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Resumen 
El virus de Oeste del Nilo (WNV por sus siglas en inglés) es un miembro de la familia 
Flaviviridae. Su ciclo natural involucra la transmisión entre aves y mosquitos. Las aves son 
los hospederos y diseminadores del patógeno (reservorios). Éstas presentan viremias altas 
lo que permite que sea transmitido a los mosquitos, especialmente a los del género Culex.  
Ocasionalmente, se presentan brotes en seres humanos y equinos (hospederos 
accidentales) causando desde cuadros leves (dolor de cabeza y fiebre) hasta cuadros más 
graves, los cuales presentan sintomatología nerviosa y pueden ser fatales.  

En este estudio se realizó un análisis exhaustivo de los posibles involucrados tanto en el 
ciclo enzoótico como epizoótico, detectando molecularmente (RT-PCR) la presencia del 
virus en mosquitos y aves; y serológicamente (PRNT) la presencia de anticuerpos 
neutralizantes en aves, seres humanos y equinos en dos zonas con antecedentes de 
enfermedad neurológica equina en Costa Rica. Las muestras se tomaron en época seca y 
lluviosa para evidenciar eventos de seroconversión.  

La primera zona fue Cuajiniquil, en esta localidad se analizaron un total de 86 sueros de 
equino y 16 sueros de seres humanos en la época lluviosa. En la época seca, se obtuvo 
una muestra pareada respecto al primer muestreo de 57 sueros de equinos y 12 humanos. 
Asimismo, se obtuvo un total de 49 sueros de aves silvestres y 32 sueros de gallinas 
domésticas. Además, se analizaron 52 muestras de tejidos de aves y 554 mosquitos 
agrupados en 163 pooles y 12 hembras grávidas. Las muestras fueron colectadas entre 
julio 2017-abril 2018. Los resultados muestran que 21 (24.42%) de los equinos, 1 (5.2%) de 
los humanos, 1 (2.04%) ave silvestre y 1 (3.13%) gallina doméstica presentaron anticuerpos 
neutralizantes contra WNV. Además, un equino que resultó negativo en la primera muestra 
presentó altos títulos en el segundo muestreo, evidenciando un evento de seroconversión. 
En esta zona no se detectó molecularmente el virus en ninguna de las muestras colectadas. 

Este resultado contrasta con la zona de Talamanca donde no se logró obtener evidencia ni 
serológica ni molecular de la circulación de WNV, pero sí se evidenció la presencia del virus 
de SLEV (Saint Louis Encephalitis virus), otro miembro de la familia de los Flavivirus que 
presenta un ciclo de trasmisión similar al de WNV. Las muestras para esta zona fueron 
colectadas entre julio – noviembre 2018. Un total de 20 sueros equinos, 17 de seres 
humanos (16 equinos y 15 seres humanos con muestra pareada), 79 sueros de aves 
silvestres y 7 sueros de gallinas domésticas fueron colectados. Además, molecularmente 
se analizaron 88 aves silvestres, 819 mosquitos agrupados en 199 pooles y 22 hembras 
grávidas. Tanto en seres humanos (n=2, 11.76%), equinos (n=1, 5%) y aves silvestres (n=2, 
2.5%) se encontró evidencia serológica de una infección previa con SLEV.  

Los hallazgos de este trabajo evidencian la circulación de WNV en el área de Cuajiniquil y 
de SLEV en el área de Talamanca. Este es el primer estudio exhaustivo que reporta la 
presencia de anticuerpos neutralizantes contra SLEV y WNV en seres humanos, equinos y 
aves en Costa Rica, lo que indica que existe circulación de estos virus en las zonas de 
estudio. Esta información reafirma la dificultad del diagnóstico de enfermedades febriles en 
humanos y animales cuando no se cuenta con información epidemiológica de los virus que 
circulan en el país, e insta a las autoridades de salud a tomar acciones provisorias y de 
control ante posibles brotes de estos dos virus. Además, reafirma la importancia de una 
asertiva comunicación entre los sectores veterinarios y de salud humana en el contexto de 
“Una Salud” de manera que permita tomar acciones conjuntas.  
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Abstract 

 

West Nile Virus (WNV) is a member of the Flaviviridae family. Its natural cycle involves 
transmission between birds and mosquitoes. Birds are the natural host and amplifiers of this 
virus (reservoirs). They present high levels of viremia, this allows the transmission to 
mosquitoes, especially those of the genus Culex. Sporadically, outbreaks occur in humans 
and equines (dead-end hosts) which may result in mild illness (headache and fever) to more 
severe illnesses with central nervous system symptoms that could led to death.  

In this study, we analyze the possible actors involved in both the enzootic and epizootic 
cycles, detecting with molecular methods (RT-PCR) the presence of the virus in mosquitoes 
and birds and with serological methods (PRNT) the presence of neutralizing antibodies in 
birds, humans and horses in two areas with a previous history of equine neurological disease 
from Costa Rica. Samples were taken during dry and rainy seasons to evidence putative 
seroconversion events.  

The first area sampled was Cuajiniquil, here a total of 86 equine and 16 human sera were 
analyzed during the rainy season. During the dry season, a paired sample was obtained 
from 57 equines and 12 humans. A total of 49 wild bird sera and 32 domestic chicken sera 
were also obtained. In addition, 52 samples of bird tissue and 554 mosquitoes were 
analyzed, the later grouped into 163 pools and 12 gravid females. Samples were collected 
between July 2017-April 2018. Results showed that 21 (24.42%) of equines, 1 (5.2%) of 
humans, 1 (2.04%) wild bird and 1 (3.13%) chicken presented neutralization antibodies 
unequivocally against WNV. Also, an equine that tested negative in the first sample featured 
high titers in the second, showing a seroconversion event. In this area, the virus was no 
detected by RT-PCR in any of the collected samples. 

These results contrast with the area of Talamanca where no evidence was obtained either 
serologically or molecularly of the circulation of WNV, but the presence of SLEV (Saint Louis 
Encephalitis virus), another member of the Flavivirus family which its natural cycle is similar 
to WNV, was found. Samples for this area were collected between July-November 2018. A 
total of 20 equine and 17 human sera (with 16 equine and 15 humans with paired samples), 
79 wild bird sera and 7 chicken sera were collected. In addition, 88 wild birds and 819 
mosquitoes grouped in 199 pools and 22 gravid females were analyzed by RT-PCR. 
Samples of humans (n=2, 11.76%), equines (n=1, 5%) and wild birds (n=2, 2.5%) with 
unequivocally serological evidence of a previous SLEV infection were found.  

The findings of this work show the circulation of WNV in Cuajiniquil and SLEV in Talamanca 
areas. This is the first comprehensive study that conclusively and unequivocally reports the 
presence of neutralizing antibodies against SLEV and WNV in Costa Rica, indicating that 
there is circulation of these viruses in the study area. This information reaffirms the difficulty 
of the correct diagnostics of febrile diseases in humans and animals, when epidemiological 
information is not available for other viruses circulating in the country and urges health 
authorities to take interim action and control measures against possible outbreaks of these 
two viruses. In addition, it reaffirms the importance of assertive communication between the 
veterinary and human health sectors in the context of “One Health” in a way that allows joint 
action to be taken.   
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1. Antecedentes  

1.1. Generalidades del virus del Oeste del Nilo 

El virus del Oeste del Nilo (WNV) pertenece a la familia Flaviviridae, género Flavivirus. 

Dentro de este género está clasificado en el serogrupo de la encefalitis Japonesa al cual 

también pertenecen los virus: Valle de Murray (MVEV), Dengue (DENV), Fiebre Amarilla 

(YFV), Encefalitis Japonesa (JEV), Koutango (KOU), Cacipacore (CPC), Kunjin (KUN), 

Usutu (USU), Alffuy (ALF), Yaounde (YAO) y el virus de la encefalitis de San Luis (SLEV) 

(1). Además de esta clasificación, ecológicamente pertenece a un gran grupo de agentes 

que son transmitidos por artrópodos los cuales se denominan arbovirus (1). 

El virus de WNV es envuelto y presenta una arquitectura icosaédrica compuesta por 

múltiples copias de una cápside proteica. Posee un genoma de una sola hebra ARN 

polaridad positiva, el cual presenta un solo marco de lectura abierto de 10 302 nucleótidos 

que codifican para una poliproteína, la cual es procesada por proteasas virales y celulares 

en tres proteínas estructurales: la cápside (C), envoltura (E) y la premembrana (prM) y siete 

proteínas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (1, 2). La porción 

terminal del genoma presenta estructuras terciarias que juegan un papel importante en 

funciones regulatorias de replicación y ensamblaje (2). En cuanto a las proteínas no 

estructurales, éstas están involucradas en la replicación y en el ensamblaje viral: NS1 y 

NS4A participan en la replicación viral, NS2A en el ensamblaje y la liberación del virión, 

NS3 y NS2B tienen actividad proteolítica y NS5 actúa como una polimerasa (2).  

La proteína E cumple múltiples funciones como son el tropismo y la unión al receptor celular, 

se asocia con la virulencia, media la hemaglutinación y es la proteína más importante para 

la antigenicidad (3). Contiene tres dominios antigénicos (I, II, III), de los cuales el dominio 

III es el que posee los epítopos que median la neutralización del virus (2). Además, juega 

un importante papel en la unión a la membrana celular, lo que permite la endocitosis del 

virus y posterior acidificación. Esto provoca un cambio conformacional que permite la unión 

entre las membranas, por lo que esta proteína es crucial para el inicio de la infección y tiene 

potencial para ser blanco del desarrollo de estrategias antivirales (4, 5). 

La antigenicidad es además la base de la clasificación WNV en dos linajes: 1 y 2 (2). El 

linaje 1 tiene distribución a nivel mundial y ha sido asociado con casos más severos de la 
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enfermedad, mientras que el linaje 2 solo se ha encontrado en el continente africano y es 

asociado a casos más leves (6, 7).  

1.2. Origen de la enfermedad e introducción a América 

El primer reporte de la enfermedad se presentó en el distrito de West Nile, Uganda en el 

año 1937. El hallazgo se da luego de una investigación que se centró en identificar la causa 

de un brote de enfermedad febril en personas. En una de las pacientes, la cual presentó 

una fiebre moderada sin diagnóstico clínico, se logró identificar un agente viral no reportado 

anteriormente al cual se le llamó WNV (8). Luego de este primer incidente se presentaron 

brotes especialmente en Israel en los años 1951-1953, 1957, 1980, 1990 (9, 10). Durante 

estos brotes las personas cursaron con fiebre que generalmente era auto limitada y no 

presentaron mayor complicación clínica. Sin embargo, en el 2000 se observó un cambio en 

la epidemiología cuando se presentaron nuevos brotes en el Este de Europa asociados con 

enfermedad neurológica, provocando 400 casos clínicos y 40 muertes (9). 

El primer reporte de WNV en el continente americano se dio en la ciudad de Nueva York, 

Estados Unidos en agosto de 1999, cuando se presentó un aumento inusual de casos de 

encefalitis en seres humanos y equinos (11). Estos casos inicialmente se asociaron con el 

virus de la encefalitis de San Luis (SLEV) (12). Concomitantemente se presentó una muerte 

masiva de cuervos y aves de diferentes especies en los zoológicos de la ciudad. 

Posteriormente, mediante el aislamiento y secuenciación del virus proveniente de una 

muestra de tejido cerebral de un ser humano, se logró reconocer el agente causal de las 

encefalitis, el cual se identificó como WNV linaje 1 (11, 13). Además, se confirmó que las 

muertes masivas de aves y las encefalitis en equinos fueron por esta misma causa (12, 14). 

Los análisis filogenéticos realizados a las muestras relacionaron la cepa que circuló durante 

este brote, con una cepa de ganso aislada en Israel en 1998, con la cual comparte un 99,8% 

de identidad (15). 

Entre los años 2001 y 2004, mediante análisis serológicos se encontró evidencia de la 

propagación del virus hacía otros estados dentro de los Estados Unidos, así como a 

Canadá, México, Jamaica, Belice, Guatemala, El Salvador, Cuba, Bahamas y Colombia 

(16, 17). En Jamaica, en el año 2001, se reportaron 17 aves residentes (Turdus aurantius, 

Myiopagis cotta, Coereba flaveola, Tiaris bicolor) seropositivas de 348 analizadas (4.9%) 

(18). En mayo del 2003, en México, se reportó el primer aislamiento del virus en un Corvus 
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corax (19). Posteriormente, Argentina reportó transmisión del virus en equinos en el año 

2006 (20).  

En los países latinoamericanos no se han presentado muertes masivas de aves, sin 

embargo, se ha encontrado evidencia serológica de circulación del virus en animales 

silvestres y domésticos (aves, perezosos, equinos, cocodrilos) (16, 20, 21). Actualmente, 

en Estados Unidos el virus se adaptó a las condiciones ambientales y vectoriales con 

nuevos reportes cada año por lo que se considera endémico (22).  

Varios estudios han evidenciado la presencia del virus en la región utilizando diferentes 

metodologías de laboratorio. Uno de ellos fue desarrollado en Guatemala y se identificó a 

un Quiscalus mexicanus y un Turdus grayi como potenciales reservorios del virus (23). 

Ambas especies se encuentran ampliamente distribuidas en nuestro país (24). En el caso 

de los mosquitos las especies que se identificaron como vectores de la enfermedad fueron 

Cx. quinquefasciatus, Cx. mollis y Cx. inflictus. Otro estudio realizado en la Península de 

Yucatán, México en los años 2003-2004, determinó la seroprevalencia en diferentes 

especies animales (25). En ese estudio se analizaron 144 sueros equinos, 415 vertebrados 

pertenecientes al zoológico de Mérida (257 aves, 52 mamíferos y 106 reptiles), así como 7 

cocodrilos de ciudad del Carmen. Se determinó que 90 equinos (62%) fueron positivos por 

ELISA, de los cuales 75 (52%) fueron confirmados por medio del ensayo de neutralización 

por reducción de placas (PRNT), así como 7 aves, un jaguar, un coyote y seis cocodrilos 

(25). En Yucatán se llevó a cabo otro estudio el cual se enfocó en determinar la prevalencia 

de WNV en aves residentes de la región por medio de RT-PCR. Se analizaron 104 aves de 

las cuales 11 especies diferentes de tres órdenes resultaron positivas (27% Paseriformes, 

33% Piciformes y 6% Columbiformes) (26). Las especies positivas fueron: tortolita 

(Columbina talpacoti), guacharaca norteña (Ortalis vetula), búho americano (Bubo 

virginianus), zopilote negro (Coragyps atratus). Todas estas aves se encuentran presentes 

en Costa Rica (24). 

1.3. Ciclos enzoóticos y epizoóticos  

WNV presenta un ciclo enzoótico, el cual se mantiene y se amplifica en la naturaleza. El 

ciclo lo componen mosquitos ornitofilícos (mosquitos que mayormente se alimentan de 

aves) como vectores y las aves, las cuales funcionan como amplificadores y reservorios 

(27). 
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A pesar de que se han identificado alrededor de 60 especies de mosquitos infectados con 

WNV en Estados Unidos, la capacidad vectorial se ha asociado a diferentes especies del 

género Culex. El término capacidad vectorial se define como: una especie capaz de 

mantener la transmisión del virus, para lo cual debe de ser susceptible a la infección, poseer 

preferencia por el hospedero (especialmente las hembras adultas), así como, poseer 

concomitancia en el tiempo y el espacio con el hospedero (28). 

Entre las especies asociadas como vectores competentes se encuentran: Culex tarsalis, el 

cual es el principal vector en el Oeste de los Estados Unidos y Cx. pipiens, Cx. restuans y 

Cx. salinarius en el noreste. Otras especies de Culex (Cx. quinquefasciatus, Cx. 

stigmatosoma, Cx. thriambus, Cx. nigripalpus) poseen capacidad vectorial tanto para la 

transmisión como para desarrollar la infección (27, 29). De estas especies, Cx. 

quinquefasciatus, Cx. thriambus, Cx. nigripalpus han sido reportadas presentes en Costa 

Rica (30).  

En el caso de las aves, ciertas especies han sido descritas como hospederos competentes. 

Este término define al hospedero que desarrolla una viremia, la cual posee el título y la 

duración suficiente para infectar vectores por medio de alimentación sanguínea en un 

hábitat natural (31). Ciertas especies de aves sufren algún tipo de enfermedad clínica 

(letargia, plumas erizadas, postura inusual, inhabilidad para sostener la cabeza, ataxia), en 

casos más severos de la enfermedad las puede llevar a la muerte, otras especies no 

manifiestan ningún tipo de sintomatología (32).  

En los Estados Unidos se ha determinado que las especies más susceptibles a la 

enfermedad son el Passer domesticus y el Corvus corax, pero los mosquitos solo se 

alimentan ocasionalmente de estas especies (33). El Passer domesticus está presente en 

todos los tipos de hábitat en Costa Rica, por el contrario la distribución de Corvus corax se 

extiende hasta el Norte de México (24).  

La especie a la cual se le ha asociado como la responsable de mantener y amplificar el 

virus es el Turdus migratorius debido a una combinación entre las preferencias de 

alimentación de los mosquitos y la capacidad del hospedero para amplificar el virus. El 

rango de hábitat para esta especie va desde el Norte de Canadá hasta el Norte de 

Guatemala, por lo que no se encuentra en Costa Rica (24). Ciertas especies de aves como 
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las gallinas domésticas no presentan signos de enfermedad, sin embargo, sí ocurre la 

seroconversión, por lo que pueden ser utilizadas como centinelas (14, 32, 34). 

Los mosquitos, luego de alimentarse de un ave infectada, presentan replicación inicial del 

virus en las células del intestino medio. Luego de esta primera replicación, el virus viaja a 

través de la hemolinfa a las glándulas salivales. La replicación del virus en las glándulas 

salivales conlleva a que este pueda ser transmitido a otras aves o a mamíferos durante la 

siguiente alimentación (35). Además, se ha descrito en Cx. pipiens dos maneras en las 

cuales el virus se mantiene durante los meses de invierno: la primera es la capacidad de 

entrar en un periodo de diapausa y mantener el virus hasta la primavera siguiente, la 

segunda es la transmisión vertical a la progenie (36).  

El virus es transmitido a las aves por un mosquito infectado durante la alimentación. Luego 

de la inoculación se da una replicación inicial, la cual dura entre 1-3 días. La infección puede 

persistir en la piel hasta 14 días post infección (27). Komar et al., 2003, determinó otras 

posibles rutas de infección en las aves (32). Una de las probables rutas se da mediante el 

consumo de las carcasas de otras aves o ratones infectadas, así como, mediante el 

consumo de mosquitos infectados. En ese estudio, algunas especies de aves adquirieron 

el virus mediante el consumo de agua contaminada o por contacto directo con otra ave 

infectada. Al mismo tiempo se logró documentar que las aves excretan el virus por la 

cavidad oral y la cloaca (32). 

La probabilidad de infección, diseminación y transmisión depende de la carga viral, la cual 

está directamente relacionada con la magnitud y duración de la viremia que van a tener las 

aves que funjan como amplificadoras. Las altas temperaturas, están asociadas a mayores 

tasas de replicación viral en mosquitos lo que acelera la diseminación y disminuye los 

periodos de incubación (37). En el caso de Cx. pipiens y Cx. tarsalis se ha demostrado que, 

en el oeste de los Estados Unidos, estos mosquitos se alimentan de mamíferos y humanos 

en lugar de aves durante el fin del verano y el inicio del otoño, debido a la escasez de estas 

por el inicio de la migración hacia el Sur del continente. Este cambio de hábito de 

alimentación concuerda con un aumento de la población de mosquitos, lo cual, sumado a 

una mayor cantidad de personas al aire libre, da como resultado que Cx. pipiens y Cx. 

tarsalis sean considerados los principales vectores involucrados en facilitar la transmisión 

entre las aves y los humanos (37). 
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Cuando los mosquitos  se alimentan de seres humanos y otros mamíferos funcionan como 

hospederos accidentales los cuales se caracterizan por ser incapaces de transmitir el virus, 

pero con posibilidad de presentar enfermedad clínica o neurológica (12). La mayoría de las 

personas son asintomáticas (80%) o presentan una fiebre leve (20%), de los cuales solo el 

1% desarrolla la presentación clínica en sistema nervioso central (SNC) (38).  

Entre las complicaciones que se pueden desarrollar se encuentra: meningitis, encefalitis, 

parálisis flácida, desorientación y muerte (7). La gravedad de los síntomas aumenta con la 

edad, siendo los adultos mayores los más afectados (39). Las personas que desarrollan 

síntomas presentan un cuadro clínico caracterizado por una fiebre aguda, dolor de cabeza, 

fatiga, dolor muscular, malestar y debilidad. Además, se han reportado síntomas 

gastrointestinales y máculas hemorrágicas en el tronco y las extremidades. Generalmente, 

los síntomas duran entre 3 a 6 días. Los pacientes luego de la recuperación manifiestan 

secuelas como dificultad para concentrarse, dolor en el cuello, fatiga y dolor muscular (7, 

40). En un estudio realizado en Houston, Estados Unidos, el 40% de las personas 

continuaban experimentado síntomas 8 años después de haber presentado la enfermedad 

(fatiga, debilidad, dolor en el área del cuello, pérdida de memoria, confusión entre otras), 

estas secuelas se presentaron especialmente en las personas que sufrieron encefalitis (41).  

En el año 2018 en Estados Unidos, se presentaron 1658 casos de enfermedad 

neuroinvasiva en seres humanos, 989 de enfermedad no neuroinvasiva y 167 muertes 

asociadas a WNV. Desde su introducción se han presentado alrededor de 50 830 casos de 

enfermedad clínica y 2330 muertes (CDC, 

https://www.cdc.gov/westnile/statsmaps/cumMapsData.html. revisado 29 de julio de 2019). 

En el caso de los equinos para el año 2018, en Estados Unidos se reportaron 493 casos en 

42 estados, para un total desde el año 2005 de 5859 casos confirmados. Este reporte no 

especifica cuántos animales fallecieron a causa del virus. (CDC, 

https://www.aphis.usda.gov/animal_health/downloads/animal_diseases/2018-wnv-

report.pdf. revisado 29 de julio de 2019) 

La presentación clínica en los equinos es similar a los seres humanos. Los caballos que 

manifiestan enfermedad de SNC pueden tener enfermedad nerviosa aguda, ataxia, 

debilidad, incoordinación, tremores musculares, entre otros (14). La resolución de los 

síntomas puede llevar de 2 a 7 días y generalmente se logran recuperar totalmente, un 

https://www.cdc.gov/westnile/statsmaps/cumMapsData.html
https://www.aphis.usda.gov/animal_health/downloads/animal_diseases/2018-wnv-report.pdf
https://www.aphis.usda.gov/animal_health/downloads/animal_diseases/2018-wnv-report.pdf
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porcentaje de los animales muere (20 - 30%) a causa de complicaciones propias de la 

enfermedad o es sometido a eutanasia (14). 

1.4. Situación del WNV en Costa Rica  

En Costa Rica, desde el año 2004 se encontró evidencia serológica de contacto con el virus 

en equinos asintomáticos de la zona de Liberia, Filadelfia y Bolsón en la provincia de 

Guanacaste (42). En el año 2009 se presentaron los primeros casos de enfermedad clínica 

en equinos asociados a WNV. Los animales presentaban ataxia, incoordinación, euforia, 

ceguera y fiebre (Unidad de Epidemiología, SENASA, https://www.senasa 

.go.cr/informacion/centro-de-informacion/informacion/estado-sanitario/boletines-

epidemiologicos, semana epidemiológica 47 y 49, revisado el 29 de julio de 2019). El 

diagnóstico se realizó en el Laboratorio de Virología de la Universidad Nacional, mediante 

un ELISA de captura de IgM (43, 44). Posterior a este primer reporte, anualmente se 

continúan presentando animales positivos. Entre el año 2009-2017 se presentaron 32 casos 

de equinos sintomáticos positivos a WNV por la técnica de ELISA (cuadro 1) (45). 

Cuadro 1: Casos de WNV positivos por ELISA de IgM en equinos de Costa Rica desde 

2009 hasta 2017, Laboratorio de Virología, Universidad Nacional (46) 

Año Número de Casos positivos 

por ELISA de IgM 

Cantones 

2009 5 Abangares, Cañas, Liberia.      

2012 2 Nicoya        

2013 2 Santa Cruz, Abangares, Orotina      

2014 2 Santa Cruz, Nicoya, Talamanca      

2015 3 Atenas                          

2016 17 Santa Cruz, Tilarán      

2017 1 Santa Cruz                   

Total  32 

Además, en el año 2013 se reportó un caso positivo por RT-PCR en una granja avícola de 

emús (Dromaius novaehollandiae) en la zona de San Mateo, Alajuela. En esta granja, 2 

animales murieron y 4 presentaron sintomatología nerviosa: ataxia, incoordinación, 

tambaleo, debilidad de extremidades, paresia, convulsiones y depresión (Unidad de 
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Epidemiología, SENASA, http://www.senasa.go.cr/senasa/sitio/files/111113010430.pdf, 

revisado 23 de junio de 2017). En el mismo año, se realizó un estudio de seroprevalencia 

a nivel nacional por parte del Laboratorio de Virología de la Universidad Nacional en 

conjunto con el Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA). Para este estudio se 

recolectaron 241 sueros de equinos de todo el país (3 equinos por cantón, a excepción de 

Tibás). Por medio de un ELISA IgG de captura utilizando una proteína recombinante para 

WNV, se determinó que el 59% de los animales fueron positivos (47). A pesar de la 

sensibilidad que presenta el ELISA de IgG, la reacción cruzada entre los Flavivirus está 

ampliamente descrita y estos resultados se consideran presuntivos (48–52). Por lo tanto, la 

manera ideal de corroborar estos resultados serológicos es mediante los ensayos de 

reducción de placas virales (PRNT por sus siglas en inglés), de manera que se pueda 

comprobar que son anticuerpos específicos contra WNV (49, 53). 

Otros estudios en vida silvestre a nivel nacional se han llevado a cabo en diferentes 

especies. Entre el año 2005 y el 2007 se realizó un muestreo de 109 perezosos de dos 

dedos (Choloepus hoffmanni) y de tres dedos (Bradypus variegatus). De estos animales, 

un 15% presentaba anticuerpos para WNV confirmados por medio de PRNT (54). En el año 

2015, Romero-Vega reportó un caso positivo por RT-PCR en un Chlorophanes spiza (55). 

Mediante secuenciación tipo Sanger, la cepa fue caracterizada como similar a una obtenida 

en de un ave en Iowa 2003 y perteneciente al linaje 1a (55). Más recientemente en un 

estudio retrospectivo en monos de vida libre se determinó que tres monos aulladores 

(Alouatta palliata) fueron positivos a WNV mediante RT-PCR (56). Sin embargo, los 

productos obtenidos no fueron analizados genéticamente (secuenciación) para determinar 

el linaje. En este mismo estudio se realizó un ELISA comercial para la detección de 

anticuerpos contra la proteína de E de WNV. El 25.4% de los monos fueron positivos por 

esta metodología, no obstante las muestras no fueron corroboradas por medio de PRNT y 

no se puede descartar eventos de serocruzamiento con otros Flavivirus (56).  

En el caso de los seres humanos, no hay información disponible por parte de Instituto 

Costarricense de Investigación y Enseñanza en Nutrición y Salud (INCIENSA) de casos 

positivos a WNV. Sin embargo, el Laboratorio de Virología de la UNA, por referencia del 

Hospital México y el Hospital Nacional de Niños, han diagnosticado algunos casos 

presuntivos por ELISA de IgM. Sin embargo, no se les realizó ensayos de PRNT por lo cual 
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no se puede descartar reacciones cruzadas con otros Flavivirus (Jiménez-Sánchez, 

comunicación personal). 
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2. Justificación  

En Costa Rica el reporte de casos clínicos de WNV, la seroprevalencia establecida por el 

SENASA en el 2013, el estudio realizado por Medlin et al 2016 en perezosos, junto con el 

estudio serológico realizado por Hobson-Peters en el año 2004 evidencian la circulación 

activa del virus en equinos y perezosos (42, 47, 54). La presencia de este virus podría 

representar un importante problema de salud pública debido a que la presentación clínica 

en humanos es similar a DENV-1, DENV-2 y DENV-3 (que son endémicos en Costa Rica) 

así como a ZIKV del cual hay reportes desde el año 2016 (57). Por lo tanto, los casos 

clínicos podrían estar subdiagnosticados con la consecuencia de no estar tomando las 

decisiones correctas para su manejo clínico o su control epidemiológico.  

Costa Rica tiene una de las avifaunas más diversas de América Latina con 902 especies 

de aves de las 9000 que son conocidas a nivel mundial (24). Esta diversidad de aves 

representa un gran número de reservorios potenciales para este agente viral. Actualmente 

se desconoce cuál o cuáles son las aves que podrían funcionar como reservorio(s) del virus 

en el país. Además, Costa Rica representa un importante paso de aves migratorias, de las 

cuales unas permanecen en el país y otras continúan su migración hacia el Sur. En el caso 

de los mosquitos, en el país existen 10 subgéneros y 62 especies de Culex reportadas (58). 

Algunos de las especies se han señalado en otros estudios como posibles vectores (23, 

29).  

Debido a lo anterior, el identificar cuáles aves y mosquitos son positivos a WNV por medio 

de técnicas moleculares proporcionaría información epidemiológica básica para determinar 

los linajes que circulan en el país. Además, es fundamental implementar la técnica de PRNT 

para poder determinar si los anticuerpos encontrados van dirigidos a WNV y no son 

producto de reacciones cruzadas con otros Flavivirus endémicos o no en el país. Este es el 

primer estudio en Costa Rica que contempla el análisis serológico de las aves, seres 

humanos y equinos mediante esta técnica. De esta manera se podrá evidenciar de manera 

inequívoca la circulación activa del virus en Costa Rica, aportando así información que 

podrá ser utilizada para futuras investigaciones, así como por el Ministerio de Salud y el 

Servicio Nacional de Salud Animal para instaurar medidas preventivas en el país.
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3. Hipótesis 

En las dos localidades geográficas en Costa Rica (Cuajiniquil y Talamanca) a evaluar existe 

evidencia tanto serológica como molecular de la presencia del Virus del Oeste del Nilo en 

aves, mosquitos, humanos y equinos.
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4. Objetivos 

4.1. Objetivo General  

Identificar aves y mosquitos positivos al virus del Oeste del Nilo y evaluar en humanos, 

equinos y aves la presencia de anticuerpos contra WNV con el fin de determinar si hay 

evidencia de la exposición previa al virus, en dos localidades con enfermedad neurológica 

en equinos asociada con el virus. 

4.2. Objetivos Específicos 

4.2.1. Determinar cuáles especies de aves (reservorios) son positivas al WNV con 

el fin de evidenciar la presencia del virus en las dos localidades.  

4.2.2. Determinar cuáles especies de mosquitos (posibles transmisores) son 

positivas a WNV, así como sus preferencias de alimentación, con el fin de 

evidenciar la presencia del virus en las dos localidades.  

4.2.3. Determinar la presencia de anticuerpos contra WNV en humanos 

(hospederos accidentales), equinos (hospederos accidentales) y aves 

(reservorios) en las dos localidades con el fin de evidenciar la exposición 

previa al virus. 



13 
 

 

5. Materiales y métodos  

5.1. Sitios de muestreo 

El estudio se desarrolló en dos localidades con antecedentes de enfermedad neurológica 

en equinos asociada a WNV (45). En cada sitio se utilizó un muestreo de “bola de nieve” en 

el cual se eligieron 8 unidades habitacionales por sitio. Cada una debía cumplir con los 

requisitos de inclusión: poseer al menos un equino que no estuviera vacunado contra WNV, 

además de un parche boscoso cerca de la estructura que funciona como casa o unidad 

habitacional, así como, que las personas estuvieran anuentes a participar en el estudio 

después de firmar el consentimiento informado y llenar una encuesta. El muestreo se llevó 

a cabo en dos épocas: lluviosa (más de 250 mm de lluvia/mes) y seca (menos de 100 mm 

de lluvia/mes), para un total de dos muestreos por unidad habitacional. 

El primer sitio fue la zona de Cuajiniquil, distrito 6 del cantón de Santa Cruz (10°15´06 N, 

85° 41´07 O), Guanacaste, región Pacifico Norte. Esta localidad se escogió debido a su 

endemicidad para arbovirus ya que en años anteriores el Ministerio de Salud reportó casos 

de DENV (611 casos en el año 2016) (Ministerio de Salud, Situación del Dengue 2016, 

https://www.ministeriodesalud.go.cr/index.php/vigilancia-de-la-salud /analisis-de-situacion-

de-salud/2860-dengue-2016-1/file revisado 01 de octubre de 2017). Además, se han 

presentado casos de equinos positivos a WNV por ELISA de IgM así como, evidencia 

serológica en estudios previos (42, 45, 47).  

De acuerdo con el Instituto Meteorológico Nacional (IMN), el Pacífico Norte es una de las 

zonas más secas del país. Cuajiniquil pertenece a la Unidad Peninsular la cual presenta 

una altura media de 300 msnm. El período seco abarca los meses de diciembre a marzo 

en los cuales solo precipita un 4% del total de lluvias anuales. El primer período lluvioso se 

presenta entre mayo y agosto cuando precipita un 50% del total anual. Entre julio y agosto 

se presenta una disminución en la precipitación la cual nuevamente se ve incrementada en 

setiembre y se extiende hasta noviembre. La precipitación anual es cercana a los 1900 mm. 

La temperatura máxima durante el día ronda los 33°C y durante la noche 22°C. La zona 

presenta una deforestación importante especialmente porque las tierras se han dedicado a 

la cría de ganado de engorde (Instituto Meteorológico Nacional, Clima en Costa Rica: 

Pacífico Norte, https: //www.imn.ac.cr/clima-en-costa-rica, revisado el 26 de octubre de 
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2018). En esta región los muestreos se llevaron a cabo entre agosto-noviembre 2017 

(época lluviosa) y febrero-abril 2018 (época seca).  

La segunda zona de estudio fue Talamanca (9°37′14.99″N, 82 50′39.98″O), cantón 4 de la 

provincia de Limón, región Caribe Sur. Esta zona se escogió debido a que en el año 2014 

se diagnosticó un caso positivo a WNV en un equino (45). Además, ha presentado 

abundantes casos anuales de DENV y de ZIKV (INCIENSA, Informes epidemiológicos año 

2016, 2017 y 2018 https://www.inciensa.sa.cr/actualidad/Informes%20de 

%20vigilancia.aspx#HERMES_TABS_1_3, Ministerio de Salud, https://www.ministerio 

desalud.go.cr/index.php/vigilancia-de-la-salud/analisis-de-situacion-de-salud, revisadas 29 

de julio de 2019). Conjuntamente, entre junio 2017 – julio 2018 se analizaron 43 sueros de 

personas sintomáticas (fiebre, dolor de cabeza, malestar generalizado entre otros) de la 

zona de Hone Creek, en el marco de un proyecto de acción social del Laboratorio de 

Virología Médica de la Facultad de Microbiología, UCR. El 58% (n=25) de las muestras 

analizadas resultaron negativas a DENV, ZIKV y CHIKV (Registro del Laboratorio de 

Virología Médica, UCR). Debido a lo anterior otros agentes arbovirales con sintomatología 

similar deben ser considerados.  

El Caribe Sur comprende desde la ciudad de Turrialba, parte de la Cordillera de Talamanca, 

el Valle de la Estrella y termina en Sixaola hacia la costa. La precipitación oscila entre 3000 

y 2500 mm. En esta región se presentan dos periodos lluviosos interrumpidos por mínimos 

relativos. El primer periodo de baja de lluvias se presenta entre setiembre y octubre. A partir 

de noviembre se inicia un periodo más lluvioso que finaliza en febrero. En este periodo 

precipita el 40% del total anual de lluvias. Entre febrero y marzo se presenta el segundo 

mínimo relativo. Un nuevo periodo lluvioso se inicia en abril y finaliza en agosto-setiembre. 

Los habitantes de la zona se dedican mayoritariamente a la producción agrícola de banano 

(Instituto Meteorológico Nacional, Clima en Costa Rica, Caribe Sur, https://www 

.imn.ac.cr/clima-en-costa-rica, revisado el 26 de octubre de 2018) En la zona se realizó un 

muestreo en época lluviosa (julio-agosto 2018) y en período de mínimas precipitaciones 

(esta época para efectos del trabajo se le denominará época seca) (setiembre-noviembre 

2018). 
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5.2. Captura y clasificación de aves y mosquitos  

Para la captura de aves se utilizaron redes de niebla de poliéster de 32 mm (Avinet). Las 

redes tienen capacidad de captura desde paseriformes pequeños hasta pájaros de tamaño 

medio (Avinet, https://www.avinet.com/es/node/127, revisado el 01 de julio, 2019). En cada 

sitio se colocaron 2 redes. La red denominada “bosque” se colocó entre parches boscosos 

y zonas abiertas, así como en bosques de galería lo cual aumentó el éxito de la captura 

debido a que las aves lo utilizan como zona de paso. La red denominada “peridomiciliar” se 

colocó entre 3 a 5 metros de la unidad habitacional. El objetivo de la colocación de trampas 

es dos sitios fue aumentar la diversidad de especies capturadas. Las redes se abrieron 

alrededor de las 15:00 horas y se cerraron cerca de las 18:00 horas, las mismas se 

revisaron cada 20 minutos para verificar si algún espécimen había sido capturado. En caso 

de lluvia intensa las redes se cerraron hasta el cese de la lluvia para evitar mortalidades 

(59). Las aves capturadas fueron introducidas en bolsas de material algodonoso para su 

transporte al laboratorio de campo. 

Los mosquitos fueron atrapados mediante trampas de luz tipo CDC con CO2. En total cuatro 

trampas fueron colocadas (intradomiciliar, peridomiciliar, establo y bosque) durante 12-14 

horas (durante la noche) y se retiraron a la mañana siguiente. La trampa intradomiciliar se 

colocó dentro de la unidad habitacional en un lugar que fuera frecuentado por las personas 

de la casa. La trampa peridomiciliar se colocó en la parte externa de la casa. La trampa 

establo se colocó en el recinto que funcionaba para tal fin, si la finca no contaba con un 

establo se colocó cerca del sitio que se utiliza para el descanso de los animales. La trampa 

bosque se colocó en el parche boscoso cercano a la casa.  El objetivo de colocar trampas 

en diferentes sitios fue aumentar la diversidad de especies capturadas (zoofílicas, 

antropofílicas, endofílicas, y exofílicas).  

Posteriormente, los mosquitos fueron agrupados por trampa y transportados al laboratorio 

donde fueron clasificados a nivel de especie de acuerdo con las claves de Darsie, 1993 y 

Vargas 1998, por expertos en el Laboratorio de Investigación en Vectores, UCR (58, 60). 

Luego de la clasificación, los mosquitos de cada trampa fueron agrupados en pooles de 

acuerdo con la especie. Cada pool contenía un máximo de 20 individuos. En el caso que 

se identificaran hembras grávidas, estas se clasificaron según la especie y fueron 

analizadas individualmente para determinar sus preferencias de alimentación.  
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Para las capturas de aves y mosquitos se contaron con los permisos del CICUA (CICUA-

042-17), la Comisión de Biodiversidad de la Universidad de Costa Rica (VI-2994-2017), 

Sistema Nacional de Áreas de Conservación, área de conservación Tempisque, Programa 

de Investigación y Monitoreo Ecológico (Oficio-ACT-PIM-070-17) y el Área de Conservación 

La Amistad-Caribe (M-PC-SINAC-PNI-ACLAC-047-2018) (Ver anexos). 

5.3. Toma de muestras para los diferentes análisis 

Las primeras 5 aves atrapadas fueron identificadas utilizando las claves taxonómicas 

establecidas por la guía de aves de Costa Rica (24). Seguidamente, se realizó la eutanasia 

con una sobredosis de xilacina y ketamina siguiendo los protocolos establecidos por la 

Asociación Americana de Médicos Veterinarios y con el permiso del CICUA institucional 

(CICUA-042-17) (61). La muestra de sangre completa se tomó por punción intracardiaca 

posterior al proceso de eutanasia (la cantidad de sangre colectada dependió del tamaño 

del ave capturada). A las aves domésticas (gallinas) se les tomó una muestra de sangre de 

la vena alar o metatarsal. Posteriormente, las muestras de sangre se separaron del suero 

mediante centrifugación (5 minutos, 4000 rpm), Las muestras fueron almacenadas a 4 °C 

hasta su arribo al laboratorio, luego fueron almacenadas a -70 °C.  

Seguidamente, se realizó la necropsia correspondiente y se tomaron muestras individuales 

de diferentes órganos (corazón, pulmón, hígado, bazo, intestino, riñón, cerebro, tracto 

reproductor, ojo, rodilla, proventrículo), adicionalmente se realizó un pool de órganos. Las 

muestras fueron almacenadas en viales de 1,5 ml con ARN later® (Ambion, AM7021) a -70 

°C hasta su procesamiento (32).  

En el caso de los equinos, se les tomó una muestra de sangre completa mediante 

venipunción de la vena yugular (aproximadamente 9 ml); además, se tomaron datos como: 

anamnesis, edad, estatus vacunal, (si el dueño reportaba vacunación para WNV el animal 

quedaba excluido del estudio) y movilizaciones recientes. La información se encuentra 

almacenada en archivos del Laboratorio de Virología Médica, UCR. Posteriormente, se 

separó el suero mediante centrifugación (5 minutos, 4000 rpm), Las muestras fueron 

almacenadas a 4 °C hasta su arribo al laboratorio, luego fueron almacenadas a -70 °C. Solo 

se utilizaron animales mayores a 6 meses de edad para evitar cualquier tipo de interferencia 

con anticuerpos maternos (62). 
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En el caso de las personas, se les tomó una muestra de sangre por venipunción y se les 

realizó una encuesta para conocer su anamnesis. Solo se tomaron muestras de las 

personas que firmaron previamente el consentimiento informado aprobado por el CEC 

(acuerdo VI-4050-2017) de la UCR. Posteriormente, se separó el suero mediante 

centrifugación (5 minutos, 4000 rpm), las muestras fueron almacenadas a 4 °C hasta su 

arribo al laboratorio, luego fueron almacenadas a -70 °C 

5.4. Líneas celulares y cepas virales utilizadas en los ensayos serológicos 

de PRNT 

Los ensayos serológicos de PRNT se llevaron a cabo en células VERO (ATCC® CCL-81™), 

las cuales se crecieron en MEM suplementado con un 10% de suero fetal bovino (SFB), 1% 

de penicilina/estreptomicina, 1% de L-glutamina y se mantuvieron a 37 °C con una 

atmósfera de 5% de CO2. Esta línea celular también se utilizó para propagar las semillas 

virales, titulación del virus y realizar los ensayos de neutralización (descrito más adelante, 

5.4.1, 5.5).  

Las células se crecieron en botellas de cultivo celular (Greiner Bio-One, 658170), una vez 

que alcanzaron su confluencia del 100% se tripsinizaron (Sigma-Aldrich, T4799) y 

sembraron de acuerdo con el área de cada una de las placas (Greiner Bio-One, 662160, 

677180, 655160) que se utilizaron. De esta manera, se sembró para placa de 24 hoyos, 

200 000 células por hoyo, para placa de 48 hoyos, 100 000 células por hoyo y para placa 

96 hoyos, 25 000 células por hoyo.  

5.4.1. Propagación de las diferentes semillas virales para los ensayos de 

neutralización 

Para los ensayos de PRNT se utilizaron cepas virales de virus de referencia, así como virus 

quiméricos donados por el CDC. En el caso de las cepas quiméricas utilizadas en este 

estudio, estos virus poseen los genes de cápside y las siete proteínas no estructurales 

(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) de la cepa vacunal de Fiebre Amarilla 17D y 

los genes que codifican para las proteínas estructurales de la envoltura y la premembrana 

de cada uno de los virus específicos SLEV, WNV, DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 
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(cuadro 2). Las quimeras fueron utilizadas debido a estos virus representan un mínimo 

riesgo biológico y se pueden manipular en laboratorios de bio-contención 2. 

Cuadro 2: Cepas virales y quiméricas utilizadas en los ensayos de neutralización por 

reducción de placas (PRNT). Las cepas quiméricas se encuentran identificadas con *. 

Virus Virus quimérico/Cepa viral 

SLEV* YFV 17D/SLEV CorAn 9124 

WNV* YFV 17D/WNV Flamingo 383-99 

DENV-1* YFV 17D/DENV-1 PUO 359 

DENV-2* YFV 17D/DENV-2 218 

DENV-3* YFV 17D/DENV-3 PaH881/88 

DENV-4* YFV 17D/DENV-4 1228 

ZIKV ATCC VR-748 

YFV YFV 17D 

Cada uno de los virus fue inoculado con una multiplicidad de infección (MOI por sus siglas 

en inglés) de 0.1 basado en el título que indicaba el inserto del CDC, en células VERO con 

un 90% de confluencia. A cada una de las cepas se les realizó un segundo pasaje. Cuando 

se observó efecto citopático en el segundo pasaje se congeló el sobrenadante de las 

botellas en alícuotas de 500 μl con 20% de SFB a -70 °C hasta su posterior uso. Los virus 

de WNV, DENV-2 y SLEV se congelaron a los 4 días, DENV-3 y DENV-4 a los 6 días y 

DENV-3 a los 8 días. 

5.4.2. Titulación de los virus  

La titulación viral se llevó a cabo en placas de 24, 48 y 96 hoyos  dependiendo del tamaño 

de placa que se iba a utilizar en los ensayos posteriores. A cada hoyo se le sembró la 

cantidad de células según el área y se crecieron en MEM suplementado con un 10% SFB, 

1% de penicilina/estreptomicina, 1% de L-glutamina y se mantuvieron a 37 °C con una 

atmósfera de 5% de CO2. Cuando la placa se encontraba confluente se realizaron 

diluciones seriadas de la semilla viral en base 2 hasta la dilución -5 en un volumen final de 

200 μl para las placas de 24 hoyos, 100 μl para las placas de 48 hoyos y 50 μl para las 

placas de 96 hoyos respectivamente. Las placas se incubaron 1 hora a 37 °C con una 

atmósfera de 5% de CO2. Posteriormente, el inóculo fue removido y sustituido por 
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carboximetil celulosa (CMC) (Sigma-Aldrich. C4888) al 1% en MEM suplementado con 2% 

de SFB, 1% de penicilina/estreptomicina, 1% de L-glutamina y se incubaron 37 °C con una 

atmósfera de 5% de CO2. Los tiempos de lectura post infección para cada uno de los 

diferentes virus se muestran en el cuadro 3. Una vez trascurrido el tiempo establecido, se 

retiró el medio de cultivo y se agregó formalina al 3.7% diluida en PBS en las siguientes 

cantidades: 200 μl para las placas de 24 hoyos, 100 μl para las placas de 48 hoyos y 50 μl 

para las placas de 96 hoyos y se incubó 1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido este 

tiempo, se retiró la formalina y se agregó cristal violeta al 1% diluida en etanol al 10%, en 

la misma cantidad que la formalina y se incubó durante 5 minutos. Posteriormente, las 

placas fueron lavadas con agua destilada y se dejaron secar al aire. Para contabilizar las 

unidades formadoras de placas (UFP) se utilizó la dilución en la cual las placas fueran 

contables a simple vista. Los títulos obtenidos para cada uno de los virus se encuentran en 

el cuadro 3. 

Cuadro 3: Títulos virales de cepas utilizadas en los experimentos a los tiempos de lectura 

determinadas. Las cepas quiméricas se encuentran identificadas con un * 

Cepas virales Tamaño de la placa Título (UFP/hoyo) Tiempo de lectura 

SLEV*  24 hoyos 1.75x106  120 horas 

WNV* 24 hoyos 1.75x106  120 horas 

DENV-1* 48 hoyos 5.0x105  120 horas 

DENV-2* 48 hoyos 2.3x105  120 horas 

DENV-3* 48 hoyos 1.0x104 120 horas 

DENV-4* 48 hoyos 5.0x104 120 horas 

SLEV * 48 hoyos 8.3x105  120 horas 

YF 17D 48 hoyos 4.0x105 120 horas 

WNV* 48 hoyos 2.25x106 120 horas 

ZIKV 48 hoyos 7.5x105 120 horas 

SLEV* 96 hoyos 6.2x105 72 horas 

WNV* 96 hoyos 4.04x104 72 horas 
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5.5. Análisis serológicos: determinación de la seroprevalencia contra WNV en 

sueros de aves, equinos y seres humanos mediante ensayo de neutralización 

por reducción de placas (PRNT).  

Los sueros de humanos, equinos, aves silvestres y domésticas fueron evaluados para 

determinar la presencia de anticuerpos contra WNV. Las muestras se incubaron a 56°C por 

30 minutos para inactivar el complemento. Inicialmente, los sueros fueron evaluados en un 

ensayo a una dilución de 1/10 (descrito más adelante 5.5.1) y clasificados en si 

reaccionaban o no contra WNV. Los que reaccionaron fueron evaluados en un ensayo 

posterior (ver 5.5.2) para determinar los títulos contra WNV en cada muestra. En ambos 

casos se utilizó la técnica de reducción de placas la cual se considera el estándar de oro 

para determinar anticuerpos contra Flavivirus (53, 63, 64). 

5.5.1. Clasificación inicial de los sueros por medio del ensayo de 

neutralización por reducción de placas para determinación de muestras 

con reacción positiva presuntiva contra WNV 

Los sueros de equinos y seres humanos se evaluaron en placas de 48 hoyos siguiendo los 

protocolos anteriormente descritos (64). Las muestras fueron diluidas 1/5 en MEM con 2% 

SFB para un volumen final de 150 µl. Las diluciones se realizaron en placas de 96 hoyos 

(Böttger, 05-011-0100). Seguidamente, la dilución del suero se mezcló con 150 µl del virus 

de WNV (YFV 17D/WNV Flamingo 383-99) con 20 UFP/hoyo para una dilución final de 10 

UFP/hoyo para el virus y 1/10 para el suero. La mezcla se incubó 1 hora a 37 °C con una 

atmósfera de 5% CO2. De la mezcla virus-suero, se tomaron 100 µl y se inocularon por 

duplicado en células VERO (ATCC® CCL-81™), con una confluencia del 100%, se incubó 

1 hora a 37°C con una atmósfera de 5% CO2. Posterior a esto, el inóculo fue removido y 

sustituido por 500 µl de MEM suplementado con un 1% de CMC (Sigma-Aldrich. C4888), 

2% de suero fetal bovino (SFB), 1% de penicilina/estreptomicina y 1% de L-glutamina. Las 

placas se incubaron por 5 días a 37°C con una atmósfera de 5% de CO2. Una vez 

transcurrido este tiempo se fijaron por 1 hora con 100 μl de formalina al 3.7% diluida en 

PBS, luego se tiñeron con 100 μl de cristal violeta al 1% diluida en etanol al 10%. En cada 

grupo de placas se incluyó un control de células el cual consiste en agregar solamente MEM 

con un 2% SFB, un control de virus por duplicado (para el 100% de placas) y un control de 

suero el cual es el suero de un animal previamente vacunado contra WNV.  
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En el caso de los sueros de las aves, debido a la poca cantidad de suero, el ensayo se llevó 

a cabo en placas de 96 hoyos, ya que las dos metodologías (en placa de 96 y de 48) son 

comparables entre sí (65). Los sueros fueron diluidos 1/5 en MEM con 2% de SFB para un 

volumen final de 30 µl por muestra. Esta dilución se mezcló con 30 µl del virus con 20 

UFP/hoyo para una dilución final de 10 UFP/hoyo para el virus y 1/10 para el suero. Las 

diluciones se realizaron en placas de 96 hoyos (Böttger, 05-011-0100). La mezcla se incubó 

una hora y las posteriores incubaciones se realizaron bajo las mismas condiciones descritas 

para el ensayo anterior. Seguidamente, se tomaron 50 µl y se inocularon por duplicado en 

células VERO (ATCC® CCL-81™). La placa de cultivo se incubó 1 hora. Posteriormente, el 

inóculo fue removido y sustituido por 100 µl de MEM suplementado con un 1% de CMC 

(Sigma-Aldrich. C4888), 2% SFB, 1% de penicilina/estreptomicina y 1% de L-glutamina. Las 

placas se incubaron 3 días. Luego de este tiempo se fijaron de forma similar descrita 

anteriormente, únicamente variando los volúmenes de formalina y cristal violeta (50 

μl/hoyo). En cada grupo de placas se incluyó un control de células, control de virus (por 

duplicado) y un control de suero, igual al ensayo anterior.  

Para realizar el cálculo del porcentaje de neutralización, se contaron las placas de los 

controles virales y se calculó el promedio de unidades formadoras de placas (UFP). El 

número de placas se consideró el 100%. Luego se comparó con cada suero para calcular 

el porcentaje de inhibición de la muestra. A los sueros se les clasificó en tres categorías de 

acuerdo con el porcentaje de neutralización contra WNV: neutralización total (≥90%), 

neutralización parcial (<89%) y no neutralización. Los que se clasificaron como 

neutralización total fueron seleccionados para realizar una titulación contra los diferentes 

Flavivirus.  

5.5.2. Titulación de sueros positivos contra distintos Flavivirus para descartar 

positividad a WNV por posibles reacciones cruzadas  

Los sueros clasificados como “neutralización total” fueron analizados contra algunos de los 

diferentes Flavivirus circulantes en el país. En el caso de los equinos y las aves la titulación 

se realizó para los virus de WNV (YFV 17D/WNV Flamingo 383-99) y SLEV (SLEV 

CorAn9124) debido a que son los agentes más probables en estos animales. En el caso de 

los seres humanos además se utilizaron los virus de DENV (YFV 17D/ DENV-1 PUO 359, 

YFV 17D/DENV-2 218, YFV 17D/DENV-3 PaH881/88, YFV 17D/DENV-4 1228), ZIKV 
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(H/PF/2013), YFV (YFV 17D) debido a la circulación de estos virus en el país y la posibilidad 

de que alguna persona estuviese vacunada contra YFV. 

Los sueros de humanos y equinos se evaluaron en placa de 24 hoyos. A estos se les realizó 

una dilución inicial de 1/10 en MEM con 2% SFB (810 μl de MEM con 90 μl de suero), de la 

cual se realizaron diluciones seriadas base 2. Las diluciones se llevaron a cabo en placa de 

96 hoyos (Böttger, 05-011-0100) A cada una de las diluciones se les agregó 40 UFP/hoyo 

en un volumen igual al del suero (225 µl por hoyo). Para diluciones finales del suero de 

1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320, 1/640. En el caso del virus la dilución final contra cada suero 

fue de 20 UFP/hoyo. Los sueros equinos se iniciaron en la dilución 1/40 y se realizó una 

dilución adicional de 1/1280 debido a que en ensayos iniciales presentaron títulos 

superiores a 1/640.  

La mezcla virus-suero se incubó 1 hora a 37°C, con una atmósfera de 5% CO2. 

Seguidamente, se tomaron 200 µl y se inocularon por duplicado en células VERO (ATCC® 

CCL-81™) con una confluencia del 100% y se incubó durante una hora a 37°C con una 

atmósfera de 5% CO2. Posteriormente, el inóculo fue removido y sustituido por 500 μl MEM 

suplementado con un 1% de CMC, (Sigma-Aldrich. C4888), 2% SFB, 1% de 

penicilina/estreptomicina y 1% de L-glutamina. Las placas se incubaron por 5 días a 37°C 

con una atmósfera de 5% de CO2. Una vez trascurrido este tiempo se fijaron igual que las 

descritas anteriormente.  

Los sueros de las aves fueron evaluados en placa de 96 hoyos. Al suero se le realizó una 

dilución inicial de 1/10 en MEM con 2% SFB (98 μl de MEM con 12 μl de suero). Las 

diluciones se realizaron en placas de dilución de 96 hoyos (Böttger, 05-011-0100) A cada 

dilución se le agregó 40 UFP/hoyo (30 μl por hoyo) para una dilución final de 20 UFP/hoyo. 

Las diluciones seriadas finales fueron similares a las anteriores al igual que las condiciones 

de incubación. La mezcla virus-suero se incubó una hora, seguidamente se tomaron 50 μl 

y se inocularon por duplicado en células VERO (ATCC® CCL-81™), se incubó nuevamente 

una hora y posteriormente el inóculo fue removido y sustituido por 100 μl de MEM 

suplementado con un 1% de CMC (Sigma-Aldrich. C4888), 2% SFB, 1% de 

penicilina/estreptomicina y 1% de L-glutamina. Las placas se incubaron 72 horas, 

transcurrido este tiempo se fijaron y tiñeron similar a las descritas anteriormente. 
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En cada grupo de placas se incluyó un control de células el cual consiste en agregar 

solamente MEM con un 2% SFB, un control de virus (por duplicado) y los controles de 

suero. Para el control de suero contra WNV se utilizó el suero de un animal vacunado, para 

los DENV se utilizó un pool de sueros positivos de humanos y para SLEV pool de sueros 

positivos de equinos (confirmados por otras técnicas), en el caso de ZIKV y YFV se utilizó 

un suero positivo de ser humano (evaluado por otra técnica). 

Después de la tinción con cristal violeta, se contó las UFP en los controles virales y se 

calculó el promedio, el cual se considera el 100%. Basado en este número se calculó el 

porcentaje de inhibición. Además, se revisan los controles celulares y los de suero que no 

debían presentar placas (control de sueros). Para el punto final de la titulación se consideró 

la dilución más alta en la cual la neutralización sea ≥90% del promedio de formación de 

placas del control viral (PRNT ≥90%). Las muestras de suero que presentan una 

neutralización con cuatro diluciones de diferencia respecto a otro virus se consideran 

positivas (con anticuerpos específicos contra ese virus). En caso de que no se presenten 

estas cuatro diluciones de diferencia, el suero se considera positivo para anticuerpos contra 

Flavivirus (Flavivirus positivo).  

5.6. RT-PCR para evaluar la presencia de ARN de Flavivirus en muestras de aves 

y mosquitos 

Para realizar los RT-PCR de aves se utilizó un macerado del total de los órganos (pool de 

órganos) (32). En el caso de los mosquitos los especímenes se agruparon en pools de 

máximo 20 individuos basados en especie y trampa (66, 67). 

Para la extracción de ARN se utilizó el método de TRIzol® (Ambion, 15596018) de acuerdo 

con las instrucciones del fabricante. De acuerdo con el protocolo se utilizó un máximo de 

100 mg de tejido en el caso de las aves y para los mosquitos un máximo de 20 

especímenes. En ambos casos la muestra fue macerada con ayuda de un pistilo en un vial 

de 1.5 mL. Seguidamente se les agregó un 1 mL TRIzol® (Ambion, 15596018) frío y se 

agitó en un agitador vórtex para luego ser incubadas a temperatura ambiente por 10 min. A 

continuación, a cada vial se le agregaron 200 µl de cloroformo grado molecular (Sigma-

Aldrich, 516726) frío y se incubó por 5 min a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el 

tiempo de incubación, las muestras se centrifugaron en frío 15 min a 14 000 rpm. 
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Posteriormente, se transfirió la fase transparente a un nuevo vial, el cual contenía 2 µl de 

GlycoBlue™ (15 mg/mL) (Invitrogen, AM9515) y 500 µl de isopropanol grado biología 

molecular (Sigma-Aldrich, I9516), se agitó por pipeteo y se incubó por 10 min a temperatura 

ambiente. Luego, se centrifugó en frio por 10 min a 14 000 rpm. El líquido se decantó 

conservando solamente el botón, a éste se le agregó 1 mL de etanol grado biología 

molecular (Sigma-Aldrich, E7023) al 70% y se agitó para lavarlo. La muestra se centrifugó 

en frio por 5 min a 10 000 rpm. El líquido nuevamente se decantó y el botón se dejó secar 

al aire por 10 min. Luego se le agregaron 60 µl de agua DEPC (Thermo Scientific, R0581) 

y se incubó en 56 °C por 15 min.  

Seguidamente, se realizó la reacción de retrotranscripción (RT) por medio del kit Revert Aid 

First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific cat K1622), siguiendo las instrucciones 

del fabricante tanto para la mezcla como el protocolo de temperaturas. La reacción consiste 

en 4 µl de buffer de reacción 5x, 1µl del inhibidor de RNasa RiboLock, 2 µl de dNTP´s, 1 µl 

de la enzima de retrotrascripción RevertAid, 1 µl de hexámeros aleatorios como cebadores 

y 11 µl de ARN con una concentración entre 0.1 ng a 5 µg de ARN para un volumen final 

de 20 µl. La concentración de ARN se calculó mediante espectrofotometría (NanoDrop ™ 

2000) siguiendo las instrucciones del equipo. La mezcla se llevó al termociclador con el 

siguiente protocolo: 25 °C 5 min, 42 °C 60 min y 72 °C 5 min. El control positivo de extracción 

para esta reacción es el incluido en dicho kit (ARN GAPDH) y como control negativo se 

utilizó agua DEPC. 

Una vez finalizada la reacción RT, se realizó una reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) semi-anidada en la cual se analizaron las muestras para la presencia de Flavivirus. 

Para cada muestra se utilizaron las siguientes cantidades: 12.5 µl de DreamTaq 2x master 

mix (Thermo Scientific, K1072), 0.625 µl del cebador antisentido cFD2 (10 mM), 0.625 µl 

del cebador sentido MAMD (10 mM), 9.25 µl de agua DEPC (Thermo Scientific, R0581) y 2 

µl de la reacción de RT previa para un volumen final por reacción de 25 µl. Las secuencias 

de los cebadores y la posición en el genoma se muestran en el cuadro 4. Para la segunda 

reacción se utilizaron 2 µl de la primera reacción con las mismas cantidades de reactivos 

descritas antes, solamente se cambió el cebador MAMD por el cebador FS778. Este PCR 

interroga la región NS5 la cual es una de las proteínas estructurales más conservadas de 

los Flavivirus (68). Como control positivo se utilizó una cepa de DENV-1 (Angola 

D1/AO/XX/1988) y agua DEPC (Thermo Scientific, R0581) como control negativo.  
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Cuadro 4: Cebadores utilizados para la detección de Flavivirus en muestras de aves y 

mosquitos. La posición en el genoma corresponde a la secuencia del virus 17D YF (número 

de acceso en GenBank X03700) (68). 

Nombre del 

cebador 

Secuencia de cebador 5´-3´ Posición en el 

genoma  

Peso de 

producto 

esperado 

en pb 

MAMD  AACATGATGGGRAARAGRGARAA 9006-9029 250 

cFD2  GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC 9232-9258  

FS778  AARGGHAGYMCDGCHATHTGGT 9046-9070 210 

Las condiciones para la reacción de PCR que se utilizaron con los cebadores cFD2-MAMD 

fueron las siguientes: 95 ºC 5 min, seguido de 25 ciclos de 94 ºC 1 min, 53 ºC 1 min, 72 ºC 

1 min y una extensión final de 72 ºC 10 min (68). Las condiciones para la reacción anidada 

(cFD2-FS778) fueron las siguientes 95 ºC 5 min, seguido de 35 ciclos de 94 ºC 1 min, 54 

ºC 1 min, 72 ºC 1 min y una extensión final de 72 ºC 10 min (68). 

Los productos fueron analizados por electroforesis capilar mediante el QIAxcel Advance 

(Qiagen) y el programa Qiaxel ScreenGel v1.6. Para cada corrida se utilizó el cartucho 

“QIAxcel DNA screening gel” (Qiagen, 929004), con los siguientes parámetros de corrida: 

marcador de alineamiento de 15-3000 pb (Qiagen, 929522), un marcador de peso molecular 

de 50 – 1500 pb (Qiagen, 929554) y el método AM420 (A: separación de ADN, M: 10 s de 

inyección con un voltaje de 5kV, 420: tiempo de separación de 420 s a un voltaje de 5kV). 

La banda esperada es de 220 pb (68). 

Las muestras que resultaron positivas se purificaron mediante el reactivo para limpieza de 

productos de PCR ExoSAP-IT ™ (Applied Biosystems, 78201) siguiendo las instrucciones 

del fabricante. A cada reacción de PCR con un volumen final de 25 µl se le agregó 10 µl de 

ExoSAP-IT ™ (Applied Biosystems, 78201). A continuación, se incubó a 37 ºC por 15 

minutos, seguido de 15 minutos a 80 ºC. Los productos fueron secuenciados mediante la 

técnica Sanger en los laboratorios de Macrogen Inc (https://dna.macrogen.com/esp/). Las 

secuencias se analizaron mediante el programa de uso libre MEGA X 

(https://www.megasoftware.net/) (69) y fueron comparadas en la base de datos públicos 
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“nucleotide-nucleotide basic alignment search tool” (BLASTn) (National Center for 

Biotecnology Information, USA, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

A las muestras que fueron identificadas como positivas se les realizó un RT-PCR anidado 

específico para WNV, el cual amplifica una parte de la región de envoltura la cual es usada 

para la clasificación de los diferentes linajes (70). Para cada reacción se utilizaron las 

siguientes cantidades 12.5 µl de DreamTaq 2x máster mix (Thermo Scientific, K1072), 0.5 

µl del cebador sentido 1401 (10 mM), 0.5 µl del cebador antisentido 1845 (10 mM), 9.5 µl 

de agua DEPC y 2 µl de la reacción de RT previa para un volumen final por reacción de 25 

µl. Para el segundo PCR se utilizaron 2 µl de la primera reacción y se utilizan los cebadores 

1485 y 1732 con las mismas cantidades de la mezcla previa (70). Las secuencias de los 

cebadores y el producto esperado de 248 pb se muestran en el cuadro 5. En este caso se 

utilizó como control positivo la cepa de WNV YFV 17D/WNV Flamingo 383-99 y como 

control negativo agua DEPC (Thermo Scientific, R0581). 

Cuadro 5: Cebadores utilizados para la detección de WNV en muestras de aves y 

mosquitos. La posición en el genoma corresponde a la secuencia de la cepa NY99-flamingo 

382-99 (número de acceso en GenBank AF196835.2) (70). 

Nombre del cebador  Secuencia 5´-3´ Posición 

en el 

genoma 

Peso del 

producto  

esperado 

en pb 

1401  ACCAACTACTGTGGAGTC 1401-1845 445 

1845  TTCCATCTTCACTCTACACT 

1485  GCCTTCATACACACTAAAG 1485-1732 248 

1732  CCAATGCTATCACAGACT 

Las condiciones para la reacción de PCR que se utilizaron para ambos juegos de cebadores 

fueron las siguientes: 95 ºC 11 minutos, seguidos de 35 ciclos de 95 ºC 30 s, 55 ºC 45 s, 

72 ºC 60 s y una extensión final de 72 ºC 5 minutos. El análisis del producto mediante 

electroforesis capilar, la purificación de los productos positivos y sus respectivos análisis se 

realizaron como se describió anteriormente.  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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5.7. Determinación de preferencias de alimentación en hembras grávidas por 

medio de PCR y secuenciación del citocromo oxidasa subunidad 1 (COI) 

Las hembras grávidas con sangre obvia que fueron colectadas mediante las trampas tipo 

CDC con CO2 fueron clasificadas a nivel de especie y se procesaron de manera individual 

para determinar sus preferencias de alimentación mediante la secuenciación de parte del 

citocromo oxidasa subunidad 1 (COI 1), así como la presencia de Flavivirus mediante RT-

PCR (sección 5.6) (68, 71).  

A los mosquitos se les realizó una extracción de ADN-ARN mediante un kit comercial 

NucleoSpin ® TriPrep (catálogo 740966.50, Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones 

del fabricante. El mosquito fue macerado con la ayuda de un pistilo en un vial de 1.5 mL. 

Seguidamente, se agregaron 350 µl de buffer de lisis RP1 y 3.5 µl de β-mercaptoetanol y 

se agitó mediante un agitador vórtex. La totalidad de la muestra fue transferida a una 

columna de filtración NucleoSpin ® Filter y se centrifugó por 1 min a 11 000 rpm. Al filtrado 

se le agregaron 350 µl de etanol grado biología molecular al 70% (Sigma-Aldrich, E7023) y 

se homogenizó por pipeteo. La mezcla fue transferida a una columna NucleoSpin® TriPrep 

y se centrifugó por 30 s a 11 000 rpm. A la columna, se le agregaron 500 µl de “DNA wash” 

para eliminar las sales caotrópicas y se centrifugó por 1 min a 11 000 rpm, se realizó un 

segundo lavado de la misma manera. Luego, se dejó secar la columna por 3 minutos. 

Finalmente, para eluir el ADN se agregaron 100 µl de “DNA elute” se incubó 1 minuto y se 

centrifugó 1 minuto a 11 000 rpm.  

La extracción de ARN de los mosquitos se llevó a cabo con el fin de analizar la presencia 

de Flavivirus. Para esto se preparó una solución de digestión del ADN. En un vial se 

agregaron para cada reacción 10 µl de rDNase y 90 µl de buffer de reacción para la rDNase, 

se mezcló por pipeteo. A cada columna se le dispensó 95 µl de la mezcla y se incubó a 

temperatura ambiente por 15 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se añadió 200 µl 

del buffer de lavado RA2 y se centrifugó por 30 s a 11 000 rpm. Luego, se realizó un lavado 

de la membrana con 600 µl de buffer RA3 para inactivar las rDNase, se centrifugó por 30 s 

a 11 000 rpm, el lavado se repitió con 250 µl de buffer de lavado RA3 y se centrifugó por 2 

minutos a 11 000 rpm. Seguidamente, se eluyó el ARN con 60 µl de agua libre de RNasas 

(incluida en el kit). La concentración y la pureza del ARN se calculó mediante 

espectrofotometría (NanoDrop ™ 2000) siguiendo las instrucciones del equipo. Estas 
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muestras fueron procesadas para la reacción de RT y de PCR como se describió 

anteriormente (sección 5.6)  

A las muestras de ADN se les realizó un PCR anidado para la región citocromo oxidasa 

subunidad I (COI) utilizando los cebadores del cuadro 6 (71). Las reacciones se llevaron a 

cabo de la siguiente manera: 12,5 µl de DreamTaq 2x máster mix (Thermo Scientific, 

K1072), 1 µl del cebador sentido COI_long (f) (10 mM), 1 µl del cebador antisentido 

COI_long (r), 7.5 µl de agua DEPC y 3 µl de ADN. Para la reacción anidada se utilizó 25 µl 

de DreamTaq 2x master mix (Thermo Scientific, K1072), 1 µl del cebador sentido COI_short 

(f) (10 mM), 1 µl del cebador antisentido COI_short (r) (10 mM), 20 µl de agua DEPC y 3 µl 

de la primera reacción (71). El protocolo para llevar a cabo ambas reacciones de PCR fue 

el siguiente: 95 ºC 1 minuto, seguido por 35 ciclos de 95 ºC 30 s, 50 ºC por 50 s, 72 ºC por 

60 s y una extensión final a 72 ºC por 5 minutos. 

Cuadro 6: Cebadores utilizados para la identificación de preferencias de alimentación 

mediante un fragmento de COI. Las posiciones en el genoma están basadas en una 

secuencia de Homo sapiens sapiens (número de acceso en GenBank AF346980)(71) 

Nombre del cebador  Secuencia 5´-3´ Posición 

en el 

genoma 

Peso de 

producto 

esperado 

en pb 

COI_long (f) AACCACAAAGACATTGGCAC 5934-6597 663 

COI_long (r) AAGAATCAGAATARGTGTTG 

COI_short (f) GCAGGAACAGGWTGAACCG 6267-6591 324 

COI_short (r) AATCAGAAYAGGTGTTGGTATAG 

El análisis de las muestras, purificación y la reacción de secuenciación se realizaron igual 

a las descritas anteriormente. Las muestras se consideraron como “identificada” cuando 

presentaban al menos un 95% de identidad (porcentaje de identidad de nucleótidos) con 

alguna secuencia depositada en GenBank (National Center for Biotecnology Information, 

USA, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Cuando las muestras presentaban similitud 

con más de una especie, se tomó en cuenta para la selección el rango geográfico, 

porcentajes de similitud y la abundancia de esa especie (71).  
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5.8. Análisis estadístico  

La relación entre el sexo del animal y la seropositividad a WNV se evaluó mediante una 

prueba de Chi-cuadrado. Además, se realizó una prueba de coeficiente de correlación de 

Spearman entre la edad y la seropositividad, así como entre la edad y los sueros que fueron 

Flavivirus positivos con un α= 0.005. Todos los análisis fueron realizados utilizando el 

programa Excel, Microsoft. 

6. Resultados 

6.1. Numerosas muestras de aves, equinos, mosquitos y seres humanos fueron 

recolectadas en las 8 unidades habitacionales en los dos sitios que se 

utilizaron para los análisis.  

El estudio se llevó a cabo en dos localidades con antecedentes de enfermedad neurológica 

en equinos asociada con WNV (Figura 1) (45). El primer lugar de muestreo fue la zona de 

Cuajiniquil, distrito 6 del cantón de Santa Cruz (10°15´06 N, 85° 41´07 O), Guanacaste 

(Figura 2). La segunda zona de estudio fue Talamanca (9°37′14.99´N, 82° 50′39.98 O) 

cantón 4 de la provincia de Limón (Figura 3). En cada sitio se escogieron y muestrearon 8 

unidades habitacionales que cumplían los requisitos anteriormente expuestos (sección 5.1) 

Las colectas se realizaron en dos períodos del año: época lluviosa y época seca. La región 

Caribe Sur a la cual pertenece Talamanca no presenta una época seca marcada sino más 

bien una época de disminución de lluvias, en el caso de este trabajo a esta época se le 

denominará época seca para conservar la nomenclatura. El objetivo de realizar dos 

muestreos era determinar si se daban eventos de seroconversión entre las dos épocas. La 

época de mayor circulación de los arbovirus endémicos como DENV y Encefalitis Equina 

Venezolana es la época lluviosa (45, 72). 

Cada unidad habitacional se designó con la letra “C”, seguido de las iniciales del cantón: 

SC (Santa Cruz) y TA (Talamanca), luego en orden alfabético (A-O) según se realizaron las 

visitas (cuadro 7).  
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Figura 1: Mapa de Costa Rica con la distribución geográfica de las 16 unidades 

habitacionales muestreadas en los cantones de Talamanca y Santa Cruz. Cada punto 

representa una unidad habitacional (Software QGIS versión 3.6)  

 

Figura 2: Mapa del cantón de Santa Cruz, Guanacaste, con la distribución geográfica de 

las 8 unidades habitacionales en las cuales se realizó el muestreo en la zona de Cuajiniquil. 

Cada punto representa una unidad habitacional (Software QGIS versión 3.6) 
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Figura 3: Mapa del cantón de Talamanca, Limón, con la distribución geográfica de las 8 

unidades en la cuales se realizó el muestreo. Cada punto representa una unidad 

habitacional.  

Cuadro 7: Identificación de las unidades habitacionales para los muestreos de época 

seca y lluviosa. La unidad habitacional CTAG no se pudo muestrear en la segunda 

ocasión. NR: no realizado  

Cuajiniquil Talamanca 

Época lluviosa  Época seca Época lluviosa Época seca 

CSCA CSCI CTAA CTAI 

CSCB CSCJ CTAB CTAJ 

CSCC CSCK CTAC CTAL 

CSCD CSCL CTAD CTAK 

CSCE CSCM CTAE CTAN 

CSCF CSCN CTAF CTAM 

CSCG CSCP CTAG NR 

CSCH CSCO CTAH CTAO 
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Las visitas a la zona de Cuajiniquil se llevaron a cabo entre julio a noviembre 2017 para la 

época lluviosa y para la época seca entre febrero y abril 2018. La cantidad de muestras 

colectadas se encuentran resumidas en el cuadro 8. El muestreo correspondiente a época 

seca tuvo una disminución del número de equinos debido a que la tormenta tropical Nate, 

afectó gravemente a la comunidad (La Voz de Guanacaste, 

https://vozdeguanacaste.com/marbella-ostional-y-san-juanillo-estan-sin-agua-electricidad-

e-internet/. Revisado el 29 de julio de 2019). El número de personas también declinó debido 

a que algunas decidieron no participar en la segunda parte del estudio. En el caso de las 

aves, se obtuvo un aumento en el éxito de captura para un total de 36 aves, además de 

suero de 3 gallinas.  

Cuadro 8: Cantidad y tipo de muestra obtenida en la zona de Cuajiniquil en los dos periodos 

de colecta. *El total de muestras solo incluye los pooles de mosquito. 

Especie  Tipo de muestra Época lluviosa (n) Época seca (n) 

Equinos  Sueros 86  57 

Aves Tejidos 16 36 

Sueros 14 35 

Humanos Sueros 16 12 

Mosquitos Pools 119 44 

Individuos 377 177 

Hembras 

Grávidas 

9 3 

Gallinas domésticas Sueros 29 3 

Total de muestras* 289 187 

Los muestreos en el cantón de Talamanca se llevaron a cabo entre julio-agosto 2018 

correspondiente a la época lluviosa y entre setiembre y noviembre 2018 para la época seca. 

La distribución de las muestras se resume en el cuadro 9.  
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Cuadro 9: Cantidad y tipo de muestras obtenidas en la zona de Talamanca en los dos 

periodos de colecta. *El total solo incluye los pooles de mosquitos.  

Especie  Tipo de muestra Época lluviosa (n) Época seca (n) 

Equinos Sueros 20 16 

Aves Tejidos 60 28 

Sueros 52 27 

Humanos Sueros 17 15 

Mosquitos Pools 133 66 

Individuos 573 246 

Hembras grávidas 17 5 

Gallinas Sueros 7 0 

Total de muestras* 306 157 

6.2. Un total de 140 aves y 1373 mosquitos se colectaron y fueron clasificados por 

especie.  

Un total de 140 aves fueron capturadas durante el periodo de estudio. En el área de 

Cuajiniquil se logró capturar 51 aves (cuadro 10), 17 en la época lluviosa y 36 en la época 

seca. Las aves capturadas se clasificaron en 15 especies diferentes, correspondientes a 4 

órdenes. El 40.6% (n=13) de las aves capturadas corresponden a Columbina inca, seguido 

por Campylorhynchus rufinucha con un 21.9% (n=7). Dos especies corresponden a 

especies migratorias: Geothlypis philadelphia y Vireo flavoviridis. En la zona de Talamanca 

se colectó un total de 88 aves, correspondientes a 29 especies diferentes agrupadas en 6 

órdenes (Cuadro 11). Del total de aves capturadas 61 fueron obtenidas en la época lluviosa 

y 27 en la época seca. El 26.1% (n=23) de las especies corresponden a Sporophila 

Sitios de muestreo y cantidad de muestras colectadas:  

 Los muestreos se llevaron a cabo en Cuajiniquil y Talamanca tanto en época 

seca como lluviosa 

 Se utilizaron 8 unidades habitacionales donde se tomaron muestras de aves, 

equinos, mosquitos y seres humanos 

 Se colectaron un total de 179 sueros equinos, 140 muestras de aves silvestres. 

(128 sueros), 60 sueros de seres humanos, 1373 mosquitos y 34 hembras 

grávidas  
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torqueola. Seis de las especies correspondían a especies migratorias, esto se debe a que 

la zona se encuentra en la ruta de migración de las aves hacia América del Sur (73). Las 

especies migratorias corresponden a Piranga rubra, Parkesia noveboracensis, Catharus 

ustulatus, Empidonax alnorum, Empidonax virescens, Vireo flavifrons.  
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Cuadro 10: Clasificación de las aves capturadas en Cuajiniquil por orden, género y especie para cada unidad habitacional en las 

distintas épocas de muestreo 

Orden Familia Especie N Casa 

n época 

lluviosa 

n época 

seca Migratoria 

Apodiformes Trochilidae Amazilia rutila 5 A, E, K, N 3 2 No 

Coraciiformes Momotidae Eumomota superciliosa 1 I  1 0 No 

Columbiformes Columbidae Columbina inca 13 

A, C, I, J, 

L, M 2 11 No 

Passeriformes 

Fringillidae Euphonia hirundinacea 1 A 1 0 No 

Icteridae Icterus pustulatus 3 M 0 3 No 

Icteridae Quiscalus mexicanus 3 I, K 0 3 No 

Parulidae Geothlypis philadelphia 1 M 0 1 Si 

Passerellidae 

Aimophila ruficauda/Peucaea 

ruficauda 3 A 3 0 No 

Polioptilidae Polioptila plumbea 1 C  1 0 No 

Rhinocryptidae Pitangus sulphuratus 4 B, I, K 1 3 No 

Troglodytidae Campylorhynchus rufinucha 7 

H, K, L, M, 

N 3 4 No 

Troglodytidae Thryophilus pleurostictus 1 N 0 1 No 

Turdidae Turdus grayi 3 D, J 2 1 No 

Tyrannidae Tolmomyias sulphurescens 3 N 0 3 No 

Vireonidae Vireo flavoviridis 2 M 0 2 Si 

  Total 51  17 34  
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Cuadro 11: Clasificación de las aves capturas en Talamanca por orden, familia y especie para cada unidad habitacional en las 
distintas épocas de muestreo 

Orden Familia Especie N Casa 
n época 
lluviosa 

n época 
seca Migratoria 

Caprimulgiformes Caprimulgidae Nyctidromus albicollis 1 A 1 0 No 

Columbiformes Columbidae Patagioenas flavirostris 1 I 0 1 No 

Coraciiformes Alcedinidae Chloroceryle amazona 1 C  1 0 No 

Cuculiformes Cuculidae Crotophaga sulcirostris 4 A, F, N 2 2 No 

Passeriformes 

Cardinalidae 
Habia fuscicauda 3 C 3 0 No 

Piranga rubra 1 L 0 1 Si 

Fringillidae Euphonia luteicapilla 1 F 1 0 No 

Furnariidae 

Dendrocincla fuliginosa 2 E, N 1 1 No 

Xiphorhynchus erythropygius 1 C 1 0 No 

Xiphorhynchus susurrans 1 J 0 1 No 

Parulidae Parkesia noveboracensis 2 L, O 0 2 Si 

Thraupidae 

Sporophila funerea 1 E 1 0 No 

Ramphocelus passerinii 2 A 2 0 No 

Sporophila torqueola  23 A, E, I, O 17 6 No 

Troglodytidae Troglodytes aedon 3 E, F, H 3 0 No 

Turdidae 
Catharus ustulatus 1 J 0 1 Si 

Turdus grayi 3 A, B, L 2 1 No 

Tyrannidae 

Empidonax alnorum 1 L 0 1 Si 

Empidonax virescens 4 J, L, M 0 4 Si 

Mionectes oleagineus 1 E  1 0 No 

Myiozetetes similis 7 F, H, O 6 1 No 

Pitangus sulphuratus 4 A, I 2 2 No 

Todirostrum cinereum 1 E 1 0 No 

Tyrannus melancholicus 2 A 2 0 No 

Vireonidae Vireo flavifrons 1 A 1 0 Si 

Trochiliformes Trochilidae 

Glaucis aeneus 4 B, D, E 4 0 No 

Amazilia tzacatl 8 A, B, C, D, N, O 6 2 No 

Phaethornis longirostris 2 E, F 2 0 No 

Phaethornis striigularis  2 C, K 1 1 No 
 

 Total 88  61 27  
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En el caso de los mosquitos, un total de 1373 mosquitos fueron capturados en 128 noches 

trampa. Posteriormente se realizaron los pooles basados en la trampa y especie con un 

máximo de 20 individuos por pool. Esta clasificación se llevó a cabo mediante las claves de 

Darsie, 1993 y Vargas, 1998, por personal del Laboratorio de Investigación en Vectores, 

Universidad de Costa Rica (58, 60). 

En el caso de la zona de Cuajiniquil se obtuvieron 199 pooles (con un total de 377 

individuos) para la época lluviosa y 44 pooles (con un total de 177 individuos) para la época 

seca. La distribución por especie y época se muestra en las figuras 4 y 5.  

 

Figura 4: Distribución de las especies de mosquitos en la época lluviosa en la zona de 

Cuajiniquil en el periodo comprendido entre julio – noviembre, 2018.
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Figura 5: Distribución de las especies de mosquitos en la época seca en la zona de 

Cuajiniquil en el periodo comprendido entre febrero – abril, 2018. 

Para la zona de Talamanca se obtuvieron 133 pooles (con un total de 573 individuos) en la 

época lluviosa y 66 pooles (con un total de 246 individuos) para la época seca. La 

distribución por especie y época se muestra en las figuras 6 y 7.  
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Figura 6: Distribución de las especies de mosquitos en la época lluviosa en la zona de 

Talamanca en el periodo comprendido entre julio – agosto 2018 
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Figura 7: Distribución de las especies de mosquitos en la época seca en la zona de 

Talamanca en el periodo comprendido entre setiembre – noviembre 2018. 

Al realizar la clasificación por especie se determinó que en ambas zonas la especie Cx. 

quinquefasciatus fue una de las más representativas. En la zona de Cuajiniquil en la época 

lluviosa el 24.13% de las especies colectadas se identificaron como Cx. quinquefasciatus, 

mientras que en la época seca el 5.98%. En la zona de Talamanca en época lluviosa 

representó el 37.17% del total de mosquitos colectados y en la época seca el 66.20%. Este 

mosquito se ha asociado en Norte América como uno de los principales vectores junto con 

Cx nigripalpus (el cual también se identificó pero en menor cantidad) de WNV (29, 33, 37).  

La distribución por zona de captura se muestra en las figuras 8 y 9. En ambas zonas en la 

época lluviosa, la trampa con mayor éxito de captura es la denominada “bosque”, seguida 

por la trampa “intradomiciliar”. A pesar de que la cantidad de mosquitos disminuyó en la 

época seca, la trampa “bosque” en la zona de Cuajiniquil continúa siendo la más exitosa. 
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Sin embargo, para la zona de Talamanca en la época seca la trampa “intradomiciliar” 

desplaza a la trampa “bosque” en éxito de captura. 

 

Figura 8: Comparación de la cantidad de individuos capturados en la zona de Cuajiniquil 

en las dos épocas de muestreo basado en la localización de las trampas.  

 

Figura 9: Comparación por cantidad de individuos capturados en la zona de Talamanca en 

las dos épocas de muestreo basado en la localización de las trampas. 
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6.3. Evidencia serológica de infección previa con WNV en equinos, aves y seres 

humanos. 

6.3.1. Los equinos de la zona de Cuajiniquil presentan anticuerpos contra 

WNV.  

Los sueros equinos fueron tomados en época lluviosa y época seca, preferiblemente a los 

mismos animales de manera que se pudieran evidenciar eventos de seroconversión. Estos 

fueron analizados inicialmente en una dilución 1/10 contra el virus de WNV por medio de 

PRNT y fueron clasificados como: neutralización total (≥90%), neutralización parcial (<89%) 

y no neutralización, basado en el promedio de UFP del control viral (figura 10). En cada 

grupo de placas se incluyó un control de células el cual consiste en agregar solamente MEM 

con un 2% SFB, un control de virus por cuadriplicado (para obtener el 100% de placas) y 

un control de suero el cual es el suero de un animal previamente vacunado contra WNV 

(figura 11). Los sueros que neutralizaron totalmente fueron seleccionados para realizar una 

titulación de anticuerpos contra WNV y SLEV, debido a que son los agentes arbovirales 

más probables a encontrar en estos animales. El objetivo de realizar la titulación de 

anticuerpos es descartar la posibilidad de reacción cruzada entre estos dos virus.  

Clasificación de mosquitos y aves 

 En total se capturaron 139 aves silvestres, algunas especies son migratorias pero 

la gran mayoría son residentes. 

 En el caso de los mosquitos se capturaron 1312 ejemplares en 128 noches trampa.  

 La mayoría de los mosquitos colectados pertenecen a la especie Cx. 

quinquefasciatus, uno de los principales vectores de WNV en otras regiones. 

 La trampa “bosque” es la que representa mayor éxito de captura para mosquitos, 

seguida de la trampa “intradomiciliar”. 
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Figura 10: Placa donde se muestra los diferentes tipos de neutralizacion. A: suero con 

neutralización total, la monocapa se encuentra intacta. B: Suero con neutralización parcial 

<89%), la monocapa presenta placas C-D: Suero clasificado como no neutralizó, la 

monocapa presenta placas en igual o mayor número que el control viral. 

 

Figura 11: Placa donde se muestran los controles de sueros y los controles virales. El 

promedio de UFP para cada virus se utiliza como el 100%. A: suero control positivo para 

SLEV (neutraliza). B: Suero control positivo para WNV (neutraliza). C: Control viral para 

SLEV. D: control viral para WNV. E: control de celulas 

En la zona de Cuajiniquil se analizaron 143 sueros de equinos: 86 sueros fueron colectados 

en la época lluviosa y 57 en época seca. En la época lluviosa 69 sueros (80.2%) presentaron 

una neutralización total mientras que en la época seca 49 (86%). Tres animales que fueron 
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negativos en la época lluviosa tuvieron una neutralización total en la época seca, 

demostrando seroconversión.  

En la zona de Talamanca se analizaron 36 sueros de equinos: 20 fueron colectados en la 

época lluviosa y 15 de la época seca. En esta zona luego de realizar la selección inicial 9 

animales en la época lluviosa, así como, en la época seca (45%, 60% respectivamente) 

presentaron neutralización total.  

Seguidamente, a los sueros que presentaron neutralización total se les realizó una titulación 

específica con PRNT ≥90% contra los dos virus más probables. Esta prueba consiste en 

determinar el título de anticuerpos contra los Flavivirus más probables que circulen en la 

región de manera que se pueda decir inequívocamente a que virus están dirigidos estos 

anticuerpos. El suero se considera que tiene anticuerpos contra un determinado virus si 

presenta una neutralización con cuatro diluciones de diferencia respecto a otro virus (figura 

12) (51). En caso de que no presente cuatro diluciones de diferencia, los animales se 

consideran positivos contra Flavivirus. En el caso de los equinos los Flavivirus más 

probables en Costa Rica son WNV y SLEV.  

 

Figura 12: Placa donde se muestra la titulación del suero ESCL15. A: titulación contra el 

virus de SLEV, notese que el suero no posee anticuerpos. B: Titulación contra el virus de 
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WNV notese que neutraliza desde la dilución 1/40 por lo que se puede determinar que 

presenta anticuerpos contra WNV. 

En la zona de Cuajiniquil 118 sueros equinos se seleccionaron para ser titulados por PRNT 

≥90%. En la época lluviosa, 21 sueros (24.42%) tuvieron anticuerpos contra WNV, 6 (6.98 

%) para SLEV, mientras que 42 (48.83%) tuvieron títulos similares para ambos virus (no 

cumplían las cuatro diluciones de diferencia) por lo cual se clasificaron como positivos para 

anticuerpos contra Flavivirus (Flavivirus positivos) (cuadro 12). Para la época seca 13 

(22.81%%) sueros presentaron anticuerpos para WNV, 3 (5.26%) para SLEV y 33 (57.90%) 

fueron clasificados como Flavivirus positivos (cuadro 12). En esta zona 3 animales que 

fueron negativos en la época lluviosa fueron positivos en el segundo muestreo demostrando 

eventos de seroconversión. Uno de los sueros (ESCA5) presentó títulos para WNV de 

>1:1280 y <1:40 para SLEV, cumpliendo con el criterio de cuatro diluciones respecto al otro 

virus. Esto permite concluir que corresponde a un evento de seroconversión reciente. Para 

los otros dos sueros, se obtuvo un título indeterminado para Flavivirus por lo que deben ser 

analizados contra otros flavivirus (DENV o ZIKV).
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Cuadro 12: Número total de sueros equinos analizados por zona y época de muestreo. Además, se muestra el número de animales 

positivos a la clasificación inicial y el número de positivos a la posterior titulación por medio de la técnica de PRNT ≥90% contra el virus 

de SLEV y WNV 

Localización Época N Número de animales 

positivos a la 

clasificación inicial 

Número de animales positivos luego de la 

titulación por medio de PRNT ≥90%  

WNV  SLEV Flavivirus 

positivos 

Cuajiniquil Lluviosa 86 69 (80.2%) 21 (24.42%) 6 (6.98%) 42 (48.83%) 

Seca 57 49 (86%) 13 (22.81%) 3 (5.26%) 33 (57.90%) 

Talamanca Lluviosa 20 9 (45%) 0 (0%) 1 (5%) 8 (40%) 

Seca 15 9 (60%) 0 (0%) 1 (6.67%) 8 (53.33%) 
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Para la zona de Talamanca, solo 1 (6.67%) de los sueros al que se le realizó titulación tuvo 

anticuerpos contra SLEV. Los 8 (53.33%) sueros restantes tuvieron títulos similares para 

ambos virus por lo que se clasificaron como Flavivirus positivos (cuadro 12). Costa Rica es 

un país endémico para otros Flavivirus como los son DENV y ZIKV. Debido a lo anterior y 

a una reciente publicación donde se describe que estos animales pueden presentar 

anticuerpos para estos dos virus (65), es importante evaluar posteriormente si este 

serocruzamiento se debe a la presencia de anticuerpos contra DENV o ZIKV.  

6.3.2. Ensayos serológicos de PRNT evidencian de circulación de WNV y 

SLEV en seres humanos 

La metodología para la clasificación de los sueros fue igual a la utilizada en los equinos 

(sección 6.3.1). Debido a la circulación de otros Flavivirus en Costa Rica asociados 

mayoritariamente a humanos, estos sueros fueron titulados contra 7 diferentes agentes, los 

resultados se muestran en el cuadro 13. 

En la zona de Cuajiniquil se analizaron un total de 19 sueros en la época lluviosa y 19 en la 

época seca. En la época lluviosa, 2 sueros neutralizaron totalmente WNV por lo que 

posteriormente se le realizó la titulación por medio de la técnica de PRNT ≥90% para 

determinar si los anticuerpos eran contra WNV o producto del serocruzamiento. 

Luego de la titulación, un suero fue positivo a anticuerpos contra WNV con un título de 

>1/640. Otro suero tuvo un título indeterminado (no cumplía con las 4 diluciones de 

diferencia) por lo que se clasificó como flavivirus positivo (cuadro 13). En la época seca, 5 

sueros neutralizaron totalmente contra WNV en el ensayo inicial. Igualmente, a estas 

muestras se les realizó la titulación. Este ensayo mostró que el mismo suero que resultó 

positivo para WNV en la época lluviosa fue positivo en la época seca con un título de 1/640 

(cuadro 13). Esto puede sugerir una infección reciente debido a que los títulos se 

mantuvieron altos. El suero que fue clasificado como Flavivirus positivo en el muestreo de 

la época lluviosa fue positivo a SLEV en este segundo muestreo, lo que evidencia una 

seroconversión y sugiere una circulación reciente de este virus en la región. Además, 3 

sueros, los cuales fueron negativos en la época lluviosa se tornaron positivos a DENV-1 en 

este segundo muestreo. Esto sugiere que DENV-1 también circuló activamente en la región.  
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En el caso de Talamanca se analizaron 17 sueros en la época lluviosa y 15 en la época 

seca (cuadro 13). En la época lluviosa 3 sueros neutralizaron totalmente. Seguidamente, 

se les realizó la titulación. Dos sueros fueron positivos a SLEV y un suero tuvo el mismo 

título para DENV-1 y DENV-2 por lo que una posibilidad es que la persona haya estado en 

contacto con los dos virus. En la época seca se obtuvieron los mismos resultados. Una de 

las muestras positivas a SLEV en el primer muestreo no pudo ser evaluada en el segundo 

muestreo debido a que no se pudo obtener esta segunda muestra. 
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Cuadro 13: Número total de sueros de seres humanos analizados. Además, se muestra el total de sueros con neutralización total en 

la clasificación inicial y el número de sueros positivos a la posterior titulación por medio de la técnica de PRNT ≥90% contra los virus 

de WNV, DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4, ZIKV, YF y SLEV 

Localización Época  N Número de 

sueros 

positivos a la 

clasificación 

inicial 

Número de personas positivos luego de la titulación por medio de PRNT ≥90% 

WNV DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 ZIKV YF SLEV 

Cuajiniquil Lluviosa 19 2 (10.52%) 1 (5.26%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

Seca 19 5 (26.31%) 1 (5.26%) 3 (15.78%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (5.26%) 

Talamanca Lluviosa 17 3 (17.64%) 0 (0%) 1 (5.88%)* 1 (5.88%)* 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (11.76%) 

Seca 15 2 (13.33%) 0 (0%) 1 (6.66%)* 1 (6.66%)* 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (6.66%) 

*Estos resultados corresponden a la misma persona. Para ambos virus se presenta un título neutralizante igual por lo que no se puede 

distinguir entre ellos.
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6.3.3. Las aves presentaron evidencia serológica por la metodología de PRNT 

≥90% de infección con WNV 

En ambas zonas se analizaron 124 sueros de aves silvestres y 39 de gallinas domésticas. 

No se pudo evaluar la totalidad de las aves silvestres atrapadas porque, debido a su tamaño 

algunas muestras de suero fueron insuficientes. A los sueros se les realizó un ensayo inicial 

en una dilución de 1/10 contra el virus de WNV por medio de PRNT. Los sueros que 

presentaron neutralización total se les realizó una titulación por medio de la técnica de 

PRNT ≥90% para descartar reacciones de serocruzamiento. En el caso de las aves, la 

titulación se llevó a cabo contra WNV y SLEV debido a que son los agentes más probables 

en aves en la región de Centro América. En el cuadro 14 y 15 se muestra la distribución de 

la cantidad de animales positivos a WNV, SLEV y Flavivirus positivos por zona y época de 

muestreo.  

Cuadro 14: Número de muestras analizadas y resultado del ensayo PRNT ≥90% en sueros 

de aves silvestres por zona y época en las dos localidades evaluadas. 

Zona  época N aves Número de aves 

positivas a la 

clasificación inicial 

WNV SLEV Flavivirus 

positivos 

Cuajiniquil Lluviosa 14 2 (14.28%) 0 (0%) 1 (7.14%) 1 (7.14%) 

Seca 35 2 (5.71%) 1 (2.86%) 0 (0%) 1 (2.86%) 

Talamanca Lluviosa 52 2 (3.87%) 0 (0%) 1 (1.92%) 1 (1.92%) 

Seca 27 2 (7.41%) 0 (0%) 1 (3.70%) 1 (1.92%) 
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Cuadro 15: Número de muestras analizadas y resultados del ensayo PRNT ≥90% en 

sueros de gallinas domésticas por zona y época en las dos localidades evaluadas 

Zona  Época N  Número de gallinas 

positivas a la 

clasificación inicial 

WNV SLEV Flavivirus 

positivos 

Cuajiniquil Lluviosa 29 3 (10.34%) 1 (3.45%) 1 (3.45%) 1 (3.45%) 

Seca 3 2 (66.67%)  1 (33.33%) 0 (0%) 1 (33.33%) 

Talamanca Lluviosa 7 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

Seca 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 

En la zona de Cuajiniquil un total de 43 sueros de aves silvestres y 32 sueros de gallinas 

domésticas se les realizó el ensayo inicial contra WNV en una dilución 1/10 (cuadro 14 y 

15). Cuatro sueros de aves silvestres y 2 de gallinas neutralizaron totalmente. Luego de 

realizar el ensayo PRNT ≥90%, dos sueros: uno de un ave silvestre y uno de gallina 

presentaron anticuerpos específicos contra WNV. Además, un suero de un ave silvestre 

presentó anticuerpos neutralizantes contra SLEV. En los otros tres casos los títulos de 

ambos virus son similares por lo que no se puede discriminar entre positividad contra 

ninguno de los dos virus.  

El ave positiva para WNV es una hembra de Campylorhynchus rufinucha, la cual fue 

capturada en la red peridomiciliar de la casa CSCM. Esta especie es no migratoria, común 

del Norte de la vertiente del Pacífico hasta el Parque Nacional Carara con una distribución 

que va desde el nivel del mar hasta los 800 msnm (Inbio, 

http://www.crbio.cr:8080/neoportal-web/species/Myiozetetes%20similis, revisado el 27 de 

junio, 2019). En el caso de la gallina, corresponde a un animal de la casa CSCB. En esta 

zona es muy común que se mantengan gallinas de traspatio. Este tipo de animales está 

ampliamente descrito que funcionan como centinelas para WNV debido a que presentan 

seroconversión, pero no desarrollan la enfermedad (53, 74).  

El ave que presentó anticuerpos neutralizantes para SLEV fue un Turdus grayi macho el 

cual fue atrapado en la red bosque de la casa CSCD. Esta especie se encuentra distribuida 

en todo el país, desde las bajuras hasta 2450 msnm, y se puede encontrar tanto en áreas 

urbanas, suburbanas, cafetales, bosques entre otros (Inbio, http: 
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//www.crbio.cr:8080/neoportal-web/species/Empidonax%20virescens, revisado el 27 de 

junio de 2019). 

En la zona de Talamanca se evaluaron 81 sueros de aves silvestres y 7 sueros de gallinas 

domésticas (cuadro 14 y 15). A estos sueros se le realizó el ensayo inicial contra WNV en 

una dilución 1/10. Dos aves silvestres neutralizaron totalmente, sin embargo, ninguno de 

los sueros de gallina presentó neutralización total. Seguidamente, a los sueros de aves 

silvestres con neutralización total se les realizó la titulación por medio del ensayo de PRNT 

≥90%. Dos aves presentaron anticuerpos específicos contra SLEV, las otras obtuvieron 

títulos similares por lo que no se pudo discriminar positividad contra ninguno de estos dos 

virus.  

Una de las aves positiva fue un macho de Empidonax virescens, el mismo fue capturado 

en la red peridomiciliar de la casa CTAJ. Esta es una especie migratoria común en las 

partes bajas del Caribe entre setiembre y noviembre. Esta especie migra desde el Sur de 

Canadá a pasar el invierno en la zona comprendida entre el este de Nicaragua hasta el sur 

de Panamá (Inbio, http://www.crbio.cr:8080/neoportal-

web/species/Empidonax%20virescens, revisado el 27 de junio, 2019). Al ser un ave 

migratoria no se puede determinar si el contacto con el virus lo tuvo en Costa Rica o en 

alguno de los países que tiene en su ruta de migración. 

En el caso de la otra ave la cual corresponde a un macho de Myiozetetes similis, el cual fue 

atrapada en la unidad habitacional CTAH en la red bosque. Esta ave es un residente común 

a lo largo del país, desde las bajuras hasta 1700 msnm, y se desplaza a partes más altas 

en las épocas de reproducción. Se puede encontrar en los bordes de los bosques, 

pastizales, claros con bosques dispersos, cafetales y manglares, así como, en áreas 

urbanas y suburbanas (Inbio, http://www.crbio.cr:8080/neoportal-

web/species/Myiozetetes%20similis, revisado el 28 de junio de 2019). Por lo cual se puede 

concluir que el contacto con el virus de SLEV se presentó a nivel local.  
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6.4. No se evidenció infección activa por WNV en aves y mosquitos por medio de 

detección del ARN viral en las muestras 

En ambas zonas de estudio se capturó y analizó un total de 140 aves silvestres y 362 pooles 

de mosquitos mediante RT-PCR para Flavivirus con un RT-PCR de género (68). Tres 

muestras de aves y 5 pooles de mosquitos fueron positivos para el género flavivirus. A las 

muestras se les realizó secuenciación tipo Sanger y los resultados fueron comparados con 

las bases de datos públicas. En el caso de los mosquitos, seis pooles fueron similares a 

ZIKV (97.25%-98.9 de similitud) (cuadro 16).  

En el caso de los pájaros, al realizar la comparación con la base de datos, arrojó que la 

secuencia es similar a un “ave”, lo que indica que los cebadores se unieron 

inespecíficamente al ADN del ave silvestre. Para descartar completamente que fuera WNV, 

a la muestra del pool de órganos y a cada órgano por separado de esta misma ave se les 

realizó el RT-PCR específico para WNV. Todos los resultados fueron  negativos. 

Los ensayos serológicos evidencian la circulación de WNV 

 En la zona de Cuajiniquil se encontró evidencia serológica de contacto con el virus 

de WNV en humanos, equinos, gallinas domésticas y aves silvestres  

 En la zona de Talamanca no se encontró evidencia serológica de contacto con 

WNV, sin embargo, se pudo evidenciar que tanto las personas, aves silvestres y 

equinos han estado expuestos a SLEV. 

 Una de las aves que presentó anticuerpos contra WNV es residente por lo que 

sugiere un contacto local con el virus.  

 

Por medio de RT-PCR no se evidenció infección activa por WNV 

 No se encontró evidencia molecular en los órganos de aves y los pooles de 

mosquitos de una infección activa por WNV 

 Seis pooles de mosquitos fueron positivos a ZIKV 
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Cuadro 16: Especies de mosquitos positivas a Flavivirus, localización y número de acceso de la secuencia con la cual tienen una 

mayor identidad 

Especie Virus reportado con identidad positiva post 

comparación de secuencias. Entre paréntesis 

se muestra el porcentaje de similitud 

Localización  Número de acceso de la 

secuencia con mayor identidad 

Culex restrictor ZIKV (98.9%) CSCA MG807647.1 

Culex restrictor ZIKV (97.76%) CSCA MG807647.1 

Culex (Culex) 

quinquefasciatus 

ZIKV (97.25%) 

CSCA 

MH179341.1 

Psorophora confinnis ZIKV (97.61%) CSCB MG976700.1 

Deinocerites 

epitedeus 

ZIKV (97.81%) CSCC MG807647.1 

Culex 
(Melanoconion) sp 
 

ZIKV (98.5%) CTAC MG976700.1  
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6.5. La determinación de los patrones de alimentación en mosquitos evidenció la 

gran variedad de fuentes de sangre 

A un total de 32 hembras grávidas se les analizó su preferencia de alimentación mediante 

amplificación y secuenciación tipo Sanger de parte del citocromo oxidasa subunidad 1 (COI 

1). En 23 especies se logró determinar con claridad el patrón de alimentación (cuadro 17).  

Las especies del género Culex son las que se han asociado como vectores competentes 

para WNV (33, 37). La clasificación de los mosquitos determinó que el 82.6% de las 

hembras grávidas correspondió a este género, siendo Cx. quinquefasciatus (n=11, 47.82%) 

la especie más representada. Los mosquitos presentaron un patrón de alimentación 

mayoritariamente de perros (Canis lupus familiaris) (n=6, 31.57%), seguido de humanos 

(Homo sapiens) (n=5, 26.31), caballos (Equus caballus), (n=4, 21.05%), ovejas (Ovis aries) 

(n=4, 21.05%) y un ave (Columbina paserina) (n=1, 5.2%). Además, se logró identificar un 

patrón mixto de alimentación (perro/humano). Esto confirma la diversidad de alimentación 

de este género. Esta diversidad constituye la principal razón por la cual son excelentes 

vectores de enfermedades infecciosas como SLEV y WNV. Cuando el animal se alimenta 

de un reservorio (por ejemplo un ave infectada en el caso de WNV y SLEV) y posteriormente 

de un hospedero accidental (por ejemplo humanos y equinos) se presenta esta transmisión 

(33).  

Cuadro 17: Identificación, especie y diversidad de patrones de alimentación de las hembras 

grávidas colectadas en Cuajiniquil (inician con O) y Talamanca (inician con T).  

Identificación Especies Patrón de alimentación 

OEC7 Culex restrictor Caballo (Equus caballus) 

OFC22 Culex quinquefasciatus Caballo (Equus caballus) 

OFC4 Anopheles albimanus Humano (Homo sapiens) 

OMC4 Deinocerites pseudes Perro (Canis lupus familiaris) 

TBC1 Culex quinquefasciatus Perro (Canis lupus familiaris) 

TCC1 Culex coronator Perro (Canis lupus familiaris) 

TCC2 Culex coronator Humano (Homo sapiens) 

TCC23 Culex (Melanoconion) sp Caballo (Equus caballus) 

TCC24 Culex coronator Caballo (Equus caballus) 
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TDC8 Psorophora ferox Humano (Homo sapiens) 

TFC1 Culex quinquefasciatus Oveja (Ovis aries) 

TFC2 Culex quinquefasciatus Humano (Homo sapiens) 

TFC3 Culex quinquefasciatus Humano (Homo sapiens) 

TFC4 Culex quinquefasciatus Oveja (Ovis aries) 

TFC5 Culex quinquefasciatus Oveja (Ovis aries) 

TFC26 Culex (Melanoconion) sp Oveja (Ovis aries) 

TGC3 

Culex 

pseudostigmatosoma Perro (Canis lupus familiaris) 

TGC4 

Culex 

pseudostigmatosoma Humano (Homo sapiens) 

THC3 Culex quinquefasciatus Columbina paserina 

TMC7 Culex quinquefasciatus Perro (Canis lupus familiaris) 

TMC8 Culex quinquefasciatus 

Perro (Canis lupus familiaris)/ 

Humano (Homo sapiens) 

TMC9 Culex quinquefasciatus Perro (Canis lupus familiaris) 

TNC9 Mansonia titillans Caballo (Equus caballus) 

6.6. El análisis estadístico muestra una correlación entre la edad y la positividad 

a Flavivirus  

Los resultados que se utilizaron fueron los sueros positivos de los equinos correspondientes 

a la zona de Cuajiniquil porque la zona de Talamanca no presentó evidencia de circulación 

de WNV. Para este análisis se utilizaron los sueros de la época lluviosa debido a que los 

sueros del muestreo de la época seca correspondían a una segunda muestra de estos y 

los resultados entre ambos muestreos fueron similares.  

Diversidad de patrones de alimentación de las hembras grávidas: 

 Los mosquitos del género Culex presentaron patrones de alimentación muy 

variados (perros, humanos, caballos, ovejas y aves). 

 Cx. quinquefasciatus fue la especie más representada y con mayor 

variabilidad en el patrón de alimentación. 
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Debido a la naturaleza de la información se utilizó una prueba de Chi-cuadrado para analizar 

la relación entre el sexo del animal y la seropositividad de los equinos. Los resultados 

muestran que no existe una correlación entre el sexo y la seropositividad contra WNV 

(p=0.336).  

Como la distribución de los datos no es normal, se realizó una prueba de coeficiente de 

correlación de Spearman (Rs) entre la edad y la seropositividad contra WNV, así como, la 

edad y los sueros clasificados como Flavivirus positivos. El coeficiente de correlación entre 

la edad y la seropositividad contra WNV fue de Rs= -0.5601, (p=0.005 y p<0.001) (figura 13). 

Esto sugiere que los animales se infectan con el virus a tempranas edades. Una de las 

posibles razones de una infección a temprana edad es la circulación activa del virus en el 

área (42, 46). Esto puede llevar a que los animales se expongan a tempranas edades.  

 

Figura 13: Correlación entre la edad y la seropositividad a WNV en equinos de la zona de 

Cuajiniquil. El coeficiente de correlación (Rs= -0.5601) muestra una correlación negativa 

entre la edad y la seropositividad contra WNV en las pruebas de neutralización por PRNT 

≥90%.  

En el caso de los animales que fueron positivos a Flavivirus el coeficiente de correlación 

fue: Rs= 0.5122 (p=0.005 y p<0.001). Lo que muestra una correlación positiva entre la edad 

y ser positivos a Flavivirus (presentan anticuerpos antiflavivirus, pero no cumplen con el 
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criterio de cuatro diluciones de diferencia entre los virus analizados (SLEV, WNV)). Esta 

correlación junto con la correlación edad-WNV positivos, sugiere que los animales se 

infectan a edades tempranas y posteriormente tienen contacto con otros Flavivirus por 

ejemplo SLEV. Además, más recientemente se ha descrito en la literatura que lo equinos 

pueden presentar anticuerpos contra DENV y ZIKV (65), los cuales también circulan en la 

región. Este conjunto de factores lleva a que los animales de mayor edad presenten 

respuestas Flavivirus positivas que no se logre determinar con precisión con cual o cuales 

agentes ha tenido contacto en el pasado (Figura 14). 

 

Figura 14: Correlación entre la edad y los equinos clasificados como Flavivirus positivos en 

la zona de Cuajiniquil. El coeficiente de correlación (Rs= 0.5122) muestra una asociación 

positiva entre la edad y los sueros flavivirus positivos en las pruebas de neutralización por 

PRNT ≥90%. 
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 Los animales más jóvenes presentan títulos específicos para WNV. 

 Los animales de mayor edad poseen anticuerpos contra Flavivirus, pero no se 

puede distinguir contra cual o cuales, muy probablemente porque han estado en 

contacto con varios Flavivirus.  
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7. Discusión 

El Virus del Oeste del Nilo (WNV) es una importante zoonosis la cual se ha dispersado por 

todo el continente americano desde su introducción en 1999 (75). En Costa Rica, desde el 

año 2004, se encontró evidencia serológica en equinos de contacto con el virus (42). 

Además, anualmente se presentan casos clínicos en equinos asociados a la enfermedad 

(46). La mayoría de estos casos se han ubicado en las zonas bajas de la provincia de 

Guanacaste (cuadro 1). La presencia de este virus podría representar un importante 

problema de salud pública humana debido a que presenta signos clínicos similares a otros 

Flavivirus que circulan (DENV y ZIKV) en el país. 

El país posee una gran variedad de especies de aves y mosquitos (24, 58), además la 

región Caribe Sur es uno de los pasos de aves migratorias más importantes a nivel mundial 

(The Cornell Lab of Ornithology, https://www.allaboutbirds.org/mesmerizing-migration-

watch-118-bird-species-migrate-across-a-map-of-the-western-hemisphere/, revisado 05 de 

agosto de 2019). Esta diversidad representa un gran número de potenciales reservorios y 

vectores para el virus de WNV en Costa Rica, los cuales actualmente son desconocidos.  

7.1. En la zona de Cuajiniquil existe evidencia serológica de circulación de WNV. 

Los resultados de los análisis serológicos por medio de PRNT ≥90% evidencian contacto 

previo con el virus tanto en humanos (5.2%), equinos (24.42%) y aves (2.04% en aves 

silvestres y 3.13% de gallinas domésticas). Esto sugiere que tanto el ciclo mosquito-ave 

como mosquito- humano o equino se está presentado en la región. La seroprevalencia en 

aves silvestres es cercana a la reportada por un estudio en Jamaica, Puerto Rico y México, 

el cual determina que 0.06-1.1% de las aves poseían anticuerpos contra WNV (18). En el 

caso de los equinos coincide con lo reportado por Hobson-Peters et al. 2011 en cual 

establece una seroprevalencia para la zona del noroeste de Guanacaste entre 18% a 28% 

(42). 

El ave positiva a anticuerpos contra WNV corresponde Campylorhynchus rufinucha, esta 

especie pertenece al género Paseriforme, los cuales se consideran los reservorios 

primarios del virus (76). Esta especie es un ave residente por lo que se puede deducir que 

el contacto con WNV se dio a nivel local. Esta misma evidencia se encontró en una gallina 
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doméstica de traspatio, de la misma región mas no de la misma unidad habitacional. Las 

gallinas se han utilizado como centinelas para analizar la circulación viral en otras regiones 

(53).  

Los equinos al igual que los seres humanos pueden desarrollar el cuadro asociado a la 

enfermedad (14). En ambos casos se demostró evidencia serológica de contacto previo con 

el virus. Varios de los caballos presentaron altos niveles de anticuerpos contra WNV, lo que 

sugiere un contacto reciente, además uno de los caballos que fue negativo en el primer 

muestreo fue positivo con un título alto (>1/1280) en la segunda muestra, evidenciando un 

evento de seroconversión y, por lo tanto, se puede sugerir una circulación reciente del virus 

en esta área.  

Una gran parte de los equinos presentaron anticuerpos contra Flavivirus, pero no se puede 

diferenciar contra cuál de los dos virus evaluados (WNV y SLEV) iban dirigidos esos 

anticuerpos (no cumplían con el criterio de 4 diluciones de diferencia), o si corresponden a 

otros Flavivirus circulantes en el país (DENV o ZIKV). Para analizar si, existe relación entre 

la edad y el hecho de ser “Flavivirus positivos” se realizó una correlación de Spearman entre 

la edad y los animales que presentaron anticuerpos específicos para WNV, y entre la edad 

y los animales que fueron clasificados como “Flavivirus positivos”. Mediante este análisis 

estadístico se evidenció que entre más jóvenes los animales, estos presentaban 

anticuerpos específicos contra WNV, por el contrario, a mayor edad mayor número de 

animales clasificados como “flavivirus positivos”. Una de las posibles razones de esta 

relación puede estar ligada a una temprana exposición a WNV y en el transcurso de la vida 

se ven expuestos a otros Flavivirus (17). Además, un estudio reciente ha demostrado que 

otros agentes como DENV y más recientemente ZIKV pueden generar anticuerpos en 

equinos, dando aún más reacciones inespecíficas en estos animales por serocruzamiento 

(65). Estos dos últimos agentes no fueron evaluados en este estudio, pero deben evaluarse 

en un estudio posterior.  

La técnica de PRNT ≥90% es el estándar de oro que permite identificar inequívocamente 

anticuerpos contra WNV (77). Esta técnica solo se había utilizado en Costa Rica en la 

investigación de Hobson-Peters et al. 2004 en equinos (42). Sin embargo, no se había 

empleado en sueros de aves silvestres, gallinas y seres humanos. Este estudio demuestra 

la importancia de realizar esta técnica como confirmación para animales y seres humanos 
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que son positivos por ELISA de IgG (77), ya que como se observó en este estudio muchos 

de los sueros que son positivos a la dilución 1/10 son producto del serocruzamiento entre 

los diferentes Flavivirus.  

7.2. Por medio de RT-PCR no se pudo demostrar ninguna infección activa por 

WNV en aves y mosquitos 

Este estudio no pudo demostrar molecularmente la presencia del virus en aves silvestres y 

mosquitos en las dos zonas de análisis. En investigaciones similares en México se logró 

identificar el virus de WNV por medio de RT-PCR en aves silvestres en rangos desde 8-

13.5% (26, 78). En estos estudios, la mayoría de las aves positivas eran migratorias y se 

presume que se infectaron en Estados Unidos e iniciaron su migración hacia el Sur en fase 

de viremia (26, 78). En aves, se ha determinado que esta fase dura alrededor de 10 días 

(32). Este factor puede explicar el hecho que los animales se infecten en Estados Unidos, 

inicien su migración y en 10 días o menos puedan estar en México. Esto aumentaría el 

porcentaje de animales positivos que se encuentran en esas regiones. Por medio de la 

serología, se demostró la circulación activa del virus en la región de Cuajiniquil, sin 

embargo, se deben realizar muestreos más exhaustivos para tratar de obtener resultados 

positivos por RT-PCR. 

Las seroconversiones, la positividad por medio de serología en: seres humanos, equinos, 

un ave silvestre residente y una gallina doméstica, permite concluir que esta zona hubo 

circulación activa del virus (17). La evidencia serológica da información de contacto previo 

con el virus, sin embargo, no permite establecer cuándo exactamente ocurrió esa infección. 

Mediante el análisis de seroconversiones se puede deducir que la circulación es reciente. 

En contraste, la evidencia molecular aporta información sobre una infección activa con el 

virus. El hecho de obtener un ave o un mosquito positivo por RT-PCR hubiera sido ventajoso 

para poder identificar la cepa viral circulante, debido a que esta información no puede ser 

analizada por medio de ensayos serológicos (26).  

7.3. La mayoría de los mosquitos recolectados pertenecian al género Culex 

Al realizar la clasificación de los mosquitos se determinó que la mayoría de las especies 

recolectadas en la zona de Cuajiniquil especialmente en la época lluviosa pertenecen al 

género Culex. Varias especies dentro de este género se han asociado con ser vectores de 
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WNV, entre ellas Cx. quinquefasciatus, Cx. nigripalpus las cuales fueron identificadas en 

esta área (29, 33, 37). En el análisis de los patrones de alimentación Cx. quinquefasciatus 

(47.82%) fue la especie más representada y se determinó que se alimenta de perros, 

humanos, caballos, ovejas y ave silvestre. Este patrón de tener varias fuentes de 

alimentación constituye la principal razón por la cual son excelentes puentes vectoriales de 

enfermedades infecciosas como WNV (29, 37). Esto se debe a que el mosquito puede 

alimentarse de un ave virémica y en una posterior alimentación transmitir el virus a un 

hospedero mamífero accidental e iniciar un ciclo epizóótico (33). Otro factor importante, es 

el hecho que el mayor éxito de captura de mosquitos se obtuvo en la trampa “bosque”, 

seguida de la trampa “intradomiciliar”. Este dato es relevante debido a que pone en 

evidencia que no existe conciencia en la población sobre el uso de medidas para mitigar la 

posibilidad de picadura de los mosquitos dentro de sus hogares (por ejemplo cedazo en las 

ventanas).  

7.4. En la zona de Talamanca se encontró evidencia de circulación de SLEV 

Los resultados obtenidos de los análisis en la zona de Talamanca difieren con los obtenidos 

en Cuajiniquil. En Talamanca no se logró encontrar evidencia ni serológica ni molecular en 

las muestras recolectadas de contacto con WNV. Sin embargo, si se encontró evidencia 

serológica de la circulación de otro virus: SLEV. En esta zona se analizaron sueros de 

equinos y seres humanos, algunos de ellos con muestras pareadas, además sueros de 

aves silvestres y de gallinas domésticas. Molecularmente se procesaron aves silvestres y 

mosquitos agrupados en pooles y algunas hembras grávidas. Tanto en seres humanos 

(11.76%), equinos (5%) como aves silvestres (2.5%) se encontró evidencia serológica de 

contacto con SLEV. Lo que sugiere que tanto el ciclo ave-mosquito como mosquito- humano 

o equino se esta presentado en la región.   

El virus de SLEV es uno de los arbovirus responsables de causar enfermedad febril en 

humanos (79). Los casos más severos presentan fiebre, disfunción neurológica, alteración 

de conciencia, encefalitis o meningoencefalitis (80, 81). Este virus es considerado endémico 

en toda América con casos reportados desde Canadá hasta Argentina (80–83). El ciclo de 

transmisión es similar al de WNV, donde los mosquitos del género Culex, los cuales fueron 

identificados ampliamente en esta zona de Talamanca, y aves del orden Paseriformes y 

Columbiformes funcionan como amplificadores (76). Los seres humanos y otros mamíferos 
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son hospederos accidentales (76). A los equinos se les ha propuesto como centinelas 

porque generan anticuerpos, pero no presentan signos clínicos (17). Sin embargo, en un 

reporte de Minas Gerais en Brasil, se caracterizó un aislamiento obtenido de un caballo con 

enfermedad neurológica, por lo tanto, debe ser considerado como un agente diferencial de 

otros virus que causen encefalitis equinas (84).  

Los casos de encefalitis por SLEV se han presentado mayormente en Norte América, en 

contraste a la región de Sur América, donde solo se ha reportado un brote asociado con 

enfermedad neurológica en Córdoba, Argentina en el año 2005 (85). Otros casos 

reportados de SLEV se han identificado en brotes por el virus de DENV, cuando un paciente 

presentó síntomas compatibles con DENV sin embargo, en un estudio posterior se 

determinó que la causa de la enfermedad era SLEV, incluso se han reportado co-

infecciones (80). Esto evidencia la importancia de realizar el diagnóstico diferencial con este 

agente. En Estados Unidos entre el año 2009 y 2018 se han reportaron 92 casos asociados 

a SLEV en humanos de los cuales 24 presentaron síntomas varios y 68 presentaron 

enfermedad neuroinvasiva con 6 muertes asociadas (CDC, 

https://www.cdc.gov/sle/technical/epi.html, revisado el 01 de agosto, 2019). La enfermedad 

se asocia a adultos mayores (mayores de 60 años) y personas inmunocomprometidas, en 

esta población, la tasa de mortalidad puede llegar a un 20% (80). 

7.5. Existe evidencia circulación activa de varios Flavivirus en la zona de 

Cuajiniquil. 

Los hallazgos de este estudio evidencian que tantos seres humanos, aves y equinos 

presentaron anticuerpos específicos contra WNV en la zona de Cuajiniquil. Además, se 

pudo documentar un evento de seroconversión en un equino. Asimismo, se evidenció la 

necesidad de confirmar por medio de PRNT ≥90% los sueros sospechosos por otras 

técnicas, especialmente para estudios de seroprevalencia. Como se pudo observar, 

muchos sueros que fueron positivos en la dilución 1/10 posteriormente no presentaron 

anticuerpos contra WNV sino, contra SLEV, DENV o no se podía establecer el agente con 

el cual tuvieron contacto. Además, por medio de RT-PCR de los pooles de mosquitos se 

evidenció la circulación de ZIKV. Es decir en esta área en el tiempo de estudio se puede 

sugerir que circularon WNV y DENV-1 (eventos de seroconversión) así como ZIKV (RT-
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PCR positiva). Esta información confirma la importancia de realizar diagnósticos 

diferenciales para establecer el agente causal de enfermedad febril asociada a Flavivirus.   

Para tratar de encontrar evidencia molecular se deben seguir realizando muestreos, 

especialmente en áreas que reporten casos clínicos positivos a WNV. Esta estrategia 

podría aumentar el éxito de obtener un ave positiva por RT-PCR y poder caracterizar 

molecularmente la cepa viral que presuntivamente podría circular en el país. 

Otro hallazgo importante fue el demostrar la circulación de SLEV en Costa Rica por medio 

de serología. Tanto en aves, seres humanos y equinos se pudo encontrar anticuerpos 

contra este virus. Este agente ha sido poco estudiado en el país y como muestran 

investigaciones previas tanto en Estados Unidos como en Sur América puede llegar a 

causar síntomas similares a DENV o evolucionar hasta encefalitis en los casos más graves 

(82, 85, 86). Por lo cual, es importante que sea considerado un diagnóstico diferencial en 

personas que presenten sintomatología a DENV especialmente adultos mayores, así como, 

en personas con sospecha de encefalitis virales. 

Las infecciones agudas en humanos pueden ser diagnosticadas por medio de RT-PCR. En 

fluidos (orina, plasma, líquido cefalorraquídeo o suero) esta técnica es más específica. Sin 

embargo, muchas veces son de poco valor para el diagnóstico debido a las bajas y cortas 

viremias previas a la aparición de síntomas (51). Debido a esto la detección de anticuerpos 

específicos continúa siendo la técnica más utilizada, especialmente el ELISA (77) aunque 

presente serocruzamieno con otros flavivirus. 

El fenómeno de serocruzamiento entre los diferentes Flavivirus presenta un reto diagnóstico 

(77), especialmente en un país como Costa Rica donde existe una co-circulación de varios 

virus de esta familia (46, 57). El diagnóstico en equinos está basado actualmente en 

pruebas serológicas donde la prueba más utilizada y única son los ELISAS (51) los cuales 

pordrían ocasionan falsos positivos y pueden enmascarar al verdadero agente causal (77). 

Es por este motivo que la prueba de PRNT ≥90% sigue siendo considerada el estándar de 

oro para este tipo de diagnósticos (77). Sin embargo, estas pruebas son costosas y 

laboriosas por lo que se debe seguir trabajando en herramientas diagnósticas que nos 

provean información acertada en un tiempo más corto.  
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7.6. Se requiere educar a la población en medidas de prevención para evitar la 

picadura de mosquitos. 

Otro aspecto relevante fue que tanto en Talamanca como en Cuajiniquil la trampa 

“intradomiciliar” fue la segunda con mayor éxito de captura, lo cual evidencia las pocas o 

nulas medidas de la población para mitigar la posibilidad de picaduras de mosquitos dentro 

de sus casas. Este dato se debe abordar desde campañas de educación por parte del 

Ministerio de Salud para que las personas internalicen la importancia del uso de 

mosquiteros, repelente, manga larga, cedazos y otras medidas que disminuyan la 

posibilidad de picaduras. Estas medidas evitarían no solo el contagio de WNV sino también 

ZIKV, DENV, SLEV así como los virus de Encefalitis Equina del Este y Venezolana (87).  

7.7. Se requiere de la integración de los sectores de salud humana y animal para 

trabajar en conjunto la prevención y vigilancia de estos virus. 

La información sobre seroepidemiología de WNV en humanos en Costa Rica es limitada. 

Las autoridades siguen considerando la enfermedad como “exótica” por lo tanto no existen 

planes de prevención. El abordaje preventivo y de vigilancia tanto de WNV como SLEV 

debe verse y manejarse desde un abordaje integral en el cual se involucre los sectores de 

salud humana y animal, los cuales deben trabajar de la mano desde el concepto de “Una 

Salud”, el cual se define como: “un esfuerzo colaborativo, multidisciplinario y 

transdisciplinario para lograr una salud optima, reconociendo las interconexiones entre las 

personas, animales, plantas y el ambiente que comparte” (One Health Commission, 

https://www.onehealthcommission.org/en/why_one _health/what_is_one_health/, revisado 

29 de julio, 2019).  

Los caballos y las gallinas son excelentes centinelas para monitorear la circulación de WNV 

y SLEV (17). Está descrito que generalmente los equinos son los primeros en presentar 

sintomatología al inicios de algún brote (17), por lo que una excelente comunicación entre 

el sector veterinario y los encargados de salud humana puede alertar tempranamente sobre 

casos. De esta manera se pueden tomar medidas con el fin de mitigar los casos en 

humanos mediante campañas educativas sobre cómo prevenir la picadura del mosquito. 

Es necesario también implementar programas de control para monitorear los virus de WNV 

y SLEV. En este momento en Costa Rica no existe un plan de vigilancia activa de estas dos 
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virosis, por el contrario, lo que se realiza es una respuesta hacia un brote asociado a 

enfermedad sospechosa.  

En países como Georgia, Túnez y Serbia en los cuales anualmente se presentan casos de 

WNV se instauró un modelo llamado: “Integración de la vigilancia de arbovirosis“. Este 

modelo consiste en una asertiva comunicación entre los sectores involucrados en la 

vigilancia de arbovirosis (salud humana, salud animal, entomólogos, epidemiólogos entre 

otros) (88). El flujo de información inicia con el reporte de un caso sospechoso (humano o 

equino). El caso se notifica al encargado del programa el cual inicia el flujo de trabajo entre 

los diferentes sectores involucrados, de manera que cada uno asuma un rol asignado 

previamente (monitoreo y toma de muestras en humanos o equinos sospechosos, muestreo 

de mosquitos en la zona afectada, comunicación a la población entre otros) Este modelo 

también crea procedimientos estándar de como colectar, analizar y difundir la información 

entre las organizaciones involucradas en la vigilancia de las arbovirosis. Finalmente, la 

información es analizada de forma integral y se obtiene información como: factores de 

riesgo, mapeo de vectores, geolocalización de casos. Esto permite monitorear cuál es el 

movimiento del virus en los países y las zonas más propensas a la aparición de nuevos 

brotes (88). 

Los hallazgos de este trabajo evidencian la circulación de WNV en el área de Cuajiniquil y 

de SLEV en el área de Talamanca. Este es el primer estudio exhaustivo que reporta de 

manera concluyente e inequívoca la presencia de anticuerpos neutralizantes contra SLEV 

y WNV en seres humanos, equinos y aves en Costa Rica. Estas dos arbovirosis deben ser 

tomadas en cuenta como diagnósticos diferenciales en seres humanos y equinos con 

enfermedad febril o neurológica. Esta investigación también confirma que la prueba de 

PRNT ≥90 % debe ser realizada en casos sospechosos WNV que se hayan diagnosticado 

por otras técnicas, debido a los fenómenos de serocruzamiento. Otro factor importante que 

promovió este trabajo fue la integración de microbiólogos y veterinarios, lo que permitió 

realizar abordajes integrales desde el concepto de “Una Salud”. Se debe seguir realizando 

más trabajo e investigación conjunta con otros profesionales de la salud de manera que se 

logre implementar modelos de vigilancia para realizar abordajes integrales de esta y otras 

arbovirosis. Esta información reafirma la importancia de una asertiva comunicación entre 

los sectores veterinarios y de salud humana de manera que permita tomar acciones 

provisorias y de control ante posibles brotes de estos dos (o más) virus. 
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8. Conclusiones  

8.1. El virus de WNV circuló activamente en la zona de Cuajiniquil entre agosto 2017 y 

abril 2018 (período de estudio), esto se pudo evidenciar mediante la seroconversión 

de un equino.  

8.2. Existe evidencia serológica de contacto con WNV en equinos, seres humanos, aves 

silvestres y domésticas en el área de Cuajiniquil.  

8.3. En el área de Cuajiniquil se encontró evidencia serológica de circulación de DENV-

1 y molecularmente de ZIKV en el período de estudio. 

8.4. El virus de SLEV circula activamente en el área de Talamanca tanto en aves 

silvestres, seres humanos y equinos.  

8.5. Los virus de SLEV y WNV deben ser considerados como diagnósticos diferenciales 

en casos clínicos sospechosos de arbovirosis tanto en seres humanos como en 

equinos 

8.6. La prueba de PRNT≥90% debe ser utilizada como herramienta confirmatoria en 

casos positivos por ELISA y negativos por técnicas moleculares.  

8.7. Las personas deben ser educadas en cómo prevenir las picaduras de mosquitos y 

así evitar el contagio de estas y otras arbovirosis.  
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9. Recomendaciones  

9.1. Instruir a las autoridades competentes (SENASA, Ministerio de Salud, INCIENSA) 

en la importancia de incluir los virus de WNV y SLEV dentro los diferenciales en 

casos de enfermedad febril asociada a arbovirosis.  

9.2. Implementar la técnica de PRNT 90% para confirmar casos sospechosos de WNV. 

9.3. Educar a la población en la importancia de utilizar medidas preventivas para 

disminuir la posibilidad de contagio.  

9.4. Implementar un plan de vigilancia integrado que involucre a los diferentes sectores 

(SENASA, Ministerio de Salud, INCIENSA y laboratorios particulares) que realicen 

diagnóstico de arbovirosis de manera que promueva una comunicación asertiva y 

que permita la notificación temprana de casos sospechosos.  

9.5. Desarrollar protocolos estándar de colecta, análisis de las muestras, así como de 

la difusión de la información.  
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10. Condiciones éticas y de financiamiento 

Para el desarrollo de este estudio se contó con el permiso del CICUA (CICUA-042-17), la 

Comisión de Biodiversidad de la Universidad de Costa Rica (VI-2994-2017), Comité Ético 

Científico (CEC-O-04), Sistema Nacional de Áreas de Conservación: Área de Conservación 

Tempisque, Programa de Investigación y Monitoreo Ecológico (Oficio-ACT-PIM-070-17) y 

Área de Conservación La Amistad-Caribe (M-PC-SINAC-PNI-ACLAC-047-2018). 

Los doctores Eugenia Corrales Aguilar y Claudio Soto Garita fueron las personas 

encargadas de tomar las muestras humanas y se encuentran debidamente acreditados ante 

el CONIS. El doctor Luis Mario Romero Vega y mi persona somos médicos veterinarios 

colegiados.  

El proyecto de investigación se financió mediante el proyecto Pry01-306-2018-Dinámica de 

las arbovirosis en Costa Rica: Estudio de vectores, reservorios, aspectos virológicos y 

seroepidemiológicos de Zika, Dengue, Chikungunya y otras arbovirosis en una localidad 

endémica, Plan Piloto de la Universidad de Costa Rica y el proyecto 8009 EU H2020: 

Murciélagos y roedores en ambientes peridomiciliares: ¿Posibles reservorios de zika?. 

Además, se cuenta con financiamiento del FEES-CONARE 2018 “Dinámica de las 

arbovirosis en Costa Rica: Estudio de vectores (Aedes aegypti, Culex sp), reservorios (aves 

y mamíferos), aspectos virólogicos y seroepidemiología de Zika, Chikungunya y otros 

arbovirus en dos localidades endémicas a Dengue, Encefalitis Equina Venezolana y Virus 

del Oeste del Nilo. 
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