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Resumen Durante el mes de marzo de 2013 una poblacién de palomas torcazas (Zenaida auriculata) se
instalé en una zona céntrica de la ciudad de Buenos Aires. Conociendo el rol que poseen estas
aves como hospedadores competentes del virus de la encefalitis de Saint Louis (SLEV), fue colocada en el lugar
una trampa de luz tipo CDC, a fin de realizar una vigilancia entomoldégica. Durante ese mes,fueron capturados 5
grupos de mosquitos (n = 48), 3 correspondieron a la especie Culex pipiens (n = 10) y 2 a Culex spp.(n = 38),
no pudiéndose determinar en estos ultimos con precision la especie por encontrarse dafados. En un grupo de
mosquitos Culex spp. se detecté el SLEV por técnicas moleculares. Posteriormente fue secuenciado y clasificado

como perteneciente al genotipo Ill.
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Abstract Molecular detection of Saint Louis encephalitis virus in mosquitoes in Buenos Aires, Argen-
tina. During March 2013 a population of eared doves (Zenaida auriculata) was established in the
center of City of Buenos Aires. Considering the role of these birds as host competent for Saint Louis encephalitis
virus (SLEV), a CDC light trap was put in place to perform entomologic surveillance. During this month 5 pools
of mosquitoes (n = 48) were collected and taxonomically determined. Three of them were classified as Culex
pipiens (n = 10) and the other two were Culex spp. (n = 38). In this case, the mosquitoes species could not
be determined due to that individuals were damaged. One of the Culex spp. pool was found to be positive for

Saint Louis encephalitis virus by molecular techniques. This was then sequenced and classified as genotype |II.

Key words: Saint Louis encephalitis virus, Culex, mosquitoes

El virus de la encefalitis de St. Louis (SLEV) es un
arbovirus perteneciente al género Flavivirus. Son virus
pequefos, que contienen una hebra de ARN de sentido
positivo, con genomas de aproximadamente 11 Kb. Se
encuentra incluido dentro del serocomplejo de encefalitis
japonesa junto con el virus del Oeste del Nilo (WN), entre
otros. Todos presentan alta reactividad cruzada entre
ellos, lo que suele dificultar el diagndstico serolégico,
tanto en humanos como en animales’ 2.

Su ciclo de transmision involucra a especies de mos-
quitos y a especies de aves Passeriformes como Passer
domesticus (gorrion), de mayor importancia en el centro-
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este de EE.UU.2y en Argentina por Columbiformes como
Zenaida auriculata (paloma torcaza) y Columbina picui
(paloma de la virgen), que experimentan altas viremias
convirtiéndolos en reservorios competentes* °.

La diseminacién viral se produce por especies de
mosquitos de habitos crepusculares pertenecientes fun-
damentalmente al complejo Culex pipiens® alimentados
de aves que actuan como hospedadores competentes,
hacia aves susceptibles, que en viremia, pueden trans-
portar el virus hacia otras areas geograficas en vuelos
migratorios relacionados con la reproduccion o con la
busqueda de alimento. Se ha postulado un ciclo de trans-
misién entre mosquitos y algunas especies de roedores
silvestres que podrian jugar un rol similar’. Los animales
domésticos como caninos y equinos entre otros, no ex-
perimentan enfermedad y son considerados huéspedes
terminales junto con el hombre, por no contribuir al ciclo
de transmision. En el hombre la enfermedad se presenta
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inicialmente con hipertermia, cefalea, mialgias, nauseasy
vomitos, que luego evoluciona en un periodo variable de
dias hacia un cuadro neuroldgico con rigidez de cuello,
desorientaciéon témporo espacial, fotofobia, confusion y
alteracion del lenguaje®.

En nuestro pais, la especie Cx. quinquefasciatus es
mas abundante en el area norte y centro®. En un estudio
ecoldgico realizado en charcos del area metropolitana de
Buenos Aires, las especies que fueron encontradas mas
frecuentemente fueron Cx. dolosusy Cx. eduardoidurante
todo el afo, Cx. maxi fue mas abundante en otofio y Cx.
pipiens predominé durante el verano, especialmente en
febrero™.

El objetivo del trabajo fue detectar la presencia del
SLEV en mosquitos de la ciudad de Buenos Aires, en
un area urbana en donde se habia instalado una gran
poblacién de palomas torcazas, durante el mes de marzo
de 2018.

Materiales y métodos

Durante el mes de marzo de 2013, en un area urbana con
una gran poblacién de palomas torcazas (Zenaida auriculata)
(34°35'39"S, 58°23'19”0), se colocé una trampa de luz tipo CDC
para la captura de mosquitos. La identificacion de los mosquitos
se realiz en una platina refrigerada siguiendo la clave sistemati-
ca descripta por Darsie y col."". Los mosquitos fueron agrupados
segun fecha de captura y especie. Previo a la preparacion de los
homogeinizados, a los ejemplares que se encontraban alimen-
tados se les separ6 el abdomen.

La extraccién del ARN viral se realiz6 a partir del sobre-
nadante de los ejemplares mortereados con 1 ml de medio
esencial minimo suplementado con 10% de suero fetal bovino
y 1% de gentamicina. Posteriormente, se centrifugaron a 12
000 rpm y se procesaron 200 pl del sobrenadante con ZR Viral
RNA Kit (Zymo Research USA), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se realizé una RT-PCR anidada para una
porcion del gen de la proteina de envoltura E, siguiendo las
indicaciones de Ré y col.™.

Posteriormente, el producto de la primer ronda de la RT-PCR
anidada fue purificado con Zymoclean Gel DNA Recovery Kit
(Zymmo Research USA) y secuenciado usando BigDye® Ter-
minator v3.1 Cycle Sequencing Kit de acuerdo al protocolo del
fabricante, con un secuenciador automatico Applied Biosystems
3500 Genetic Analyzer.

La secuencia obtenida fue comparada en BLASTn 2.2.19-Ba-
sic Local Alignament Search Tool'®. Se confeccioné un arbol
filogenético mediante el método de Neighbor-Joining y los para-
metros del modelo de Kimura con un valor de boostrap de 1000

replicaciones, usando el programa MEGA 5.2'“.
Resultados

En total se recolectaron 48 mosquitos, 10 ejemplares
fueron identificados como pertenecientes a la especie
Culex pipiens, mientras que los 38 restantes no se pu-
dieron identificar a nivel de especie por la pérdida de
escamas de sus exoesqueletos, clasificAandose como
Culex spp.
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Se obtuvieron 5 grupos de mosquitos, 3 grupos co-
rrespondieron a la especie Culex pipiens con 1,2y 7
especimenes y 2 grupos al género Culex spp. con 14y
24 especimenes respectivamente. El grupo de 24 mos-
quitos identificado dentro del género Culex spp. resultd
ser positivo por la RT-PCR anidada (Fig.1).

El analisis del fragmento de 947 nucledtidos corres-
pondiente presentoé una identidad nucleotidica del 99.5%
con las cepas CbaAr-4005 y CbaArg-4006, ambas perte-
necientes al genotipo lll. La secuencia obtenida en este
estudio se encuentra ingresada en el GenBank bajo el
numero KF267887. El arbol filogenético elaborado se
presenta en la Fig. 2.

Discusién

EISLEV se halla diseminado desde América del Norte
hasta el sur de Argentina. Fue aislado en la provincia de
Buenos Aires por primera vez en 1963, a partir de sueros
de dos pacientes cursando la fase aguda de la enferme-
dad. También fue aislado en 1966 a partir de Calomys
musculinus (cepa Coran 9124) y en 1967 de Mus mus-
culus (cepa CorAn 9275), ambas cepas pertenecientes al
genotipo VII. En la provincia de Santa Fe, en 1978y 1979
fueron aislados a partir de mosquitos del complejo Culex
spp. las cepas 78V-6507 y 79V-2533, pertenecientes a
los genotipos V y Il respectivamente’.

En el afio 2005 se produjo un brote de casos humanos
en la provincia de Cdrdoba con 47 casos y 9 muertos,
asociados al genotipo Ill del SLEV determinado por
diagndstico molecular y aislamiento a partir de mosqui-
tos'®. También en el mismo afo pudieron detectarse
anticuerpos neutralizantes en 4 caninos residentes del
area metropolitana de la ciudad de Buenos Aires que no
habian viajado a otras localidades'. En el afio 2010 se
produjo el primer brote epidémico en la ciudad de Buenos
Aires que incluy6 a 13 pacientes sintomaticos, y en 2011
se diagnosticé en 2 pacientes inmunodeficientes por
HIV. Las técnicas empleadas fueron Mac ELISA para la
deteccion de IgM en suero y LCR, que fue confirmado por
seroconversion de muestras pareadas para la deteccion
de anticuerpos neutralizantes a SLEV, empleando un
panel de flavivirus para descartar reactividad cruzada
con dengue y WN& '8, Otros autores, en 2007 y 2010
detectaron genoma viral en el suero de dos pacientes
con sindrome neuroldgico, que fueron identificados como
pertenecientes al genotipo I11'°.

La vigilancia epidemiolégica de SLEV en zonas urba-
nas y suburbanas incluye el estudio de las poblaciones
de mosquitos involucradas en su transmision, ya que
estas especies mantienen al virus activo en sus glandu-
las salivales por periodos mayores que la duracion de la
viremia en aves, y no se requiere de una gran logistica
para capturarlos.
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Fig. 1.— Electroforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio. Calles 1y 8: marcadores de peso
molecular. Primera ronda: calle 2: control positivo (clon cepa 78v6507, genotipo V); calle 3: control
negativo (agua DEPC); calle 4: grupo de 24 mosquitos Culex spp. PCR anidada: calle 5: control
positivo; calle 6: control negativo, y calle 7: grupo de 24 mosquitos Culex spp.

En la provincia de Cdérdoba la enfermedad tiene un
comportamiento endémico y es en donde mas trabajos
se han realizado para intentar comprender el ciclo de
transmisién del SLEV en la Argentina. En un estudio
realizado entre los afios 2001 a 2004 los genotipos cir-
culantes fueron el V, Vil y Il, encontrados en las especies
Cx. quinquefasciatus, Aedes sp.(Ochlerotatus sp.)y sus
especies A. albifasciatus, A. scapularis y Psorofora fe-
rox®. En otro estudio mas reciente realizado en la misma
provincia, se evalud en laboratorio la susceptibilidad de
Cx. quinquefasciatus a la infeccion con cepas nativas de
SLEV que circulan localmente (78V-6507, genotipo V' y
Cba Arg-4005, genotipo Ill), demostrando que las mismas
estan muy bien adaptadas a esta especie, con tasas de
infeccion de hasta el 90.8%%.

También se ha demostrado como reservorio compe-
tente a Zenaida auriculata (torcaza) para el Genotipo
V, alcanzando viremias entre 2 a 5.5 log (10) unidades
formadoras de placa (UFP/ml) durante 1 a 7 dias post-
inoculacion*, pero aun no se cuenta con datos sobre el
nivel y la duracion de las viremias que pueden producir
las cepas de genotipo lll en esta especie.

Segun nuestro conocimiento, no hay publicaciones
anteriores de deteccion de SLEV en mosquitos en la ciu-
dad de Buenos Aires. Nuestro trabajo pone en evidencia

que durante el verano de 2013 el virus estuvo circulando
en un area urbana muy poblada de la ciudad de Buenos
Aires, a pesar de que la cantidad de mosquitos estudiados
no fue elevada.

Segun el Boletin Integrado de Vigilancia del Ministerio
de Salud de la Nacion, durante todo el 2012 y hasta la
semana epidemioldgica 142 que finaliza el 30/03/13, solo
se confirmaron por laboratorio 3 casos: 1 en la ciudad
de Buenos Aires, 1 en la provincia de Buenos Aires y el
ultimo en la provincia de Chaco?'. Estos datos podrian
sugerir que en la ciudad de Buenos Aires, a pesar de la
gran poblacion de palomas torcazas que se ubicaron en
el area del hallazgo, las condiciones ecoldgicas fueron
insuficientes para que se estableciera un ciclo de trans-
mision sustentable en el tiempo para producir un brote
de la enfermedad, como bajo numero de aves en viremia,
ausencia de la especie mas eficiente de Culex necesa-
ria para optimizar la infeccién, condiciones climaticas o
ambientales que pudieron disuadir la permanencia de las
aves o que no permitieron la proliferacion de las poblacio-
nes de mosquitos. Este hallazgo plantea la necesidad de
realizar estudios ampliados hacia otras areas de la ciudad
a fin de identificar si existen otras especies de mosquitos
que pudieran actuar como diseminadores del genotipo Il o
de otros genotipos. La vigilancia entomoldgica - viroldgica



436

2 AF205496 TD6-4G USA 1966
100 EAF205458 Soue135 USA 1985 Gl
AF205497 72V4749 USA 1972

AF205500 98V3181 USA 1998

AF205469 Tbh28 USA 1962
‘g9 — AF205503 VP34 USA 1977 Gll
35& AF205461 Imp1311 USA 1901

3L AF205466 75v14868 USA 1975

100

AF205490 79V2533 Sta.Fe Arg 1979
100 — @ KF267887 CABAArg2013

98/, DQ385451 CbaAr-4005 Cordoba Arg 2005 el
QJ DQ385450 CbaAr-4006 Cordoba Arg 2005
AF205487 gmlI903797 Panama 1983 |GVI
o — AF205479 75d90 Peru 1975
100 AF205481 78v6507 Sta.Fe Arg 1978 GV
72 7£ AF205482 Bean246407 Brasil 1973
AF205477 gmi902984 Panama 1977 |GV

68 AF205474 Coran9275 Cordoba Arg 1967
—‘ GVII
1001 AF205473 Coran9124 Cordoba Arg 1966

0.02

Fig. 2.— Arbol filogenético. Se confeccioné mediante el alinea-
miento de fragmentos del gen de la proteina de envoltura
E de cepas disponibles en el GenBank incluidas en la cla-
sificacion de Kramer y Chandler'® agrupadas por genotipo
(Gl al GVII) para su comparacion, con numero de ingreso,
nombre, lugar y afio de hallazgo. El circulo en negro indica
a la secuencia obtenida e informada en este trabajo.

es una herramienta util en el medio urbano para conocer a
las especies de mosquitos involucradas en la transmision
del SLEV, como también el genotipo circulante.
Finalmente, como en otras flavivirosis, la aparicion de
enfermedad sera la consecuencia de la interaccion de
factores bioldgicos, virales, ambientales y poblacionales.
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