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ABSTRACT

The West Nile Virus (WNV) belongs to the Flaviviridae family, Flavivirus genus. Its main way of
transmission is the bite from mosquitos of the genus Culex. This virus produces an illness with
characteristics similar to the flu, and can be mortal. Among the species affected we find humans,
equine and birds, being this last group of great importance due to its role in the dissemination of this
virus thanks to the their migration. The first report of this illness in humans was in Uganda (1937).
Since that moment, it is been reported in almost every continent, being one of the most important the
New York outbreak (1999-2000) because of the interoceanic migration of the virus and its rapid
dissemination inside the American continent. The virus has been isolated in different countries in
South America, but it still hasn’t been reported in Peru, where there is one of the most important bird
migration locations in the region, the Refuge of Wildlife Pantanos de Villa, hosting around 20
different migratory species every year. This refuge is especially important because it is located inside
the urban zone in Lima, and it is in close contact with the city population, which would facilitate a
probable dissemination of this virus. According to this, thirty blood samples of five different species
from the genus Larus, including migratory (L. pixpican) and resident species (L.cirrocephalus, L.
belcheri, L. dominicanus y L. modestus) were tested using ELISA essay for the detection of antibodies
against WNV, with no positive result. In conclusion, no presence of WNV has been detected in the

Refuge of Wildlife Pantanos de Villa.
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RESUMEN

El virus del Oeste del Nilo (VON) pertenece a la familia Flaviviridae, género Flavivirus. La principal
via de transmision de este virus es a través de la picadura de mosquitos del género Culex. Este virus
produce una enfermedad similar a una gripe, que puede llegar a ser mortal. Entre las especies
afectadas se encuentran los humanos, equinos y aves, siendo estas Ultimas de gran importancia debido
a su papel en la diseminacién del virus gracias a los procesos migratorios que realizan. EI primer caso
en humanos fue reportado en Uganda (1937). Desde entonces, se han reportado brotes en casi todos
los continentes, siendo uno de los brotes mas importantes el de Nueva York (1999-2000) debido a la
migracion interoceanica del virus y a su rapida dispersion por el continente americano. Se han aislado
cepas en paises de Sudamérica, pero aun no hay reportes en Peru, donde existe un sitio importante que
recibe aves migratorias, el Refugio de Vida Silvestre Pantanos de Villa, que alberga a mas de 20
especies de aves migratorias. Esta area natural protegida es especialmente importante debido a que
esta ubicado dentro de la zona urbana de Lima, por ende, esta en estrecho contacto con la poblacion de
la ciudad, lo que haria més facil una posible diseminacion del VON. Dentro de este contexto, se
tomaron muestras sanguineas de 30 aves de cinco especies diferentes del géreno Larus, entre
migratorias (L. pixpican) y residentes (L.cirrocephalus, L. belcheri, L. dominicanus y L. modestus), las
cuales fueron analizadas mediante un ensayo de ELISA para la deteccion de anticuerpos anti VON,
resultando todas negativas. En conclusion, no existe presencia de VON en el Refugio de Vida

Silvestre Pantanos de Villa.
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INTRODUCCION

El virus del Oeste del Nilo (VON) pertenece al género Flavivirus y familia Flaviviridae, que
incluye también a los virus que ocasionan el dengue, la fiebre amarilla y la encefalitis japonesa (Rossi
et al., 2010; Cabezas, 2011; Vanlerberghe y Verdonck, 2013). Mide de 45 a 50 nm (Antinoff y Chen,
2010), de estructura icosaédrica, con una capside gque encierra una cadena positiva de ARN positiva

con aproximadamente 12 000 nucle6tidos (Petersen y Roehrig, 2001; Phalen y Dahlhausen., 2004).

Segun su genoma, se divide en cinco lineas. La linea 1A es responsable de los brotes de
Norteamérica, Europa, Medio Oriente y Africa; y cursa con una enfermedad neuroldgica severa. La
linea 1B se detectd en Australia y Papla Nueva Guinea; y la linea 1C, en la India; cursan con una
enfermedad leve y autolimitante. La linea aparecio en Africa y causa signos clinicos leves (Petersen y
Roehrig, 2001; Phalen y Dahlhausen, 2004; OIE, 2013; Ziegler et al., 2013); mientras que las lineas 3,
4y 5 se aislaron en un brote en Espafia y an no han sido bien estudiados (Rossi et al., 2010; Mishra et

al., 2012; Pradier et al., 2012).

El ciclo de vida del VON involucra principalmente a mosquitos y aves (Nash et al., 2001; Sa e
Silva et al., 2013). Cuando el mosquito se alimenta de la sangre de un ave con viremia, el virus es
amplificado en las glandulas salivares del mosquito; proceso que dura aproximadamente dos semanas

y depende, al parecer, de factores como la temperatura y humedad (Pradier et al., 2012).

Un ave se infecta cuando es picada por un mosquito infectado, frecuentemente del género
Culex (Antinoff y Chen, 2010) y entra en proceso de viremia entre 2 y 7 dias segun la especie, ya que
aves del orden de los Passeriformes, Charadriiformes, Strigiformes y Falconiformes pueden

desarrollar concentraciones méas altas del virus en sangre y por mas tiempo; mientras que



Columbiformes, Piciformes y Anseriformes no lo hacen (Phalen y Dahlhausen., 2004; Hayes et al.,

2005).

Los signos clinicos varian desde la enfermedad neurolégica hasta la muerte subita, pudiendo
durar desde unas horas hasta algunos dias. Algunas aves permanecen con secuelas neurolégicas luego
de la resolucién de la enfermedad. Entre los signos encontramos ataxia, tremores, postura anormal de
la cabeza, giros y convulsiones, letargia, pérdida de apetito y de consciencia (Garmendia et al., 2001,
Phalen y Dahlhausen., 2004; Dauphin y Zientara, 2007). A la necropsia, se ha encontrado hemorragia
intradsea del craneo, meninges y del tracto gastrointestinal. También se ha reportado esplenomegalia;
isquemia cardiaca y diferentes lesiones microscopicas en cerebro, corazén, pancreas, intestinos y bazo

(Antinoff y Chen, 2010).

La infeccion puede confirmarse al aislar el virus por medio de hisopados orales o cloacales, de
cerebro, corazon, rifiones, higado, pulmones y bazo, asi como con PCR de estos tejidos o mediante
una prueba de ELISA disponible comercialmente. Los anticuerpos neutralizantes del virus son
detectados, en la mayoria de aves, dentro de los 14 dias de infeccidn, y pueden permanecer por varios

meses, incluso afios luego de la infeccion inicial (Antinoff y Chen, 2010).

En humanos, aproximadamente el 80% de las infecciones son asintomaticas, mientras que
menos del 1% de infecciones que duran alrededor de 7 dias, cursan con fiebre ligera, dolor de cabeza,
mialgias, nauseas, vomitos y escalofrios; con sarpullido en brazos, piernas y/o tronco. Algunas
personas han mostrado signos similares a los de la poliomielitis, encefalitis, meningitis y pardlisis
flacida aguda, tremores, mioclonias, inestabilidad postural, bradiquinesia y signos parkinsonianos

(Bledsoe, 2004; Rossi et al., 2010; Papa, 2013).

El primer aislamiento de VON tuvo lugar en una mujer en Uganda en 1937 (Smithburn et al.,

1940).Desde entonces, se han detectado varios brotes, siendo los mas notables los de Israel, Francia,



Sudafrica y otros paises de Europa, afectando a miles de personas, cada vez con peores signos clinicos
y mayor nimero de muertes en las especies infectadas (Tber, 1996; Hubalek y Halouzka, 1999; Asnis

et al., 2000; Komar, 2001; Pradier et al., 2012).

La relacion genética entre los virus aislados en Israel y en Estados Unidos, y la rapida
aparicion entre brotes, sugieren que el virus proviene del Medio Oriente. Algunas hipétesis sostienen
que el ingreso del VON al hemisferio occidental se debe a la migracién de aves intercontinental, su
importacion, legal o ilegal, y menos probable, la migracion de personas, mosquitos u otros animales

infectados (Rappole et al., 2000; Petersen y Roehrig, 2001; Malkinson et al., 2002).

La migracidn es un proceso gran importancia ecoldgica, cientifica y econémica (Levey y Gary
Stiles, 1994; Pérez-Tris y Santos, 2004). La propagacion del VON dentro de Estados Unidos fue desde
Nueva York hacia el norte, donde tuvo lugar un brote en primavera y principios de verano; mientras
que al sur, el brote se dio a finales de verano y en otofio; patrones que corresponden a la migracién de
aves, convirtiéndola en la teoria mas explicativa de la diseminacion del VON (Petersen y Roehrig,
2001; Komar y Clark, 2006). Luego de este brote, en sélo cuatro afios, el virus llegé a la mayoria de
Estados Unidos, sur de Canada, México y el Caribe; y de ahi al sur del continente debido a la
migracion de aves infectadas (Rappole et al., 2000; Petersen et al., 2002; Rossi et al., 2010).En
Sudamérica, aln no se sabe si el virus es autoperpetuable. Se ha detectado la presencia en suero de
antigenos contra este virus, tanto en aves como en caballos, en Colombia, Venezuela, Brasil y
Argentina, con prevalencias que van desde el 4% hasta el 16% (Mattar et al., 2005; 2011; Bosch et al.,

2007; Pauvolid-Corréa et al., 2011; Melandri et al. y Tauro et al., 2012).

Mas de 20 especies de aves migratorias llegan todos los afios a la costa peruana provenientes
de todo el continente americano (norte y sur) y los Andes (lannacone et al., 2010). Estas aves tienen
predileccidon por ciertas zonas, dentro de los cuales se encuentran los humedales ya que brindan buenas

caracteristicas climatoldgicas, alimento y descanso. En estos lugares tienen contacto con especies



residentes, pudiendo intercambiar algunos pat6genos; siendo uno de estos el Refugio de Vida Silvestre
Pantanos de Villa, nombrado sitio RAMSAR desde 1997,con especial importancia ya que es el Unico
humedal en zona urbana en Lima, y en este, se pueden observar aves migratorias y residentes
compartiendo el mismo habitat, ademas de algunas otras especies domésticas (caballos, aves de corral,
etc.), asi como asentamientos humanos en la zona de amortiguamiento de dicha area natural protegida,
haciendo més facil la transmisidn de enfermedades zoonéticas cuyo ciclo involucra tanto a aves como
mamiferos (SERNANP, 2013). Lamentablemente, su extensién ha disminuido a medida que la
urbanizacién avanza, por lo no sélo las aves son mas propensas a ubicarse en zonas urbanas, sino que
es mayor la poblacién humana expuesta a potenciales patdgenos provenientes de estas aves (Pulido,

2003; Torres et al., 2006; lannacone et al., 2010; McKenzie y Goulet, 2010; SERNANP, 2013).

A pesar que Peru cuenta con varios factores de riesgo para el establecimiento del VON como
la deteccidn de anticuerpos contra el virus en otros paises de Sudamérica, las especies de mosquitos, la
presencia de aves migratorias y residentes y su interaccién con otras especies, factores climatolégicos,
entre otras; no existen reportes de este virus en el pais. Es por esta razon, y por su importancia tanto en
la conservacién de las especies migratorias y residentes, como de la salud publica, es que se realiz6 el
presente estudio, cuyo fin fue determinar la exposicion del VON en distintas especies de gaviotas

migratorias y residentes en el Refugio de Vida Silvestre Pantanos de Villa.



MATERIALES Y METODOS

Localizacién y Tiempo del Estudio

Las muestras para el estudio fueron tomadas en el Refugio de Vida Silvestre Pantanos de Villa
ubicado en el distrito de Chorrillos, provincia de Lima, departamento de Lima (12°12°LS y

76°59"LW) (lannacone et al., 2010).

Luego de ser tomadas las muestras sanguineas, estas fueron procesadas en los laboratorios de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. El

estudio se llevd a cabo entre los meses de enero y julio de 20009.

Tipo de Estudio

Se realiz6 un estudio exploratorio.

Tamarfio de Muestra

La muestra seleccionada fue de 30 gaviotas. Dentro de las especies que estaban incluidas en la
misma, solo L.pixpican (7) es especie migratoria; mientras que L. cirrocephalus (2), L. belcheri (9), L.
dominicanus (8) y L. modestus (4) son especies residentes. ara su captura, se utilizaron 6 trampasbal-

chatri, colocadas en sitios estratégicos (Day, 1987).



Procesamiento de Muestras

Una vez que las aves fueron capturadas se procedié al examen fisico. Se tomaron muestras de
sangre, extraidas por puncion de la vena yugular o ulnar, sin exceder el 1% de su peso corporal
(Ritchie y Carter, 1995). La sangre fue almacenada en tubos estériles de colecta, colocados en forma
horizontal. Estas muestras se mantuvieron refrigeradas (caja térmica con hielo) hasta ser trasladadas al
laboratorio en el lapso del dia. Luego fueron procesadas en los laboratorios de la universidad, donde se
procedié al centrifugado de la sangre obtenida para separar el suero (10 000 rpm durante 10 min a
4°C), el cual se extrajo con una pipeta Pasteur plastica, y colocé en criotubos de plastico estéril. Los

sueros fueron conservados en congelacion hasta su procesamiento (Machain-Williams et al., 2013).

Prueba de Elisa Epitope por Bloqueo

De acuerdo Machain-Williams et al. (2013), para este procedimiento se utilizé un anticuerpo
monoclonal especifico para VON (MADb) 3.112G (Chemicon Interntional, Temecula, California, USA)
y una cobertura del antigeno preparada de cultivos celulares de Aedes albopictus infectados con VON

(C6/36).

Se cubrieron los pozos de una microplaca con 100 pl de antigeno diluido en amortiguador de
bicarbonato de sodio (50mM de bicarbonato de sodio, pH de 9.6) y el sobrenadante de cultivo celular
no infectado fue utilizado como antigeno control. Estas placas se incubaron una noche a 4°C y después
se lavaron con 250 ul de amortiguador de lavado (PBS). A cada uno de los pozo se les agregaron 200
ul de amortiguador bloqueador (PBS con 5.0% de leche en polvo descremada) y se incubaron por 40
minutos a 37°C. Luego, a cada pozo se le afiadieron 50 pl de suero de ave diluido (1:10), y se

incubaron por dos horas a 37°C (Machain-Williams et al., 2013).



Seguido a esto, los pozos de lavaron seis veces mas con 250 ul de amortiguador lavado; y se
incubaron por una hora mas a 37°C, con anticuerpo monoclonal contra la proteina NS1de VON
(3.1112G), diluido en amortiguador bloqueador (1:2000) y se agregaron a cada pozo (50ul). Después
se incubaron los pozos por una hora a 37°C. Luego las placas se lavaron y se afiadieron 50 ul de
peroxidasa de rdbano conjugada con IgG anti-ratén preparada en conejo, a una dilucion 1:2000 en
cada pozo, y otra vez se incub6 por una hora a 37°C. Posterior a esto, los pozos se lavaron nuevamente
seis veces con amortiguador de lavado. Se mezclaron volumenes iguales de ABTS {(&cido
2,2"azinobis {etilbenzitiazolino-6-solfonico)} y soluciones de peroxidasa del sistema sustrato
peroxidasa y de esta solucion se tomaron 5 ml que se afiadieron a cada pozo (KPL: Gaitheresburg,

MD).

El porcentaje de inhibicion se determiné cuando la media de densidad Gptica en los pozos que
contenian suero control era mayor de 0.3.Un valor de inhibicion >30%, se considerara indicador de la

presencia de anticuerpos virales.

Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos se llevaron a una base en el programa Micrososft Office Excel. La
informacién fue resumida en base a estadistica descriptiva, calculandose medidas de tendencia central
(media) y de dispersion (desviacién estandar, valores maximos y minimos, y el coeficiente de

variacion).



RESULTADOS

De las cinco especies de gaviotas muestreadas para esta investigacion, solo una es considerada
especie migratoria, mientras las demas son especies residentes. Ninguna de las especies en cuestion

mostré resultados positivos a la prueba de ELISA Epitope por Bloqueo, por lo que no hubo presencia

de anticuerpos contra VON en dichas aves.

Cuadro 1. Resultados de pruebas seroldgicas realizadas en especies aviares del Refugio de Vida Silvestre Pantanos de Villa

(Lima, Peru) entre enero y julio del 2009

Especie de ave Condicion Toul Seropositivos  Seronegativos
Individuos (n)

Larus pixpican Migratoria 0 7
Larus cirrocephalus Residente 0 2
Larus belcheri Residente 0 9
Larus dominicanus Residente 0 8
Larus modestus Residente 0 4

30 0 30
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DISCUSION

A pesar que VON es el unico flavivirus zoonético identificado en casi todos los continentes y
de las exposiciones de animales al virus en paises fronteras y circundantes a Perd como Venezuela,
Argentina, Colombia y Brasil (Komar y Clark, 2006; Bosch et al., 2007; Mattar et al., 2011; Pauvolid-
Corréa et al., 2011; Melandri et al., 2012; Tauro et al., 2012); asi como la presencia de vectores, aves
migratorias y residentes interactuando entre si y con otras especies domésticas, asi como factores
climatolégicos (Hayes et al., 2005) no existe literatura cientifica que compruebe la presencia de
anticuerpos contra VON ni la presencia del mismo virus en aves ni en ninguna otra especie en el Perd,

tal y como se comprueba hasta la fecha de colectadas las muestras.

Si bien es cierto, en el brote de Estados Unidos se detectaron algunas especies de gaviotas
afectadas, como Larus atricilla, L. delawarensis, L. argentatus (Garmendia et al., 2001; Phalen y
Dahlhausen., 2004; Dauphin y Zientara, 2007), no ocurrié lo mismo en el presente estudio al estudiar
estas especies, incluida una migratoria proveniente de norteamérica, L. pipixcan. A pesar que la
hipétesis mas relevante en la actualidad sobre la diseminacion del VON es la migracion de aves, y fue

tomada en consideracién para la metodologia de este estudio, existen autores que discrepan con esto.

Pradier et al. (2012) sostienen que es dificil que el virus se haya propagado mediante la
migracion debido a que el proceso de viremia, estado en la que un ave puede infectar con VON a un
mosquito, dura un promedio de 3 a 4 dias, en un rango de 2 a 7 dias maximo; mientras que una

migracion rapida dura entre 15 y 20 dias. Segun esto, existe la posibilidad que el virus ain no llegue a
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ciertas zonas del continente debido a que las aves migratorias infectadas con cepas muy virulentas
probablemente estén muy enfermas para migrar distancias muy largas; mientras que aquellas que si
logran migrar probablemente estén infectadas con cepas avirulentas, siendo estas las cepas

diseminadas (Komar y Clark, 2006).

Por otro lado, existen autores que sostienen que el proceso de migracion podria alargar la
duracion de la viremia debido a los cambios fisiopatologicos que sufren las aves durante el viaje, lo
que podria explicar la llegada del VON a Sudamérica. Komar y Clark (2006) sugieren que especies del
orden Charadriiformes, orden que ha sido reportado como afectado en un brote en Estados Unidos de
América (Garmendia et al., 2001), son candidatos elegibles para transportar el virus entre Norte y
Sudamérica debido a su largo periodo de viremia. Diaz et al. (2008) sostiene que si se logra
comprobar que especies de la familia Fumariidae son hospederos competentes, podrian cumplir un rol
importante en la diseminacion del VON en Argentina por medio de la migracion debido a su frecuente
exposicion al virus. Bosch et al. (2007) soportan la teoria de la migracion en su investigacion en
Venezuela, debido a que el establecimiento del virus, mas no la importacion, es la razén que explicaria
la variedad de seroprevalencia de VON en aves y caballos en ese pais, influenciada por los factores
ecoldgicos de las zonas afectadas, dado que el ciclo de vida de los mosquitos esta influenciado por el

climay la temperatura (Pradier et al., 2012).

La ecologia y diversidad de especies ubicadas en una sola locacion pueden afectar la
transmision del VON, ya que a mayor cantidad de especies de las cuales alimentarse, los mosquitos
ejercen un efecto de dilucion de la enfermedad (Pradier et al., 2012). Es decir, en un lugar como el
Refugio de Vida Silvestre Pantanos de Villa, en cuyos alrededores existen tanto aves migratorias que
viven en zonas endémicas de Estados Unidos de América, y como residentes, asi como especies de
aves susceptibles y resistentes al virus, hospederos finales como caballos, humanos y otros mamiferos;

existe tanta oferta de alimento para las especies de mosquito, que la carga infectiva de estos seria

12



menor, evitando asi infectar animales sanos. Es por esto que, en el caso algunos paises de Sudamérica,
el trafico de aves, tanto legal como ilegal, es una hip6tesis que estd tomando cada vez mas fuerza,

junto con el transporte de mosquitos u otros animales infectados (Pradier et al., 2012).

De las especies de aves que fueron muestreadas en este proyecto, L. pipixcan, es la Unica con
una ruta migratoria que va por todo lo largo de todo el continente americano (Burger et al., 2010). En
Norteamérica, ha sido reportada en Canada, en las provincias de Saskatchewan, Alberta, Manitoba; y
en Estados Unidos, en los estados de Oregon, Utah, Wyoming, Idaho, lowa, Dakota del Norte y del
Sur, Alaska, Kansas, California y Minnesota (Rudolph, 2011).De los estados mencionados, segun la
CDC (2016), se han reportados tanto animales como personas infectados en todos los estados con

excepcion de Alaska, lo que la convierte en una gran candidata para que ingrese el VON al Per.

Si se ha detectado la presencia de otros flavivirus relacionados al VON en Perd, como aquellos
que ocasionan el dengue y la fiebre amarilla, asi como algunas especies de mosquitos encargadas de su
transmision, lo cual puede estar menguando el potencial patégeno del VON (Bosch et al., 2007).
Ambas enfermedades mencionadas son de especial interés en este pais debido a la cantidad de
afectados que ocasionan anualmente, razén por la cual existe una gran variedad de programas, tanto
del gobierno asi como privados, dedicados a la prevencién e investigacion de estos virus y su

comportamiento (Cabezas, 2011).

El dengue es transmitido por la picadura del mosquito Aedes aegypt, el cual convive con los
humanos, y gracias a deficientes medidas de salubridad influenciadas por el nivel socio-econémico de
la poblacion susceptible, es considerado un grave problema para el control de la enfermedad (Cabezas,
2011; Vanlerberghe y Verdonck, 2013). Esta especie de mosquito, junto con algunas especies del

género Culex, como C. univittatus, C. pipiens, C. quinquefasciatus y C. tarsalis, han demostrado tener

13



transmision vertical de VON (Hayes et al., 2005; Pradier et al., 2012), lo cual es un factor importante
a considerar en la diseminacion y establecimiento del VON en el Per(, ya que las especie A. aegypt, y
C. pipiens se encuentran en la mayoria del territorio peruano, siendo especialmente importante su
presencia en los departamentos de Piura, Lima, Callao y Lambayeque (Ledn y Garcia, 2007), que son
distritos donde también se ha reportado la presencia de L. pipixcanya que se encuentran en su ruta

migratoria (Burger et al., 2010).

El VON es una enfermedad de preocupacion para la salud pablica debido a que es uno de los
virus con mayor distribucion geogréfica y diversidad ecolégica, con una gran cantidad de vectores y
formas de transmision, asi como distintos tipos de hospederos (Hayes et al., 2005; Pradier et al.,
2012). A pesar que no existen reportes en Perl de la enfermedad, si se cuenta con factores de riesgo
permanentes para el establecimiento del virus. Esto significa que se deben tomar medidas preventivas
ante esto, y los programas que existen para la prevencion del dengue y la fiebre amarilla son buenos
ejemplos a seguir (Cabezas, 2011; MINSA, 2013). A esto se le puede aumentar el monitoreo constante
no sélo de especies de aves, sino también de caballos, que al ser especies que no llegan a infectar
mosquitos por sus niveles de viremia, pero si enferman y mueren a causa del VON, son consideradas

como especies centinelas para estos casos (Mattar et al., 2011; Pradier et al., 2012).
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CONCLUSIONES

No se encontrd presencia de anticuerpos contra el Virus del Nilo en aves migratorias y
residentes muestreadas pertenecientes a las especies Larus pipixcan, L. cirrocephalus, L.
belcheri, L. dominicanus y L. modestus en el Refugio de Vida Silvestre Pantanos de Villa, en

Lima — Peru.
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RECOMENDACIONES

Aumentar el tamafio de muestra y monitorear otras especies de aves migratorias durante

diferentes estaciones del afio en el Refugio de Vida Silvestre Pantanos de Villa.

Realizar estudios de seroprevalencia en otros lugares de la costa peruana donde ocurra

interaccién entre aves migratorias y residentes.

Detectar la exposicion frente a otros Arbovirus de importancia zoondtica en aves

migratorias y residentes de. Refugio de Vida Silvestre Pantanos de Villa.

Realizar estudios para la deteccion del virus VON en mosquitos Culex hematéfagos del

Refugio de Vida Silvestre Pantanos de Villa.
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