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Directrices de Laboratorio para la Deteccion y el Diagndstico de la
Infeccion Humana por el Virus de la Encefalitis Equina del Oeste
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Contexto y consideraciones generales

La Encefalitis Equina del Oeste es producida por el virus del mismo nombre (VEEO o WEEV por su sigla
en inglés), miembro de la familia Togaviridae, género Alphavirus. Los alfavirus se distribuyen
ampliamente en todos los continentes, siendo clasificados en alfavirus del Nuevo y del Viejo Mundo de
acuerdo con las primeras dreas endémicas descritas. Los dos grupos se asocian generalmente con
diferencias notables en la patogénesis de la infeccion humana. Los alfavirus del Viejo Mundo como los
virus chikungunya (CHIKV), O’'Nyong-Nyong (ONNV), Ross River (RRV), Semliki Forest (SFV) y Sindbis
(SINV) causan principalmente enfermedades febriles con sindromes artriticos. Por otra parte, los
alfavirus del Nuevo Mundo como el WEEYV, el virus de la Encefalitis Equina del Este (EEEV) y el virus de
la Encefalitis Equina Venezolana (VEEV) causan generalmente encefalitis en equinos, humanos y otros
mamiferos. El virus Mayaro (MAYV), alfavirus artralgico del Nuevo Mundo, constituye una excepcion.

El WEEV circula principalmente en las regiones occidentales de Canada y Estados Unidos y en el cono
sur. En Argentina se han identificado brotes en equinos, asociados a caos humanos, en 1972/73 y
1982/1983. Desde finales de noviembre de 2023, se ha observado una circulacién intensa del WEEV con
un nimero importante de brotes en equinos en Argentina y Uruguay, y la detecciéon de casos humanos
en estos dos paises (1, 2). Ademas, recientemente se ha reportado un caso en equinos en Brasil (3).

Huésped, vector y ciclo de vida

El WEEV se mantiene en un ciclo enzodtico primario entre sus huéspedes vertebrados naturales, las
aves, y los mosquitos, en particular Culex tarsalis. También se ha descrito un ciclo secundario entre
mamiferos lagomorfos y mosquitos Aedes melanimon. Otras especies de reservorios (roedores,
murciélagos, reptiles) y de mosquitos (Aedes albifasciatus, pero también Culex ocossa, Psorophora
pallescens y Anopheles albitarsis) podrian contribuir al ciclo de vida, en particular en el cono sur. Los
vectores involucrados también pueden infectar a equinos y humanos, huéspedes terminales que no
desarrollan una viremia suficiente para infectar a los mosquitos y mantener el ciclo.

Presentacion clinica

El periodo de incubacién de la enfermedad es de 2 a 10 dias. La infeccion por WEEV en equinos y
humanos puede cursar de forma inaparente. Las infecciones sintomdaticas son poco comunes, pero
pueden ser graves causando, por ejemplo, meningitis aséptica y encefalitis, y dejando secuelas. La
mortalidad en equinos se estima en un 15-20% y en humanos en un 3-4%.

! Este documento es una actualizacién de la primera versién publicada el 20 de diciembre de 2023. Las recomendaciones
planteadas en este documento pueden estar sujetas a modificaciones posteriores en funcién de los avances en el
conocimiento sobre la enfermedad y el agente etioldgico.
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En humanos, la enfermedad tiene un comienzo stubito con dolor de cabeza seguido de decaimiento,
escalofrio, fiebre, mialgias y malestar general. Estos sintomas pueden acentuares en los dias siguientes,
con vomito, somnolencia, confusiéon y postracién. Los sintomas neurolégicos mas frecuentes son
debilidad y temblores generalizados especialmente de las manos, labios y lengua. Generalmente la
mejoria comienza varios dias después de la defervescencia, entre 7 a 10 dias. No hay vacuna para
humanos ni tratamiento antiviral especifico. El manejo de los casos incluye reposo, hidratacion
adecuada y terapia sintomatica.

Notificacion internacional

La enfermedad en equinos es de notificacion obligatoria a la Organizacién Mundial de Sanidad Animal.
Un evento de infeccién en humanos debe analizarse haciendo uso del “Instrumento de decisién para la
evaluacién y notificacion de eventos que puedan constituir una emergencia de salud publica de
importancia internacional” del Anexo 2 del Reglamento Sanitario Internacional (2005) (4) para su
reporte a través de los mecanismos del Reglamento.

Definiciones de caso

Caso sospechoso

Paciente que:

1) presente o haya presentado fiebre de comienzo brusco, acompafiada de cefalea; y

2) presente confusion mental u otras manifestaciones neuroldgicas agudas (incluyendo postracion,
temblores, vomitos y somnolencia), meningitis o encefalitis sin otra etiologia aparente.

En funcién de la situacion epidemiolégica, se debe considerar el antecedente de residencia o visita a una
localidad o area geografica con casos confirmados de EEO en animales y/o humanos durante los tltimos
10-15 dias previos al inicio de los sintomas.

Caso confirmado

Todo caso sospechoso con confirmacidn por laboratorio, mediante alguno de los siguientes criterios:
1) deteccién del ARN viral por RT-PCR en cualquier tipo de muestra; o

2) deteccion de anticuerpos IgM anti-WEEV por ELISA en una muestra de liquido cefalorraquideo; o

3) seroconversion de anticuerpos IgM anti-WEEV por ELISA en muestras pareadas aguda y
convaleciente tomadas con mas de 7-10 dias de diferencia; o

4) seroconversion o aumento en el titulo de anticuerpos neutralizantes por PRNT (o
microneutralizacién) en muestras pareadas aguda y convaleciente tomadas con més de 7-10 dias de
diferencia.

Caso probable
Todo caso sospechoso con deteccién de anticuerpos IgM anti-WEEV por ELISA en una Ginica muestra de
suero (sin muestra pareada), y que por tanto no cumple con la definicién de caso confirmado.
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Caso negativo/descartado
Todo caso sospechoso sin anticuerpos IgM anti-WEEV detectables por ELISA en una Uinica muestra de
suero (sin muestra pareada) tomada con mas de 10 dias después de iniciados los sintomas.

Nota: En aquellos casos en los cuales no se realiz6é una toma de muestra, o solo se cuenta con una tnica
muestra tomada entre los primeros 10 dias desde el inicio de sintomas, con un resultado negativo, y
donde no es posible obtener una muestra pareada, no sera posible la confirmacién o descarte del caso
sospechoso. Se deben considerar cuidadosamente la informacion clinica y epidemiolégica para la
clasificacion final.

Diagndstico por laboratorio

El diagnéstico de WEEV requiere de la confirmacion por técnicas de laboratorio, puesto que el cuadro
clinico no es especifico. Entre los métodos de laboratorio se destacan los métodos de diagnéstico
virologicos (directos) por amplificacion del genoma del virus o eventualmente el cultivo celular y los
métodos serolégicos (indirectos), consistentes en detectar anticuerpos producidos contra el virus. En
general, las muestras para el diagnostico son el suero y el liquido cefalorraquideo (LCR). E]1 LCR debe ser
tomado solamente en casos con sintomas neurolégicos y por indicacién clinica.

Bioseguridad

Las muestras biolégicas frescas, cualquiera sea su tipo, deberan considerarse potencialmente
infecciosas. Las muestras deben ser procesadas y manipuladas tunicamente por profesionales
entrenados después de una evaluacion local del riesgo considerando todas las indicaciones de
bioseguridad y equipo de proteccién personal apropiado. Todo proceso que incluya la manipulacién de
muestras debe realizarse en cabinas de bioseguridad de clase II certificadas. La manipulacién de ARN
extraido no necesita llevarse a cabo en cabinas de bioseguridad. Asimismo, se deberan tomar todas las
precauciones necesarias para evitar la exposicion percutanea. La manipulacidon de materiales o cultivos
de alta carga viral y/o alto volumen debera considerarse solamente después de una evaluacion local del
riesgo considerando la contencién necesaria.

Métodos virologicos

La deteccion del ARN viral se puede realizar en muestras de suero y de LCR por RT-PCR en tiempo real
o punto final haciendo uso de iniciadores (y sondas) especificos para WEEV. También pueden usarse
protocolos genéricos (pan-alfavirus) seguidos de RT-PCR especifica o de secuenciacién nucleotidica.

El aislamiento viral se lleva a cabo con los mismos tipos de muestras que la RT-PCR. Se utilizan lineas
celulares de mamiferos (por ejemplo, células Vero) al igual que células de mosquitos (por ejemplo,
células C6/36). En general, el aislamiento viral no se aplica de manera rutinaria ni es un requisito para
la confirmacion del diagnéstico. La complejidad técnica, la contencidn necesaria, los costos, asi como la
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En casos fatales, la RT-PCR (o el aislamiento viral) pueden realizarse también en muestras de tejido (en
particular, tejido del sistema nervioso).

Un resultado positivo por RT-PCR (o aislamiento viral) confirma la infeccién. Sin embargo, la viremia
en las infecciones por WEEV es baja y de corta duracidon. Ademas, si el caso se detecta en la fase
neuroldgica es probable que el virus ya no esté presente en la sangre. Por lo tanto, un resultado negativo
no descarta la infeccidn y, ante la sospecha clinica y epidemiolégica, se deben usar métodos serolégicos.
También se debe considerar el diagndstico diferencial por métodos moleculares, en particular para
otros arbovirus que pueden causar sindromes neurolégicos. Segln la situacién epidemiolégica, se
podrian considerar otros virus de encefalitis equinas (EEEV y VEEV) asi como los flavivirus
neurotrépicos (p. ej., virus del Nilo Occidental, virus de la encefalitis de San Luis) (Figura 1).

Si bien la RT-PCR tiene generalmente una baja sensibilidad debido al nivel y a la duracién de la viremia
(podria ser posible detectar hasta 3 dias después del inicio de los sintomas, como maximo 5 dias), su
alta especificidad y su rapidez la hacen una herramienta importante en la deteccién de las infecciones
por WEEV. En un contexto de brote de casos con sintomatologia compatible, l1a deteccién por RT-PCR en
al menos un caso permite identificar el agente etioldgico.

Métodos serolbgicos

La deteccion de anticuerpos IgM se realiza por ELISA usando metodologias caseras (in house). La
deteccion se puede realizar tanto en suero como en LCR. La cinética de produccién de anticuerpos no se
ha descrito totalmente. Sin embargo, es probable que la deteccién de anticuerpos se pueda realizar
tempranamente después del inicio de sintomas, en particular neurolégicos (Figura 1).

La deteccion de anticuerpos puede verse limitada por la potencial reactividad cruzada entre WEEV y
otros alfavirus y por la persistencia de los anticuerpos tras la infecciéon aguda, por lo tanto, en casos con
sospecha clinica y epidemiolégica, un resultado positivo para IgM en una muestra tUnica de suero se
considera un caso probable de infeccion por WEEV. No obstante, se estima que, en el caso de la infeccion
por WEEYV, la especificidad de la deteccién de IgM es relativamente alta. Un caso con seroconversion por
ELISA IgM en muestras pareadas (muestras aguda y convaleciente tomadas con mas de 7-10 dias de
diferencia) se considera un caso confirmado.

La potencial reactividad cruzada se puede estudiar realizando pruebas serologicas IgM diferenciales
para otros alfavirus, en particular CHIKV, siempre tomando en cuenta el contexto epidemiolégico. Ante
la positividad para mas de un alfavirus, deben usarse criterios clinicos y epidemiolégicos adicionales
para la interpretacion final del caso. Los casos de reactividad cruzada también pueden evaluarse por
ensayos de neutralizaciéon como la prueba de neutralizacién por reduccién de placas (PRNT) o la
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microneutralizacion, haciendo uso idealmente de muestras pareadas (muestras aguda y convaleciente
tomadas con mas de 7-10 dias de diferencia, muestra convaleciente tomada mas de 14 dias después del
inicio de los sintomas). En funciéon de la situacién epidemioldgica del area probable de infeccion del caso,
se recomienda detectar en paralelo los anticuerpos neutralizantes contra WEEV, EEEV, VEEV, CHIKV y
MAYV (Figura 1). Finalmente, se considera que la deteccién de anticuerpos especificos en LCR confirma
la infeccién por WEEV en un caso con manifestaciones neurolégicas.

Por otra parte, un resultado negativo por ELISA IgM en una Unica muestra solo descarta la infeccion si
la muestra fue tomada con mas de 10 dias después de iniciados los sintomas. Aquellos casos en los cuales
solo se cuenta con una unica muestra tomada entre los primeros 10 dias desde el inicio de sintomas, con
un resultado negativo, y donde no es posible obtener una muestra pareada, no sera posible confirmar o
descartar el caso sospechoso. Se deben considerar cuidadosamente la informaciéon clinica y
epidemioldgica para la clasificacion final.

Reactivos de laboratorio

No existen estuches comerciales validados para la detecciéon molecular o seroldgica de la infecciéon por
WEEV. Se recomiendo el uso de protocolos validados por laboratorios de referencia. Para mas
informacién contactar a la  Oficina Regional de la OPS (correo electrénico:
laboratoryresponse@paho.org, ricoj@paho.org).

Conservacion de la muestra
e Muestras de suero y LCR:

- Mantener refrigerada (2 - 8 °C) si serd procesada (o enviada a un laboratorio de
referencia) dentro de 48 horas.

- Mantener congelada (-10 a-20 °C) si sera procesada después de 48 horas o en un periodo
no mayor de 7 dias.

- Mantener congelada (-70 °C o menos) si serd procesado mas de una semana después de
la toma. La muestra se conserva adecuadamente a -70 °C durante periodos prolongados
de tiempo.

e Muestras de tejido: congelar y enviar en hielo seco.
e Evitar multiples ciclos de congelacion - descongelacion.

Envio de la muestra al laboratorio de referencia

e Garantizar la cadena de frio con hielo seco (tejidos) preferiblemente o con geles refrigerantes.
Utilizar siempre triple empaque.

e Enviar las muestras preferentemente dentro de las primeras 48 horas.

e Las muestras originales deben ser empacadas, marcadas, etiquetadas apropiadamente y
documentadas como categoria B.

e Acompanar el envio con la ficha clinica y epidemiolégica completa, correctamente identificado
el tipo de muestra, la fecha de inicio de sintomas y la fecha de toma de muestra.
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+También se puede utlizar RT-PCR genérica panalfavirus, sequida de la idenfficacion del agente infeccioso mediante secuenciacion
5Un resuttado positivo confirma el caso; sin embargo, un resuttado negativo no descarta unainfeccion por WEEV'y se recomiendan pruebas serolégicas adicionales.

5 Considerar otros virus de encefaliis equina, el virus del Nilo Occidental, el virus de la encefaliis de San Luis y otros, segun lasituacion epidemiolagica de la zonalpais.

7 Un resuttado positivo por IgM en una muestra inica de suero no es confirmatorio. Podria observarse reactividad cruzada serolégica con ofros alfavirus o persistencia de anticuerpos de una
infeccion reciente. Un resultado posttive porlgh en una muestra de LCR confirma la infeccion por WEEV.
8 Considerarel virus del chikungunya y otros alfavirus, segun la situacién epidemiologica de la zonalpais.
2En casos de reactvidad cruzada, los resultados de lgM ELISA no permiten confirmar el agente etiolgico. Sin embargo, este resultado no descarta la infeccidn por WEEV. Se deben utilizar criterios
clinicos y epidemiologicos adicionales para la interpretacion final del caso. También se puede realizar neutralizacion en un laboratorio de referencia para analizar muestras con reactvidad cruzada
(idealmente, en muestras pareadas aguday convaleciente).

2 Los laboratorios que sélotengan la capacidad de realizar RT-PCR o ELISA IgM deben procesarlas muestras con la técnica disponible. Los resuttados deben interpretarse de acuerdo al algoritmo.
3 En los primeros 3 dias (o hasta 5) desde el inicio de los sintomas, se recomienda utiizar RT-PCR aunque puedatener bajasensibilidad La presencia del ARN viral enel LCR puede ser més

Figura 1. Algoritmo para confirmacion por laboratorio de la infeccion por el virus de la Encefalitis Equina del Oeste (WEEV).
LCR: liquido cefalorraquideo.

Encefalitis Equina del Oeste: Deteccidon y diagndstico por laboratorio | 6



de la Salud

/.6\ Organizacién

@/} Panamericana
a Salu

(@) Organiz
ial

OPS

acion
indial de la Salud

. Américas

Referencias

1. Organizacién Panamericana de la Salud / Organizacién Mundial de la Salud. Actualizacion
Epidemiolégica: Encefalitis Equina del Oeste en la Regiéon de las Américas. 10 de enero del 2024.
Disponible en:  https://www.paho.org/es/documentos/actualizacion-epidemiologica-encefalitis-

equina-oeste-region-americas-10-enero-2024

2. Ministerio de Salud Publica, Uruguay. Comunicado: Encefalitis equina. 30 de enero del 2024.
Disponible en: https://www.gub.uy/ministerio-salud-publica/comunicacion/comunicados/encefalitis-

equina

3. Secretaria da Agricultura, Pecuaria, Producido Sustentavel e Irrigacdo, Rio Grande do Sul. Diagndstico
confirma Encefalite Equina do Oeste no Estado. 26 de enero del 2024. Disponible en:
https://www.agricultura.rs.gov.br/diagnostico-confirma-encefalite-equina-do-oeste-no-estado

4. Organizacion Mundial de la Salud. Reglamento Sanitario International (2005), 32 ed. 1 de enero de
2016. Disponible en: https: //www.who.int/es/publications/i/item /9789241580496

Encefalitis Equina del Oeste: Deteccidon y diagndstico por laboratorio | 7


https://www.paho.org/es/documentos/actualizacion-epidemiologica-encefalitis-equina-oeste-region-americas-10-enero-2024
https://www.paho.org/es/documentos/actualizacion-epidemiologica-encefalitis-equina-oeste-region-americas-10-enero-2024
https://www.gub.uy/ministerio-salud-publica/comunicacion/comunicados/encefalitis-equina
https://www.gub.uy/ministerio-salud-publica/comunicacion/comunicados/encefalitis-equina
https://www.agricultura.rs.gov.br/diagnostico-confirma-encefalite-equina-do-oeste-no-estado
https://www.who.int/es/publications/i/item/9789241580496

