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RESUMEN

Los virus Saint Louis encephalitis (SLEV) y West Nile (WNV) son arbovirus que se mantienen
a través de la transmisién biolégica vectorial entre artrépodos y vertebrados. La red de
transmision estaria integrada por mosquitos del género Culex como vectores y aves
Passeriformes y Columbiformes como hospedadores. Estudios previos demuestran que un
amplio numero de especies de aves silvestres se encuentran expuestas a estos virus en las
provincias de Chaco, Tucuman y Cérdoba (Argentina). El objetivo de este trabajo fue evaluar la
actividad temporal de los virus SLE y WN en comunidades de aves residentes y migratorias en un
foco de transmision enzodtico, en la localidad de La Para, Provincia de Cérdoba. Las aves fueron
capturadas, determinadas taxondmicamente y se obtuvo una muestra de sangre para la
deteccion de anticuerpos neutralizantes (Ac NT) para SLEV y WNV. Se analizaron 860 muestras
durante dos periodos de actividad (primavera-verano-otofio) correspondientes a los afios 2013 y
2014. Con el objetivo de determinar el efecto de la estacién, especie aviar y periodo de actividad
viral sobre la presencia/ausencia de anticuerpos en aves para los virus SLE y WN, se
construyeron Modelos Lineales Generalizados y se realizd la seleccién de los mismos en base al
criterio de Informacién de Akaike (AIC). Se utilizaron imagenes satelitales a fin de obtener los
valores medios y maximos de NDVI (indice de vegetacién de diferencia normalizada) con el
propdsito de analizar el posible efecto de esta variable ambiental sobre la actividad viral. El
modelo que mejor explicod la presencia/ausencia de anticuerpos para SLEV fue el de estacion,
pero ninguna de las variables analizadas logré explicar la presencia/ausencia de Ac NT para
WNV. No se observé un efecto de los valores de NDVI sobre la presencia/ausencia de Ac NT ni
sobre la seroprevalencia por estacién para SLEV. El andlisis serolégico realizado durante este
trabajo permitié detectar la actividad enzodtica y endémica para ambos virus en un parche de
espinal, confirmando hallazgos de trabajos anteriores. Sin embargo, se observa una disminucién
de los valores de seroprevalencia para ambos virus comparando periodos previos. El SLEV
presentd un pico de actividad durante el otofio de cada periodo. En cuanto al WNV, se
observaron dos picos de actividad en el segundo periodo estudiado: en primavera y en otofio. La
alta y constante seroprevalencia para el SLEV en Columbina picui, confirma el rol de esta especie
como amplificador de este virus en este ecosistema. Las variaciones estacionales observadas
podrian ser el resultado de las variaciones poblacionales tipicas de los mosquitos vectores. Las
diferencias observadas en el grado de exposicién de las especies aviares a estos virus podria
indicar la utilizacidn de distintos mosquitos vectores por parte de estos. Este trabajo realiza un
nuevo aporte al conocimiento sobre la temporalidad de los virus SLE y WNV vy las especies

aviares potencialmente implicadas en las redes de transmisién del sitio analizado.



INTRODUCCION

La expansidn geografica de las poblaciones humanas, la intensificacion de la agricultura y la
alteracién de los habitats debido al cambio climatico o la deforestacidon, han facilitado la
emergencia de patdgenos (Taylor et al.,, 2001; Jones et al., 2008). Muchos de ellos afectan a
humanos y son agentes zoondticos mantenidos en ciclos enzodéticos por animales silvestres o
domésticos (Lloyd- Smith et al., 2009).

Muchas de las zoonosis emergentes que ocurren a nivel mundial son ocasionadas por
arbovirus, virus transmitidos vectorialmente por artropodos hematdéfagos y que no se
encuentran relacionados evolutivamente. Se estima que la riqueza de este grupo esta
representada por 1500 virus aproximadamente con importancia sanitaria (Tabachnick, 2016).

Los arbovirus se mantienen a través de la transmisién bioldgica vectorial entre artrépodos
(mosquitos, garrapatas, flebdtomos, jejenes, etc.) y vertebrados durante su ciclo de vida (Kuno &
Chang, 2005). Los hospedadores pueden representar diferentes especies de aves y mamiferos. A
su vez, para ciertos virus, los humanos pueden actuar como hospedadores terminales (ejemplo:
virus Saint Louis encephalitis [SLEV], West Nile [WNV], Japanese encephalitis [JEV], Eastern
equine encephalitis [EEV], Western equine encephalitis [WEEV], Venezuelan equine encephalitis
[VEEV], Usutu [USUV]) lo cual significa que las viremias no son lo suficientemente elevadas para
infectar al artrépodo vector. Por lo tanto, estos hospedadores no son necesarios para el
mantenimiento del virus y representan un accidente durante la transmisidon biolégica entre
vectores y hospedadores. No hay ejemplos confirmados de antroponosis, es decir, arbovirus que
sean transmitidos de humanos a animales (Kuno & Chang, 2005; Weaver & Reisen, 2010). Los
hospedadores infectados pueden sufrir enfermedades desde subclinicas o leves hasta
encefalitis, poliartritis o hemorragias, con un numero significativo de muertes. En contraste, los
artropodos no muestran signos detectables de enfermedad, a pesar de que el virus puede
permanecer en el artrépodo de por vida (Liang et al., 2015).

Para que la transmisién vectorial del virus sea exitosa, deben ocurrir varios eventos (Figura
1): primero, el vector debe ingerir una cantidad minima infectiva de virus contenida en la comida
sanguinea (umbral minimo de infeccion); una vez en el interior, el virus debe infectar las células
del epitelio intestinal, replicar en ellas y escapar hacia el hemocele atravesando la [dmina basal
del intestino medio. Cuando alcanza el hemocele, se dispersa hacia todos los érganos del vector

a través de la hemolinfa. Por ultimo, para poder ser transmitido en las siguientes alimentaciones



sanguineas, el virus debe ser capaz de infectar las células que conforman las glandulas salivales
del mosquito. Una vez en el interior de las glandulas, debe replicar en ellas y ser liberado a
través de la saliva hacia el hospedador vertebrado durante la préxima comida sanguinea. Este
periodo durante el cual el virus ingresa e infecta al artrépodo vector y es transmitido a través de
la picadura via saliva se denomina Periodo de incubacion extrinseco (PIE) y esta altamente
influenciado de manera inversamente proporcional por la temperatura ambiente (Black et al.,

2002).
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Figura 1: Representacion esquematica del proceso de infecciéon de un arbovirus en un mosquito

Glandulas
salivales

Recto

vector hipotético. 1- barrera de infeccién del intestino; 2- barrera de escape del intestino; 3-

infeccién en las glandulas salivales (Obtenido de: Contigiani et al., 2016).

Como factores responsables de la emergencia de arbovirus, se pueden mencionar: las
actividades antrépicas que causan disturbios ambientales (Vasconcelos et al., 2001) y los
cambios climaticos alterando las poblaciones de vectores y hospedadores (Weaver & Reisen,
2010; Anyamba et al.,, 2012), transporte de personas en aviones, migraciones y trafico de
animales (Pfeffer & Dobler, 2010) y mutaciones genéticas que causan spill-overs (Weaver &
Barrett, 2004; Kuno & Chang, 2005). Debido a su naturaleza de virus ARN, los arbovirus poseen
una alta adaptabilidad a nuevos hospedadores y vectores. Gracias a alteraciones en la
especificidad del receptor, en la eficiencia de transmisidn, antigenicidad y condiciones ecoldgicas
y ambientales, los arbovirus se adaptan facilmente a nuevos hospedadores/vectores (Liang et
al., 2015).

Los arbovirus de reciente emergencia en nuestra region incluyen al virus Dengue, Yellow
fever, Hearthland, SLEV, WNV, EEEV, VEEV, Zika (ZIKV), Mayaro (MAYV) y Chikungunya (CHIKV)
(Aviles et al., 1999; Morales et al., 2006; Spinsanti et al., 2008; Carrera et al., 2013; Vittor et al.,



2016; Doughty et al., 2017; de Acevedo Fernandes et al., 2017; Hotez & Murray, 2017) y el virus
Bunyamwera (Tauro et al., 2015).

Cuando un ambiente posee todas las condiciones bioldgicas necesarias para albergar la
transmisidn estable de un arbovirus se genera un “foco de actividad” (Komar, 2001). El tamafio
de este foco de actividad varia de acuerdo a la biologia de sus vectores y hospedadores. Por
ejemplo, los vectores suelen tener rangos de dispersidn limitados al igual que roedores y otros
mamiferos territoriales, es el caso de los virus Mayaro, UNA y VEE (Powers et al., 2006).
Mientras que otros arbovirus que utilizan aves como hospedadores pueden tener rangos de
actividad y de dispersién mayores (SLEV, USUV, WNV, Buggy Creek) (Brown et al., 2008; Diaz et
al., 2008; Engel et al., 2016).

Estudiar las caracteristicas biolégicas y la dindmica temporal de los focos de transmisién de
los arbovirus es fundamental para comprender sus tendencias de actividad, generar inferencia
sobre los potenciales vectores y hospedadores, las interacciones entre ellos y evaluar el riesgo

de emergencia frente a determinadas causas (Brown et al., 2007).

Flavivirus

El género Flavivirus alberga aproximadamente 53 especies virales, la mayoria de las cuales
son patégenos humanos transmitidos por mosquitos (27 especies), por garrapatas (12 especies)
y 14 son agentes zoondticos sin un vector conocido. El 65% de los virus transmitidos por
mosquitos causan enfermedad en humanos. Todos los miembros del género Flavivirus
comparten sitios antigénicos, lo cual lleva a una amplia reactividad cruzada de los anticuerpos,
gue se exacerba en las infecciones secuenciales, dificultando el diagnéstico. Esto ocurre
especialmente en regiones donde dos o mas flavivirus son prevalentes. Utilizando la prueba de
Neutralizacidn se pueden distinguir los virus individuales del género y definir subtipos de virus
muy relacionados. Mediante el estudio de los cruces seroldgicos obtenidos por esta técnica, los
flavivirus se clasificaron en ocho complejos antigénicos: Tick-borne encephalitis, Tyuleniy,
Japanese encephalitis (JE), Ntaya, Uganda S, Dengue, Rio Bravo y Modoc (Calisher et al., 1989).
Este esquema de clasificacién basado en estos criterios ha sido muy util para el conocimiento de
los flavivirus, pero se ha visto que muchos de estos virus se asignaron incorrectamente dentro
de dicho esquema. La secuenciacion molecular y reconstruccién filogenética han permitido

superar estos inconvenientes y aportaron importantes conocimientos en relacién a la taxonomia



y dispersiéon de los flavivirus. En la actualidad se sigue la taxonomia y nomenclatura
recomendada por el Comité Internacional en la Taxonomia de Virus (traducciéon del inglés:
Internacional Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV), cuya clasificacién estd basada en el
concepto de especie viral que considera: la morfologia, organizaciéon gendmica, relaciones en las
secuencias de nucledtidos, caracteristicas antigénicas y ecoldgicas y asociaciones al vector,
hospedador y enfermedad que producen (Gubler et al., 2007).

Los flavivirus son virus pequefios (37-50nm), envueltos y con una molécula de ARN
contenida dentro de una cdpside icosaédrica compuesta por tres proteinas estructurales: una
nucleocapside o proteina del core (C), una proteina de la membrana no glicosilada (M) y una
proteina de la envoltura (E) frecuentemente glicosilada (Figura 2). La proteina estructural M estd
presente en la envoltura del virién maduro y proviene de la ruptura, mediada por una furina, de
la proteina prM en el reticulo endoplasmico de la célula hospedadora. La proteina E es el mayor
componente del viridn, define la especificidad tipo viral y contiene determinantes antigénicos
qgue inducen la respuesta de anticuerpos inhibidores de la Hemoaglutinacién (AclH) vy
Neutralizantes (AcNT), es decir, la respuesta inmunoldgica del hospedador (Burke & Monath,
2001). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la prM vy la proteina NS1 también

serian importantes blancos de la respuesta de Ac NT (Campos et al., 2018).

Proteina M

Proteina E

Figura 2: Representacion esquematica de la estructura del virion de Flavivirus. lzquierda:
se muestra la envoltura compuesta por la proteina de la envoltura (E) y la proteina de
membrana (M) y la nucleocdpside compuesta por la proteina C y el ARN. Derecha:
estructura icosaédrica de la nucleocapside (Obtenido de Viral Zone:
https://viralzone.expasy.org/24?outline=all by species).



https://viralzone.expasy.org/24?outline=all_by_species

Los flavivirus producen efecto citopatico (ecp) y formacion de placas en una variedad de
cultivos celulares primarios y continuos derivados de mono, humanos, roedores, cerdo y tejidos
aviares. A temperaturas elevadas los flavivirus son inactivados rapidamente. Las bajas
temperaturas preservan la infectividad y es la forma de conservarlos (-86 2C). También se
inactivan por luz UV y desinfectantes (formaldehido, glutaraldehido, perdxido de hidrdgeno,
cloro, alcohol, yodo) (Burke & Monath, 2001).

Su genoma es ARN simple cadena de polaridad positiva de aproximadamente 11kb de
longitud. Su organizacién comprende un marco de lectura abierta (ORF), que representa la
mayor parte de la molécula y dos regiones no codificantes localizadas en las extremidades
5’amino-terminal y 3" carboxi-terminal de la cadena nucleotidica. EI ORF codifica para una
poliproteina de aproximadamente 3000 aminodacidos que por procesamiento proteolitico da
origen a los péptidos individuales. La misma contiene 3 proteinas estructurales y 7 proteinas no
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) (Figura 3). La regidn no codificable 5" es
conservada dentro de los miembros de serocomplejos antigénicos especificos. El extremo 3’
carece del tracto poli-A, y contiene varias secuencias conservadas especificas de los virus

transmitidos por mosquitos (Burke & Monath, 2001).
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Figura 3: Organizacién del genoma de flavivirus. Se muestran las proteinas estructurales (C, M,
E) v no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) de la regién codificante (ORF)
(Obtenido de Viral Zone: https://viralzone.expasy.org/24?outline=all by species).
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Virus Saint Louis Encephalitis

Fue aislado por primera vez de un paciente en el afio 1933, durante un brote de encefalitis
en Saint Louis, Estados Unidos (Lumsden, 1958). Este virus se mantiene en la naturaleza por
redes de transmisién y mantenimiento que van cambiando de acuerdo a la ubicacidn geografica
(Reisen et al., 2003). El hombre y los mamiferos domésticos son excluidos de la red bdsica de
transmisién dado que los titulos de viremia son insuficientes para infectar los mosquitos
vectores. El SLEV estd ampliamente distribuido en América, se ha detectado y aislado de
mosquitos, aves y mamiferos desde el sur de Canada hasta Argentina (Reisen et al., 2003). Las
cepas se agrupan en 8 genotipos diferentes (I-VIIl) siendo los genotipos | y Il prevalentes en
Estados Unidos y el genotipo V ampliamente distribuido en Sudamerica, mientras que el resto de
los genotipos tienen distribucién limitada: IV limitado a Colombia y Panama, VI en Panam3, VII
en Argentina, y finalmente el VIII dnicamente en la zona del Amazonas en Brasil. (Rodrigues et
al., 2010).

Numerosos estudios seroldgicos y viroldgicos han dado evidencia de la actividad del SLEV en
la Argentina (Sabattini et al., 1998). En 1963 se aislaron dos cepas humanas (cepas Bel y Vil) a
partir de suero agudo de dos pacientes con enfermedad febril. Los pacientes provenian de dos
lugares separados por 50km de distancia, Chacabuco y Salto, provincia de Buenos Aires. En 1966
se aislaron dos cepas de roedores colectados en la Provincia de Cérdoba: la cepa CbaAn-9124 de
la orina de un Calomys sp. y la cepa CbaAn-9275 (genotipo VII) de un pool de cerebro-bazo de un
juvenil de Mus musculus (Sabattini, 1969). Afios después, otras cepas fueron recuperadas de
mosquitos, entre ellas la cepa 78V-6507 (Santa Fe, genotipo V) (Mitchell et al., 1985; Daffner et
al., 1987) y CbaAr4005 (Cérdoba, genotipo lll) (Diaz et al., 2006).

En décadas pasadas varios casos clinicos de encefalitis por SLEV fueron diagnosticados
serolégicamente (Sabattini et al., 1998). En el aflo 2002, luego de 17 afios sin notificaciones, se
reportd el primer caso clinico de infecciéon con SLEV en Cérdoba (Spinsanti et al., 2003) sin casos
humanos adicionales notificados en aquel momento. Desde entonces, este virus experimenta
una re-emergencia como patégeno humano en nuestro pais. En el verano-otofio de 2005, en la
provincia de Cordoba, se registro la primer epidemia de encefalitis por este virus en Sudamérica
(Spinsanti et al., 2008). En los afios posteriores se registraron casos aislados y brotes de

diferente magnitud en Cérdoba, San Juan y Buenos Aires (Vergara Cid, 2011; Fabbri et al., 2011;



Seijo et al., 2011). Durante el afno 2016 hubo casos aislados en Buenos Aires, San Luis y Cérdoba
(Boletin Integrado de Vigilancia 2016).

Durante el presente afio se registré en la provincia de San Luis un caso probable de
encefalitis por SLE sin antecedente de viaje (Boletin Integrado de Vigilancia 2019).

En Argentina, SLEV nunca se aislé a partir de aves pero la evidencia seroldgica indica que
son infectadas frecuentemente (Monath et al., 1985). En regiones templadas y subtropicales del
pais se detectaron anticuerpos neutralizantes en un amplio rango de aves pertenecientes a
diversas familias (Furnariidae, Columbidae, Tyrannidae, Fringilidae, Icteridae, Ardeidae y
Cotingidae) (Monath et al., 1985; Diaz et al., 2016).

Este virus es considerado un multi/hospedador, multi/vector (como WNV, JEV, EEEV, WEEV,
VEEV), es decir, que se mantiene en la naturaleza por mas de una especie de hospedador y
vector. Por lo tanto, las dindmicas de mantenimiento estdn mas relacionadas a una red de
transmisién que a un ciclo (Diaz et al., 2013).

En América del Norte es transmitido por mosquitos Culex y mantenido por hospedadores
Passeriformes y Columbiformes. Passer domesticus (Gorrién) y Haemorhous mexicanus (Pinzon
mejicano) se consideran los principales amplificadores en sitios urbanos. La tortola (Zenaida
macroura) también contribuye como amplificador en regiones rurales (Reisen et al., 2003).

La red de transmisién bioldgica para el SLEV en nuestro pais (Figura 4) estaria integrada por
mosquitos Culex quinquefasciatus, Cx. interfor y Cx. saltanensis como los principales vectores y
palomas Torcaza (Zenaida auriculata) y Torcacita (Columbina picui) como sus hospedadores
urbanos (Batallan, 2013; Diaz et al., 2013; 2018; Beranek et al., 2019). Con respecto a estas
especies de aves, se han realizado estudios de competencia de hospedador que indican su rol
como principales amplificadores. Sin embargo, otras especies (Passer domesticus, Patagioenas
maculosa, Molothrus bonariensis y Agelaioides badius) replican el virus con un titulo lo
suficientemente elevado para infectar al mosquito vector Cx. quinquefasciatus (Diaz et al.,
2018). El SLEV también fue encontrado en los mosquitos Aedes aegypti, Ae. albifasciatus, Ae.
scapularis, Anopheles albitarsis, Cx. apicinus y Psorophora ferox, sin embargo, su rol como

vectores eficientes es cuestionado (Diaz et al., 2012).



Virus Saint Louis encephalitis en Argentina
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Figura 4: Red de mantenimiento hipotética para el SLEV en la regién central de Argentina. El
ancho de las flechas representa la intensidad del flujo viral entre un hospedador y vector. El
color de las flechas representa la estacién del afio en la que la relacién vector-hospedador se
lleva a cabo (verde: primavera, rojo: verano, naranja: otofio). Las flechas discontinuas
representan las vias de transmision entre vectores (garrapatas) y hospedadores (roedores)
alternativos. (Obtenido de Diaz et al., 2013).

Virus West Nile

El WNV fue aislado por primera vez en 1937 de la sangre de una mujer febril en el distrito de
West Nile en Uganda (Smithburn et al., 1940). Se lo ha encontrado en Africa, Medio Oriente,
parte de Europa, sur de Asia, Australia y América (Petersen & Roehrig, 2001; Campbell et al.,
2002). En América se lo detectd por primera vez en el afio 1999 en la ciudad de Nueva York
durante un brote de encefalomielitis en humanos, tras un verano himedo y caluroso (Jia et al.,
1999; Nash et al., 2001). La cepa de WNV de América del Norte fue identificada por primera vez
en tejido cerebral de un cuervo muerto (Corvus brachyrhynchos) colectado en Septiembre de
1999 en Westchester, Nueva York. Posteriormente, se realizaron otros aislamientos a partir de

cuervos y aves exoticas de una coleccion zooldgica en Nueva York (Steele et al., 2000).



Al igual que el SLEV, se mantiene en la naturaleza a través de una red de transmision
biolégica (Figura 5) en la que intervienen mosquitos Culex spp. como vectores y aves
Passeriformes como hospedadores (Kilpatrick et al., 2005).

Se ha detectado actividad viral urbana y rural en todo Estados Unidos (Komar et al., 2003).
Las especies de mosquito que funcionan como vectores principales del WNV, varian segun la
distribucidon geografica, por ejemplo, Cx. pipiens y Cx. restuans son los vectores primarios en el
noreste y centro-norte de Estados Unidos (Kilpatrick et al., 2005), Cx. quinquefasciatus al sur y

Cx. tarsalis al oeste de ese pais (Reisen et al., 2004).

Virus West Nile en Estados Unidos

Zenaida macroura

Passer domesticus

Corvus brachyrhynchos

Q Turdus migratorius
iR
1 N
\
)

Culex pipiens

Culex tarsalis

Sciurus niger

8 Ixodes sp.

Sy b

L j -’

El viejo paradigma

Figura 5: Red de transmision hipotética para WNV en EE.UU. El ancho de las flechas representa
la intensidad del flujo viral entre un hospedador y vector. El color de las flechas representa la
estacién del afio en la que la relacidn vector-hospedador se lleva a cabo (verde: primavera, rojo:
verano, naranja: otofio). Las flechas discontinuas representan las vias de transmision entre
vectores (garrapatas) y hospedadores (roedores) alternativos. (Obtenido de Diaz et al., 2013).
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Para el 2004, estudios seroldgicos detectaron anticuerpos especificos contra WNV en aves y
caballos en el Norte de Sudamérica (Colombia y Venezuela) (Morales-Betoulle et al., 2006; Bosch
et al., 2007).

En Argentina se lo detectd por primera vez en el 2006 en caballos de la Provincia de Buenos
Aires, de los cuales se aislaron 3 cepas. Este es el primer reporte de WNV en el Cono Sur de
Sudamérica (Morales et al., 2006). Sin embargo, en base a otras evidencias, el WNV se habria
introducido en nuestro pais a fines del 2004 segun lo demuestra la deteccidn de aves residentes
infectadas en una variedad de ecosistemas: Cordoba (drea periurbana), Mar Chiquita (bosque
espinoso), Monte Alto (Bosque Chaquefio semiarido), Montecristo (campos de cultivos) y San
Miguel de Tucuman (yungas periurbanas) (Diaz et al., 2008).

Desde entonces se mantuvo en focos enzodticos donde estuvieron expuestas numerosas
familias de aves. Se ha observado que las especies de la familia Furnariidae estdn
frecuentemente expuestas a este virus (Diaz et al., 2008; 2016).

Culex quinquefasciatus actuaria como el principal vector y aves Passeriformes vy
Columbiformes como sus hospedadores (Diaz et al., 2016; Giayetto et al., 2018). Diaz et al.
(2011) analizaron el rol potencial de tres especies de aves nativas como hospedadores
amplificadores: Tordo Musico (Agelaioides badius), Paloma Torcacita (Columbina picui) y Tordo
Renegrido (Molothrus bonariensis). Las palomas Torcacita (C. picui) desarrollaron las viremias de
mayor duracién y con titulos superiores al umbral minimo de infeccién para mosquitos Culex
spp. Estos resultados son similares a los obtenidos para el SLEV indicando que los dos virus
podrian compartir similares hospedadores aviares en Argentina y poseer patrones
ecoepidemioldgicos similares.

Sabattini et al. (1998) y Diaz et al. (2018) sefialaron previamente diferencias ecoldgicas en
los hospedadores aviares para otros flavivirus (ejemplo SLEV) entre los EE.UU. y Argentina. Por
lo tanto, no sorprende que el WNV tenga un perfil eco-epidemiolégico diferente en Argentina
gue en los EE.UU. (Diaz et al., 2011).

Las notificaciones sobre enfermedad por WNV en humanos al igual que las epizootias en
equinos son escasas, mostrando un comportamiento distinto al que posee en el hemisferio

Norte.
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Diagnéstico etiolégico

La infeccion por estos flavivirus se confirma por la deteccién del virus o los anticuerpos
especificos. No existe una técnica de diagndstico ideal que cubra todos los aspectos a evaluar en
estas infecciones, pero se cuenta con un importante nimero de metodologias directas e
indirectas que usadas en forma complementaria permiten arribar a un diagnéstico de certeza. La
correcta aplicacion de las técnicas disponibles requiere que se conozcan la cinética de aparicion
de la viremia y los anticuerpos IgM e IgG en las infecciones por estos agentes. El diagndstico de
infeccidon se realiza fundamentalmente por la deteccidén de anticuerpos especificos en el suero y
liquido cefalorraquideo (LCR) ya que los niveles de viremia son habitualmente muy bajos y de
muy escasa duracién. La Neutralizacion (NT) es la prueba “gold standard” para confirmar
resultados obtenidos por técnicas de tamizaje menos especificas como el enzimoinmunoensayo
(ELISA). El diagndstico etioldgico definitivo es la demostracion del aumento o la disminucion de
anticuerpos neutralizantes (dos o mas titulos, seroconversion) entre dos muestras de suero
pareadas (fase aguda y fase convaleciente de la infeccidn). Si bien la técnica de NT es la mas
especifica para esta familia viral, existe cierto grado de reactividad cruzada que obliga incluir en
la confirmacién el empleo de un panel de Flavivirus con actividad reconocida en la regién. La
existencia de reacciones seroldgicas cruzadas se presenta con mayor intensidad entre los
agentes que pertenecen al mismo serocomplejo, y la diferenciacién entre patrones de respuesta
seroldgicas primarias y secundarias debe ser evaluada para una correcta interpretacion de
resultados. La respuesta primaria se detecta en individuos que no son inmunes a los flavivirus,
mientras que la respuesta secundaria se observa en individuos con infecciones secuenciales por

distintos flavivirus (Gubler et al., 2007).

Planteo del problema

La red de transmisién y mantenimiento es practicamente desconocida para el WNV en
nuestro pais, mientras que para SLEV se han logrado importantes avances en el conocimiento de
sus vectores y hospedadores.

Se ha demostrado que un amplio nimero de especies de aves silvestres se encuentran
expuestas a estos virus en las provincias de Chaco, Tucuman y Cérdoba. Sin embargo, son

escasos los estudios enfocados en la temporalidad de estos virus.
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Objetivo general

El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad temporal de los virus SLE y WN en
comunidades de aves residentes y migratorias en un foco de transmisién enzodtico de la regidn
fitogeografica del Espinal, ubicado en la localidad de La Para, al sudoeste de la Laguna Mar

Chiquita, en el departamento Rio Primero de la Provincia de Cérdoba.

Objetivos especificos

¢ Detectar evidencia de circulacion de los virus SLE y WN en poblaciones autdctonas de
aves de vida libre en un parche de espinal.

+» Estudiar la dindmica estacional de los virus SLE y WN en la poblacién de Columbina picui,
amplificador de ambos virus.

*+ Conocer la relacion entre la seroprevalencia total para cada virus en la comunidad aviar y

variables ambientales obtenidas a partir de imagenes satelitales.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El presente estudio se realizd al sudoeste de la Laguna Mar Chiquita, 8 km al noreste de la
localidad de La Para (30° 50°’S, 62° 54’W), departamento Rio Primero, provincia de Cérdoba
(Figura 6). El sitio se encuentra en un relicto de bosque original rodeado por tierras de uso
agricola- ganadero. El bosque forma parte del distrito Chaquefio Occidental (Cabrera, 1976). No
tiene una fisonomia boscosa homogénea, sino que presenta algunos sectores degradados por el
pisoteo del ganado vacuno.

La Laguna Mar Chiquita es una depresidn que cubre una superficie estimada de 6000 km?.
Es una cuenca endorreica alimentada por el Rio Dulce desde el norte y por los rios Suquia y
Xanaes desde el sur (Vazquez, 1979). El terreno es llano y presenta leves ondulaciones que se
anegan en épocas de lluvia, constituyendo sitios de cria de mosquitos.

Es importante resaltar que la fisonomia y composicion de la vegetacion han sufrido
importantes modificaciones como resultado de la tala, el sobrepastoreo de ganado bovino y
caprino, los incendios y la introduccién de pasturas megatérmicas como Panicum maximum. En
una superficie importante del area sélo se observan parches de bosques degradados, un dosel

arboreo muy abierto y un estrato herbaceo ralo reducido a pastos anuales (Cabido & Zak, 1999).
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Actividad estacional de los virus Saint Louis encephalitis y West Nile en la comunidad de aves silvestres en un parche
de Espinal, Cordoba

c
LaPara

Figura 6: Ubicacién del sitio de estudio

Captura de aves

Las aves silvestres se colectaron y sangraron estacionalmente durante dos periodos de
actividad (primavera-verano-otofio) correspondientes a los afios 2013 y 2014 (Tabla 1). Cada
periodo comprende desde la primavera de un afio hasta el otofio del aio siguiente. Esto se debe
a la biologia de los arbovirus transmitidos por mosquitos en regiones templadas. Se utilizaron 6
redes de niebla distribuidas en un area de 1 ha aproximadamente (10000 m?) y se mantuvieron
activas durante horarios matutinos y crepusculares. Fueron revisadas cada 30 min
aproximadamente dependiendo de las condiciones climaticas. Las aves capturadas fueron
determinadas taxondmicamente mediante la guia de Narosky e Yzurieta (2010) y se siguid la
nomenclatura de Clements et al. (2018). Para el anillado se utilizaron anillos metalicos del
Centro Nacional de Anillado de Aves (Facultad de Ciencias Naturales e Instituto Miguel Lillo,
Universidad Nacional de Tucuman). Los individuos colectados fueron trasladados en bolsas de
tela desde las redes de niebla hasta el sitio de procesamiento. Se obtuvieron permisos de la

Secretaria de Ambiente de la Provincia de Cdrdoba.

Tabla 1: Fechas de colecta de aves y su estacidn correspondiente

Fecha de captura Estacion Fecha de captura Estacion
Marzo de 2013 Verano 1 Diciembre de 2013

~ Verano 2
Mayo de 2013 Otofio 1 Febrero de 2014
Octubre de 2013 Primavera 2 Mayo de 2014 Otofio 2



De las aves capturadas, se obtuvo una muestra de sangre para la deteccidn de anticuerpos
neutralizantes (Ac NT). La toma de la muestra de sangre se realizé de la vena yugular o alar,
extrayendo un volumen de sangre no mayor al 1% del peso corporal del individuo. Se tomd una
muestra de 0,2 ml de sangre total a las aves con un peso superior a 20 gr, la cual se diluyé en 0,9
ml de diluyente (PBS). A las aves con un peso inferior a 20 gr se les tomd una muestra de 0,1 ml
a la cual se adicioné 0,45 ml de diluyente. De esta manera, se obtuvo en ambos casos, una
dilucién al 10% del suero. Las muestras de aves fueron almacenadas a 4°C hasta ser procesadas

en el laboratorio (Diaz et al., 2016).

Deteccidon de anticuerpos neutralizantes

Para la deteccidon de anticuerpos especificos para los virus SLE y WN se empled la técnica de
Neutralizacién de placas virales bajo agarosa en la linea celular continua de rifién de mono verde
africano (VERO) segun Early et al. (1967). Como semillas virales se emplearon cepas autdctonas
de ambos virus. Para el SLEV se utilizd la cepa CbaAr-4005 aislada de mosquitos Cx.
quinquefasciatus durante el brote de encefalitis en la ciudad de Cérdoba (Diaz et al., 2006) y
para el WNV, la cepa E7229/06 aislada de caballos enfermos en la provincia de Buenos Aires
(Morales et al., 2006). Con cada semilla se prepararon los stocks virales a partir de cerebro de
ratén albino suizo lactante infectados al 10% P/V en MEM suplementado al 10% SFB y 1% de
antibidtico. Posteriormente, dichos stocks fueron titulados con el fin de obtener la dilucidn que
contenga aproximadamente 100 unidades formadoras de placas (ufp). Dicha dilucién se utilizo
para enfrentar a cada muestra seroldgica en la técnica de NT.

Los sueros fueron colocados en bafio de agua a 56°C durante 30 minutos, para eliminar
inhibidores inespecificos, se centrifugaron a 11400 g durante 30 minutos para descontaminar y
el sobrenadante se guardé a -20°C.

Brevemente, la deteccion de AcNT se realizé mezclando 0,1 ml de suero diluido 1/10 con 0,1
ml de una cantidad de virus fija que contenia 100 ufp/ml. Esta mezcla se incubé a 37°C durante
60 minutos para permitir la union de los AcNT a las particulas virales (periodo de neutralizacidn).
Al finalizar este periodo, se inoculd 0,1 ml de la mezcla (virus-suero) en cada orificio de la placa
gue contenia una monocapa de células Vero y se la incubd durante 60 minutos a 37°C. Se agregod
0,5 ml de medio nutritivo con agarosa al 1% a cada orificio y se incubd la placa a 37°C . Las

monocapas fueron examinadas a diario y las ufp se contaron al 5to. y 7mo. dia para el virus WN
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y SLE, respectivamente, dias en los que ya no se forman nuevas ufp (Burke & Monath, 2001).
Para ello, se fijaron las placas agregando formol al 10% durante dos horas, se colored con cristal
violeta y se realiz6 el calculo del numero de placas residuales en cada uno de los sueros
testeados. Se considerd positivo a todo aquel suero que neutralizdé el 80% o mas de las ufp
incluidas en la prueba.

En el caso de aquellas muestras que tuvieron AcNT para ambos virus se procedid a la
titulacién de éstas para intentar determinar el agente causante de la infeccién viral. Se
realizaron diluciones seriadas de cada suero problema, desde 1/20 hasta 1/640. Las diferentes
diluciones de suero se enfrentaron a una cantidad fija de virus tal como se explicé en el parrafo

anterior.

Analisis estadistico

Con el objetivo de determinar el efecto del periodo de actividad viral (periodo | y periodo ll),
la estacidn climatica (primavera, verano y otofio) y especie aviar sobre la presencia/ausencia de
anticuerpos en aves para los virus SLEV y WNV, se construyeron Modelos Lineales Generalizados
(MLG; McCullagh & Nelder, 1989). Los MLGs permiten incluir variables con distribucion diferente
a la Normal; utilizan una funcion de enlace para establecer relaciones entre la media de la
variable respuesta y requieren de informacién sobre la distribucién de los errores de las
variables respuesta.

Los modelos se construyeron empleando una distribucién de errores de tipo Binomial con
funcién de enlace logit. La variable respuesta fue de tipo binaria (1: presencia del virus; O:
ausencia del virus). Para cada virus, se realizé un modelo por cada variable explicativa (estacién,
periodo de actividad y especie) y un modelo considerando el conjunto de variables (estacién +
periodo de actividad + especie).

Para identificar aquellos modelos que mejor describieron la actividad del virus en las aves,
se realizd una seleccién en base al criterio de Informacion de Akaike (AIC) y su calculo corregido
(AlCc). El enfoque de la seleccion de modelos radica en las diferencias de AIC entre cada uno.
Usualmente, todos los modelos son comparados con el de menor AIC, construyendo una tabla
de diferencias de AIC. Burnham & Anderson (2004) proponen como regla general que todos los
modelos dentro de las 2 unidades de AIC, con respecto al "mejor" modelo, tienen un nivel

sustancial de soporte empirico.
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Se evalud el nivel de apoyo para cada modelo utilizando el valor AAICc y considerando
modelos con valores AAICc <2 con respecto al modelo con menor AIC para tener evidencia
substancial de ajuste (Burnham & Anderson, 2004). Se calculd el peso de Akaike (wi) como
medida del peso de la evidencia a favor del mejor modelo actual en el conjunto. Los valores wi
dependen del grupo de modelos seleccionados y en comparacion conjunta. Por ejemplo, los wi
se interpretan como la probabilidad de que el modelo i es, de hecho y considerando los modelos
con AAICc <2 que compiten como los de mejor ajuste a los datos, el mejor modelo dentro de los
considerados. De esta forma, la suma de los valores de wi del grupo de modelos comparados es
igual a 1.

Una vez detectada la existencia de efecto de la estacion del afio sobre la actividad viral se
realizé un andlisis sobre el efecto de variables ambientales, tomando el indice de vegetacién
(NDVI) como wuna variable resumen, sobre dos variables respuestas diferentes: Ia
presencia/ausencia de Ac NT y la seroprevalencia en aves silvestres. Estos modelos fueron
realizados en relacion al SLEV ya que no se detecté variabilidad estacional significativa para
WNV.

Se utilizaron imagenes del sensor montado en el satélite Landsat 8, de acceso libre y
gratuito. Las mismas se buscaron por coordenadas especificas en la plataforma online EOS-
landviewer (https://eos.com/landviewer). Se eligieron imagenes libres de nubes conteniendo la
escena de interés (path-row: 228-081 y 229-081), en fechas correspondientes a las de muestreo
o préximas a éstas.

Las imagenes fueron descargadas en Google Earth Engine
(https://earthengine.google.com/) utilizando scripts libres especificos para este proceso (Ver
Anexo). Brevemente, se descargaron imagenes con el set completo de bandas, como asi también
las capas de NDVI calculadas automaticamente en base a las bandas 5 (infra rojo cercano: NIR) y
4 (rojo: Red) del sensor.

NIR—Red
NIR+Red

NDVI=

Posteriormente, se utilizd el programa libre y gratuito QGIS (version 2.18.20;

https://www.qggis.org/es/site/) para la extraccién de valores medios y maximos de NDVI en

regiones de interés. Brevemente, se disefiaron vectores (areas "buffer") con dos radios (500m y

5000m) alrededor de un punto central al parche de bosque en el cual se realizaron los
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muestreos (Figura 7). El radio menor se tomé como representativo del parche de bosque nativo,
mientras que el radio mayor abarca también una gran area de cultivos aledafios. Si bien los focos
de transmision de arbovirus suelen tener radios de actividad limitados principalmente por los
mosquitos vectores, en el caso de los virus amplificados por aves, éstas poseen un rango de
actividad mucho mayor. Es por esto que se considerd también el area de 5000m de radio, lo cual
permite considerar el efecto que puede tener la variacion de largo alcance y los movimientos de
aves de la periferia al centro (efecto fuente/sumidero). La seleccion del tamafio del area buffer
es importante a fin de identificar predictores de la distribucidn de las especies (Roiz et al., 2015).
La escala 6ptima es la que brinda mayor informacién del paisaje. Una mayor escala, puede
reflejar mejor los patrones relevantes de la variacidon del paisaje, que son importantes para la
reproducciéon y alimentacion de los mosquitos vectores (ejemplo: patrones relacionados al
hospedador, a la vegetacién, a la desecacién) (Roiz et al., 2015).

Luego se utilizaron estas areas "buffer" para extraer los valores medios y maximos de NDVI de
cada imagen, utilizando la herramienta Zonal Statistics. Estos valores, tomados para los
diferentes radios de cobertura (500m y 5000m) fueron utilizados para confeccionar MLG a fin de
analizar el posible efecto de los valores de NDVI sobre la variable respuesta (presencia/ausencia

del virus; seroprevalencia).

Figura 7: Imagen satelital de la zona de estudio. Se incluyen dos zonas buffers alrededor del
punto central del parche de bosque: zona roja (500m de radio) y zona azul (5000m de radio).

Esta ultima incluye el bosque y los campos aledafios.
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RESULTADOS

Se sangraron un total de 936 aves silvestres y se analizaron 860 muestras pertenecientes a
78 especies (incluidas en 63 géneros, 23 familias y 9 6rdenes). Columbina picui y Elaenia
parvirostris fueron las especies mas representadas en la coleccidon de sueros analizados con un
21,5% (185/860) y 7,3% (63/860) del total de individuos analizados respectivamente (Anexo:
Tabla 1). Con respecto al estatus de residencia, el 47,43% (37/78) correspondié a aves residentes
permanentes.

Las especies seropositivas y las seroprevalencias obtenidas para ambos virus se pueden
observar en la Tabla 1. Un total de 50 individuos pertenecientes a 21 especies fueron
seropositivos para el SLEV. Las familias con mayor cantidad de especies seropositivas fueron
Tyrannidae (5 especies), Furnariidae (4 especies) y Thraupidae (3 especies). En cuanto al WNV,
19 individuos pertenecientes a 13 especies resultaron seropositivos y las familias con mayor
cantidad de especies seropositivas fueron Thraupidae (4 especies) y Furnariidae (2 especies). Del
total de especies seropositivas, 8 lo fueron para ambos virus. Solamente dos individuos
pertenecientes a dos de esas 8 especies, presentaron Ac NT para ambos virus: una Torcacita (C.
picui) y un Chinchero grande (Drymornis bridgesii). La titulacion de estos sueros en forma
simultanea para cada uno de los virus demostrd que los individuos podrian haberse infectado

con ambos virus.
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Tabla 1: Especies de aves seropositivas para SLEV y/o WNV vy seroprevalencias obtenidas en un
relicto de bosque al noreste de La Para en los afios 2013 y 2014.

< SLEV WNV
Orden, Familia, Especie . Prevalencia Prevalencia
analizado  N° pos. ° pos.

(%) (%)
COLUMBIFORMES
Columbidae
Columbina picui 185 22 11,89 3 1,62
Leptotila verreauxi 6 2 33,3 0 ---
STRIGIFORMES
Strigidae
Glaucidium brasilianum 2 0 1 50
PASSERIFORMES
Cotingidae
Phytotoma rutila 54 4 7,4 0
Furnariidae
Drymornis bridgesii 9 2 22,2 1 11,1
Furnarius rufus 22 1 4,54 0 ---
Lep/doc.o/apt'es 12 1 833 0
angustirostris
Tarphonomus certhioides 9 1 11,1 2 22,2
Icteridae
Agelaioides badius 20 1 5 2 10
Mimidae
Mimus saturninus 4 1 25 0 -
Parulidae
Geothlypis aequinoctialis 18 0 --- 1 5,55
Passerellidae
Zonotrichia capensis 22 1 4,54 0 ---
Thamnophilidae
Thamnophilus caerulescens 3 1 33,3 1 33,3
Thraupidae
Coryphospingus cucullatus 21 1 4,76 1 4,76
Paroaria coronata 18 0 - 1 5,55
Pipraeidea bonariensis 12 0 - 1 8,3
Saltator aurantiirostris 30 1 3,3 0 ---
Sicalis flaveola 21 1 4,76 3 14,28
Troglodytidae
Troglodytes aedon 14 1 7,14 1 7,14
Turdidae
Turdus amaurochalinus 19 1 5,26 0 -
Tyrannidae
Elaenia albiceps 54 1 1,85 0 -
Elaenia parvirostris 63 3 4,76 0 ---
Elaenia spp 24 2 8,3 0 -
Myiarchus tyrannulus 1 0 - 1 100
Pitangus sulphuratus 15 1 6,67 0 ---
Stigmatura budytoides 8 1 12,5 0 ---
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La seroprevalencia total durante el periodo 1 para el SLEV fue de 5,72% y para el WNV de
1,34%. Durante el periodo 2, el SLEV tuvo una seroprevalencia de 5,86% y el WNV de 2,66%.

Teniendo en cuenta las estaciones, SLEV presenté la mayor seroprevalencia (17,98%) en
otofio (2014) del periodo 2 y la menor seroprevalencia en el verano del mismo afio (2,64%). Con
respecto al WNV, la mayor seroprevalencia se observé en primavera y otofio del periodo 2

(3,55% vy 3,37% respectivamente) (Figura 8).
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Figura 8: Distribucidon temporal de la prevalencia de Ac NT para SLEV y WNV durante las
estaciones de los periodos analizados en un relicto de bosque al noreste de La Para en los afios
2013y 2014.

Para determinar las especies con mayores seroprevalencias, se consideraron aquellas con
un numero minimo de 10 individuos analizados. Las especies mas expuestas al SLEV fueron C.
picui (11,89%; 22/185) y Phytotoma rutila (7,4%; 4/54). Mientras que las mas expuestas al WNV
fueron Sicalis flaveola (14,28%; 3/21) y Agelaioides badius (11,11%; 2/18) (Tabla 1).

Columbina picui presentd el mayor porcentaje de individuos seropositivos para SLEV pero
mostré una prevalencia muy baja para WNV (1,62%; 3/185) (Tabla 1). En la Figura 9 se observa la
distribucién de las seroprevalencias generales para SLEV y las seroprevalencias halladas en C.

picui para este virus.
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Figura 9: Distribucion temporal de la prevalencia de Ac NT general para SLEV y en Columbina

picui durante los periodos analizados en un relicto de bosque al noreste de La Para en los afios
2013 y 2014.

La mayor riqueza de especies seropositivas para el SLEV se detectd en otofio del periodo 2
(12 especies) (Figura 10). En cuanto al WNV, la mayor riqueza se observé en primavera y verano
del periodo 2 (6 especies infectadas en cada estacion) y la menor en otofio del periodo 1 con

una Unica especie infectada (Figura 11).
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Actividad estacional de los virus Saint Louis encephalitis y West Nile en la comunidad de aves silvestres en un parche
de Espinal, Cordoba
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[ Elaenia albiceps [ Tarphonomus certhioides [ Lepidocolaptes angustirostris
[ Pitangus sulphuratus I Leptotila verreauxi I Saltator aurantiirostris

Figura 10: Variacion estacional de la proporcion de especies de aves infectadas por el SLEV en un relicto
de bosque al noreste de La Para en los afios 2013 y 2014.
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Figura 11: Variacion estacional de la proporcidn de especies de aves infectadas por el WNV en un relicto
de bosque al noreste de La Para en los afios 2013 y 2014.
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Relacién entre Presencia/Ausencia de anticuerpos con estacion, especie y periodo de actividad
viral.
Con el objetivo de detectar asociaciones entre la presencia/ausencia de AcNT entre

estaciones climdticas, especies y periodo de actividad viral, se aplicaron MLGs. De acuerdo al
Criterio de Informacion de Akaike, el modelo que mejor explicd la presencia/ausencia de
anticuerpos para SLEV en términos de un mayor peso entre los modelos con AAIC <2, fue el que
considerd la estacion como variable explicativa (Tabla 2). Mientras que el modelo que mejor
explicd la presencia/ausencia de anticuerpos para WNV en las aves fue el modelo nulo, por lo
gue las variables analizadas no logran explicar la probabilidad de que un ave se haya infectado

con el virus (Tabla 3).

Tabla 2: Modelos de Presencia/Ausencia de Ac NT para SLEV en aves silvestres en relacion a la
estacion, especie y periodo de actividad viral.

Modelo g.l. AIC k AlCc dAICc w

Estacion 5 366.2478 5 360.317567 0 0.999883811
Nulo 1 381.8346 1 378.848553 18.530986 9.46231E-05
Periodo 2 383.8059 2 381.810551  21.4929837 2.15183E-05
Periodo + Est + Esp 82 461.2027 82 394.030607  33.7130395 4.77811E-08
Especie 78 482.7329 78 418.063133  57.7455651 2.88841E-13

Tabla 3: Modelos de Presencia/Ausencia de Ac NT para WNV en aves silvestres en relacién a la

estacion, especie y periodo de actividad viral.

Modelo g.l. AIC k AlCc dAlCc w

Nulo 1 184.4519 1 182.456551 0 0.40381857
Periodo 2 185.8289 2 182.842853 0.38630233 0.33289081
Estacién 5 189.2422 5 183.311967 0.85541628 0.26329039
Especie 78 276.8930 78 212.223233 29.7666814  1.3881E-07
Periodo + Est + Esp 82 280.0042 82 212.832107 30.3755558  1.0238E-07

Con respecto al modelo de estacion para SLEV, se observan diferencias significativas entre
estaciones (Tabla 4). Los valores de los coeficientes logaritmicos se transformaron en valores
exponenciales a fin de lograr una mejor interpretacién de los mismos. El intercepto es el valor de
la variable que se toma como referencia; en este caso, el otofio del periodo 1. De esta manera se

observa que es 2,79 veces mas probable encontar individuos con Ac NT para SLEV en el otofio
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del periodo 2 que en el otono del periodo 1. A su vez, es 0,3 veces menos probable encontar

individuos con Ac NT en el verano 2 que en el otofio 1.

Tabla 4: Coeficientes, errores estandar y valores de significancia de la variable estacion, modelo

seleccionado para explicar la Presencia/Ausencia de Ac NT para SLEV en aves silvestres.

Coeficiente Coeficiente Error
. . ! Valor z Pr (>lz1)

logaritmico exponencial estandar
(Intercept) -2.5455 0,0784 0.3672 -6.933 4.12e-12 ***
Otofo 2 1.0277 2,7946 0.4594 2.237 0.0253 *
Primavera 2 -0.2612 0,7701 0.5026 -0.520 0.6033
Verano 1 -0.4334 0,6483 0.5016 -0.864 0.3875
Verano 2 -1.0620 0,3457 0.5130 -2.070 0.0384 *

Cadigos de significancia: 0 ‘“***’ 0.001 “**’ 0.01 *” 0.05‘"0.1°" 1

Relacidén entre seroprevalencia del SLEV con estacion, periodo de actividad viral y NDVI.

En estos modelos, se agregd como variable explicativa el NDVI (indice de vegetacién de

diferencia normalizada), considerando la seroprevalencia del SLEV como variable respuesta

(Tabla 5). En términos de un mayor peso entre los modelos con AAIC <2, el mejor fue el de

estacion. Es decir, no se observd un efecto de los diferentes indices de NDVI sobre la

seroprevalencia del virus. En las Figuras 12 y 13 se observan los valores de seroprevalencia para

SLEV (los mismos en ambas figuras) y los valores medios y mdximos de NDVI correspondientes al

area de 500 m (Figura 12) y 5000 m (Figura 13).

Tabla 5: Modelos de Seroprevalencia del SLEV en aves silvestres en relacidén a las variables de

estacion, periodo de actividad viral y NDVI.

Modelo gl AIC k AlCc dAlCc w

Estacion 5 30.17883 5 36.17883 0 0.748038922
NDVImedia5000m 2 40.04075 2 39.44075 3.26192 0.146422314
NDVImedia500m 2 42.33127 2 41.73127 5.55244 0.046582969
NDVImax5000m 2 43.46009 2 42.86009 6.68126 0.026491529
NDVImax500m 2 43.72509 2 43.12509 6.94626 0.023204008
Nulo 1 46.64605 1 45.44605 9.26722 0.007270645
Periodo 2 48.63786 2 48.03786 11.85903 0.001989613
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Entre las estaciones se observan diferencias significativas (Tabla 6). Teniendo en cuenta los
valores exponenciales y considerando que el intercepto es la estacién otofio 1, se observa que
en el verano 2 es 0,28 veces menos probable que aumente la seroprevalencia, que en el otofio 1.
Si bien el valor del coeficiente del otofio 2 no es significativo, sigue siendo la Unica estacion con
un coeficiente positivo lo cual indica que la seroprevalencia aumenta con respecto al otofio 1,

mientras que en las demas estaciones, la seroprevalencia disminuye.

Tabla 6: Coeficientes, errores estandar y valores de significancia de la variable estacion, modelo
seleccionado para explicar la seroprevalencia del SLEV en aves silvestres en relacién a las
variables de NDVI.

Coeficiente Coeficiente Error
oy . . Valor z Pr (>]z])

logaritmico exponencial estandar
(Intercept) -2.3273 0.0975 0.3704 -6.283 3.32e-10 ***
Otofio 2 0.8094 2.2465 0.4619 1.752 0.0797
Primavera 2 -0.4794 0.6191 0.5050 -0.949 0.3424
Verano 1 -0.6516 0.5212 0.5039 -1.293 0.1960
Verano 2 -1.2803 0.2779 0.5153 -2.484 0.0130 *

Cédigos de significancia: 0 “***’ 0.001 “**' 0.01 “**0.05‘"0.1°" 1

Relacion entre presencia/ausencia de Ac NT para SLEV con estacion, periodo de actividad viral
y NDVI.
El modelo que mejor explicd la presencia/ausencia del SLEV considerando las variables de

NDVI, fue el de estacion (Tabla 7). Tampoco se observé un efecto de los diferentes NDVI sobre la

presencia/ausencia de Ac NT.

Tabla 7: Modelos de Presencia/Ausencia de Ac NT para SLEV en aves silvestres en relacién a las
variables de NDVI.

Modelo g.l. AIC k AlCc dAICc w

Estacién 5 366.2478 5 372.2478 0 0.777786439
NDVImedia5000m 2 376.3928 2 375.7928 3.545  0.132151896
NDVImedia500m 2 378.7309 2 378.1309 58831  0.041054563
NDVImax5000m 2 380.3657 2 379.7657 7.5179  0.018128803
NDVImax500m 2 380.6291 2 380.0291 7.7813  0.01589178
Nulo 1 381.8346 2 380.6346 8.3868  0.011740589
Periodo 2 383.8059 2 383.2059 10.9581  0.00324593
Completo 84 463.2027 84 32342027  2861.9549 0

Especie 78 482.7329 78 2868.5329  2496.2851 0
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Nuevamente, en el modelo de estacion, se observa que en el otofio 2 hay una probabilidad

de 2,79 veces mayor de encontrar individuos con Ac NT para SLEV, que en el otofio 1 (Tabla 8).

Tabla 8: Coeficientes, errores estandar y valores de significancia de la variable Estaciéon, modelo
seleccionado para explicar la Presencia/Ausencia de Ac NT para SLEV en aves silvestres en
relacion a las variables del NDVI.

Coeficiente Coeficiente Error
. . . Valor z Pr (>]z])

logaritmico exponencial estandar
(Intercept) -2.5455 0.0784 0.3672 -6.933 4.12e-12 ***
Otofio 2 1.0277 2.7946 0.4594 2.237 0.0253 *
Primavera 2 -0.2612 0.7701 0.5026 -0.520 0.6033
Verano 1 -0.4334 0.6483 0.5016 -0.864 0.3875
Verano 2 -1.0620 0.3457 0.5130 -2.070 0.0384 *

Cddigos de significancia: 0 “***’ 0.001 “**’ 0.01 ‘*0.05‘"0.1°" 1

DISCUSION

El analisis seroldgico de los sueros de aves realizado durante este trabajo permitié detectar
la actividad enzodtica y endémica para ambos virus en un parche de espinal en la regién sur de
la Laguna de Mar Chiquita, confirmando hallazgos de trabajos anteriores. Sin embargo, se
observa una disminucién de los valores de seroprevalencia para ambos virus comparando
periodos previos correspondiente a los afios 2008-2010 y 2010-2012 (Berrén, 2014; Flores,
2015). Entre los afios 2008 y 2010 la seroprevalencia de las aves en el parche de bosque
analizado, mostré fluctuaciones en el tiempo pero con una clara tendencia alcista entre los
periodos (7,49% a 14,59% para el SLEV y de 4,81% a 12,67% para el WNV) (Berrén, 2014).
Durante los anos 2010 a 2012, la tendencia general fue la disminucién de las prevalencias para
ambos virus. En estos afios, la seroprevalencia general tanto para el SLEV como para el WNV fue
de 9,8% (Flores, 2015). En el presente trabajo, las seroprevalencias para el SLEV (Periodo 1 =
5,72% y Periodo 2 = 5,86%) fueron menores a las observadas en los afios 2010 a 2012. Lo mismo
ocurre con el WNV, el cual disminuyd su seroprevalencia con respecto a afios anteriores (las
seroprevalencias detectadas en este estudio fueron 1,34% para el periodo 1y 2,66% para el
periodo 2). Con respecto a la dindmica estacional de estos virus también se observaron
diferencias entre los mismos. El SLEV presentd un pico de actividad durante el otofio de cada

periodo. En cuanto al WNV, se observaron dos picos de actividad en el segundo periodo
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estudiado: uno en primavera y otro en otofio. Sin embargo, los valores de seroprevalencias se
mantuvieron mas bajos que los del SLEV. Estos patrones concuerdan con los hallados por Flores
(2015) para el periodo 2010-2012, donde el SLEV presentd un patrén unimodal, mientras que
para el WNV se observé una actividad bimodal con dos picos de actividad en cada periodo
(primavera-otofio), el primero a fines de invierno y el segundo en otofio con una marcada
disminucion en verano (Flores, 2015). Debido a limitaciones del muestreo no pudimos detectar
la actividad en la primavera del primer periodo.

Las variaciones estacionales observadas tanto en el periodo analizado como en los periodos
previos podrian ser el resultado de las variaciones poblacionales tipicas de los mosquitos
vectores. En ecosistemas templados con una estacionalidad térmica e hidrica, la transmisién
vectorial de los arbovirus disminuye a niveles criticos tanto asi que podria comprometer la
permanencia del arbovirus. Entre los factores que condicionan la abundancia y actividad de las
distintas especies de mosquitos a lo largo de las estaciones y de los afios, se encuentran la
temperatura, humedad relativa, precipitaciones y naturaleza fisica del habitat (Russel, 1986;
1987; Yang et al., 2008). La fluctuacién en el nivel de agua debido a inundaciones periddicas y
sequias frecuentes también puede alterar las comunidades de mosquitos (Batzer & Wissinger,
1996). En la provincia de Cdrdoba las lluvias comienzan en los meses de octubre/noviembre
(primavera), generando los primeros sitios de oviposicion para los “mosquitos de inundacién”
(como Aedes y Psorophora), y si las precipitaciones contindan y los criaderos mantienen el nivel
de agua, éstos serian reemplazados paulatinamente por mosquitos de aguas permanentes como
Anopheles, Culex y Mansonia, dando lugar a una sucesion temporal de especies (Visintin, 2012).
Este aumento progresivo de las poblaciones de mosquitos vectores provoca el primer pico de
actividad de amplificacion para arbovirus como el SLEV y WNV. Sin embargo, durante el verano,
particularmente en el mes de enero, las altas temperaturas y la disminucién de las
precipitaciones provocan la desaparicion de los sitios de cria por evapotranspiracién y la
resultante disminucién de la abundancia poblacional. Mientras que para el mes de marzo, las
lluvias regresan, generando nuevos sitios de oviposicion y cria, aumentando las poblaciones de
mosquitos vectores y amplificando la actividad arboviral. De lo descripto, se espera que las
especies de mosquitos Culex posean un patron poblacional bimodal con un pico de actividad en
primavera y un segundo pico mayor de actividad en otofio (Diaz et al., 2003; Batallan et al.,
2015). Este mismo patrén es coincidente con la aparicion de casos humanos por SLEV durante la

epidemia en Cdrdoba en el 2005 (Spinsanti et al., 2008). Debido a los numerosos factores que

29



influyen en la actividad de estos arbovirus, es de esperar que existan fluctuaciones entre
periodos, pero por lo general el pico de actividad en otofio suele ser el mas elevado.

Como se menciond anteriormente, los arbovirus en ambientes templados pueden
experimentar el riesgo de extincién debido a la interrupcion de la transmisién vectorial por los
mosquitos vectores durante la estacidn invernal. Si bien se observa una presencia constante en
todos los afios desde el 2008 al 2014, la tendencia es una disminucidn general en los niveles de
actividad. Esto podria indicar un proceso de extinciéon para ambos virus a largo plazo en este
parche de espinal. Para la ciudad de Cérdoba se han observado procesos de extincién a pequefia
escala espacial en cortos periodos de tiempo evidenciado por el intercambio de genotipos del
virus (Diaz et al., 2012). Pero ademads se han observado procesos de introduccidn y expansiéon de
la actividad viral en aves evidenciado por la aparicién de anticuerpos de un afio al otro en
numerosos sitios de la ciudad (Diaz et al., 2016). Por otro lado, la regién de Mar Chiquita es un
sitio con una compleja dinamica temporal estacional en la composicion de aves, siendo sitio
elegido por centenares de especies aviares y miles de individuos migrantes que arriban desde la
primavera. Muchas de estas especies realizan desplazamientos migratorios desde lugares
subtropicales a lugares templados, actuando como dispersores bioldgicos de virus.
Recientemente, se documenté la introducciéon del genotipo Il del virus SLE en la costa oeste de
los EEUU aportando mas evidencia a favor de las aves como dispersores (White et al., 2016; Diaz
et al.,, 2018). Existen otros mecanismos de transmisidon alternativos que contribuyen al
mantenimiento del virus en la naturaleza durante la época desfavorable. En la transmisiéon
vertical, el virus es transmitido por el vector infectado a su descendencia sin necesidad de
intervencion de un hospedador amplificador, lo cual lleva a bajas tasas de transmisién pero
adquiere importancia en dreas templadas como un mecanismo de overwinter. Este tipo de
transmisidn se observd experimentalmente para el SLEV en poblaciones autéctonas de Culex
quinquefasciatus (Flores et al., 2010). Otro mecanismo de overwinter que se ha postulado es a
través de la transmisién vectorial entre vectores y hospedadores llevada a cabo en poblaciones
de mosquitos no diapausantes. Es conocido que las poblaciones de Cx. quinquefasciatus de
Cérdoba no entran en diapausa por lo que las hembras poseen el potencial de continuar
alimentandose de vertebrados durante la época invernal (Almiron & Brewer, 1996).

Las condiciones ambientales pueden regular la ecologia del virus debido a su efecto en las
comunidades de mosquitos vectores y hospedadores aviares. El indice de vegetacién de

diferencia normalizada (NDVI) permite estimar la actividad fotosintética y por lo tanto,
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determinar fuentes de alimento para animales y habitats de posibles vectores y hospedadores.
Las diferencias estacionales en el NDVI son uno de los factores que mejor predicen la
abundancia de los mosquitos (Brownstein et al., 2002). Vergara Cid et al. (2013) detectd, en la
ciudad de Cérdoba, que la proximidad a pixeles con NDVI>0,3 se asocio a la ocurrencia de casos
humanos de infeccidn por SLEV. Estos pixeles representan importantes parches de vegetacién
donde las aves descansan, se alimentan y estan en contacto con mosquitos. Esta interaccion de
vectores y hospedadores aviares susceptibles, provee un ambiente favorable para la
amplificacién del virus. Otros autores han demostrado el mismo valor de NDVI asociado a una
mayor abundancia de Cx. interfor y Cx. quinquefasciatus, destacando de esta manera dreas con
alta probabilidad de actividad del SLEV (Batallan et al., 2015). También se ha observado la
relacion positiva con el NDVI en estudios de seroprevalencia para WNV en equinos (Calistri et al.,
2013; Bargaoui et al., 2015; Ahmadnejad et al., 2016). Sin embargo, en este estudio, las variables
de NDVI no pudieron explicar la presencia/ausencia de anticuerpos para SLEV. Esto podria
deberse a que tanto los valores como la variacién del NDVI, no se asocian al recambio estacional
de comunidades de mosquitos y aves que actian como vectores y hospedadores de estos virus.
A futuro, podria realizarse otro estudio recogiendo informacién a microescala teniendo en
cuenta la vegetacidn, composicién, estructura y caracteristicas de suelo y relieve como
potenciales sitios de cria de mosquitos.

De manera similar a lo que ocurre con un artrépodo hematéfago para que sea
considerado vector eficiente, con los vertebrados debemos conocer diferentes aspectos de su
biologia y contar con una diversidad de evidencia para poder evaluar su rol como hospedador.
Ademas de saber si se lo encuentra infectado en la naturaleza, es importante conocer si es
preferido por el mosquito vector, su abundancia y dindamica poblacional y su capacidad para
amplificar el virus en condiciones de laboratorio. Una de las diferencias mas llamativas
encontradas en este trabajo es la exposicién diferencial de las especies de aves entre los dos
virus estudiados. Podemos mencionar el ejemplo de Columbina picui (Paloma Torcacita), la cual
se encontro infectada con el SLEV en todas las estaciones durante los dos periodos analizados
con prevalencias entre 50% y 3,28%. Mientras que su exposicion al WNV fue baja (1,62%). Esta
especie ha demostrado una alta seroprevalencia para el SLEV en estudios previos de diferentes
regiones de la provincia de Cérdoba (Sabattini et al., 1998; Berrén, 2014; Flores, 2015; Diaz et
al., 2016). Sumado a esto, ha demostrado mediante inoculacién experimental, viremias lo

suficientemente altas y prolongadas como para infectar a los vectores implicados en la red de
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transmisidn para ambos virus (Diaz et al., 2011; 2018). Ademas es una de las especies mejor
representadas en el area de estudio (en este trabajo, constituyd el mayor porcentaje de
individuos analizados). Con respecto al WNV, las especies con mayor porcentaje de
seroprevalencia fueron Sicalis flaveola y A. badius. Berréon (2014) sefialé a A. badius como una de
las especies con mayor seroprevalencia para este virus en la misma zona. Sin embargo, no seria
importante en la red de transmisién debido a que los estudios de inoculacidn experimental
indican que las viremias desarrolladas por esta especie son bajas y efimeras (Diaz et al., 2011),
representando escasa importancia como aportante de virus a la red de mantenimiento vy
transmisién. Los mosquitos pueden utilizar diferentes hospedadores como fuente de alimento.
Esta preferencia alimentaria controla el flujo viral y se modifica por factores extrinsecos como la
abundancia del hospedador, la densidad del vector y/o el comportamiento defensivo de las aves
(Kilpatrick et al., 2006; Molaei et al., 2006; Thiemann et al.,, 2012). Estudios realizados en la
provincia de Cérdoba demostraron que especies del género Culex pueden alimentarse tanto de
aves como de mamiferos (Almiron & Brewer, 1995). Las diferencias observadas en el grado de
exposicion de las especies aviares a estos virus podria estar indicando la utilizacién de distintos
mosquitos vectores por parte de estos, ya que en la zona estan establecidas por lo menos 12
especies de Culex (Visintin, 2012) que podrian presentar competencias y capacidades vectoriales
diferentes.

Los resultados presentados en este trabajo han corroborado la endemicidad de estos virus
en la regidn realizando un nuevo aporte al conocimiento sobre la temporalidad de los mismos y
las especies aviares potencialmente implicadas en las redes de transmision que ocurren en el

parche del espinal.

Parte de los resultados obtenidos en este trabajo fueron presentados en la XXXVIIIl REUNION
CIENTIFICA ANUAL DE LA SOCIEDAD ARGENTINA DE VIROLOGIA, en Valle Hermoso, Cérdoba

(Argentina) en el mes de Diciembre de 2018.
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ANEXO

Tabla 1: Especies de aves analizadas en un area boscosa al sudoeste de la Laguna Mar Chiquita
desde marzo de 2013 hasta mayo de 2014. Se indica el estatus de residencia segun Giraudo et al.

(2006). Taxonomia segun Narosky e Yzurieta (2010).

N° Orden, Familia, Especie Nombre vulgar Est?tus qe N
residencia analizado
PELECANIFORMES
Ardeidae
1 Bubulcus ibis Garza Bueyera ocasional 1
FALCONIFORMES
Falconidae
2 Falco femoralis Halcon Aplomado ocasional 1
COLUMBIFORMES
Columbidae
3 Columbina picui Torcacita permanente 185
4 Leptotila verreauxi Yeruti permanente 6
5 Patagiones maculosa Paloma ala manchada permanente 1
6 Zenaida auriculata Torcaza permanente 12
PSITTACIFORMES
Psittacidae
7 Myiopsitta monachus Cotorra Comun permanente 14
CUCULIFORMES
Cuculidae
8 Coccyzus melacoryphus Cuclillo Canela estacional (eest) 1
STRIGIFORMES
Strigidae
9 Glaucidium brasilianum Caburé Chico estacional (einv) 2
PICIFORMES
Picidae
10 Colaptes melanochloros Carpintero Real comun  permanente 5
11 Dryobates mixtus Carplntero Bataraz permanente 2
chico
12 Melanerpes cactarum Carpintero del cardon permanente 10
13 Picumnus cirratus Carpinterito Comuan 1
GALBULIFORMES
Bucconidae
14  Nystalus maculatus Durmili permanente 1
PASSERIFORMES
Cardinalidae
15 Cyanoloxia brissonii Reinamora Grande Indeterminado 2
Cotingidae
16 Phytotoma rutila Cortarrama permanente 54
Furnariidae
17  Asthenes baeri Canastero Chaquefio permanente 4
18  Asthenes pyrrholeuca Canastero Coludo indeterminado 3
19  Asthenes spp. 1
20 Cranioleuca pyrrhophia Curitie Blanco permanente 4
21 Cranioleuca sulphurifera Curitie Ocraceo 1
22 Drymornis bridgesii Chinchero Grande ocasional 9
23 Furnarius rufus Hornero permanente 22
24 Lepidocolaptes angustirostris Chinchero Chico permanente 12
25 Leptasthenura platensis Coludito Copeton ocasional 2
26 Phacellodomus silbilatrix Espinero Chico ocasional 3
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Tabla 1: Continuacion

N° Orden, Familia, Especie Nombre vulgar Est?tus c!e N
residencia analizado
27 Schoeniophy'/ax Chotoy 1
phryganophilus
28  Synallaxis albescens Pijui cola parda estacional (eest) 14
29  Synallaxis frontalis Pijui frente gris estacional (eest) 7
30 Tarphonomus certhioides Bandurrita Chaquefia permanente 9
Hirundinidae
31 Progne tapera Golondrina Parda estacional (eestv) 2
Icteridae
32 Agelaioides badius Tordo Musico permanente 20
33 Molothrus bonariensis Tordo Renegrido permanente 8
34 Molothrus rufoaxillaris Tordo pico corto ocasional 2
Mimidae
35 Mimus saturninus Calandria Grande permanente 4
36 Mimus triurus Calandria Real estacional (einv) 1
Parulidae
37 Geothlypis aequinoctialis Arafiero cara negra estacional (eest) 18
38 Passerellidae
Ammodramus humeralis Cachilo ceja amarilla indeterminado 1
39 Rhynchospiza strigiceps Cachilo corona castafia  permanente 7
40  Zonotrichia capensis Chingolo permanente 22
Passeridae
41 Passer domesticus Gorridn 8
Rhinocryptidae
42  Rhinocrypta lanceolata Gallito Copetdn ocasional 1
Thamnophilidae
43 Thamnophilus caerulescens Choca Comun permanente 3
Thraupidae
44 Coryphospingus cucullatus Brasita de fuego permanente 21
45 , . Monterita cabeza
Microspingus melanoleucus permanente
negra 6
46 Microspingus torquatus Monterita de collar permanente 5
47 Paroaria coronata Cardenal permanente 18
48 Pipraeidea bonariensis Naranjero permanente 12
49 Poospiza ornata Monterita Canela 1
50 Poospiza whitii Sietevestidos Serrano estacional (eest) 1
51 Saltator aurantiirostris Pepitero de collar permanente 30
52 Saltator coerulescens Pepitero Gris Indeterminado 5
53 Saltatricula multicolor Pepitero Chico permanente 1
54 Sicalis flaveola Jilguero ocasional 21
55  Sicalis luteola Misto permanente 1
56  Sporophila caerulescens Corbatita Comun estacional (eest) 31
57 Thraupis sayaca Celestino Indeterminado 1
Troglodytidae
58 Troglodytes aedon Ratona comun permanente 14
Turdidae 19
59 Turdus amaurochalinus Zorzal Chalchanero permanente
Tyrannidae
60 Elaenia albiceps Fiofio Silbdn permanente 54
61 Elaenia parvirostris Fiofio pico corto permanente 63
62 Elaenia spp. Fiofio 24
63  Empidonomus . . . 1
. . Tuquito gris estacional (eest)
aurentioatrocristatus
64 Euscarthumus meloryphus Barullero estacional (eest) 1
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Tabla 1: Continuacién

N° Orden, Familia, Especie Nombre vulgar Est?tus qe N
residencia analizado
65 Hem/tr/Fcus . Mosqueta ojo dorado estacional (einv) 1
margaritaceiventer
66 Knipolegus aterrinus Viudita Comun permanente 1
67 Knipolegus hudsoni Viudita Chica 1
68 Knipolegus striaticeps Viudita Chaqueiia permanente 1
69 Myiarchus swainsoni Burlisto pico canela ocasional 3
70 Myiarchus tyrannulus Burlisto cola castafia 1
71 Myiophobus fasciatus Mosqueta Estriada estacional (eest) 1
72 Pitangus sulphuratus Benteveo permanente 15
73 Pyrocephalus rubinus Churrinche estacional (eest) 3
74  Serpophaga subcristata Piojito Comun estacional (eest) 1
75  Stigmatura budytoides Calandrita permanente 8
76  Sublegatus modestus Suiriri pico corto ocasional 5
77 Suiriri suiriri Suiriri Comuan 1
78 Tyrannus savana Tijereta estacional (eest) 1

Scripts de los Modelos Lineales Generalizados

- Presencia/ausencia de Ac NT para SLEV en funcién de estacién, periodo de actividad viral y
especie.

# Modelo Nulo
mO0<-glm(Z~1, family=binomial, data=AvesMC)

# Modelo de periodo
m1<-glm(Z~AvesMCSPeriodo, family=binomial, data=AvesMC)

# Modelo de estacion
m2<-glm(Z~AvesMCSEstacidn, family=binomial, data=AvesMC)

# Modelo de especie
m3<-glm(Z~AvesMCSEspecie, family=binomial, data=AvesMC)

#Modelo completo (todas las variables)
m4<-glm(Z~AvesMCSEstacion+AvesMCSPeriodo+ AvesMCSEspecie, family=binomial,
data=AvesMC)

# Valor de AIC
AIC(m0,m1,m2,m3,m4)

#Modelos candidatos (inferencia multi modelo)

Cand.models<-list(m0,m1,m2,m3,m4)

MOdI’]ames<-C(“mo",“m1“'"m2“,“m3","m4“)

print(aictab(cand.set = Cand.models, modnames = Modnames, second.ord = TRUE), digits = 3)
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- Presencia/Ausencia de Ac NT para WNV en funciéon de estacidn, periodo de actividad viral y
especie

# Modelo Nulo
m5<-glm(W~1, family=binomial, data=AvesMC)

# Modelo de periodo
m6<-glm(W~AvesMCSPeriodo, family=binomial, data=AvesMC)

# Modelo de estacion
m7<-glm(W~AvesMCSEstacién, family=binomial, data=AvesMC)

# Modelo de especie
m8<-glm(W~AvesMCSEspecie, family=binomial, data=AvesMC)

# Modelo completo (todas las variables)
m9<-glm(W~AvesMCSEstacion+AvesMCSPeriodo + AvesMCSEspecie, family=binomial,
data=AvesMC)

# Valor de AIC
AIC(m5,m6,m7,m8,m9)

#Modelos candidatos (inferencia multi modelo)

Cand.models<-list(m5,m6,m7,m8,m9)

Modnames<_c(llm5ll'llm6ll'llm7ll'llm8"'llm9||)

print(aictab(cand.set = Cand.models, modnames = Modnames, second.ord = TRUE), digits = 3)

- Seroprevalencia de SLEV en funcién de NDVI, estacion y periodo de actividad viral

# Modelo Nulo
MO<-glm(cbind(SeroSCant.pos, SeroSCant.neg)™ 1, data=Sero, family = binomial(link = "logit"))

# Modelo de periodo
M1<-glm(cbind(SeroSCant.pos, SeroSCant.neg)™ SeroSPeriodo, data=Sero, family = binomial(link
="logit"))

# Modelo de estacion
M2<-glm(cbind(SeroSCant.pos, SeroSCant.neg)™ SeroSEstacion, data=Sero, family =binomial(link
= "logit"))

# Modelo de NDVImedia 500m
M3<-glm(cbind(SeroSCant.pos, SeroSCant.neg)™ SeroSNDVImedia500, data=Sero, family
=binomial(link = "logit"))

# Modelo de NDVImax 500m
M4<-glm(cbind(Sero$Cant.pos, SeroSCant.neg)™ SeroSNDVImax500, data=Sero, family
=binomial(link = "logit"))

# Modelo NDVImedia 5000m
M5<-glm(cbind(Sero$Cant.pos, SeroSCant.neg)™ SeroSNDVImedia5000, data=Sero, family
=binomial(link = "logit"))
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#Modelo NDVImax 5000m
M6<-glm(cbind(Sero$Cant.pos, SeroSCant.neg)~ SeroSNDVImax5000, data=Sero, family
=binomial(link = "logit"))

# Valor de AIC
AIC (MO,M1,M2,M3,M4,M5,M6)

# Modelos candidatos (inferencia multi modelo)
Cand.models<-list(M0,M1,M2,M3,M4,M5,M6)
MOdnames<-C(“MO","Ml","MZ","M3"’"M4"’"M5","M6")

print(aictab(cand.set = Cand.models, modnames = Modnames, second.ord = TRUE), digits = 3)

- Presencia/Ausencia de Ac NT para SLEV en funcién de NDVI, estacién y periodo de actividad viral

# Modelo Nulo
MO<-glm(cbind(SeroSCant.pos, SeroSCant.neg)™ 1, data=Sero, family = binomial(link = "logit"))

# Modelo de periodo
M1<-glm(cbind(Sero$Cant.pos, SeroSCant.neg)™ SeroSPeriodo, data=Sero, family = binomial(link
= "logit"))

# Modelo de estacion
M2<-glm(cbind(SeroSCant.pos, SeroSCant.neg)™ SeroSEstacion, data=Sero, family =binomial(link
= "logit"))

# Modelo de NDVImedia 500m
M3<-glm(cbind(SeroSCant.pos, SeroSCant.neg)~ SeroSNDVImedia500, data=Sero, family
=binomial(link = "logit"))

# Modelo de NDVImax 500m
M4<-glm(cbind(Sero$Cant.pos,  SeroSCant.neg)~ SeroSNDVImax500, data=Sero, family
=binomial(link = "logit"))

# Modelo de NDVImedia 5000m
M5<-glm(cbind(SeroSCant.pos, SeroSCant.neg)™~ SeroSNDVImedia5000, data=Sero, family
=binomial(link = "logit"))

# Modelo de NDVImax 5000m
M6<-glm(cbind(Sero$Cant.pos, SeroSCant.neg)~ SeroSNDVImax5000, data=Sero, family
=binomial(link = "logit"))

# Valor de AIC
AIC(MO,M1,M2,M3,M4,M5,M6)

# Modelos candidatos (inferencia multi modelo)
Cand.models<-list(M0,M1,M2,M3,M4,M5,M6)
Modnames<-c("M0","M1","M2","M3","M4","M5","M6")

print(aictab(cand.set = Cand.models, modnames = Modnames, second.ord = TRUE), digits = 3)
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Script de descarga automatizada de imagenes LANDSAT 8 y capas de NDVI correspondientes

var landsat = ee.Image('LANDSAT/LC08/C01/T1_TOA/LC08_229082_20170121")

.select(['B2','B3','B4', 'B5', 'B6','B7']);
//var dem=ee.Image('USGS/SRTMGL1_003')
// Create a geometry representing an export region.
//var geometryl = ee.FeatureCollection('ft:151b_anuABqtfIpu6F30Ee42vgh7GMyc5vkfzqljT');
//print(geometryl);
//Map.addLayer(geometryl, {}, 'From Fusion Table');
//LCO8_L1TP_229081_20170918_20170929_01_T1
// Export the image, specifying scale and region.
var imageRGB = Tlandsat.visualize({bands: ['B4', 'B3', 'B2'], max: 0.35,gamma: [1.3, 1.1, 0.9]11);
Export.image.toDrive({

image: landsat,

description: 'L821Enl7',

folder:'landsats',

fileNamePrefix: 'L821Enl7"',

scale: 30,

region: geometry
b;
// Define the visualization parameters.
var vizParams = {

bands: ['B4', 'B3', 'B2'],

min: O,

max: 0.35,

gamma: [1.3, 1.1, 0.9]
};
// Center the map and display the image.
Map.addLayer(landsat, vizParams, 'area de estudio');
var ndvi = landsat.normalizedDifference(['B5', 'B4']);
Export.image.toDrive({

image: ndvi,

description: 'L821Enl7NDVI',

folder:'Tandsats',

fileNamePrefix: 'L821En17NDVI',

scale: 30,

region: geometry

b;
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