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RESUMEN

El presente es una revisién bibliogréfica sobre estudios realizados para determinar la presencia y circulacién del Virus
del Nilo Occidental (VNO) en diversas especies que interactlan en importantes ecosistemas del Ecuador, como son las
Islas Galapagos, en donde, se han realizado estudios de presencia y vigilancia del VINO en aves silvestres y migratorias
(2003) (2008 al 2010) y pinglinos (2003 al 2004). También, se ha realizado estudios en aves de diversos lugares
de Guayaquil (2011), y en equinos de Jauneche (2007) pero en ninguno de los lugares se evidencié la presencia del
virus. Por otro lado, en el humedal Abras de Mantequilla, Coello y colaboradores realizaron dos estudios en equinos de
edades entre 3 meses a 12 afnos, todos de raza mestiza, sexo machos y hembras, sin antecedentes de vacunacion y
con presencia de sintomas solo en el primer estudio. El analisis de los sueros en los dos estudios se realizé6 mediante
la técnica de ELISA (determinacién de reactividad) y la confirmacion a través de Neutralizacién por Reduccién del
Numero de Placas (NTRP). En el primer estudio se determiné el 8.12% (13/160) de reactividad en 13 equinos y el
22.22% de reactividad en 2 de 9 personas (no se confirmaron); del total de muestras reactivas en equinos, solo se
confirmo el 3.12% (5 equinos/160) de la presencia de anticuerpos IgM contra VNO. Respecto al segundo estudio
establecio el 12.6% (52/412) de reactividad y el 10.4% (43/412 equinos) se confirmé la evidencia seroldgica del VNO,
con una prevalencia final del 6.76%. Por lo consiguiente, el VNO esta presente y circulando en los equinos de la zona
costera ecuatoriana, lo cual es un riesgo potencial para la salud publica, sin embargo no hay informacién actualizada
de investigaciones realizadas al respecto.
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ABSTRACT

Several studies have been carried out to determine the presence and circulation of West Nile Virus (WNV) in several
species that interact in important ecosystems of Ecuador, such as the Galapagos Islands, where presence and surveillance
studies of WNV have been carried out in wild and migratory birds (2003) (2008 to 2010), penguins (2003 to 2004).
Studies have also been carried out on birds from different locations in Guayaquil (2011), and on Jauneche horses
(2007), but no virus has been demonstrated in any of them. Nevertheless, in the Abras de Mantequilla wetland, two
studies were conducted in equines aged between 3 months to 12 years, all of them mixed race, male and female, with
no previous vaccination history and with presence of symptoms only in the first study. In the two studies the serum
analysis was performed by the ELISA technique (reactivity determination) and Plaque Reduction Neutralization Test
(PRNT). In the first study, 8.12% (13/160) of reactivity was determined in 13 horses and 22.22% of reactivity in 2 of
9 people; and only 3.12% (5/160 horses) of the presence of IgM antibodies against WNV. In relation to the second
study, 12.6% (52/412) reactivity and 10.4% (43/412 horses) confirmed the serological evidence of WNV, with a final
prevalence of 6.76%. Consequently, the WNV is present and circulating in the equines of the Ecuadorian coastal zone,
which is a potential risk to the public health, nevertheless there is no updated information on investigations conducted
in this regard.

Keywords: Equine, flavivirus, mosquitoes, serological (Source: CAB).
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INTRODUCCION

El Virus del Nilo Occidental (VNO) es un virus ARN de la
familia Flaviviridae, de sentido positivo monocatenario,
cuyos vectores de transmisién son principalmente
los mosquitos, el VNO ha sido la principal causa de
encefalitis por arbovirus en todo el mundo, el cual forma
parte del complejo de encefalitis japonesa (1). El virus
fue originalmente aislado de Uganda en 1937; afios
posteriores caus6 brotes epidémicos en Asia, Europa
y Australia; y en 1999 aparecié por primera vez en el
continente Americano en la ciudad de New York (EEUU)
(2). El genoma del WNV es de 10.8 Kb de longitud,
que se traduce y procesa en 10 proteinas: 3 proteinas
estructurales (envoltura [E], matriz [M], capside [C]) y
7 proteinas no estructurales (NS) (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B y NS5) (3,4,5). La exocitosis es el
mecanismo por el cual las vesiculas cargadas de viriones
emergen de la célula huésped; dichos viriones son
ensamblados en el reticulo endopldsmico (6,7,8).

El WNV es considerada una zoonosis de tipo aviar, que
circula y es mantenida en la naturaleza, a través de un
ciclo enzoodtico entre especies aviares y mosquitos. Las
especies Culex pipiens, Cx. tarsalis y Cx. quinquefasciatus
son los vectores mas destacados en la transmisién del
virus en America del Norte (9).

La mayoria de las infecciones humanas son asintomaticas,
aproximadamente el 20% de las personas infectadas
se vuelven sintoméaticas y desarrollan enfermedades
agudas, que van desde una gripe sistémica a resultados
neuroinvasivos (meningitis) (10); en animales la especie
afectada son los equinos, los cuales pueden generar una
neuropatia fatal en el peor de los casos (11).

Actualmente, se ha comprobado que la circulacién del
VNO en la naturaleza se da a través de una red de
transmision (varios ciclos) en la que involucra algunos
géneros y especies de aves, algunos géneros y especies
de mosquitos, algunos mamiferos y garrapatas (12).

Los seres humanos infectados con el VNO pueden
presentar una tasa de mortalidad entre el 1 al 30% (12),
en contraste, la tasa de mortalidad en los equinos ronda
entre el 38-57.1% (13).

Desde el ingreso al continente Americano, se ha reportado
actividad viral en equinos y aves en la mayoria de paises
del continente (14). El primer caso de VNO en ecosistemas
sudamericanos se dio en el 2006 en Argentina, donde el
virus fue aislado de los cerebros de dos caballos muertos
(15), ademas, se han registrado casos serolégicos de
equinos, en Trinidad 4% (16), Colombia 9.23% (17),
Venezuela 4.3% (18), Argentina 16.2% (19), Brasil 3%
(20) y Uruguay 2% (21).

Por otro lado, todos los flavivirus son antigénicamente
relacionados, dando frecuentes reacciones cruzadas,
en especial en sitios donde dos o mas flavivirus son
endémicos y enzodticos, por lo que es meritorio ser
confirmados por diferentes métodos de diagndstico (11).
Respecto a estudios seroldgicos para VNO como prueba
de screening se recomienda la prueba serolégica de
ELISA, pero es necesario la confirmacion de las muestras,
a través de la prueba de Neutralizacién por Reduccién del
Ndmero de Placas (NTRP) debido a las intensas reacciones
cruzadas entre flavivirus (22).

En el Ecuador se han realizado investigaciones en
distintos lugares para la detecciéon de la presencia y
circulacion del VNO; ademas de lugares distintos, se ha
buscado en distintas especies aviares tanto domésticas
como silvestres, dentro y fuera del Ecuador continental.
Dentro de los ecosistemas ecuatorianos a destacar son
las Islas Galapagos (23-24), golfo de Guayaquil (25),
Jauneche y el Humedal Abras de Mantequilla en la
provincia de los Rios (26).

Estudios realizados en Ecuador: Sitios de Estudios

Islas Galapagos: Es un Archipiélago ubicado a 972
km de la costa de Ecuador, declarado patrimonio de
la humanidad por la UNESCO, estd constituida por 13
islas grandes, 6 islas medianas y 215 islotes, y es muy
famoso en el mundo por su biodiversidad (25). En agosto
del 2003, en las islas Isabela y Fernandina, se realizd
una investigacion seroldgica contra VNO en 69 aves
endémicas llamadas cormoran no volador (Phalacrocorax
harrisi) (23); también, entre el 2003 y 2004, en
las mismas islas descritas anteriormente, se efectud
un estudio seroldgico en 195 pinglinos (Spheniscus
mendiculus) (24), ademas, durante octubre de 2008,
mayo de 2009 y noviembre de 2010 en las islas Santa
Cruz y Baltra, y durante febrero de 2010 en la isla San
Cristébal, en 423 aves vivas (domésticas y silvestres) se
realizaron estudios seroldgicos y en 156 aves muertas se
realizaron estudios de identificacidn viral (RT-PCR)(25).

Guayaquil: Es una ciudad eminentemente tropical, de
gran importancia turistica que se encuentra ubicada en
el golfo de Guayaquil. Se realizaron estudios en enero
de 2011 en tres areas de Guayaquil: norte (Capeira-
Pantanal), sureste (Fundacidén Ecoldgica Andrade) y
centro (Parque Histoérico Guayaquil), los cuales abarcaban
una gama de tipos de habitat (jardines privados, parques,
zonas urbanas, manglares y bosques) multidiversos;
en estos sitios se muestrearon 202 aves domésticas
y silvestres para estudios seroldgicos, pero no se
determinaron casos de VNO (25).

Sector Jauneche: Es una zona pequefia situado en
la parte norte de la Provincia de Los Rios limitando al
norte con el cantéon de Mocache, Palenque al suroeste
y el estero Pefiafiel al Este; en este mencionado sector
se encuentra una reserva de 130 hectdreas donde se
encuentra la estacidon cientifica “Pedro Franco Davila”,
la misma que se encuentra dirigida y protegida por la
Universidad de Guayaquil. En el sector antes sefialado
entre el 2007 al 2009 se muestrearon 20 equinos con
edades entre 3 a 7 afios (26).

Humedal “Abras de Mantequilla”: Es un sitio
RAMSAR de importancia nacional e internacional, que
limita con las provincias del Guayas, Manabi, Bolivar,
Cotopaxi y Pichincha; su jurisdiccion la conforman los
cantones Vinces, Pueblo Viejo y Baba, pertenece al
bosque subhimedo tropical y posee una superficie total
de 67.177 hectareas. Sus coordenadas geograficas son
1°28’00” de latitud sur y 79°35’00” de longitud oeste;
ademas, la temperatura promedio anual es de 25°C, la
humedad promedio es de 82% con maximas coincidentes
con los meses mas calidos y la precipitacion anual es de
1260 mm (27).

En el humedal Abras de Mantequilla, se realizaron dos
estudios y en ambos, los animales fueron seleccionados
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segun los siguientes criterios de inclusion: equino
perteneciente a la zona de estudio o con estadia mayor a
21 dias y mayores de 3 de meses de edad. Cabe sefialar,
que los animales en cuestion tenian propietarios y no
eran caballos salvajes.

Ademas, se aplicd una encuesta, donde se registraron
datos como identificacién del animal, raza, sexo, edad,
sintomas, vacunacion y traslado de animales a otras
zonas.

Es importante resaltar que solo en el primer estudio se
realizaron estudios seroldgicos en 9 personas, cuyas
edades se encontraban entre los 40 a 60 afios de edad.
El nimero de quinos muestreados en dicho humedal en
los afios 2007-2009 fue de 160 (26).

Recoleccion de muestras. Se censaron un total de
630 animales, y se realiz6 un muestreo dirigido de
acuerdo al consentimiento de los propietarios de los
equinos que desearon participar en el estudio. En el
primer estudio realizado en Abras de Mantequilla, las
muestras fueron tomadas entre septiembre a diciembre
del 2007, obteniéndose un total de 160 muestras de
suero sanguineo de equinos y 9 muestras humanas,
provenientes de 5 sectores del humedal que son: La
Piedad, La Luz, Los Playones, Jobo y Mapancillo. En
Jauneche se tomaron 20 muestras de suero sanguineo
de equinos.

Respecto al segundo trabajo (solo Abras de Mantequilla),
las muestras fueron tomadas entre el 5 de Enero al
22 de Diciembre del 2012, obteniéndose solo un total
de 412 muestras de suero sanguineo de equinos, los
mismos que fueron colectados, en los sectores antes
mencionados (36).

El criterio de seleccidn de las areas estudiadas se basd
en caracteristicas ornitoldgicas, para el primer estudio
(lugares donde mas llegan las aves migratorias, no
presencia de caza y disponibilidad de alimento), y
epidemioldgicas, para el segundo estudio (presencia de
casos).

Es importante mencionar que a los moradores de las
Abras de Mantequilla en ambos estudios, se explico
sobre la importancia del estudio y el riesgo que tiene esta
arbovirosis para el entorno; ademas, a las personas que
participaron en ambos estudio se les solicité el debido
consentimiento informado. Por otro lado, previamente a la
toma de la muestra en los equinos (en los dos estudios),
se pidio el consentimiento informado a sus respectivos
propietarios.

En los equinos la muestra fue extraida de la vena yugular
y en los humanos de la vena humeral (a nivel de la flexura
del codo), luego fueron transportadas entre 4 a 8°C al
laboratorio de Virologia del Instituto Nacional de Higiene
y Medicina Tropical “Leopoldo Izquieta Pérez” (INH y MT
“LIP”) de Guayaquil, para la busqueda de anticuerpos
contra VNO.

El INH y MT “LIP” durante los muestreos no contd con
un comité de bioética, pero es meritorio destacar en el
aspecto ético y legal, que el nombre de las personas
sometidas al estudio no fueron publicados ni difundidos
sus datos. Por otra parte a los duefios de los animales
se realizd una manipulacién debida y no se administrd

farmaco alguno; ademas, se comunicd que de resultar el
diagndstico positivo, se informaria inmediatamente para
adoptar estrategias de prevencion y control. De igual
modo se procedié con los equinos del estudio.

Por otro lado, es meritorio destacar que las zonas
estudiadas no eran de facil acceso, montafiosos, con
muchas lagunas y animales silvestres.

Analisis de laboratorio. El suero se obtuvo mediante
centrifugacion, luego se transfirié a viales de 2 ml y se
almacend en congelacion a -20°C hasta su posterior
analisis. Las técnicas descriptas por la OIE para
la deteccion del VNO son: RT-PCR en tiempo real,
aislamiento en cultivo tisular, ELISA con IgM de captura,
Neutralizacidn por reduccion de placas, Neutralizacidn en
suero e inmunohistoquimica (28). En el primer estudio se
analizaron las muestras con el kit diagndstico de ELISA
de West Nile Virus IgM Capture de la casa PanBio® y se
confirmaron por NTRP; por otro lado, para el segundo
estudid se estudiaron las muestras por la prueba de ELISA
de bloqueo y también se confirmaron por NTRP.

Técnicas de Laboratorio. Prueba de ELISA de West Nile
Virus IgM Capture de la casa PanBio®: Los componentes
de esta prueba son: antigeno reconbinante (NY 99),
conjugado (anticuerpo monoclonal anti WNV conjugado
con peroxidasa), sustrato (tetrametilbenzidina y perdxido
de hidrégeno) y solucién de parada (acido fosférico) (29).

Prueba de ELISA de bloqueo: La técnica fue optimizada
con antigenos NY 99 (de marca FOCUS diagnostic),
anti-Flavivirus conjugados con peroxidasa de rabano,
Substrato ABTS y Solucion Stop (acido sulflurico)(22,30).

Prueba de Neutralizacion por Reduccion del Namero de
Placas: El primer estudio se realiz6 en el Centro para el
Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de Puerto
Rico con los siguientes procedimientos: Las muestras
fueron inactivadas con calor a 56°C durante 30 minutos,
luego se realizé diluciones seriadas dobles en solucidn
tamponada con fosfato (PBS), con un 30% de suero
fetal bovino inactivado por calor. Los sueros se diluyeron
1:20 con diluyentes (Chimera Vax WNV); también se uso
células VERO, el virus NY 99, medios que contenian 10%
de M199 sin phenol rojo, 1% de aminoacidos esenciales,
1% de vitaminas, 1% glutamina, FBS inactivado al 5%,
gentamicina al 0,4%, sodio al 4%, bicarbonato, 0,6 de
agarosa y la tincion se realizdé con Rojo neutro (31).

El segundo trabajo la confirmacién de las muestras se
realizé en el laboratorio de arbovirus del Instituto de
Virologia “J. M. Vanella” de la Universidad de Cérdoba
(Argentina). Esta prueba se utilizd: células VERO, la
cepa WNV E / 7229/06, se realizé diluciones desde 1:10,
pero se consideraron como positivas desde las diluciones
1:20 (15,32).

Resultados obtenidos de la bisqueda de VNO en
Ecuador. De las investigaciones seroldgicas y virales
de VNO realizadas en el 2003, en las Islas Galapagos en
69 aves endémicas (23), también, entre el 2003 y 2004,
en 195 pinglinos (24), y las realizadas durante octubre
de 2008, mayo de 2009, noviembre de 2010 y febrero
de 2010 en la isla San Cristébal (25), en aves vivas y
muertas; no se determinaron ningln caso del virus en
las especies referidas. En la ciudad de Guayaquil tampoco
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se evidenciaron casos de VNO (25); y en la actualidad
no se ha reportado evidencia de casos, por parte de los
organismos de Control de Salud Ecuatorianos (Ministerio
de Salud Publica y Agencia de Regulacion y Control Fito y
Zoosanitario), ni por parte de investigadores particulares
o institucionales.

Por otro lado, en Jauneche de los 20 equinos muestreados
no se detecto evidencia seroldgica del VNO, en contraste
con el estudio realizado en el humedal “Abras de
Mantequilla”, en donde de un total de 160 muestras
analizadas de suero de equinos, 13 resultaron reactivas
(7.22%) y de 9 humanos, 2 resultaron reactivos
(22.22%) para anticuerpos tipo IgM contra el VNO por
la técnica de ELISA desarrollada en el Subproceso de
Virologia del Instituto Nacional de Higiene y Medicina
Tropical “Leopoldo Izquieta Pérez” (INH y MT “LIP”) de
Guayaquil. Las muestras reactivas fueron analizadas
por NTRP en el CDC de Puerto Rico, para confirmar la
presencia de anticuerpos reactivos, encontrandose un
total de 5 casos confirmados en equinos (2.77%) vy
ninguno en humanos (Tabla 1).

Tabla 1. Estudio realizado en equinos y humanos de dos zonas
seleccionadas del Ecuador.

Lugar de Animales Casos Casos
h Fecha . . %
estudio muestreados reactivos positivos
Jauneche 2007 20 equinos 0.00 0.00 0.00
13 equinos 5 equinos  3.12
- (8.12%)
Abras de 160 equinos y
. 2007
Mantequilla 9 humanos.
2 humanos 0.00 0.00
(22.22%) : :

Fuente: Coello Peralta RD, Diaz Castillo A, Medrano JB. (26).

Las 5 muestras seropositivas correspondieron a equinos
provenientes del sector La Piedad con dos casos en
machos, de cinco y siete afios de edad; La Luz con un
caso en macho y otro en una hembra, con edadesde 2y 6
afios respectivamente; y un animal macho de Mapancillo
de dos afios de edad.

De los 412 muestras analizadas en el segundo estudio,
52 resultaron reactivas (12.6%) para anticuerpos IgM
contra WNV por la técnica de ELISA de bloqueo en el
laboratorio de Virologia del INH “LIP” de Guayaquil
(36), las muestras reactivas fueron confirmadas en el
laboratorio de arbovirus del Instituto de Virologia “J.
M. Vanella” de la Universidad de Cdrdoba (Argentina),
determinandose 43 casos confirmados, lo que permitié
determinar una prevalencia en los equinos de las “Abras
de Mantequilla” del 10.4% (Tabla 2).

Tabla 2. Casos de VNO en equinos del segundo estudio en el
humedal Abras de Mantequilla.

Casos de VNO Equinos estudiados Porcentaje (%)

Positivo 43 10.4
Negativo 369 89.6
Total 412 100.0

Las muestras positivas (confirmadas) correspondieron a
equinos de las 5 zonas seleccionadas del humedal “Abras
de Mantequilla”, presentandose en la Piedad 9 casos,
6 machos y 3 hembras; en La Luz 7 casos, 4 machos
y 3 hembras; en Los Playones 10 casos, 7 machos y

3 hembras; en Jobo 8 casos, 4 machos y 4 hembras;
y en Mapancillo 9 casos, 6 machos y 3 hembras. Los
mencionados animales fueron de raza mestiza y no
presentaron antecedentes de vacunacion.

Es importante resaltar que la prevalencia final registrada
en las Abras de Mantequilla fue del 6.76% (26,36).

Por otra parte, en el primer estudio realizado en el
humedal “Abras de Mantequilla”, 3 animales presentaron
sintomas similares a Fiebre Oeste del Nilo, en el segundo
estudio no se presentaron sintomas, ademas en el primer
estudio con respecto a sexo los machos se presentaron en
un 56% y las hembras en un 44%, en el segundo estudio
los machos se mostraron en un 60% y las hembras en un
40%. Pero, en los dos estudios coincidieron con respecto
a las edades (entre 3 meses a 12 afios), raza mestiza, sin
antecedentes de vacunacion y el 90% de los propietarios
de los animales manifestaron que sus caballos si se
trasladan a diferentes sitios (26).

DISCUSION

El VNO es uno de los flavivirus mas ampliamente
distribuido en el mundo y con actividad emergente en
las Américas, desde 1999 (33).

La ausencia de actividad viral en Galapagos, Guayaquil
y Jauneche se presume por la no introducciéon de aves
migratorias infectadas o enfermas a estos sitios de
gran impacto ecoldgico del Ecuador y del mundo; por
otra parte, no hay datos actualizados publicados de
la busqueda de anticuerpos en suero de mamiferos
(humanos, equinos) o aves.

El 3.12% y el 10.4% de evidencia seroldgica obtenidos
en el primer y el segundo estudio respectivamente,
determinaron una seroprevalencia del 6.76%, en los
equinos del humedal “Abras de Mantequilla” del Ecuador,
la misma que se encuentra entre los parametros de
seroprevalencia reportadas en equinos de Latinoamérica
(1 al 16%)(19), utilizando las mismas técnicas de
laboratorio (ELISA y NTRP), ademas, los anticuerpos
confirmados (IgM) indican infeccion reciente, lo que
evidencia la permanente actividad del VNO en dichas
zonas.

En paises sudamericanos se registran seroprevalencias
en equinos del 5y 9% en Colombia (17,34); Venezuela
4% (18); Brasil 3% (20) y 8% (35); Uruguay 2% (21)y
Argentina el 16% (19).

Respecto al sexo, las razas y edades estudiadas en
los equinos, la literatura cientifica indica que no existe
predisposicidn para infectarse con VNO (33).

Ademads, los animales estudiados no presentaron
antecedentes de vacunacion, pero 3 animales (del
primer estudio) resultaron con sintomatologia, similar
a Fiebre Oeste del Nilo en equinos con presencia de
fiebre, debilidad, decaimiento y postracion, estos mismos
animales fueron reactivos y positivo para VNO, pero no
murieron. Estos animales son pruebas fehacientes de
que el virus en el Ecuador esta circulando de manera
desapercibida.

Por otra parte, las zonas de las Abras de Mantequilla son
sitios de gran impacto silvestre ya que se encuentra una
gran variedad de ecosistemas, donde llegan una gran
diversidad de aves migratorias, lo que pondria conllevar
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a un serio problema de vida silvestre, salud animal y
humana; ademas, las zonas estudiadas son rutas que
siguen las aves en su migracion durante la época fria en
los paises de Norteamérica, lo cual constituye un factor de
riesgo para la transmision de diversos arbovirus (27,36).

En conclusion se determind la presencia y circulacion del
VNO en equinos del Ecuador, en el caso de los humanos
no se confirmaron los casos (no concluyentes). Desde el
punto de vista de salud animal y publica, el sitio donde
se encontro la presencia seroldgica del virus, es un sitio
ecologico a nivel nacional e internacional de alto impacto,
debido al alto nUmero de especies aviares migratorias;
ademas, se concluye que es evidente el riesgo en vida
silvestre, salud animal y podria convertirse en un serio
problema de salud publica, ya que el virus puede producir
meningoencefalitis en equinos y humanos.
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