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RESUMEN 
El complejo viral Encefalitis Equina Venezolana (VEEV) emerge periódicamente causando 
brotes en algunas regiones de América. En Argentina se ha aislado Virus Río Negro (VRN), 
cepa AG80-663 (subtipo VI de EEV) de mosquitos y roedores, como también se han detectado 
anticuerpos en humanos para este subtipo y para el subtipo I. Con el objetivo de detectar 
circulación VEEV en Argentina, se capturaron mosquitos en las provincias de Chaco y 
Tucumán. Se los agrupó por especie, lugar y fecha de captura, y se les realizó detección 
genérica para alfavirus por RT-Nested PCR. Las muestras positivas fueron secuenciadas para 
posteriores análisis filogenéticos. De los 99 pools analizados en la provincia de Chaco, siete 
resultaron positivos para alfavirus: seis agruparon con VRN y uno con virus Pixuna (subtipo IV 
de EEV) (VPIX). Las Tasas Mínimas de Infección (TMI) mostraron mayor actividad viral en zona 
rural que en zona urbana. En la provincia de Tucumán se analizaron 139 pools, de los cuales 
cuatro fueron positivos. Se secuenciaron tres: dos agruparon con VRN y uno con VPIX. Las 
TMI muestran mayor actividad viral en la especie Cx. mollis. Los datos obtenidos en este 
trabajo confirman la circulación de VRN en Chaco, y demuestran la circulación de VPIX en esa 
región. En cuanto a Tucumán, esta es la primera detección de VEEV en esta provincia, 
registrándose circulación de los mismos subtipos que en Chaco. Estos resultados resaltan la 
importancia de reforzar medidas de vigilancia en la región norte de nuestro país.  
Palabras clave : alfavirus, Encefalitis Equina Venezolana, Virus Río Negro, Virus Pixuna, 
mosquitos, Argentina. 
 
 
 
ABSTRACT 
Venezuelan Equine Encephalitis complex viruses (VEEV) emerge periodically couseing 
outbrakes in some regions of America. In Argentina it has been isolated Rio Negro Virus (RNV), 
strain AG80-663 (VEEV subtype VI) from mosquitoes and rodents, as well as human antibodies 
against subtype VI and I. With the aim to detect VEEV circulation in Argentina, mosquitoes from 
Chaco and Tucumán provinces were collected. They were grouped by specie, place and date of 
collection. Each pool was tested for alphavirus detection by RT-Nested PCR. Positive samples 
were sequenced for phylogenetic analysis. From 99 pools analyzed in Chaco province, 7 were 
positive for alphavirus: 6 grouped with RNV and one with Pixuna Virus (VEEV subtype IV) 
(PIXV). Minimum Infection Rates (MIRs) show more viral activity in rural area than urban area.  
In Tucuman province, there were 139 pools analyzed. Four resulted positive, and three were 
sequenced: two grouped with RNV and one with PIXV. MIRs show more viral activity in Cx. 
mollis than the other species.  Data obtained in this work confirm circulation of RNV in Chaco, 
and show circulation of PIXV in that region. In Tucumán, this is the first detection of VEEV, with 
circulation of the same subtypes of Chaco province. These results highlight the importance of 
enhance surveillance measures on the north region of our country.   
Key words:  alphavirus, Vnezuelan Equine Encephalitis, Rio Negro Virus, Pixuna Virus, 
mosquitoes, Argentina. 
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INTRODUCCIÓN 
 
Dentro de los alfavirus aislados en América 
de importancia médico-veterinaria, se 
encuentra el complejo antigénico Encefalitis 
Equina Venezolana (EEV), que consta de 
seis subtipos (I a VI). El subtipo I, a su vez, 
posee las variedades IAB, C, D, E y F, y el 
subtipo III las variedades A, B y C. 
Epidemiológicamente se clasifican en virus 
enzoóticos y virus epidémicos/epizoóticos. 
Los primeros (subtipos ID, IE, IF y II al VI), 
son transmitidos a través de roedores 
reservorios por mosquitos en hábitats 
silvestres y ocasionalmente producen 
enfermedad en humanos. Sin embargo, 
recientemente un brote epizoótico en 
México tuvo como responsable al subtipo 
IE (1). Las cepas epidémicas/epizoóticas 
(subtipos IAB y IC) emergen 
periódicamente en regiones de América 
Central y el norte de América del Sur 
(Venezuela, Colombia, Ecuador y Perú), 
causando brotes que afectan a humanos y 
equinos con altas tasas de morbilidad y 
mortalidad (2).  
En Argentina se ha aislado la cepa AG80-
663 (subtipo VI) (actualmente denominada 
Virus Rio Negro, VRN, y que sólo circula en 
nuestro país) a partir de mosquitos (3) y de 
roedores, la cual ha sido asociada a 
enfermedad aguda febril (4). Por otra parte, 
estudios serológicos mostraron la 
presencia de anticuerpos para virus del 
subtipo I (aún no aislado en la Argentina) y 
para VRN, lo que indica que más de un 
subtipo viral enzoótico es activo en nuestro 
territorio (5).  
Con el objetivo de monitorear actividad del 
virus EEV en Argentina, se realizó 
detección del ARN viral mediante RT-
Nested PCR genérica para alfavirus en las 
provincias de Chaco y Tucumán, con 
posterior secuenciamiento de las muestras 
positivas y análisis filogenéticos de las 
mismas. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Se colectaron mosquitos en diciembre de 
2003 y desde febrero hasta abril de 2004 
en la provincia de Chaco (localidades de 
Monte Ato y Resistencia); y en los meses 
de marzo, abril, noviembre y diciembre de  
 
 
 

 
 
2005 y febrero de 2006 en la provincia de 
Tucumán (San Miguel de Tucumán), 
mediante trampas de luz tipo CDC 
complementadas con CO2. Estos 
mosquitos fueron transportados en frio 
hasta el laboratorio, donde fueron 
identificados bajo microscopio 
estereoscópico y platina refrigerada, y 
agrupados en pools de hasta 50 individuos 
por especie. Cada pool fue triturado en 
mortero frio con Medio Esencial Mínimo 
(MEM) estéril, suplementado con Suero 
Fetal Bovino (SFB) al 10% y gentamicina al 
1%, y descontaminado por centrifugación a 
10000 rpm durante 30 minutos. El 
sobrenadante fue alicuotado y conservado 
a -70ºC hasta detección viral. 
El ARN viral fue extraído con el reactivo 
Trizol (Invitrogen BRL, Life Technologies, 
Rockville, MD) de acuerdo al protocolo del 
fabricante. Posteriormente se realizó RT-
Nested PCR genérica para alfavirus, 
amplificando un fragmento de la proteína 
no estructural 4 (nsP4) (6). Las muestras 
positivas fueron purificadas utilizando el kit 
comercial Quiaquick Gel Extraction Kit 
(Quiagen, Valencia, Ca, USA) y remitidas 
para secuenciamiento directo en ambas 
direcciones. Las secuencias obtenidas 
fueron ingresadas en el banco de datos 
GenBank. Los análisis filogenéticos fueron 
construidos con el programa Mega versión 
4. Las Tasas Mínimas de Infección (TMI) 
fueron calculadas de la siguiente manera: 
TMI = número de amplificaciones virales 
por especie/número total de especímenes 
testeados de esa especie para un lugar x 
1000. 
 
RESULTADOS 
Provincia de Chaco 
Se analizaron 2057 mosquitos, agrupados 
en 99 pools, pertenecientes a 33 especies. 
Siete pools resultaron positivos para 
alfavirus: 5 de Monte Alto y 2 de 
Resistencia. Las Tasas Mínimas de 
Infección (TMI) mostraron más actividad 
viral en Monte Alto (área rural) que en 
Resistencia (área urbana) (Tabla I). Seis 
secuencias, obtenidas de Culex (Cx.) 
coronator, Cx. maxi, Psorophora (Ps.) 
cingulata, Ps. spp y Ps. varinervis,  
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agruparon con VRN (VEEV subtipo VI); y 
una, obtenida de Oclerotatus (Oc.) hastatus 
oligopistus, agrupó con Virus Pixuna (VPIX) 
(VEEV subtipo IV) (Figura 1).  
Provincia de Tucumán 
Se analizó un total de 4700 mosquitos, 
agrupados en 139 pools, pertenecientes a 
16 especies. Cuatro pools resultaron 
positivos para alfavirus: 2 obtenidos de Ae. 
(oc.) scapullaris, uno de Cx. mollis, y uno 
de Ae. aegypti. Las TMI muestran una 
actividad viral mayor en Cx. mollis que en 
las otras especies (Tabla I). Tres pools 
fueron secuenciados: 2 agruparon con VRN 
y uno con VPIX (Figura 1). 
 
DISCUSIÓN 
Estudios previos en Argentina, llevados a 
cabo en la provincia de Chaco, postulan 
Cx. (Mel.) delpontei como el principal vector 
de VRN (Mitchell et al. 1985). Los datos 
obtenidos en esta investigación muestran 
presencia de este virus en mosquitos de 
otras especies. La no detección de VRN en 
Cx. (Mel.) delpontei puede deberse a que 
se colectaron pocos mosquitos de esta 
especie, en el caso de la provincia de 
Chaco, y ninguno en la provincia de 
Tucumán, en donde no hay registros de 
circulación de la misma hasta la fecha.  
Al momento del comienzo de este estudio, 
en Argentina se conocía la circulación de 
VRN en la provincia de Chaco. Nuestros 
resultados confirman que este virus aún 
circula en la región. Sin embargo, no hay 
registros previos de detección de VPIX, 
siendo éste el primer reporte de su 
detección molecular en el país. Este virus 
fue aislado por primera vez en Belem, 
Brasil, en 1961 (7), y ha sido poco 
caracterizado. 
En cuanto a la provincia de Tucumán, 
nuestros resultados muestran por primera 
vez presencia de virus del complejo EEV 
en mosquitos de esa provincia, 
coexistiendo circulación de dos subtipos 
enzoóticos, VRN y VPIX, los mismos 
detectados en la provincia de Chaco. Esto 
es de especial importancia ya que se ha 
observado emergencia de cepas 
epizoóticas patógenas vía mutación de 
cepas enzoóticas (por interacción entre dos 
cepas o por mecanismos genéticos de 
adaptación a nuevos huéspedes) (Powers 
et al. 1997). 
Los datos informados en este trabajo 
demuestran la necesidad de desarrollar y/o  
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reforzar medidas de vigilancia 
epidemiológica para el virus EEV en la 
región norte de nuestro país, a fin de 
conocer su importancia como patógeno en 
el área, como así también intensificar 
medidas de control de vectores, no sólo 
para este virus, sino para las arbovirosis en 
general. 
Teniendo en cuenta que el VRN fue 
asociado a enfermedad aguda febril 
durante un brote humano notificado como 
posible Dengue (4) es recomendable incluir 
este virus en el diagnóstico diferencial de 
síndromes febriles. 
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Tabla I: Detecciones virales y Tasas Mínimas de Infección por especie y lugar de captura de 
mosquitos en Argentina durante 2003-2006. 

 
MA: Monte Alto, R: Resistencia, SMT: San Miguel de Tucumán 

 

 
 
Fig. 1: Árbol consenso analizando un fragmento de 174 nucleótidos (región  nsP4 de alfavirus) de las 

muestras positivas  secuenciadas y las cepas prototipo de EEV utilizando el método neighbor joining (parámetro 
destancia p).                                                                                                                                                    
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