora ciliata 2 no
64 | Salto Salto08 CDC modelo 512 24/11/2009 | Culex pipiens 7 no
65 | salto Salto08 CDCmodelo 512 | ) /11 /2009 | culex pipiens 2 no
66 | salto salto09 CDCmodelo 512 | 51 /11 /2009 | culex pipiens 1 no
67 Salto Salto07 CDC modelo 512 25/11/2009 | Ochlerotatus scapularis 4 no
68 Salto Salto07 CDC modelo 512 25/11/2009 Oci?leroratus 1 o
albifasciatus
69 | Salto salto07 CDC modelo 512 25/11/2009 | Culex pipiens 19 no
70 | salto Salto02 CDCmodelo 512 | 51112009 | culex pipiens 5 si
71 Salto Salto02 CDC modelo 512 25/11/2009 Oci.llerofatus 3 no
albifasciatus
72 | salto Salto02 CDCmodelo 512 | 5112009 | culex pipiens 5 ;
73 Salto salto02 CDC modelo 512 25/11/2009 | Culex pipiens 28 no
74 | Salto salto02 CDC modelo 512 25/11/2009 | Culex pipiens 45 no
75 | salto salto02 CDCmodelo 512 | 511 12009 | culex pipiens 1 ;
76 | Salto salto02 CDC modelo 512 25/11/2009 | Culex pipiens 1 si
77 | salto galete CDCmodelo 512 | )¢ /1112009 | Culex pipiens 12 no
78 Salto Salto04 CDC modelo 512 26/11/2009 | Culex coronator 1 no
79 Salto Salto04 CDC modelo 512 26/11/2009 | Psorophora sp. 1 no
80 | Salto Salto02 CDC modelo 512 26/11/2009 | Culex pipiens 6 no
81 Salto Salto02 CDC modelo 512 26/11/2009 Oci?leroratus 3 o
albifasciatus
82 Salto Salto02 CDC modelo 512 26/11/2009 | Ochlerotatus scapularis 1 no
83 Salto Salto11 CDC modelo 512 26/11/2009 | Culex pipiens 1 -
84 | salto salto11 CDCmodelo 512 | 5 0112009 | culex pipiens 50 no
85 | Salto salto11 CDC modelo 512 26/11/2009 | Culex pipiens 58 no
86 | Salto Salto06 manual 26/11/2009 | Culex pipiens 1 si
87 Paysandu Paysandu 01 CDC modelo 512 03/12/2009 | Culex pipiens 44 no
88 | Paysandd Paysandu 01 CDCmodelo 512 | 315 12009 | culex pipiens 1 ;
89 paysandii Paysandu 01 CDC modelo 512 03/12/2009 Oci'llerofatus 3 no
albifasciatus
90 Paysandu Paysand 01 CDC modelo 512 03/12/2009 | Culex pipiens 1 no
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Paysandu 01

CDC modelo 512

91 | Paysandu 03/12/2009 | Culex pipiens 39 no
92 Paysandu Paysand 01 CDC modelo 512 04/12/2009 | Culex pipiens 50 no
93 | Paysandd Paysandu 01 CDCmodelo 512 | ) /1512009 | culex pipiens 50 no
94 | Paysandu Paysandu 01 CDC modelo 512 04/12/2009 | Culex pipiens 50 no
95 | Paysandd Paysandu 01 CDCmodelo 512 | ) /1512009 | culex pipiens 24 no
96 Paysandu Paysandu 01 manual 04/12/2009 | Culex pipiens 2 no
97 | Paysandu Paysandu02 CDC modelo 512 05/12/2009 | Culex pipiens 2 no
98 Paysandu Paysandu02 CDC modelo 512 05/12/2009 | Culex pipiens 1 si
99 | Paysandd Paysandu 01 CDCmodelo 512 | 01512009 | culex pipiens 2 ;
100 | Paysandu Paysandu 01 CDC modelo 512 06/12/2009 Oci'llerofatus 1 si
albifasciatus
101 | Paysandu Paysand 01 CDC modelo 512 06/12/2009 | Culex pipiens 1 -
102 | Paysandu VR CDCmodelo 512 | 01515009 | Culex pipiens 2 no
103 | Paysandu Paysandu 01 CDC modelo 512 06/12/2009 | Culex pipiens 2 si
104 | Paysandu Paysandu 01 manual 06/12/2009 | Culex pipiens 2 -
105 | Paysandu Paysandu 01 manual 06/12/2009 | Culex pipiens 5 no
106 | Paysandu Paysandu 01 manual 06/12/2009 | Culex pipiens 4 si
107 | Paysandu Paysand 01 manual 06/12/2009 Oci'llerofatus 3 no
albifasciatus
108 | Paysandu Paysandu 01 manual 06/12/2009 Oci?leroratus 3 si
albifasciatus
109 | Paysandu Paysandu03 CDC modelo 512 06/12/2009 | Culex pipiens 40 no
110 | Paysandu Paysandu03 CDC modelo 512 06/12/2009 | Culex pipiens 33 no
111 | Canelones Atlantida CDC modelo 512 20/12/2009 | Culex pipiens 36 no
112 | Montevideo Belvedere CDC modelo 512 18/12/2009 | Culex pipiens 38 no
113 | Montevideo Belvedere CDC modelo 512 18/12/2009 | Culex pipiens 5 si
114 | Canelones Atlantida CDC modelo 512 09/03/2010 | Culex pipiens 36 no
115 | Canelones Atléntida CDCmodelo 512 | 5 1022010 | culex pipiens 1 si
116 | Canelones Atlantida CDC modelo 512 09/03/2010 | Ochlerotatus albifascatus 1 no
117 | Canelones Atlantida CDC modelo 512 10/03/2010 | Culex pipiens 42 no
118 | Canelones Atléntida CDCmodelo 512 | 10215010 | culex pipiens 1 ;
119 | Canelones Atlantida CDC modelo 512 10/03/2010 | Ochlerotatus albifascatus 1 no
120 | Montevideo Barrio Cerrito manual 13/03/2010 | Culex pipiens 4 no
121 | Montevideo Barrio Cerrito manual 13/03/2010 | Ochlerotatus albifascatus 1 no
. Barrio Cerrito L
122 | Montevideo manual 13/03/2010 | Culex pipiens 2 -
. Barrio Cerrito
123 | Montevideo manual 19/03/2010 | Culex spp 6 no
124 | Montevideo 22::; Villa CDC modelo 512 24/03/2010 | Culex pipiens 48 no
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125 | Montevideo 22::; villa CDCmodelo 512 | 5 110212010 | culex pipiens 20 no
126 | Montevideo gzrcii(; villa CDC modelo 512 24/03/2010 | Culex pipiens 1 si
127 | Montevideo 22::; villa CDCmodelo 512 | 1 /03/2010 | Culex spp 6 no
128 | Montevideo 22?2; villa CDC modelo 512 24/03/2010 | Culex pipiens 13 no
129 | Montevideo 22::; villa CDCmodelo 512 | ) 03/2010 | culex pipiens 15 no
130 | Montevideo 22?2; villa CDC modelo 512 24/03/2010 | Culex pipiens 1 si
131 | Montevideo gaa'rrc': Ll CDCmodelo 512 | ) ) 10212010 | Culex pipiens 17 no
132 | Montevideo gz:rciic; villa CDC modelo 512 24/03/2010 | Ochlerotatus albifascatus 6 no
133 | Montevideo gzrcii(; villa CDC modelo 512 24/03/2010 | Ochlerotatus albifascatus 10 no
134 | Montevideo 22::; villa CDCmodelo 512 | 110212010 | culex pipiens 26 no
135 | Montevideo gzrcii(; Villa CDC modelo 512 24/03/2010 | Culex spp 5 no
136 | Montevideo zzrrrcii(; villa CDC modelo 512 24/03/2010 | Ochlerotatus albifascatus 16 no
137 | Montevideo 22?2; villa CDC modelo 512 24/03/2010 | Culex spp 2 no
138 | Montevideo 22::; villa CDCmodelo 512 | ) 103/2010 | culex pipiens 25 no
139 | Montevideo Barrio Belvedere CDC modelo 512 25/03/2010 | Culex pipiens 8 no
140 | Montevideo Barrio Belvedere | CDC modelo 512 25/03/2010 | Ochlerotatus albifascatus 37 no
141 | Montevideo Barrio Belvedere | CDC modelo 512 25/03/2010 | Ochlerotatus albifascatus 3 si
142 | Montevideo Barrio Belvedere | CDC modelo 512 25/03/2010 | Culex pipiens 11 no
143 | Montevideo Barrio Belvedere | CDC modelo 512 25/03/2010 | Ochlerotatus albifascatus 27 no
144 | Montevideo Barrio Belvedere | CDC modelo 512 25/03/2010 | Culex pipiens 1 si
145 | Montevideo Barrio Belvedere | CDC modelo 512 25/03/2010 | Ochlerotatus albifascatus 3 si
146 | Montevideo Barrio Belvedere | CDC modelo 512 25/03/2010 | Culex pipiens 24 no
147 | Montevideo Barrio Belvedere | CDC modelo 512 25/03/2010 | Ochlerotatus albifascatus 37 no
148 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 13/05/2010 | Culex pipiens 3 no
149 | Artigas Artigas02 CDCmodelo 512 | 15 0c 12010 | culex pipiens 1 si
150 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 13/05/2010 | Culex spp 26 no
151 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 13/05/2010 | Culex pipiens 2 si
152 | Artigas Artigas02 CDCmodelo 512 | 1 50c 12010 | Culex spp 10 no
153 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 13/05/2010 | Culex pipiens 3 si
154 | Artigas Artigas02 CDCmodelo 512 | 5 0c 12010 | culex pipiens 17 no
155 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 13/05/2010 | Culex pipiens 13 no
156 | Artigas Artigas01 CDC modelo 512 13/05/2010 | Ochlerotatus albifascatus 2 no
157 | Artigas Artigas01 CDC modelo 512 13/05/2010 | Culex spp 16 no
158 | Artigas Artigas02 CDCmodelo 512 | 15 0c 12010 | culex pipiens 2 si
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159 | Artigas Artigas02 CDCmodelo 512 | 5 0c 12010 | Culex spp 14 no
160 | Artigas Artigas03 CDC modelo 512 14/05/2010 | Culex pipiens 15 no
161 | Artigas Artigas01 CDCmodelo 512 | 1 ) /0c 12010 | culex pipiens 6 no
162 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 14/05/2010 | Culex spp 9 no
163 | Artigas Artigas02 CDCmodelo 512 | 1 ) /0c12010 | Culex spp 1 si
164 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 15/05/2010 | Culex pipiens 1 si
165 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 15/05/2010 | Ochlerotatus albifascatus 2 no
166 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 15/05/2010 | Culex pipiens 29 no
167 | Artigas Artigas02 CDCmodelo 512 | 1 /0c 12010 | Culex spp 12 no
168 | Artigas Artigas02 CDCmodelo 512 | 5 /0c 12010 | culex pipiens 24 no
169 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 15/05/2010 | Culex spp 12 no
170 | Artigas Artigas02 CDCmodelo 512 | 5 /e 12010 | culex pipiens 27 no
171 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 15/05/2010 | Culex pipiens 12 no
172 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 15/05/2010 | Ochlerotatus albifascatus 1 no
173 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 15/05/2010 | Culex pipiens 1 si
174 | Artigas Artigas02 CDCmodelo 512 | 5 /0c 12010 | culex pipiens 12 no
175 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 15/05/2010 | Culex spp 6 no
176 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 15/05/2010 | Culex pipiens 1 si
177 | Artigas Artigas02 CDCmodelo 512 | 15 /e 12010 | culex pipiens 11 no
178 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 15/05/2010 | Culex pipiens 3 si
179 | Artigas Artigas02 CDCmodelo 512 | 5 /0c 12010 | culex pipiens 20 no
180 | Artigas Artigas02 CDC modelo 512 15/05/2010 | Culex spp 12 no
181 | Artigas Artigas04 CDCmodelo 512 | 1 /0c 12010 | Culex spp 24 no
182 | Artigas Artigas04 CDC modelo 512 15/05/2010 | Culex spp 20 no
183 | Canelones Los Titanes CDC modelo 512 17/05/2010 | Culex spp 3 no
184 | Canelones Los Titanes CDC modelo 512 17/05/2010 | Culex spp 3 no
185 | Canelones Los Titanes CDC modelo 512 17/05/2010 | Ochlerotatus ... 17 no
186 | Canelones Los Titanes CDC modelo 512 17/05/2010 | Ochlerotatus ... 1 si
187 | Canelones Los Titanes CDC modelo 512 17/05/2010 | Ochlerotatus ... 20 no
188 | salto Salto10 CDCmodelo 512 | 01512010 | Culex spp 3 no
189 | Salto Salto10 CDC modelo 512 06/12/2010 | Culex pipiens 8 no
190 | salto Salto02 CDCmodelo 512 | /15 12010 | culex pipiens 18 no
191 | Salto salto02 CDC modelo 512 07/12/2010 | Culex pipiens 1 si
192 | salto Salto02 CDC modelo 712 | 07/12/2010 | Culex pipiens 10 si
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193 | salto salto02 CDCmodelo 512 | /15 12010 | culex pipiens 30 no
194 | Salto salto02 CDC modelo 512 07/12/2010 | Culex pipiens 39 no
195 | salto salto02 CDCmodelo 512 | /15 12010 | culex pipiens 35 no
196 | Salto salto02 CDC modelo 512 07/12/2010 | Culex spp 10 no
197 | salto Salto02 CDCmodelo 512 | /15 12010 | culex pipiens 13 si
198 | Salto salto02 CDC modelo 512 07/12/2010 | Culex pipiens 57 no
199 | salto Salto02 CDCmodelo 512 | /15 12010 | culex pipiens 12 no
200 | salto salto05 CDCmodelo 512 | 015 12010 | culex pipiens 3 si
201 | salto Salto05 CDCmodelo 512 | 01512010 | culex pipiens 22 no
202 | salto Salto05 CDCmodelo 512 | 015 12010 | culex pipiens 23 no
203 | salto salto05 CDCmodelo 512 | 015 19010 | Culex pipiens 16 no
204 | salto Salto05 CDCmodelo 512 | 015 12010 | culex pipiens 25 no
205 | Salto Salto04 CDC modelo 712 | 06/12/2010 | Culex pipiens 3 no
206 | salto Salto04 CDCmodelo 712 | 011512010 | culex pipiens 17 no
207 | Salto Salto04 CDC modelo 712 06/12/2010 | Culex pipiens 10 no
208 | salto Salto04 CDCmodelo 712 | 011512010 | Culex spp 18 no
209 | salto Salto01 CDCmodelo 512 | 1512010 | culex pipiens 20 no
210 | Salto salto01 CDC modelo 512 10/12/2010 | Culex pipiens 5 -

211 | salto Salto01 CDCmodelo 512 | 11512010 | culex pipiens 4 ;

212 | Salto Salto01 CDC modelo 512 10/12/2010 | Culex pipiens 29 no
213 | salto Salto01 CDCmodelo 512 | 1512010 | culex pipiens 4 ;

214 | Salto Salto01 CDC modelo 512 10/12/2010 | Culex pipiens 54 no
215 | Soriano Soriano01 CDCmodelo 512 | 5 ) 12011 | culex pipiens 14 no
216 | Soriano Soriano01 CDC modelo 712 25/02/2011 | Culex pipiens 3 -

217 | Soriano Soriano01 CDC modelo 712 25/02/2011 | Culex pipiens 4 no
218 | Rio Negro Arrayanes CDC modelo 512 | 26/02/2011 | Culex pipiens 3 no
219 | Rio Negro Arrayanes CDC modelo 712 26/02/2011 | Culex pipiens 15 no
220 | Soriano Soriano02 CDCmodelo 512 | 00212011 | culex pipiens 5 no
221 | Soriano Soriano01 CDC modelo 512 27/02/2011 | Culex pipiens 1 -

222 | Soriano Soriano01 CDCmodelo 512 | 5 ) 12011 | culex pipiens 11 no
223 | Soriano Soriano01 CDC modelo 712 27/02/2011 | Culex pipiens 1 -

224 | Soriano Soriano01 CDCmodelo 712 | 512011 | culex pipiens 6 no
225 | Colonia Colonia centro CDC modelo 512 18/03/2011 Oci'rlero}‘atus 2 no

albifasciatus

226 | Colonia Colonia centro CDC modelo 512 18/03/2011 | Culex pipiens 17 no
227 | Colonia Colonia centro CDC modelo 512 18/03/2011 | Psorophora ferox 3 no
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Colonia (Laguna

CDC modelo 512

228 | Colonia de los Patos) 18/03/2011 | Culex pipiens F 52 no
229 | Colonia Colonia (Laguna | CDC modelo 512 18/03/2011 | Mansonia titillans F 8 no
de los Patos)
230 | Colonia Colonia (Laguna | CDCmodelo 512 | 4 g/03/201 | pansonia titillans M 1 -
de los Patos)
231 | Colonia Colonia (Laguna | CDC modelo 512 19/03/2011 | Culex pipiens F 19 no
de los Patos)
. Colonia (Laguna | CDC modelo 512 .
232 | Colonia de los Patos) 19/03/2011 | Culex pipiens F 17 no
233 | Colonia Colonia (Laguna | CDC modelo 512 19/03/2011 | Mansonia titillans F 4 no
de los Patos)
. Colonia (Laguna | CDC modelo 512
234 | Colonia de los Patos) 19/03/2011 | Psorophora sp. F 1 no
. Colonia (Laguna .
235 | Colonia de los Patos) CDC modelo 712 | 19/03/2011 | Culex pipiens F 51 no
. Colonia (Laguna | CDC modelo 712 Ochlerotatus
236 | Colonia de los Patos) 19/03/2011 albifasciatus F 1 no
237 | Colonia Colonia (Laguna | CDCmodelo 712 | 1403201 | pansonia titillans F 3 no
de los Patos)
) Colonia (Laguna .
238 | Colonia de los Patos) CDC modelo 512 | 19/03/2011 | Culex pipiens F 52 no
239 | Colonia Colonia (Laguna | CDCmodelo 512 | 1g/03/201 | pansonia titillans F 8 no
de los Patos)
240 | Colonia Colonia (Laguna | CDC modelo 512 19/03/2011 Oci.llerofatus F 1 o
de los Patos) albifasciatus
241 | salto Salto01 CDCmodelo 512 | 5 /0112011 | stegomyia aegypti F 6 no
242 | Salto Salto01 CDC modelo 512 15/04/2011 | Culex pipiens F 1 no
243 | salto Salto02 CDCmodelo 712 | 15 /0112011 | culex pipiens F 4 no
244 | Salto Salto02 CDC modelo 712 15/04/2011 | Culex pipiens F 1 si
245 | salto Salto01 CDCmodelo 512 |, 00112011 | stegomyia aegypti F 1 no
246 | salto Salto01 CDCmodelo 512 | 00112011 | culex pipiens F 2 no
247 | Salto Salto01 CDC modelo 712 16/04/2011 | Stegomyia aegypti F 4 no
248 | salto Salto01 CDCmodelo 712 | 0042011 | culex pipiens F 5 no
249 | Montevideo Barrio Belvedere | CDCmodelo 712 27/04/2011 | Culex pipiens F 1 si
250 | Montevideo | 220 Belvedere | CDCmodelo 712 | 0 15611 | cylex pipiens F 25 no
251 | Montevideo Barrio Belvedere | CDC modelo 712 27/04/2011 | Culex pipiens F 51 no
252 | Montevideo | B30 Belvedere | CDCmodelo 712 | 0 15611 | cylex pipiens F 50 no
253 | Montevideo Barrio Belvedere | CDC modelo 712 27/04/2011 | Culex pipiens F 30 no
254 | Montevideo Barrio Belvedere | CDC modelo 712 27/04/2011 | Culex pipiens F 1 si
255 | Montevideo Barrio Colén CDC modelo 512 | 28/04/2011 | Culex pipiens F 30 no
256 | Montevideo Barrio Colon CDC modelo 512 | 28/04/2011 | Culex pipiens F 32 no
257 | Montevideo | B30 Colon CDCmodelo 712 | 50 10412011 | culex pipiens F 2 si
258 | Montevideo Barrio Colon CDC modelo 712 28/04/2011 | Culex pipiens F 35 no
259 | Montevideo | 2210 Colon CDCmodelo 712 | 50 104/2011 | culex pipiens M 1 ;
260 | Montevideo Barrio Colon CDC modelo 712 28/04/2011 | Culex pipiens F 45 no
261 | Montevideo | B2ro Colon CDC modelo 712 | 28/04/2011 | Culex pipiens F 48 no

En verde se sefialan los pooles de mosquitos positivos obtenidos en el presente trabajo.
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9.2 Tabla general con los resultados del procesamiento de los sueros de equinos.

Muestras WEEV EEEV VEEV RNV PIXV SLEV WNV
(Cor 87) (Cor 55) (TC-83) (Cor 663) | (Pixuna)| (78v6507) | (E/7229/06)
Nombre | Departamento Ia:(; Tit Ialr:; Tit Ialrg Tit Ialncw) Tit Tit Ialr:; Tit ‘:Il'aln‘; Tit
E07/001 Durazno Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/002 Durazno Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/003 Florida Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/40 | NR Neg
E07/004 Florida Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/40 | NR Neg
E07/005 Rivera Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/40 | NR Neg
E07/006 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/007 Rocha Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/008 Soriano Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/009 | Tacuarembd | Neg| x | Neg| x - 1/10 | Neg X Neg Neg X X X
E07/010 | Tacuarembd | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/40 | NR Neg
E07/011| Tacuarembd | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/40 | NR Neg
E07/012 | Tacuarembd | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Neg X X X
E07/013 | Cerro Largo Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/014 Colonia Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/40 | NR Neg
E07/015 Colonia Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/016 Colonia Neg [ x Neg X Neg X Neg X X Neg X X
E07/017 Colonia Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/40 | NR Neg
E07/018 Durazno Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/019 Durazno Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/020 Florida Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/021 Florida Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/022 Florida Neg | x Neg | x 1/10 | Neg X Neg Neg X X X
E07/023 | Maldonado Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/024 Rivera Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/025| Tacuarembd |Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Neg X X X
E07/026 | Tacuarembd | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/027 Artigas Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/028 | Cerro Largo Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/029 | Cerro Largo Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/030 Florida Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/031| Maldonado Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/032 Rivera Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/033 Rocha Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/034 Rocha Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/035 | Tacuarembd | Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/036 | Tacuarembd | Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/037 | Cerrolargo | Neg| x |Neg| x |Neg| x Pos | 1/10 Neg Pos | 1/80 | NR Neg
E07/038 | Cerrolargo | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Pos | 1/10 1/40 |[Pos | 1/10 | NR Neg
E07/039 | Cerro Largo Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/040 Durazno Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/041 Durazno Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/042 Flores Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/043 Florida Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/044 Florida Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/045 Rio Negro Neg [ x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/046 Rivera Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/047 Rivera Neg | x |Neg| x 1/10 | Neg X Neg Neg X X X
E07/048 Rivera Neg X 1/10 NR | Pos NR NR Neg X X X
E07/049 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | NR Neg
E07/050 Rocha Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/051 Rocha Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/052 Rocha Neg | x |JBOSM 1/10 | Neg | x [Neg| x X Neg | x X X
E07/053 San José Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/054 | Tacuarembd | Neg| x |Neg| x |[Neg| x | Neg X X Neg X X X
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E07/055 | Tacuarembd | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/056 Artigas Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/057 Canelones Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/058 | Cerro Largo Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/059 | Cerro Largo Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/060 | Cerrolargo |Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/061 Colonia Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/062 Colonia Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/063 Colonia Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/064 Flores Neg | x |Neg| x | Neg| x Pos | 1/10 Neg Pos | 1/80 | NR Neg
E07/065 Flores Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/066 Flores Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/067 Florida Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/068 | Maldonado Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X
E07/069 Rivera Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X
E07/070 Rivera Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X
E07/071 Rivera Neg X - 1/10 | Neg X Neg X X Neg X X
E07/072 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/073 Rivera Neg | x | Neg| x - 1/10 | Neg X Neg Pos | 1/20 | NR Neg
E07/074 Rocha Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/075 Rocha Neg| x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Neg X X
E07/076 Rocha Neg | x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Neg X X
E07/077 San José Neg| x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/078 Soriano Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/079 Soriano Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/080 Soriano Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/081 | Tacuarembd | Neg | x Neg | x | Neg| x Pos | 1/10 Neg Neg X X X
E07/082 Artigas Neg [ x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
EO07/083 | Cerro Largo Neg | x Neg X Neg X Neg X Neg X X X
E07/084 Colonia Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/085 Colonia Neg | x | Neg| x 1/20 | Neg X Neg Pos | 1/80 | NR Neg
E07/086 Colonia Neg X Neg X 1/10 | Neg X Neg Neg X X X
E07/087 Paysandu Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/088 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/089 Rocha Neg [ x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/090 San José Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/091 San José Neg| x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/092 | Tacuarembd | Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/093 | Tacuarembd | Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/094 | Treintay Tres | Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/095 Artigas Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/096 | Canelones Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/097 Canelones Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/098 Canelones Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/099 Canelones Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/40 | NR Neg
E07/100 | Cerro Largo Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/101| Cerro Largo Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/102 | Cerro Largo Pos | 1/80 | Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/103 Colonia Neg Neg | x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/104 Colonia Neg | x |[Neg| x |[Neg| x | Pos| 1/10 1/10 | Pes | 1/20 | NR Neg
E07/105 Flores Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/106 Florida Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/107 Florida Neg| x |Neg| x |Neg| x | Pos| 1/10 1/20 | Neg X X X
E07/108 Paysandu Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Pos | 1/40 | NR Neg
E07/109 Paysandu Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/110 Rivera Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/111 Rivera Neg [ x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/112 Rivera Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/113 Rivera Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/114 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
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E07/115 Rivera Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/116 Rivera Neg | x Neg X Neg X Neg X X Pos X NR Neg
E07/117 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/118 Rocha Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/119 Rocha Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | NR Neg
E07/120 | Tacuarembd | Neg| x |Neg| x |[Neg| x | Neg X X Neg X X X
E07/121| Tacuarembd | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/122 Artigas Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | NR Neg
E07/123 Artigas Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/124 Artigas Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/125| Cerro Largo Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/126 Colonia Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | NR Neg
E07/127 Colonia Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | NR Neg
E07/128 Colonia Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/129 Flores Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/130 Flores Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/131 Flores Neg | x |Neg| x | Neg| x Pos | 1/10 Neg Pos | 1/40 | NR Neg
E07/132 Flores Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/40 | NR Neg
E07/133 Florida Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Pos | 1/10 | NR Neg
E07/134 Florida Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Pos | 1/40 | NR Neg
E07/135| Maldonado | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | NR Neg
E07/136 | Maldonado | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/137 Paysandu Neg| x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | NR Neg
E07/138 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/139 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/140 Rocha Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/40 | NR Neg
E07/141 Rocha Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | NR Neg
E07/142 Salto Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | >1/80 | NR Neg
E07/143 Salto Neg| x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Neg X X X
E07/144 San José Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | >1/80 | NR Neg
E07/145 San José Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | NR Neg
E07/146 San José Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/147 Soriano Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | NR Neg
E07/148 Soriano Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/149 | Tacuarembd |Neg| x |Neg| x |[Neg| x | Neg X X Neg X X X
E07/150 | Tacuarembd | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/151 Artigas Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/152 Artigas Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/153 Artigas Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/154 Canelones Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/155| Cerro Largo Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/156 | Cerrolargo |Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | NR Neg
EO07/157 | Cerro Largo Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg - X X
E07/158 | Cerrolargo |Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/80 | NR Neg
E07/159 Colonia Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/160 Colonia Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/161 Flores Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/162 Flores Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/163 Florida Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/40 | NR Neg
E07/164 Paysandu Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | NR Neg
E07/165 Rio Negro Neg| x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | NR Neg
E07/166 Rio Negro Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/40 | NR Neg
E07/167 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/168 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/169 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/170 Rivera Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/171 Rivera Neg [ x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/172 Rocha Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/173 Salto Neg| x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/20 | NR Neg
E07/174 San José Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
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E07/175 San José Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/176 San José Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | >1/80 | NR Neg
E07/177 | Tacuarembd | Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Pos | 1/40 | NR Neg
E07/178 Artigas Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/40 | NR Neg
E07/179 Artigas Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/180 Artigas Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/181 Canelones Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | >1/80 | NR Neg
E07/182 | Cerro Largo Neg | x Neg X Neg X Neg X X Pos Neg X
E07/183 | Cerro Largo Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X Neg X
EO07/184 | Cerro Largo Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X Neg X
E07/185 Colonia Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/186 Colonia Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X Neg X
E07/187 Colonia Neg| x |Neg| x |Neg| x | Pos| 1/20 Neg Neg X Neg X
E07/188 Colonia Neg | x [Neg| x |Neg| x | Pos|1/160| Neg Pos | 1/10 | Neg X
E07/190 Colonia Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/191 Flores Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X Neg X
E07/192 Flores Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/193 Paysandu Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/194 Paysandu Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/195 Paysandu Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/196 Rio Negro Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/197 Rio Negro Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/198 Rio Negro Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/199 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/200 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/201 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/202 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/203 Rocha Neg [ x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/204 Salto Neg| x |Neg| x |Neg| x |Neg| x X Pos | 1/10 [JPesN 1/20
E07/205 Soriano Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/206 | Tacuarembd | Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/207 | Tacuarembd | Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/208 | Treintay Tres | Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/209 Artigas Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/210| Canelones Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/80 1/10
E07/211 Colonia Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/40 1/10
E07/212 Colonia Neg| x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/213 Colonia Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/214 Colonia Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/215 Colonia Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/216 Colonia Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/217 Colonia Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/218 Florida Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/219 Rio Negro Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/220 Rivera Neg X Neg X Neg X Pos | 1/10 Neg Neg X X X
E07/221 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/222 San José Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/223 San José Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/224 San José Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/225 San José Neg [ x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/226 San José Neg| x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/227 | Tacuarembd | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/228 | Tacuarembd | Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/229 | Tacuarembd | Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/230 | Tacuarembd | Neg| x |Neg| x |Neg| x Pos | 1/10 Neg Pos | 1/10 | Neg X
E07/231 Artigas Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/232 Artigas Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/233 Artigas Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/234 | Cerro Largo Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/235 Colonia Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
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E07/236 Colonia Neg| x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/237 Colonia Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/238 Colonia Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/239 Flores Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/240 Flores Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/241 Florida Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/242 Florida Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/243 Florida Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/244 Paysandu Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/245 Paysandu Neg| x |Neg| x |Neg| x |Neg X X Pos | 1/80 1/10
E07/246 Rio Negro Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/247 Rio Negro Neg | x | Neg| x 1/80 | Neg X Neg Pos | 1/10 | Neg X
E07/248 Rivera Neg [ x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/249 Rivera Neg [ x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/250 Rivera Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/251 Rivera Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/252 Rocha Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/253 Rocha Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/254 San José Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/255 San José Neg X Neg X Neg X Pos | 1/10 Neg Neg X X X
E07/256 Soriano Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/257 | Tacuarembd |Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Neg X X X
E07/258 | Tacuarembd | Neg| x | Neg| x 1/80 | Neg X Neg Neg X X X
E07/259 | Tacuarembd | Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/260 Artigas Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/261 Artigas Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/262 Artigas Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/263 | Cerro Largo Neg [ x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/264 | Cerrolargo |Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/265 | Cerro Largo Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/266 | Cerro Largo Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/267 Colonia Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/268 Colonia Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/269 Colonia Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/270 Colonia Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/271 Colonia Neg [ x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/272 Colonia Neg| x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/273 Flores Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/274 Florida Neg| x |Neg| x |Neg| x |Neg X X Pos | 1/10 - 1/10
E07/275 Florida Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/276 | Maldonado Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/277 | Maldonado Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X
E07/278 Paysandu Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X
E07/279 Paysandu Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X
E07/280 Paysandu Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/281 Rio Negro Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/282 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/283 Rivera Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/284 Rivera Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X
E07/285| Tacuarembd |Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Neg X X
E07/286 Rivera Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/287 | Canelones | Neg| x |Neg| x |Neg| x |Neg| «x X Pos | 1/80 |JPesl| 1/10
E07/288 Canelones Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/289 Canelones Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/290 Canelones Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/291 Canelones Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/292| Canelones Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/293 | Canelones Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg - X Pos | 1/10 | Neg X
E07/294 | Cerrolargo |Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/295 | Cerro Largo Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
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E07/296 | Cerro Largo Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/297 | Cerrolargo |Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/298 | Cerro Largo Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/299 | Cerro Largo Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/300 Durazno Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/302 Durazno Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/303 Durazno Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/304 Durazno Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/305 Durazno Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/306 Durazno Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/307 Durazno Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/308 Durazno Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/309 Durazno Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/310 Flores Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/311 Flores Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/312 Flores Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/313 Flores Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/314 Flores Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/315 Flores Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/316 Flores Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/317 Flores Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/318 Flores Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/319 Flores Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/320 Flores Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/321 Florida Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/322 Lavalleja Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/323 Lavalleja Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/324 Lavalleja Neg| x |Neg| x |Neg| x |Neg X X Neg X X X
E07/325 Lavalleja Neg| x |Neg| x |Neg| x |Neg X X Neg X X X
E07/326 Lavalleja Neg| x |Neg| x |Neg| x |Neg X X Neg X X X
E07/327 Lavalleja Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/328 Lavalleja Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/329 Lavalleja Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/330 Lavalleja Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/331 Lavalleja Neg| x |Neg| x |Neg| x |Neg X X Neg X X X
E07/332 Lavalleja Neg| x |Neg| x |Neg| x |Neg X X Neg X X X
E07/333 Lavalleja Neg| x |Neg| x |Neg| x | Pos| 1/10 Neg Neg X X X
E07/334 Lavalleja Neg | x Neg | x | Neg| x Pos | 1/10 Neg Neg X X X
E07/335 Lavalleja Neg | x Neg | x | Neg| x Pos | 1/10 Neg Neg X X X
E07/336 Lavalleja Neg | x Neg | x | Neg| x Pos | 1/10 Neg Neg X X X
E07/337 Lavalleja Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/338 Lavalleja Neg| x |Neg| x |Neg| x |Neg X X Neg X X X
E07/339 Lavalleja Neg| x |Neg| x |Neg| x |Neg X X Neg X X X
E07/340 Lavalleja Neg| x |Neg| x |Neg| x |Neg X X Neg X X X
E07/341 Lavalleja Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/342| Maldonado Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/343| Maldonado Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/344 | Maldonado Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/345| Maldonado | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/346 | Maldonado Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X
E07/347 | Maldonado Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X
E07/348 | Maldonado Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X
E07/349 | Maldonado Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/350 | Maldonado Neg | x Neg | x | Neg| x Pos | 1/10 Neg Neg X X X
E07/351 | Maldonado Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/352| Maldonado | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/353 | Maldonado | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Pos | 1/10 Neg Pos | 1/10 | Neg X
E07/354 | Maldonado | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X Pos | 1/10 | Neg X
E07/355| Maldonado Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X Neg X X X
E07/356 Paysandu Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X Neg X X X

99




E07/357 Paysandu Neg | x Neg X Neg X Neg X Neg X X X
E07/358 Paysandu Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X Pos | 1/10 | Neg X
E07/359 Paysandu Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X Pos | 1/10 | Neg X
E07/360 Paysandu Neg | x Neg | x | Neg| x Pos | 1/10 Neg Neg X X X
E07/361 Paysandu Neg | x Neg | x | Neg| x Neg X X Neg X X X
E07/362 Paysandu Neg | x |[Neg| x |[Neg| x | Pos| 1/10 Neg Pos | 1/10 | Neg X
E07/363 Rio Negro Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/364 Rio Negro Neg| x |Neg| x |Neg| x | Pos X Pos | 1/10 | Neg X
E07/365 Rio Negro Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/366 Rio Negro Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/367 Rio Negro Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/368 Rio Negro Neg X Neg X Neg X Pos | 1/10 Neg Neg X X X
E07/369 | RioNegro |Neg| x |Neg| x [WBOSN| 1/40 | Pos | 1/10 [ Neg [ Neg| x X X
E07/370 Rio Negro Neg [ x Neg X Neg X Neg X Neg X X X
E07/371 Rio Negro Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X Pos | 1/10 | Neg X
E07/372 Rio Negro Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/373 Rio Negro Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/374 Rio Negro Neg X Neg X Neg X Pos | 1/10 Neg Neg X X X
E07/375 Rio Negro Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/376 Rocha Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/377 Rocha Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/378 Rocha Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/379 Rocha Neg| x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/380 Salto Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/381 Salto Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/382 Salto Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/383 Salto Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/384 Salto Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/385 Salto Neg| x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Neg X X X
E07/386 Salto Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Neg X X X
E07/387 Salto Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/388 Salto Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/389 Salto Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/390 Salto Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/391 Salto Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/392 Salto Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/393 Salto Neg| x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/394 Salto Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/395 Salto Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/396 Salto Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/397 Salto Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/398 San José Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/399 San José Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/400 San José Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/401 San José Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/402 San José Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/403 San José Neg | x 1/10 | Neg | x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/404 San José Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/405 Soriano Neg | x 1/10 | Neg | x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/406 Soriano Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/407 Soriano Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/408 |  Soriano Neg | x |Neg| x |Neg| x |Neg| x X Pos | 1/80 |JPesl| 1/10
E07/409 Soriano Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/410 Soriano Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/411 Soriano Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/412 Soriano Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/413 Soriano Neg [ x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/414 Soriano Neg | x Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/415 Soriano Neg| x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/416 Soriano Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
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E07/417 Soriano Neg| x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/418 Soriano Neg | x |[Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/419 Soriano Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
EO07/420 | Treintay Tres | Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/421 | TreintayTres | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/40 1/10
E07/422 | TreintayTres | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/423 | TreintayTres | Neg| x |Neg| x |Neg| x | Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
E07/424 | Treintay Tres | Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
E07/425 | Treintay Tres | Neg X Neg X Neg X Neg X X Neg X X X
EO07/426 | Treintay Tres | Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X
EO07/427 | Treintay Tres | Neg X Neg X Neg X Neg X X Pos | 1/10 | Neg X

Abreviaturas: EEEV: virus de la encefalitis equina del este; Neg: muestra no reactiva en el tamizaje; NR: no se
realiza; PIXV: virus Pixuna; Pos: muestra reactiva en el tamizaje; RNV: virus Rio Negro; SLEV: virus de la
encefalitis de San Luis; Tam: tamizaje; Tit: Titulo; VEEV: virus de la encefalitis equina venezolana, WEEV:
virus de la encefalitis equina del oeste; x: no corresponde realizar. Entre paréntesis de los virus ensayados se

encuentra el nombre de la cepa utilizada.

101




9.3 Articulo del caso fatal de WEEV.
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be a potential hazard for invading
species. Avian malaria should therefore
be considered a threat for exotic parrots
in Europe until results of further
epidemiologic  and  experimental
studies are available. Because many
European bird species have been
mtroduced to the native range of the
psittacines studied here. a concern has
been expressed that these parasites
already have become established in
these areas and are affecting the natural
populations.
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Fatal Human Case
of Western Equine
Encephalitis,
Uruguay

To the Editor: The genus
Alphavirus  (family  Togaviridae)
comprises 29 viral species (1), grouped
mm at least 7 antigenic complexes
by their serologic cross-reactivity
2). They are maintained in nature
throungh enzootic cycles involving
arthropods as vectors with subsequent
amplification in small mammals or
birds, and epizootic cycles between
mosquitoes and large mammals such
as horses or humans.

Few reports have been made of the
circulation of alphaviruses in Uruguay.
A serologic study conducted in 1970

found antibodies to western (WEEV)
and eastern equine encephalitis
viruses by using complement fixation
and hemagglutination mhibition tests
in serum specimens from children (3).
In 1972-1973. epizootics in horses
caused by WEEV were reported in
Argentina and Urnguay. and WEEV
was isolated from a sick horse (4).

We report a fatal case of
viral encephalitis in April 2009 in
Montevideo. Uruguay. in a previously
healthy 14-year-old boy. Four days
before he sought treatment, he had
fever, asthenia, and headaches. At
hospital admission (April 12, 2009).
he was febrile and without neurologic
signs: amoxicillin  treatment was
initiated. Results of a computed
tomography scan of the brain were
normal.

On day 1. headache. vomiting.
neck stiffness. and partial left
seizures on the left side developed.
Also exhibited were consciousness
depression (Glasgow Coma Scale 12
points), hyperreflexia. and bilateral
Babinski sign. A cerebrospinal fluid
(CSF) sample was negative for bacteria
in cultures. An electroencephalogram
showed diffuse brain suffering. The
patient was brought to the intensive
care unit with a clinical diagnosis of
viral encephalitis. Over the next 24—
36 hows. intracranial hypertension
developed, and medical treatment
was given (sedation, hyperventilation,
mannitol. and barbiturates). Con-
science depression progressed fo
a deeper level. and a computed
tomography scan of the brain showed
dilatation of the temporal ventricles
and compression of the peritroncal
and sylvian cisterns. During the next
48 hours. the coma level went deeper.
reaching 6 on the Glasgow Scale.
Another CSF specimen was taken,
and PCR results were negative for
herpesvirus and enterovirus, Glasgow
Coma Scale level was 3 on April 15,
and a decompressive craniectomy
was done. Seventy-two hours after
admission, the patient died.
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Thepatient’s plasmaand CSF were
tested for antibodies to dengue and
West Nile viruses (immunoglobulin
M and G) through ELISA (Focus
Technologies, Cypress, CA. USA) and
for St. Louis encephalitis and dengue
virus by M antibody-capture—ELISA
(5). RNA was extracted from plasma
and CSF. followed by a generic nested
reverse franscription—PCR (RT-PCR)
for flaviviruses (6). Serologic and
molecular test results were negative
for the above-mentioned pathogens.
Then we performed a generic nested
RT-PCR (7). which amplifies 448 bp at
first round and 195 bp (second round)
of the alphavirus NSP4 gene. Also. a
heminested PCR was done (products
372 bp and 303 bp): RNA from
Venezuelan equine encephalitis virus
Tc-83 (provided by M. Contigiani.
Universidad de Coérdoba) was used
as positive control. The target region
is informative enough to allow the
precise identification of the most
relevant alphaviruses by sequencing
and phylogenetic analysis. Alphavirus
genome amplification was achieved
for the CSF specimen collected at
admission to the hospital. Plasma and
a second CSF specimen were PCR
negative. To confirm these findings,
another mnested RT-PCR reaction
targeting the NSP1 gene was done
as described previously (8). A 208-
bp amplicon. which corresponded
to the expected size for WEEV. was
obtained from plasma and the first
CSF specimen.

Sequence analyses were
conducted on the NSP4 fragments.
Maximum  likelihood (9) and
Bayesian (/0) phylogenetic analyses
gave similar results. The Figure.
panel A. shows that sample LCR/09-
303 is part of a well-supported clade
(aLRT = 0.99). which groups WEEVs.
The sequence LCR/09-303 is a sister
taxon to sequences GQ287641 and
GQ287642. with poor support (Figure.
panel B) (online Appendix Table:
www.cde.gov/EID/content/17/5/952-
appT.htm). These are reference
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WEEV USA strains (Imperial and
Kern) obtained from Culex rarsalis
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well-supported clade (alLRT = 0.85).
together with GQ287645. AF214040.

and FI786260. These are also USA
strains; 2 were isolated from infected

mosquitoes. Our sample and the
mentioned sequences are part of a

A

1 Mayaro
{# | O'Nyeng-nyeng I ighe Ora
Chikungunya

Figure. A) Phylogenetic tree obtained by maximum likelihood analysis of sequences
corresponding to the alphavirus NSP4 gene. Alignment used in the analysis had 448 bp
and was conducted by using BioEdit software version 7.0.9.0 (www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/
BioEdit himl). Estimation of the suitable model of nucleotide substitution was carried out
by using Maodelgenerator (http://bioinf. may.ie/software/modelgenerator). Phylogenetic
analysis was run on the PhyML web server (www.atgc-montpellier.fiphyml), with the
following settings: nucleotide substitution model. general time reversible + proportion in
variant + [; propaortion of invariable sites: 0.39; gamma distribution parameter a: 0.67; node
support: approximate likelihood-ratio test (only values over 0.70 are shown). Sequences
included in the analysis were the following: human encephalitis case-patient, LCR/09-303
(boldface); reverse transcription—PCR positive control (Venezuelan equine encephalitis
virus [VEEV]-Tc83) (282 nt); FJ786261; western equine encephalitis virus (WEEV):
AF214040, GQ287647], GQ287646, GQ287645, GQ287644, GQ287643, GQ287642,
GQ287641, GQ287640, FJ786263, FJ786262, FJ786260, NC003908; Highlands J virus,
FJ827831; Venezuelan equine encephalitis virus (VEEV), LO1443, DQ390224, AF075255,
AYB23299, AF448539, AF448538, AF448537, AF448536, AF448535, AF075252, U34999,
AF075259, AF075256, AF075253, AF075257, AFO75258, AY973944. L0O09230, AY741139,
U55350, U55347, U55345; eastern equine encephalitis virus (EEEV), AY722102, U01034,
EF568607, EF15150, AY705241, AY705240, X63135, DQ241303, Getah virus, EU015063,
EUD15062, EF631999, AY702913; Mayaro virus, AF237947, DQO001069; M20303;
O’nyong-nyong virus, AF079456; Igbo Ora virus, AF079457; chikungunya virus, EF210157,
EF027138, EF027136, DQ520772, DQ520768, DQ520767; Middleburg virus, EF536323,
J02248; Ockelbo virus, ME9205: Sindbis virus, AF103734, U338305, J02363, M69205.. B)
Detail of the WEEV clade, showing the relationships between the sample LCR/02-303 and
the rest of the WEEVs included in the analysis. Scale bars indicate expected nucleotide
changes per site.
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horses and 1 from Cx. rarsalis
mosquitoes. Notably. our sequence
is distantly related to GQ287646.
which was isolated from Culex spp.
mosquitoes in Chaco. Argentina. The
nucleotide sequence of the positive
control VEEV-Tc83 is correctly placed
in the VEEV clade.

Clinical and laboratory findings
showed that the illness described here
was compatible with viral encephalitis.
Using a generic RT-PCR assay on
an early CSF sample, we amplified
a partial sequence (NSP4 gene) of
an alphavirus. Phylogenetic analyses
showed that the patient’s sequence
grouped with sequences from WEEV.
with high statistical support. A second
RT-PCR assay on the NSP1 gene
enabled us to obtain an amplification
of 208 bp. which is consistent with the
expected size for WEEV. Therefore,
we concluded that the fatal disease
was likely caused by WEEV. Since the
1970s. to our knowledge. the presence
of WEEV (or other alphaviruses) in
Uruguay has not been documented.
Moreover, no recent reports have been
made of genome detection of WEEV
in encephalitis cases in the region.

Although the case described here
may be rare. the etiology of many viral
encephalitides in Uruguay remains
unknown. Serologic studies in horses
and studies to detect arboviruses
in mosquito populations are being
conducted to investigate the status of
arbovirus infections in Uruguay.
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Widespread
Availability of
Artemisinin
Monotherapy in the
United States

To the Editor: Artemisinin-
based combination therapies are
recommended as first line treatments
for Plasmodium falciparum malaria
in most areas of the world. The
article by Shahinas et al. (1) describes
a patient who had P falciparum
malaria after returning from Nigeria.
Her isolate had an elevated 50%
inhibitory concentration to artemisinin
derivatives. She had obtained
artesunate in Nigeria and took it
weekly for malaria prophylaxis, which
might have contributed to the relative
resistance found.

In 2009. one artemisinin-based
combination therapy (artemether/
lumefantrine) became available for use
in the United States. However, it 1s not
widely appreciated that artemisinin is
actually available in the United States
as an herbal supplement for over-the-
counter purchase (2). It is marketed
for general health maintenance and
for treatment of parasitic infections
and cancers (Figure), although as with
other supplements it is not intended to
diagnose. treat. cure. or prevent any
disease. As in the patient described
by Shahinas et al. widespread use
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9.4 Articulos en proceso de redaccion.

Burgueiio A, Cabrera A, Martinez M, Berois M, Arbiza J, Delfraro A. Culex Flavivirus
detection in Uruguay.

Burgueiio A, Spinsanti L, Diaz L, Rivarola E, Contigiani M, Arbiza J Delfraro A.
Seroprevalence of Saint Louis encephalitis virus in asymptomatic horses, Uruguay.
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