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DiaANA P. BARAJAS P, ET AL. VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DEL VIRUS OCCIDENTAL DEL NILO EN LAS LLANURAS...

RESUMEN:

Objetivo. Identificar la presencia del virus del Oeste del Nilo en equinos y mosquitos en ocho municipios del departamento
del Meta. Materiales y métodos. La investigacién contd con el aval del Comité de bioética de la Universidad de los Llanos. Se
analizaron mediante pruebas seroldgicas y moleculares 613 muestras de equinos criollos y de raza cuarto de milla, destinados a
actividades deportivas y de trabajo, con un rango de edad de 2 a 15 anos, en los transectos: Villavicencio-Restrepo-Cumaral, San
Martin - Castilla la Nueva-Granada y Puerto Lépez-Puerto Gaitdn, analizados en 62 pool y 213 mosquitos. Los pool de sueros
de equinos y mosquitos fueron analizados por ELISA y PCR. Resultados. No se encontraron animales seropositivos mediante la
prueba de ELISA vy las pruebas moleculares también fueron negativas. Conclusiones. Aunque en este estudio no se evidencié la
presencia de anticuerpos IgM por la técnica de Elisay las pruebas moleculares (RT-PCR) también fueron negativas para circulacién
viral, en los municipios objeto de estudio, es importante indicar que la deteccién molecular en sueros, requiere unos niveles de
viremia representativos y que el animal se encuentre en la fase aguda de la enfermedad. Aunque es posible que la poblacién equina
se mantenga libre de contacto con el virus, se debe mantener la vigilancia epidemioldgica frente a este importante patégeno para
la salud humana, especialmente por la presentacién de brotes de otros virus zoonéticos como la Encefalitis Equina del Este y
Encefalitis Equina Venezolana en los departamentos del Meta y Casanare, contiguo a este.

PALABRAS CLAVE: Epidemiologfa, flavivirus, zoonosis, reaccion en cadena de la polimerasa .

ABSTRACT:

Objective. Identify the presence of West Nile virus in horses and mosquitoes in eight municipalities of the department of Meta.
Materials and methods. The research was supported by the Bioethics Committee of the University of Los Llanos. 613 samples of
Creole and quarter-mile equine horses, intended for sports and work activities, with an age range of 2 to 15 years, were analyzed
using serological and molecular tests in the transects: Villavicencio-Restrepo-Cumaral, San Martin- Castillala Nueva-Granada and
Puerto Lépez-Puerto Gaitdn, analyzed in 62 pools and 213 mosquitoes. The pool of sera of horses and mosquitoes were analyzed
by ELISA and PCR. Results. No seropositive animals were found by the ELISA test and molecular tests were also negative.
Conclusions. Although in this study the presence of IgM antibodies was not evidenced by the Elisa technique, and molecular tests
(RT-PCR) were also negative for viral circulation, in the municipalities under study, it is important to indicate that the molecular
detection in sera, it requires representative levels of viremia and that the animal is in the acute phase of the disease. Although it
is possible that the equine population remains free of contact with the virus, epidemiological surveillance should be maintained
against this important pathogen for human health, especially due to the outbreak of other zoonotic viruses such as Eastern Equine
Encephalitis and Encephalitis Venezuelan Equine in the departments of Meta and Casanare, adjacent to this.

KEYWORDS: Epidemiology, flavivirus, zoonoses, polymerase chain reaction.

INTRODUCCION

El virus del Nilo occidental (VNO), es un patdgeno emergente zoonético que circula entre aves, se trasmite
por mosquitos y ha alcanzado gran importancia por su impacto sobre la salud humana y animal (1). Es un
virus ARN de polaridad positiva que pertenece al género flavivirus que agrupa més de 70 virus, entre los que se
incluye el virus del dengue, la fiebre amarilla, el virus de la encefalitis trasmitida por garrapatasy el virus de San
Louis (2), tiene un virién icosaédrico derivado de las membranas celulares del huésped de aproximadamente
de 50 nm (3).

Los humanos y equinos son los hospederos incidentales terminales del virus, a los que ocasiona una
enfermedad que puede ir desde leve hasta altamente mortal (4). En los humanos la infeccién ocurre de forma
asintomdtica, sin embargo, cerca de 20% de los pacientes puede presentar signos clinicos de gripa y fiebre
alta en donde por lo menos el 1% de los infectados pueden sufrir una enfermedad neuroinvasiva altamente
fatal (1). Los equinos pueden desarrollar signos clinicos més severos que los humanos, caracterizados por
encefalitis, ataxia, debilidad de las extremidades, recumbencia y tremor muscular (5), llegando a alcanzar
una mortalidad hasta del 40%, por tanto, la vigilancia epidemioldgica sobre estos se convierte en un buen
predictor de las infecciones en humanos (6).

El VNO hizo su aparicién por primera vez en 1937 en Uganda, desde donde se diseminé a Asia, Africa,
Oriente medio, Sur de Europa, Australia y América (7). En EU aparecié en 1999 (8) y en la siguiente década
se reportd en Canadd, México, Guatemala, Islas del Caribe, Argentina y Venezuela (9). En la actualidad el
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virus se ha diseminado por la mayoria de las regiones tropicales y subtropicales del mundo, siendo notoria la
aparicion de nuevas cepas con mayor patogenicidad en los nuevos brotes (1). Dentro del ciclo de trasmision
se han identificado 59 especies de mosquitos que han resultado infectados por este virus (10).

En Colombia los estudios sobre VINO sefialan la presencia de anticuerpos y circulacién natural en equinos
del Departamento de Cérdoba (11) y Antioquia (12), junto con el aislamiento y caracterizacién molecular y
filogenética de un virus obtenido de flamingos cautivos en este tltimo Departamento (13). Posteriormente,
se aisld un nuevo virus que present6 caracteristicas filogenéticas y filo geograficas similares a la cepa aislada en
Texas (14). A pesar de estos importantes hallazgos, no se ha reportado casos fatales en humanos y equinos,
lo que aumenta el enigma sobre el comportamiento epidemioldgico de este virus.

El Ministerio de Salud en la actualidad, considera el VNO como un patégeno de importancia para
Colombia y sugiere establecer vigilancia epidemioldgica (15). En el departamento del Meta y en general la
Orinoquia, se conjugan las caracteristicas geogréficas y epidemioldgicas para iniciar esta vigilancia, entre ellas,
la alta diversidad bioldgica, la ubicacién en la ruta migratoria de las aves a su paso hacia el sur del continente,
en donde se han presentado brotes epidémicos (16), alta aglomeracidn de aves en ciertas épocas del ano y la
estrecha relacién entre aves, mosquitos, equinos y otros mamiferos silvestres. El objetivo de este estudio fue
identificar mediante pruebas seroldgicas y moleculares la presencia del VNO en equinos y mosquitos de ocho
municipios del departamento del Meta.

MATERIALES Y METODOS

Aval del comité de ética. La investigacién conté con el aval previo del Comité de bioética de la Universidad
de los Llanos para experimentacién con animales. Los métodos de recoleccién, procesamiento, preservacion
y envio de muestras siguieron las directrices de bioseguridad propuestas por la OMS, al igual que las sugeridas
por el Comité de Recursos de Investigacién Animal de la Universidad de Wisconsin.

Area de estudio, condiciones socioe-conémicas y climaticas. El estudio se realizé en ocho municipios
del departamento del Meta que se comunican con su capital, Villavicencio mediante 3 transectos. El primero
incluy6 muestras de equinos entre Villavicencio, Restrepo y Cumaral, el segundo entre Sanmartin, Castillala
Nuevay Granaday el tercero entre Puerto Lépez y Puerto Gaitdn, durante los meses junio- diciembre 2014
y enero-junio 2015. (Figura 1).
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) FIGURA 1
Areas de muestreo - Vigilancia epidemioldgica al virus
Occidental del Nilo en departamento del Meta- Colombia

La principal actividad econémica de los municipios es la produccién agropecuaria, principalmente la
actividad ganadera y el cultivo de arroz, con abundantes cafios, humedales, morichales (Humedales de
los Llanos orientales de Colombia) y esteros en donde habitan una alta variedad de especies silvestres
durante gran parte del ano. El clima es de bosque humedo tropical con una altitud entre 200 a 437 msnm.,
humedad relativa 80% en la época lluviosa (abril-noviembre) y de 50% a 60% época seca (diciembre-marzo)
y precipitacién promedio anual entre 2.000 a 3.800 mm.

Seleccién de la muestra. Se seleccion6 una muestra de 613 equinos constituida por animales criollos y
cuarto de milla; el cdlculo se realizé estimando una prevalencia esperada de 6.7% (17), con una confianza del
95% y una precisién del 2%, segun los lincamientos de Pefa et al (18) para una poblacién total de 24.480
equinos (19). La edad de los animales se encontraba entre 2 y 15 afios.

Obtencién de muestras en equinos. Se obtuvo 5.0 mL de sangre de la vena yugular en tubos vacutainer
sin anticoagulante (BD), de equinos aparentemente sanos destinados a actividades deportivas y de trabajo y
transportados en cadena de frio a 4°C, al laboratorio de Reproduccién y Genética Animal de la Universidad
de los Llanos. Se centrifugaron a 5000 g por 10 minutos y el suero obtenido se fracciond en alicuotas de 1.0
mly conservados a -70°C hasta su analisis.

Elisa y PCR en sueros equinos. Los sueros equinos fueron analizados mediante pools (1 pool< de 10
sueros) utilizando un kit comercial de captura de anticuerpos IgM (ID Screen. West Nile IgM capture. ID
VET innovative diagnostics, Montpellier, Francia) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los sueros y controles fueron servidos en microplacas de 96 pozos y cubiertos con un anticuerpo IgM
antiequino. Las placas fueron lavadas automaticamente (Bioteck Elx50 Instruments Inc, Winooski, VT,
USA) con solucién de lavado 20X y adicionado el antigeno del virus, seguido de un nuevo lavado y adicién
de un segundo anticuerpo contra la proteina E del virus marcada con peroxidasa de rabano. Después de un
nuevo lavado para eliminar el exceso de conjugado, se adicion¢ la solucién de substrato TMB y llevado a
incubacién por 15 minutos en cuarto oscuro. Se adiciond la solucién de frenado y posteriormente leidas las
placas a unalongitud de onda de 450 nm en un lector (EON-Bioteck Instruments Inc, Winooski, VT, USA).
Los sueros que presentaron una relacién S/P% <35% se consideraron negativos, entre 35% S/P- 45%S/P
dudosos y S/P>45% positivos. Los sueros con DO 21.45 se consideraron positivos.
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La extraccion del 4cido nucleico se realizé mediante Trizol LS, (20). La RT-PCR en un paso se realiz.
mediante el uso del kit One Step RT-PCR (Qiagen., Valencia, CA), con cebadores universales especificos
para flavivirus: FU2 and ¢FD3, que amplifican un fragmento de 1084 bp de la regién del gen NS5 (21). Las
condiciones de la RT-PCR fueron: 50°C x 50 min; 95°C x 5 min, 30 ciclos de 94°C x 30 seg, 60°C x 30 seg,
72°C x 1 min y una extension final de 72°C x 10 min (21). El control negativo usado para la RT-PCR fue
agua grado molecular (Gibco.) y el control positivo fue el RNA obtenido de un aislado inactivado del VNO
(N°acceso JN716372.1), provisto gentilmente por la Universidad de Wisconsin.

Debido a que no se obtuvieron amplificaciones, no se emple6 el protocolo previsto para electroforesis.

Captura, clasificacién y PCR en Mosquitos. Se realizé captura de mosquitos en tres lugares distintos, en
el humedal Zuria y Canos negros (septiembre-octubre de 2014, transicion invierno-verano e invierno) y el
humedal Coroncoro (invierno marzo-abril de 2015). Estos lugares estaban localizados dentro de un radio
de 40Km de distancia a Villavicencio, con tal propésito se instalaron dos trampas de luz CDC y 1 Shanon
ubicadas a una distancia de veinte metros entre ellas y activadas desde las 18:00 a las 06:00 horas (Figura 1).

Los mosquitos adultos se recolectaron en cajas entomoldgicas con silica gel, mientras las formas inmaduras
se recolectaron en frascos pldsticos con agua de estanques, lagunas, humedales o morichales, cercanos a las
dreas de captura de los adultos. Los mosquitos fueron morfoldgicamente identificados a nivel de especie
usando las claves taxondmicas de Lane (22) y Pecor (23), y lo dispuesto en las claves taxondmicas en el WRBI
(Walter Reed Biosystematic Unit) (24,25). Una vez clasificados fueron agrupados en pooles de acuerdo con
el sitio de captura, especie y fecha con un maximo de 5 mosquitos por pool y almacenados a —80°C hasta
Su uso.

A cada mosquito se le retird el abdomen que fue usado para la extraccién de ARN. El pool de mosquitos
fue macerado manualmente en 500 pl de PBS. La extraccién del ARN se hizo mediante trizol LS. Para la
detecciéon molecular del virus, se usé la técnica de RT-PCR con el kit de Qiagen. One-Step RT-PCR, tanto
para la transcripcién inversa como para la PCR, con los mismos cebadores descritos previamente.

Secuenciacién. De manera paralela e independiente a la realizacién de las RT-PCR, se enviaron las
muestras de sueros para secuenciacion por método Sanger al Centro de Biotecnologia de la Universidad de
Wisconsin, siguiendo los protocolos de esta institucion. Se intent6 obtener la amplificacién del gen NS5
usando los cebadores universales para Flavivirus que fueron descritos previamente (21).

An lisis estad.stico. Para el analisis de los datos de los mosquitos capturados se usaron los Indices de
abundancia proporcional (26), Riqueza, Dominancia (Indice Simpson) y Equidad (Indice Shannon-Wiener).
La comparacion del indice de diversidad se realizé mediante la prueba t Students propuesta por Moreno (27).

Los anilisis estadisticos para los resultados de laboratorio fueron por métodos descriptivos y se
determinaron medidas de tendencia central y dispersién y célculos de frecuencias.

RESULTADOS

En 613 sueros equinos analizados en 62 pools, no se encontré positividad frente anticuerpos IgM por la
técnica de Elisa. De igual forma, los resultados para las pruebas moleculares (RT-PCR) en los mosquitos
y en los sueros de equinos también fueron negativos. De la secuenciacién Sanger sobre los sueros para el
gen NS5 del VNO no se obtuvo informacién gendmica para el virus en los sueros analizados. Respecto
a los mosquitos, se capturaron 213 durante 2014 y 222 en el 2015 sin observar diferencias en los indices
de diversidad por época de muestreo (p=0.5) los que se clasificaron en 18 especies diferentes. El mayor
porcentaje de abundancia durante 2014 fue Culexquinguefasciatus 53.5%, Culexmelanoconion 18.3% y
CoquillettidiaRhynchotaenia 13.1%, mientras en 2015 Culex quinquefasciatus 27.4%, Culex nigripalpus
23.8%y Culex melanoconion 10.3%. (Tabla 1y 2).
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TABLA 1
Captura de mosquitos durante 2014 en cafios negros y suria de Villavicencio
Especies |Total |4z |pi I =zpiz |H |
Culex melanocomon 39 18.3009 0.1851 0.0335 -0.31009
Culex gquinquefasciatus 114 53,5211 0.5352 0.2865 -0.3344
Psorophora confinis 8 37559 0.0376 0.0014 -0.1233
Psorophora ferox 2 0.9390 0.0094 0.0001 -0.0438
Anopheles darlingt 3 1.4085 0.0141 0.0002 -0.0600
Coquillettidia 28 13.1455  0.1315 0.0173 -0.2667
Rhynchotaema
Uranotaenia [owi 0 4.2254 0.0423 0.0018 -0.1337
Uranotaenia sp. 3 1.4085 0.0141 0.0002 -0.0600
Whyeamyia sp. 7 3.2864 0.0329 0.0011 -0.1122
IT otal Mosquitas |13 | |
|A%=Abundancia (%) |
TABLA 2
Captura de mosquitos durante 2015 en el bosque humedal Universidad Cooperativa en Villavicencio.
Especies |Total |a% [pi h=zpiz |u |
Aedes howardina 2 0.0000  0.0000  0.0001 0.0424
Aedes scapularis 4 1.8018 0.0130 0.0003 -0.0724
Aedes taeniorhynchus 2 0.9000 0.0090 0.0001 -0.0424
Anopheles darling 5 22523 0.0225 0.0005 -0.0854
Culex melanoconion 23 10.3604 0.1036 0.0107 -0.2340
Culex nigripalpus 53 238739 0.2387 0.0570 -0.3420
Culex qunguefasciatus 51 27.4775 0.2748 0.0755 -0.3550
Culicidae spp. 1 0.4505 0.0045 0.0000 -0.0243
Culiseta spp. 2 0.9009 0.0090 0.0001 -0.0424
Psorophora cillianta 19 8.5586 0.0856 0.0073 -0.2104
Psorophora confinis 21 04505 0.0946 0.0089 -0.2231
Psorophora ferox 6 27027 0.0270 0.0007 -0.0078
Psorophora spp. 8 3.6036 0.0380 0.0013 -0.1198
Shannoniana spp. 1 0.4505 0.0045 0.0000 -0.0243
Uranotaenia sp. 6 27027 0.0270 0.0007 -0.0976
Wyeamyia sp. g 3.6036 0.0340 0.0013 -0.119§
|Tnta.1 Mosqutos |222 | |

|4%= Abundancia % |

DISCUSION

La vigilancia epidemiolégica al VNO es una actividad de importancia para la salud humana y animal en
Colombia, especialmente frente a recientes brotes de otros virus zoonéticos como la Encefalitis Equina
del Este y Encefalitis Equina Venezolana en el departamento del Meta en donde se realizé este estudio y
del Casanare contiguo a este (28). Los resultados de este estudio sefalan la ausencia de infeccién puntual
reciente en los equinos provenientes de los municipios analizados, adicionalmente es importante indicar que
la deteccion molecular en suero requiere unos niveles de viremia representativos y que el animal se encuentre
en la fase aguda de la enfermedad.

Dentro de la respuesta inmune, la IgM es la primera inmunoglobulina que aparece entre los 4-7 dias en
respuesta a una infeccién, tiempo del cual surge la IgG, sin embargo, en un estudio sobre este virus la IgM
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pudo persistir por un periodo mayor de 1 afo (29) hecho que no fue evidenciado en este estudio a pesar del
numero de animales analizados. En otra investigacion basados en la respuesta de IgG, sugiere limitado valor
en el diagndstico inicial del VNO (30).

Aunque en este estudio no se determind la presencia de anticuerpos IgG, en razén del uso complementario
de las pruebas moleculares en el suero equino y en los mosquitos tendientes a conocer la presencia de
circulacién viral, es posible que la poblacién equina se mantenga libre de contacto con el virus, tal como
fue evidenciado cinco afios atrds en animales de la misma region, donde se utilizé la prueba de reduccion
placa (PRNT), considerada de referencia en el diagndstico especifico de VNO (12). Adicionalmente se sabe
que en el ciclo de trasmisién y amplificacién del virus se requiere de un hospedero aviar que permita el
mantenimiento del ciclo (31), por ende, se sugiere estudiar a mayor detalle las especies aviares susceptibles al
virus en esta region puesto que esta caracteristica puede ser una de las probables explicaciones de la ausencia
de la circulacién del virus.

En brotes epidémicos por VNO ocurre una alta rata de infeccidn entre aves, que transmiten el virus a los
mosquitos, los cuales inoculan por picadura el virus a los humanos (32).

Contrariamente en otros lugares de Colombia como la Costa Atléntica (11,33,34) y el departamento de
Antioquia (12), se ha reportado la presencia de este virus en equinos y aves (35). Ademds, se confirmé la
seroconversion frente a los virus VNO y St. Louis en equinos del departamento de Bolivar (36).

A pesar de que este estudio no realizé captura de aves que hiciera posible evidenciar la presencia del virus
en esta especie, es posible que este se mantenga en un ciclo enzodtico entre aves virémicas y mosquitos
ornitrofilicos como ha sido demostrado (37). Sin embargo, en estos municipios no han confluido todas las
condiciones epidemioldgicas entre ellas climaticas, abundancia de vectores en contacto con aves y humanos
y la presencia de aves migratorias infectadas, lo que obliga a realizar nuevos estudios. Se conoce que la
prevalencia espacial y temporal del virus depende de factores intrinsecos y extrinsecos entre ellos el hospedero,
el vector, la preferencia alimenticia del mosquito, la longevidad del mismo, entre otros, los cuales se conjugan
con el clima para condicionar los patrones epidemioldgicos de presentacion de la infeccién (38,39).

En el caso particular de los municipios estudiados que se ubican en la zona de los Llanos orientales se ha
sugerido una vigilancia especial dada la presencia de aves migratorias y grandes extensiones de agua en ciertas
épocas del ano entre mayo y noviembre (11).

Aunque no fue objeto de este estudio, se plantea que algunas aves migratorias que tienen como ruta
de transito la region Orinoquia a su paso hacia al sur del continente pueden servir como mecanismo de
introduccion o diseminacién del VNO, esto basado en que luego de la entrada del VNO por primera vez a
los EU, se postuld que la rdpida diseminacién a otras dreas ocurrié a través de las aves migratorias (40).

En Norte América se han identificado 284 especies de aves que han sido infectadas por este virus (41),
algunas de las cuales migran hacia el sur de continente encontrandose dentro de esta ruta migratoria, los
municipios muestreados en el presente estudio (42). Se puede por tanto hipotetizar que, si este evento
ha ocurrido en zonas cercanas a los municipios evaluados en este estudio, es posible que estas aves no
hayan tenido contacto con el virus, o que las condiciones locales no favorecieron el ciclo epidemioldgico
de transmisién, lo que de alguna manera explicaria la ausencia de anticuerpos en equinos o la ausencia
del genoma viral en su principal agente amplificador del virus, los mosquitos o en su huésped accidental
los equinos. Sin embargo, es importante aclarar que el tamafio de muestra analizado en este estudio no es
representativo de la poblacién equina o de mosquitos en la region.

Contrasta estos resultados con un estudio en donde se encontraron equinos seropositivos, pero sin
evidencia del virus circulando en pools de 99 especies diferentes de mosquitos analizados (43). Igualmente,
con la forma como el virus se ha venido diseminando en otros paises de América del sur (9).

Respecto a los mosquitos capturados la mayor frecuencia correspondié al género Culex, no obstante, no
fue posible evidenciar por PCR el genoma del virus, se conoce que la especie pipiens es la mayor trasmisora

del virus (44, 45).
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La Elisa de captura utilizada en el estudio, es considerada una prueba confiable e indicativa de infeccién
(33), aun asi, no se observé reactividad seroldgica frente al virus. Aunque se hubiesen encontrado reactores
seroldgicos se ha sugerido tener una cuidadosa interpretacion de los resultados, dada la estrecha relacion
antigénica con otros flavivirus que pudiesen estar circulando (46,47). En atencién a esto, se cree que en las
regiones de Colombia en donde el virus es endémico, las pruebas diagnésticas disponibles no han sido las més
adecuadas, lo que limita el diagndstico seroldgico especialmente donde circulan otros flavivirus (11, 47, 48)

De otro lado, el uso de cebadores universales para flavivirus y no especificos para VNO, no invalida los
resultados de este estudio, puesto que lo que se buscaba era su uso como prueba tamiz y el posterior uso de
cebadores especificos frente a resultados positivos.

Igualmente, no se tiene una clara explicacién frente a los resultados negativos para flavivirus ya que los
municipios analizados presentan condiciones ambientales favorables para la circulacién de dengue, Zika y
Chicungunya u otros flavivirus atin no identificados en la regién.

La falta de evidencia de circulacién viral obtenida en este estudio no significa que se deba bajar la guardia
frente a la vigilancia epidemioldgica ya que la transformacién ambiental producto de la fragmentacion
del ecosistema que viene sufriendo la regién, motivada por una agricultura empresarial a gran escala,
puede generar a futuro nuevos factores de riesgo, entre ellos bidticos y abiéticos que podrian favorecer la
presentacion de brotes epidémicos.

Un ejemplo de esta condicién ha sido observado a través de la asociacion entre la abundancia del mosquito
trasmisor del virus (Culexpipiens) y una planta acudtica invasora (Ludwigiagrandiflora) (48). Igualmente, los
efectos generados por el cambio climético a nivel mundial podrian ocasionar a futuro una alteracion de los
patrones del clima y un cambio en las rutas migratorias de las aves, con la apariciéon de brotes en los equinos y
los humanos en lugares nunca imaginados; situacion para lo cual el pais no estd lo suficientemente preparado
en términos de infraestructura diagndstica y mucho menos sobre el conocimiento de esta importante
enfermedad.

No menos importancia debe darse a la trasmisién que pudiese existir por accién de los vuelos que han
recortado las distancias entre regiones, paises y continentes (48).

La ausencia de evidencia sobre la presencia de este virus obliga a continuar la busqueda de reactores
seroldgicos en otros municipios de la regién de la Orinoquia o en otras regiones del pais en donde se viene
presentando brotes epidémicos que ocasionan mortalidad en equinos como los virus de la encefalitis equina
venezolana y la encefalitis equina del este (28). Aunque recientemente ha surgido la hipétesis de que la
ausencia de casos severos en equinos y humanos en Colombia se debe a que el virus circulante es una cepa
atenuada similar a la aislada en Texas en 2002 (14).

Finalmente se concluye la ausencia de circulacién del VNO en los municipios analizados, lo cual no exime
a las autoridades sanitarias del pais y centros de investigacion para bajar la guardia frente a la vigilancia
epidemioldgica de este virus.
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