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isla del Caribe colombiano
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Resumen

El virus del QOeste del Nilo es el agente causal de una enfermedad zoondtica transmitida por mosquitos. Con fines de pre-
vencion, es importante evaluar las posibilidades de su deteccion temprana. Las aves son el principal vehiculo de difusion de
la enfermedad por ser su hospedero de amplificacién, mientras que el hombre, los equinos y otros vertebrados son hospe-
deros terminales. A Colombia llegan aves migratorias provenientes de Centro y Norteamérica, en donde se ha reportado la
enfermedad previamente; ademés, existe evidencia de circulacidon del virus en vertebrados de Suramérica. Evaluamos la
presencia de este virus en hisopados de aves muestreadas en la isla de San Andrés empleando la prueba VecTest West Nile
Virus Antigen Assay y la inoculacion en células Vero. Procesamos muestras de 300 individuos de ocho familias del orden
Passeriformes y una familia del orden Columbiformes, de las cuales el 14% de los individuos correspondian a especies mi-
gratorias y el 86% a residentes. Los resultados tanto para la deteccion de antigeno como para el aislamiento viral fueron
negativos. Si bien no se encontré evidencia de la presencia del virus en las aves silvestres evaluadas, existe el riesgo poten-
cial de aparicion de este virus en la isla debido a la existencia de poblaciones de mosquitos vectores activos durante todo el
afio. Por lo tanto, recomendamos establecer un sistema de vigilancia como medida de rutina a desarrollarse en la época de
migracion otofial de aves en la isla.

Palabras clave: células Vero, Isla de San Andrés, VecTest, vigilancia, VON.
Abstract

West Nile Virus is the causative agent of a zoonotic disease transmitted by mosquitoes. For prevention purposes, it is impor-
tant to evaluate possibilities of early detection. Birds are the main vectors spreading the disease because they are the hosts
for amplification, whereas humans, horses and other vertebrates are terminal hosts. Migratory birds arrive in Colombia from
Central and North America, where the disease has been reported previously. We evaluated the presence of this virus in
swabs of birds sampled on San Andres Island, using the test VecTest West Nile Virus Antigen Assay and inoculation in Vero
cells. We sampled 300 individuals from eight families of the order Passeriformes and one family in the order Columbiformes,
of which 14% of the individuals were migratory and 86% were residents. The results of tests for the detection of the antigen
and the viral isolate were negative. Although no evidence was found of the presence of the virus in the wild birds tested,
there is a potential risk of emergence of this virus on the island owing to the existence of active vector mosquito populations
throughout the year. We therefore recommend establishing a monitoring system as a routine measure during the fall mi-
gration season on the island.

Key words: San Andres Island, surveillance, VecTest, Vero cells, WNV.

Introduccion del género Culex (Lampman 2006). El virus fue ais-

lado por primera vez en Uganda en 1937 y esta
El virus del Oeste del Nilo (VON; Flaviviridae, Alavi- ampliamente distribuido en Africa, Eurasia, Ocea-
virus) es el agente causal de una enfermedad zo- nia y, desde 1999, en América (Kilpatrick 2011).
ondtica transmitida por mosquitos, principalmente  Los equinos (Morales et a/ 2006), humanos
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(Berrocal et al. 2006) y otras especies de mamife-
ros son hospederos incidentales y terminales del
virus, el cual también puede afectar reptiles y anfi-
bios (Klenk & Komar 2003, Marra et al. 2004). El vi-
rus causa fiebre e incluso signologia neuroldgica
en los vertebrados (Ward et a/ 2006). Los signos
en las aves infectadas varfan segun la especie, fa-
milia, presencia de anticuerpos y resistencia natu-
ral, y se pueden presentar de forma aguda, sub-
aguda o cronica (Kilpatrick 2011). Las aves infecta-
das se caracterizan por debilidad, plumas erizadas,
posturas inusuales, inhabilidad para sostener la ca-
beza verticalmente, incapacidad para desplazarse
y muerte en 24 horas en algunos grupos (Male
2003, Marra et al. 2004).

La presencia del virus en Centro y Norteamérica,
junto con un numero relativamente grande de
aves migratorias susceptibles a este agente
(Komar et a/. 2002, Nemeth et a/. 2007), hacen a
esta enfermedad merecedora de especial atencion
por su posible impacto sobre la fauna silvestre
(Kilpatrick 2011), los animales domésticos (Morales
et al. 2006) y los humanos (Rappole et a/. 2000,
Berrocal et a/. 2006, Rappole et a/. 2006). En Co-
lombia, existe evidencia de la circulacion del virus
(0 al menos seroconversion positiva) en equinos
de los departamentos de Antioquia, Cordoba, Me-
ta y Sucre (Mattar et a/. 2005, Goez-Rivillas et al.
2010). Por otro lado, aproximadamente 179 espe-
cies de aves que anidan en Norteamérica llegan a
Colombia durante sus migraciones al Neotropico;
para estas aves, Colombia es una puerta de entra-
da a Suramérica (Hilty & Brown 2001, Reed et a/
2003, McLean 2006). En méas de 34 de estas espe-
cies se ha registrado infeccion con el virus
(Rappole & Hubalek 2003, Reed et a/. 2003, Rap-
pole et a/ 2006). Las aves migratorias que resisten
la infeccion y son capaces de mantener niveles al-
tos del virus en la sangre (como algunas Passeri-
formes), junto con la presencia de especies de
mosquitos susceptibles, permiten el mantenimien-
to del ciclo enzodtico del virus (Komar & Clark
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2006, Owen et al. 2006, Kilpatrick 2011), y hacen
posible la dispersion del virus hacia el sur del con-
tinente donde existen las condiciones necesarias
para su multiplicacion durante todo el afio
(Rappole et al. 2000, Berrocal et al. 2006).

Debido a la importancia de esta enfermedad, eva-
luamos la presencia del VON en aves silvestres de
la isla de San Andrés, Caribe colombiano, entre
septiembre de 2005 y febrero de 2006. Esta isla
es un lugar de paso obligado para un numero sig-
nificativo de aves migratorias (Lincoln et a/. 1998,
McNish 2003, Raffaele et a/ 2003) y cuenta con
mosquitos vectores (Olano et a/ 2004), por lo cual
es un area en riesgo de llegada del VON, aunque
a la fecha no existen informes sobre la presencia
de la enfermedad.

Materiales & Métodos

Realizamos este estudio en seis estaciones del
Programa de Monitoreo y Conservacion de Aves
Migratorias de la Fundacion ProAves en la isla de
San Andrés, departamento de Archipiélago de San
Andrés, Providencia y Santa Catalina, Colombia
(Fig. 1). Todas las aves fueron marcadas con ani-
llos tarsales para evitar repeticion de muestras en
caso de recapturas (Morales 2005). A cada indivi-
duo capturado le tomamos dos muestras de la
orofaringe mediante hisopos estériles de algodon
sobre la mucosa (Lindsay et a/. 2003). Al finalizar el
muestreo todas las aves fueron liberadas.

La primera muestra de cada ave fue introducida
en un tubo de plastico de 1.5 ml con 0.75 ml de
solucion buffer fosfato (PBS, pH 7.2), penicilina G
al 0.5% y estreptomicina sulfato al 0.5%, y almace-
nada a -70°C hasta su procesamiento en el labo-
ratorio. Empleamos el ensayo de placas en células
Vero (Siirin et al 2004, Panella et a/ 2005) con
crecimiento celular de ocho dias en cajas de seis
pozos, con dos réplicas por muestra, para el
diagndstico a través de la formacion de placas por

2011 | Numero 11



VON en aves silvestres del Caribe

* 5

"

Pepper Hill&= H“o;-é_l Caribe Azul O

O_Aqui Es Mas Al

Data SIO, NOAA, U.S Ne:{y. NGA/(GEBCO
Image ® 2011 D'lgnlalGlobe
Image NAS A

Figura 1. Mapa de las estaciones de muestreo (circulos blancos

2011 de Google Earth.

el efecto citopatico del virus sobre la monocapa
del cultivo celular. Utilizamos un doble revesti-
miento de agarosa al 1% para cada pozo. La mi-
tad del volumen del revestimiento al 1% de agaro-
sa se llevd a ebullicion y se mantuvo en bafio mar-
fa a 56°C hasta su utilizacion. La otra mitad del vo-
lumen del revestimiento incluyd medio celular nu-
tritivo M-199, penicilina G al 0.5%, estreptomicina
sulfato al 0.5% y bicarbonato de sodio. Solo el se-
gundo revestimiento incluyd adicionalmente rojo
neutral al 0.004%. Esta solucion se mantuvo en
bafio marfa a 37°C hasta su utilizacion. Posterior-
mente, mezclamos volumenes iguales de las dos
soluciones previamente preparadas y las mantuvi-
mos a 44°C hasta su utilizacion (N. Komar, com.
pers.). Removimos el medio celular de los pozos
de cada caja dejando 200 pl para cubrir las células
y prevenir el secado. Adicionamos 100 ul de cada
muestra a los pozos en duplicado; como control
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negativo inoculamos en duplicado 100 pl de agua
ultrapurificada. Movimos las cajas permitiendo que
las muestras cubrieran la capa celular uniforme-
mente y las incubamos con CO; al 5% por 1 hora
a 37°C. Adicionamos 3 ml del primer revestimien-
to por pozo, dejamos que se solidificara e incuba-
mos por 48 horas. Luego adicionamos 3 ml del
segundo revestimiento (con rojo neutral; N. Ko-
mar, com. pers.). Hicimos lecturas macroscopicas
y microscopicas de las cajas cada 24 horas por
ocho dias. Si observabamos areas redondeadas de
células muertas apareciendo como placas sin color
considerabamos la muestra positiva (a partir del
tercer dia de cultivo); si estas areas no aparecian,
la monocapa celular era normal y de color unifor-
me considerabamos la muestra negativa (N. Ko-
mar, Com. pers.).

La segunda muestra fue procesada con la prueba
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comercial VecTest® West Nile Virus (WNV) Anti-
gen Assay, siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. Esta es una prueba de tamizaje rapida vy
sencilla para detectar la presencia del virus. La
prueba consiste en que el antigeno (virus) se une
a los anticuerpos especificos en una tira reactiva
produciendo un cambio de color rojizo; la prueba
no permite una evaluacion cuantitativa del antige-
no virico en la muestra (Lampman et a/. 2006).

En nuestros analisis no incluimos controles positi-
vos debido a que el VON se consideraba una en-
fermedad exdtica al momento de nuestro trabajo,
por lo cual el ingreso del virus al pais se encontra-
ba restringido. Sin embargo, las pruebas utilizadas
han demostrado ser altamente confiables para de-
tectar el VON en otros estudios (véase Discusion).

Resultados

Tomamos muestras de 300 individuos de 21 espe-
cies de aves; 40 individuos de 13 especies eran
migratorios. La mayoria de estas especies eran de
la familia Parulidae, aunque la especie migratoria
con mayor tamafio de muestra era de la familia
Cardinalidae (Azulillo Nortefio, Passerina cyanea).

Entre las ocho especies residentes, las mas repre-
sentadas en la muestra fueron el Mielero Comun
(Coereba flaveola, 182 individuos) y el Semillero
Pechinegro (7iaris bicolor, 50 individuos). Debido a
su gran abundancia en la isla, estas especies resi-
dentes podrian constituirse en hospederos impor-
tantes para el virus (Tabla 1; véase tambien Soler
et al 2007).

Tanto para la prueba del VecTest® realizada en el
campo como para el ensayo de placas en células
Vero todas las muestras (300 individuos) fueron
negativas para el VON. Por lo tanto, no existe evi-
dencia de la presencia del VON en las aves silves-
tres del area muestreada.
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Discusion

Todas las aves procesadas arrojaron resultados
negativos en ambas pruebas para la deteccion del
VON (prueba VecTest® y ensayo de placas en
células Vero). Por lo tanto, no existe evidencia de
la presencia del VON en las aves silvestres del area
muestreada en la isla de San Andrés. Sin embar-
go, es importante tener en cuenta que las pruebas
empleadas tienen un margen de error, por lo cual,
aunque improbable, la presencia del VON en la
muestra no es totalmente descartable. La sensibili-
dad (probabilidad de deteccion de los positivos
como verdaderamente positivos) de la prueba de

Tabla 1. Aves silvestres incluidas en el estudio sobre la
evaluacion de la presencia del VON en la isla de San Andrés.
Los nombres de las familias y especies siguen la clasificacion
de Remsen et a/. (2011).

Familia Especie Individuos
Columbidae Patagioenas leucocephald 1
Tyrannidae Elaenia martinica 12
Vireonidae Vireo altiloguust 5
Vireo caribaeus
Mimidae Dumetella carolinensist* 6
Mimus gilvus* 3
Incertae sedis  Coereba flaveola 182
Tiaris bicolor 50
Cardinalidae Pheucticus ludovicianus' * 1
Passerina cyanea™ 12
Parulidae Dendroica caerulescens™* 1
Dendroica magnolia* 2
Dendfroica petechia"* 1
Geothlypis trichast * 2
Helmitheros vermivorum* 1
Mniotilta varia* 2
Seiurus aurocapillat* 3
Seiurus noveboracensiss * 2
Setophaga ruticilla* 3
Vermivora peregrina* 2
Icteridae Icterus leucopteryx 1
Total 300

'Especies afectadas por el VON en Norteamérica (Rappole et a/. 2000,
McLean 2006).
*Especies migratorias.
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VecTest® es del 60-87% y de la de placas en célu-
las vero de 74-100%, mientras que la especificidad
(probabilidad de deteccion de los negativos como
verdaderamente negativos) de ambas pruebas es
de 97-100% (Nasci et al. 2002, Siirin et al. 2004,
Stone et al. 2004). De cualquier manera, en estu-
dios futuros se debe considerar la inclusion de
controles positivos en los analisis.

Este estudio representa la primera aproximacion
de vigilancia del VON en muestras orafaringeas de
aves aparentemente sanas en el Caribe colombia-
no. A pesar de que no detectamos la presencia
del VON en San Andres, existe el riesgo potencial
de su aparicion, difusion y permanencia en la isla
por varias razones. Entre éstas se incluyen la pre-
sencia de poblaciones de vectores apropiados
(Culex spp.) que pueden ser activos durante todo
el afo debido a las condiciones ambientales y a la
existencia permanente de sitios Optimos para su
reproduccion, como aguas estancadas naturales
(manglares, charcas, entre otras) vy artificiales
(tanques, otros depositos de agua) (Olano et ai.
2004). Ademas, el alto numero de especies de
Passeriformes migratorios y la abundancia de una
0 mas especies de aves potencialmente hospede-
ras (Tabla 1, Lincoln et a/ 1998, Raffaele et al
2003, Komar et a/ 2005), asi como las condiciones
tropicales propias del lugar (fotoperiodo, tempe-
ratura, humedad, pluviosidad, entre otras) son
ideales para la amplificacion y persistencia del
VON (Male 2003, Komar et a/. 2005).

El hallazgo de aves muertas y el subsecuente
diagndstico del VON parece proveer el mejor y
mas temprano sistema de alerta en paises como
Canada y Estados Unidos (Male 2003, Ward et a!.
2006). Por lo tanto, recomendamos establecer un
sistema nacional estandarizado que informe sobre
las aves muertas y su posterior diagnostico para
entender la difusion, distribucion, prevalencia vy el
impacto potencial del VON sobre las poblaciones
silvestres colombianas (Ward et a/. 2006). Ademas,
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recomendamos fortalecer los laboratorios de
diagndstico para procesar especimenes con posi-
ble presencia de microorganismos con alto poten-
cial zoondtico en el pais (Male 2003).

El impacto a corto y largo plazo del VON sobre la
vida silvestre, los animales domésticos y los huma-
nos es incierto. La actual prevalencia de la enfer-
medad en mosquitos, aves, humanos y otros ani-
males en el Neotropico es también desconocida.
Por lo tanto, se requiere entender la biologia basi-
ca, coevolucion e interacciones ambientales del vi-
rus, hospederos y vectores en las condiciones pro-
pias de la region Neotropical (Male 2003, Komar
et al. 2005, Berrocal et al. 2006, Ward et al. 2006,
Kilpatrick 2011).

Estudios como el nuestro, en la isla de San Andreés
y otras regiones neotropicales, son importantes
para establecer el potencial de la avifauna como
posible via de introduccion del VON en el Caribe.
Particularmente, serfa de interés esclarecer el pa-
pel potencial de diseminadores de la enfermedad
de aves como Coereba flaveola, ya que se han
detectado aves positivas y personas seropositivas
en otros lugares del Caribe como Jamaica, Santo
Domingo y Puerto Rico (DuPuis IT et a/ 2003, Ko-
mar et al. 2005, Komar & Clark 2006). Finalmente,
los investigadores de las ciencias de la salud ani-
mal y humana, bioldgicas y ambientales, entre
otras, necesitamos trabajar juntos para desarrollar
estrategias efectivas para la vigilancia y monitoreo
de este tipo de agentes y las enfermedades que
causan (Rappole et a/ 2000, Male 2003, Marra et
al 2004, Komar et a/ 2005, Rappole et a/. 2006).
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