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RESUMEN

El Virus del Oeste del Nilo (VON) fue por primera vez detectado en el continente
Americano durante una epidemia en aves en la ciudad de New York en septiembre de 1999.
Desde entonces los analisis de vigilancia de 2000 a 2002 dice que la infeccién se ha
expandido en Florida. Louisiana, Islas Caimanes y el norte de México. Sin embargo, en el
estado de Nuevo Leon, el ultimo reporte de la enfermedad fue el realizado por Elizondo et
al., 2005 y desde ese afio no existe reporte alguno sobre la situacién actual de la
enfermedad; razon por la cual se propuso el desarrollo del presente proyecto para conocer
la situacion actual de la enfermedad con los siguientes objetivos. 1.- Determinar presencia
de anticuerpos contra VON en poblaciones de equinos mediante la prueba seroldgica de
ELISA de bloqueo, 2.- Monitorear la presencia del virus en equinos durante los afios 2006
y 2007, 3.- Determinar la presencia del genoma viral de VON en mosquitos mediante la
utilizacion de la prueba molecular RT-PCR, 4.- ldentificar las especies de mosquitos
vectores de VON en los sitios de reposo de equinos. Se colectd un total de 203 muestras de
equinos en 6 localidades del estado de Nuevo Ledn, durante los afios 2006 y 2007, 62
muestras pertenecieron al afio 2006 y 141 al 2007, de las cuales se encontrd un 26% y 48%
de seroprevalencia de VON respectivamente. Respecto a los mosquitos, se colect6 un total
de 7,365 mosquitos en el afio 2007, representando 6 géneros y 15 especies los cuales fueron
agrupados en 393 pools. Dos pools identificados como Cx. spp. resultaron positivos a
VON; ambos pools fueron analizados mediante el PCR del complejo Cx. pipiens (Cx.
pipiens y Cx,. quinquefasciatus) resultando ambos negativos, sin embargo, en la colecta
fueron capturados 2 especies mas del género Cx. (Cx. erraticus y Cx. coronator) y ambas
especies han sido reportadas como positivas a VON en USA, por lo cual se concluye que
pueden existir en México, como otras especies que estén jugando un papel importante en la
transmision de la enfermedad. EI DNA de ambos pools positivos fueron secuenciados,
revelando ser idénticos a las regiones homologas de aislamientos mdultiples tanto de los
genotipos NY99 y WNO02, debido a lo cual no se pudo identificar el genotipo de VON
responsable de estas infecciones.



ABSTRACT

West Nile Virus was first detected in North America during a bird outbreak in the
New York City in September of 1999, since then the surveillance analysis from 2000 to
2002 revealed infection have been sprayed to Florida, Louisiana, Caiman Islands and the
north of Mexico. However in the state of Nuevo Leon, Mexico, the last report was done by
Elizondo et al., 2005 and since that year there is not no one report about the actual situation
of the disease, reason why we proposed the present study to know actual situation of the
disease with the next objectives. 1.- Determine the presence of WNV in horses through
blocking ELISA serologic test, 2.- Identify WNV vector mosquito species in horses resting
places, 3.- Surveillance WNV activity in 2006 and 2007, 3.- Determine the presence of
WNV viral genome in mosquitoes by means RT-PCR test, 4.- Identify mosquitoes species
in horses resting places. We collected a total of 203 horse’s serum samples in 6 localities in
the state of Nuevo Leon, Mexico during 2006 and 2007, 62 samples were from 2006 and
141 samples were from 2007 which we found a 26% and 48% of seroprevalence
respectively. About the mosquitoes, we collected a total of 7,365 mosquitoes in the 2007
year, representing 6 genera and 15 species which were put into 393 pools. Two pools
identified as Cx. spp. resulted positive to WNV, both of pool were analyzed by means Cx.
pipiens complex (Cx. pipiens y Cx,. quinquefasciatus) PCR resulting both of them
negatives, however in the collect 2 more species of Cx genera (Cx. erraticus y Cx.
coronator) were caught and both of the species have been reported like positive to WNV in
the USA, because of that we can conclude that could be other species in Mexico who are
playing an important role in the disease transmission. DNA of both pools were sequenced
revealing be identical to homologous regions from NY99 and WNO2 genotypes, reason

why we could not identified the WNV genotype responsible of this infections.



1.- INTRODUCCION

En los ultimos 25 afios aproximadamente, se ha despertado un interés particular en
estudiar a los virus emergentes asi como las formas en el que el ser humano puede alterar
su medio ambiente (Rodas, 2002). Las enfermedades ocasionadas por los virus emergentes
son aquellas de aparicion reciente, cuya prevalencia es creciente o que tienen el potencial
de aumentar su prevalencia (OPS, 2003).

El Virus del Oeste del Nilo (VON) es una enfermedad emergente en las regiones
templadas de Europa y, recientemente, en Norteamérica y se ha convertido en una amenaza
de salud publica y salud animal. La manifestacion mas seria de infeccion por Virus del Nilo
Occidental es la encefalitis fatal (inflamacidn del cerebro) en humanos y caballos, asi como
la mortalidad entre ciertos pajaros domésticos y salvajes (Secretaria de Salud, 2002; CDC,
2004).La alta viremia en aves y su duracién permite la transmision a mosquitos, y las
migraciones que éstas realizan en primavera se han sugerido como las responsables de la
introduccidn en areas no afectadas (Pefia et al., 2005).

El Virus del Oeste del Nilo (VON) fue por primera vez reconocido en el afio de
1937 después que fue aislado de la sangre de una paciente febril en el distrito West Nile en
Uganda (Komar, 2003). Hasta 1999, la distribucién geogréafica del virus fue limitada a
Africa, Medio Oriente, Australasia y el Oeste de Centro de Asia con epizootias ocasionales
y epidemias en Europa (Murgue et al., 2002; Hall et al., 2002). Pero desde el verano de
1999, la distribucion de VON se ha expandido incluyendo los estados contiguos de Estados
Unidos de Norte América y 7 provincias Canadienses tanto como México y las islas del
Caribe (Estrada Franco et al., 2003; Komar et al., 2003; Blitvich et al., 2003; Dupuis et al.,
2003; Quirin et al., 2004). Ademas de las epidemias en humanos, epizootias en caballos y
aves también fueron reportadas en agosto de 1999, en donde de los cuales fueron
reportados 25 casos de enfermedad neuroldgica en caballos en Nueva York (Komar, 2000).

La infeccién con VON ha sido documentada en una amplia variedad de especies de
mosquitos, incluyendo al menos 43 especies en Europa. En el Hemisferio Occidental, a
pesar de que se ha documentado que una gran variedad de mosquitos llevan el virus, el
género Culex parece ser clave y dominante en el mantenimiento de los ciclos locales de

transmision a través de infectar a los reservorios (Townsed et al., 2003).



Evidencia seroldgica de VON ha sido reportada en casi todos los estados Mexicanos
(Blitvich et al., 2008; Komar et al., 2006). Sin embargo, la Secretaria de Salud ha reportado
solo 7 casos de VON en México. Estos casos ocurrieron en los estados de Chihuahua (n=4),
Sonora (n=1) y Nuevo Leon (n=1) en el afio de 2003 y en Sonora (n=1) en 2004.

Muchas especies de mosquitos han sido reportados infectadas con VON en México,
incluyendo Culex nigripalpus Theobald y Cx. interrogator Dyar y Knab en el estado de
Chiapas, Cx. tarsalis Coquillet en el Estado de Baja California 'y Cx. quinquefasciatus Say
en Nuevo Ledn y Tabasco (Elizondo et al., 2005; Hidalgo et al., 2008; Medina et al., 2008;
Ulloa et al., 2009). Sin embargo, existe limitado éxito en la obtencion de aislamientos de
VON de cualquier fuente en México (Blitvich et al., 2004; Estrada et al., 2003; Elizondo et
al., 2005; Deardorff et al., 2006). Sin embargo los Gltimos aislamiento de VON en el norte
de México fueron obtenido en los Estados de Sonora y Nuevo Ledn en el afio de 2004
(Elizondo et al., 2005).

Debido a los antecedentes anteriores el presente trabajo tiene como objetivo,
monitorear la enfermedad en equinos y mosquitos para conocer la situacion actual de la

enfermedad y sus vectores.



2.- HIPOTESIS

El Estado de Nuevo Ledn se encuentra localizado al noreste de México y es un lugar
en donde actividad de Virus del Oeste del Nilo ya ha sido reportada anteriormente; motivo
por el cual se encontraran anticuerpos detectables por medio de la técnica de ELISA de
bloqgueo en equinos. De igual manera se encontrara positivo el mosquito Cx.
quinquefasciatus vector principal de la enfermedad y muy probablemente se encontraran
otras especies de mosquitos positivas al virus debido a que en la zona de muestreo se

encuentras especies que ya han sido reportadas como vectores en otros paises.



3.- OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Monitorear y diagnosticar la presencia de VON en equinos y mosquitos en el estado

de Nuevo Ledn, México.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Determinar la presencia de anticuerpos de VON en equinos mediante la utilizacion de la
prueba de ELISA de bloqueo, en el estado de Nuevo Ledn, México.

2.- Monitorear la presencia del virus en equinos durante los afios 2006 y 2007 en el estado

de Nuevo Ledn, México.

3.- Determinar la presencia del genoma viral de VON en mosquitos mediante la utilizacion

de la prueba molecular RT-PCR, en el estado de Nuevo Ledn, México.

4.- ldentificar las especies de mosquitos vectores de VON en los sitios de reposo de

equinos, en el estado de Nuevo Leon, México.



4.- ANTECEDENTES
4.1.- AREA DE ESTUDIO

El Estado de Nuevo Leon se ubica al Noreste de México colindando al Norte con
Coahuila de Zaragoza, Estados Unidos de América y Tamaulipas; al Este con Tamaulipas;
al Sur con Tamaulipas y San Luis Potosi; al Oeste con San Luis Potosi, Zacatecas y
Coahuila de Zaragoza.

La extension del territorio comprende 64 210 km?, representando el 3.3% de la
superficie del pais y tiene las siguientes coordenadas, al norte 27°49’, al sur 23°11’ de
latitud norte; al este 98°26°, al oeste 101°14” de longitud oeste.

El clima es extremoso y las lluvias escasas durante casi todo el afio y se puede
dividir en tres regiones: una calida-seca en el norte, una templada en las regiones de la
sierra y una semidesertica en el sur. La Sierra Madre Oriental influye de manera importante
en la configuracion del terreno formando las altiplanicies de Galeana y Doctor Arroyo, las
sierras de lguana, Picachos, Papagayos y Santa Clara y los valles del Pil6n, de la Ascension
y de Rio Blanco.

En cuanto a su hidrografia el rio San Juan abastece a la presa EI Cuchillo que
provee de agua a Monterrey y a su area metropolitana. También existen las presas de Cerro
Prieto, La Boca, Vaquerias, Nogalitos y Agualeguas. La laguna mas importante es la laguna
de Labradores y la depresion mas importante es el Pozo del Gavilan, ambas en el municipio
de Galeana. En cuanto flora sobresalen el matorral y los pastizales en las regiones bajas y
los pinos y los encinos en la sierras. La fauna de la region estad compuesta por 0s0s negros,
pumas, jabalies, zorros, coyotes y venados cola blanca junto con otras especies de menor
tamano (INEGI, 2000).

4.1.1.- MONTERREY Y AREA METROPOLITANA

Esta area se encuentra localizada en un valle, con una altura sobre el nivel del mar
de aproximadamente 500 m., y las montafias que la rodean la dotan de una singular belleza.
Cuenta con un clima seco estepario con precipitaciones en verano.

La zona metropolitana de Monterrey abarca los siguientes municipios: Apodaca,
Garcia, San Pedro Garza Garcia, General Escobedo, Guadalupe, Juarez, Monterrey, San

Nicolas de los Garza y Santa Catarina.


http://es.wikipedia.org/wiki/Sierra_Madre_Oriental
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Sierra_de_Iguana&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Sierra_de_Picachos&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Sierra_de_Papagayos&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Sierra_de_Santa_Clara&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Valle_de_Pil%C3%B3n&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Valle_de_la_Ascenci%C3%B3n&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Valle_de_R%C3%ADo_Blanco&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=R%C3%ADo_San_Juan_%28M%C3%A9xico%29&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Presa_El_Cuchillo&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Presa_Cerro_Prieto&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Presa_Cerro_Prieto&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Presa_de_la_Boca&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Presa_Vaquer%C3%ADas&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Presa_de_Nogalitos&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Presa_de_Agualeguas&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Laguna_de_Labradores&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Laguna_de_Labradores&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Pozo_del_Gavil%C3%A1n&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Pino
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Encino&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Oso_negro&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Puma
http://es.wikipedia.org/wiki/Jabal%C3%AD
http://es.wikipedia.org/wiki/Zorro
http://es.wikipedia.org/wiki/Coyote
http://es.wikipedia.org/w/wiki.phtml?title=Venado_cola_blanca&action=edit

4.1.2.- REGION PERIFERICA

Esta regién forma un anillo que envuelve el area metropolita. Algunos de sus
municipios pertenecen a la Sierra Madre Oriental, mientras que el resto se encuentran
distribuidos en la Llanura Costera y en la Mesa del Norte, dandole a la region una gran
diversidad climatoldgica y de paisaje.

Esta region esta conformada por los siguientes municipios: Abasolo, Cadereyta de
Jiménez, EI Carmen, Ciénega de Flores, Doctor Gonzélez, General Zuazua, Higueras.
Marin, Mina, Pesqueria, Salinas Victoria, Hidalgo y Santiago.

4.1.3.- REGION NORTE

La mayor parte de esta zona est4d comprendida por llanuras, encerradas al suroeste
por estribaciones de la Sierra Madre Oriental. Su temperatura es calida y seca la mayor
parte del afio y la mayoria de los rios en esta zona son intermitentes, llevando caudal
solamente en la época de lluvias.

Los municipios que la comprenden son: Anadhuac, Bustamante, Lampazos de
Naranjo, Sabinas Hidalgo, Vallecillo, Villaldama, Agualeguas, Los Aldamas, Cerralvo,
China, Doctor Coss, General Bravo, General Trevifio, Los Herreras, Melchor Ocampo,

Paras, Los Ramones.

4.1.4.- CITRICOLA

La region citricola, se encuentra situada cerca de la Sierra Madre Oriental, es
favorecida por un ecosistema con paisajes verdes y floridos, asi como un clima semicélido
y una precipitacion pluvial media anual de aproximadamente 1,000 mm. Gracias a ello
prospera el cultivo de citricos, especificamente la naranja, el limén y la toronja.

Los municipios que comprenden la region citricola son: Linares, Montemorelos,

Allende, Hualahuises, General Teran y Rayones.



4.1.5.- SUR

La regidn Sur es atractiva por sus densos bosques que tapizan sus montafias. Goza
de un clima fresco y agradable que contrasta con el arido y seco de otras regiones del
estado.

Esta zona estd conformada por los municipios de Aramberri, Doctor Arroyo,

Galeana, General Zaragoza, Iturbide, Mier y Noriega.

4.2.- VIRUS DEL NILO (VON) (DESCRIPCION)

El virus del Oeste del Nilo es un virus de ARN de cadena sencilla, con
sentido positivo, y pertenece al género Flavivirus, familia Flaviviridae (Petersen et al.,
2001, Campbell et al., 2002). Pertenece al serocomplejo de la Encefalitis Japonesa (JE) que
incluye a Encefalitis del Valle Murray y Encefalitis de San Luis (Petersen et al., 2001). Al
igual que los casos en humanos, las primeras aves documentadas como infectadas por el
Virus del Oeste del Nilo en el hemisferio occidental fueron identificadas en agosto del 99
en New York. Como en varios brotes en Europa, el principal vector fue identificado como
el mosquito ornitofilico Cx. pipiens Linnaeus. Méas adn, el brote en humanos ocurrio en
siete sitios urbanos cercanos a tierras humedas donde se concentraban aves migratorias,

mosquitos ornitofilicos y humanos (RTV, 2000).

La mayoria de las personas infectadas con el VON no han tenido sintomas o
padecen de manifestaciones parecidas a la influenza. Muchos se recuperan completamente
y no ven en esta enfermedad un gran peligro para la salud o la vida. La muerte ocurre
tipicamente entre el 3 - 15% de los casos, sin embargo, el promedio de epidemia hacia este
punto indica una tasa de mortalidad por encima del 10%. Las personas con alto riesgo para
la infeccion aguda y muerte, son los ancianos y los nifios y aquellos con un sistema
inmunolégico deficientes como los pacientes de VIH o los que reciben quimioterapia
(PAHO, 2001).

El ciclo bioldgico comparte un huésped no humano, aves principalmente, y un
artropodo (mosquito, garrapata) como vector primario. La mayoria de las veces el ciclo del
vector se completa Gnicamente en las aves y no se detecta hasta que los humanos entran en
contacto con el ciclo natural o el virus escapa de este ciclo con un vector secundario o

huésped vertebrado debido a algin cambio ecologico afectando entonces principalmente a
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caballos 0 humanos. El virus esta presente en las glandulas salivares e infecta las aves
durante la alimentacién de las hembras de mosquito. Se multiplica entre 1 y 4 dias
posteriores a la picadura, desarrollandose en las aves inmunidad. El virus persiste en su
organismo entre 20 y 200 dias. Si hay un namero suficiente de mosquitos, éstos mantienen
el ciclo extrinseco durante unas 2 semanas aproximadamente y se puede por tanto volver a
infectar otro huésped. Humanos, caballos y la mayoria de los otros mamiferos no presentan
elevadas viremias de forma habitual, no permitiendo normalmente el mantenimiento del
ciclo fuera del que comporta con el ave como huésped. En estos casos el virus sélo se
mantiene en sangre unos 3-6 dias, hecho que impide que fuera de este periodo el ciclo se
pueda mantener gracias a estos huéspedes intermediarios ya que la picadura ocasional de un
mosquito no obtendra sangre infectada.

Aparte de humanos y caballos, el virus ha sido aislado de forma esporédica de otros
mamiferos como varias especies de ratones, hamsteres, conejos, camellos, perros o lémures.

También se ha encontrado en ranas y caimanes (Aranda, 2003).
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Figura 1. Ciclo del Virus del Oeste del Nilo. Adaptado de
Eldridge & Edman



La enfermedad causada en humanos, se caracteriza por ser un proceso febril con
periodo corto de incubacion 3-14 dias, fiebre moderada (3-5 dias) con dolor de cabeza,
mialgia, artralgia, linfoadenopatia y en menos del 15% meningitis o encefalitis aséptica
aguda. El pico de viremia aparece a los 4-8 dias post infeccion. La recuperacion es
completa y la mayoria de casos letales (del 3 al 15%) han sido descritos en mayores de 50
afios. En animales, afecta principalmente a equinos y aves aunque en algunos otros
vertebrados se haya podido aislar el virus.

La mayoria de las infecciones humanas de VON son moderadas y los sintomas
incluyen fiebre, cefalea y dolor muscular; a menudo se presentan erupciones en la piel y
ganglios inflamados. Las infecciones mas severas pueden presentar cefalea, fiebre alta,
rigidez en el cuello, estupor, desorientacién, coma, convulsion, debilidad muscular,

paralisis y ocasionalmente la muerte (AAM, 2000).

4.3.- DISTRIBUCION DEL VON

El virus del Oeste del Nilo (VON) se aislo por primera vez en 1937 de la sangre
periférica de una mujer en el Oeste la provincia del Nilo de Uganda en Africa Central.
Desde entonces se ha reportado al virus de VON de Africa Norte (Egipto, Israel); Africa
Central, Oriental y Sur; Asia (India, Pakistan); Borneo; Europa (Chipre, Francia, Rumania)
y, el mas recientemente en los E.U.A. Las pruebas para el anticuerpo a VON sugieren que
también ha estado presente en Tailandia, las Filipinas, Malasia, Turquia, y Albania (PAHO,
2001).

Los brotes més grandes ocurrieron en lIsrael de 1950 a 1954 y en 1957; y en Africa
del Sur en 1974. En Israel, en 1957, se observé que los pacientes de mayor edad
presentaban como primer sintoma la meningoencefalitis; y esta misma como una
complicacion en los nifios y jovenes en la India. En 1962, se informd el aislamiento del
Virus del Oeste del Nilo de un caballo con encefalitis en Egipto; en el sur de Francia se han
presentado brotes en humanos y en caballos de 1962 a 1966, tanto uno como en otros han
predominado las meningoencefalitis (Secretaria de Salud, 2002).

La manifestacion mas grave de la infeccion es la encefalitis de evolucion fatal en el

hombre y el caballo, asi como la mortandad de ciertas especies de aves salvajes y
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domesticas. Otros brotes de encefalitis por VWN han ocurrido en Argelia (1994), Rumania
(1996-1997), Republica Checa (1997), Republica Democratica del Congo (1998) Rusia
(1999) e Israel (2000) (Valles et al., 2000).

4.4.- INTRODUCCION DE VON EN AMERICA

En el continente americano y antes de 1999 no se habia detectado la presencia del
virus, hasta que en Agosto de ese afio se comenzaron a detectar casos en humanos, aves y
caballos en EUA, incluyendo algunos casos fatales. Asi en 1999 estaba presente en 4
estados con 62 casos en humanos y 7 muertes (Rappole, 2000). En estas se encontraron
altos indices de mortalidad en aves, principalmente Corvus brachrhynchos (Eidson et al.,
2001). Después se encontré mayor mortalidad en aves silvestres y en cautiverio, las cuales
coincidieron con el incremento de casos humanos reportados (CDC, 1999 a, CDC, 1999 b).
El principal vector en la epidemia de la ciudad de Nueva York, fue identificado como el
mosquito ornitofilico Cx. pipiens (Nasci et al., 2001).

En 2000 se habia extendido a 13 estados con 21 casos en humanos y 2 muertes. En
2001 se llegb a 27 estados extendiéndose la enfermedad hacia el centro del pais, afectando
a 66 humanos con 9 casos de muerte. Finalmente, en 2002 practicamente todos los estados
han sido alcanzados (44) y se ha llegado a la sorprendente cifra de 4.156 casos en humanos
con 284 muertes (CDC, 2003). Ademas de los casos humanos, ocurrieron epizootias en
aves y caballos, los primeros registros de aves infectadas con el VON en el Hemisferio
Occidental ocurrieron en el mes de Agosto del 99 (Steele et al., 2000). Actualmente VON
es una enfermedad que reporta anualmente miles de casos en los Estados Unidos de Norte
América,

Hasta la fecha se ha detectado también la presencia del virus en otros paises del
continente americano como Islas Caiman en 2001, Canad4, (2002, 2003), México, (2002,
2003), Republica Dominicana (2003) y El Salvador (2003) (Pro Med Mail, 2003).
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45.- EPIDEMIOLOGIA

La Fiebre del Oeste del Nilo (West Nile Fever) forma parte del conjunto de
enfermedades conocidas con el término viriasis transmitidas por artrépodos (arboviriasis).
Desde un punto de vista filogenético, todos los arbovirus son virus RNA que se clasifican,
segun sus caracteristicas antigénicas en cuatro grandes familias: Togaviridae, Bunyaviridae,
Rhabdoviridae y Reoviridae. EIl WNV pertenece a la familia Togaviridae y al género
Flavivirus, familia flaviviridae (Valles et al., 2000).

Como en la mayoria de arboviriasis, la enfermedad producida por VON es una
zoonosis, con un reservorio animal, pajaros en este caso, y cuyo vector es un mosquito.
VON se transmite por la picadura de mosquitos de mas de cuarenta géneros diferentes, pero
con especial predileccion por los del género Culex. En Africa el vector mas aislado es
Culex univittatus, en Europa Culex pipiens y en Asia Culex quinquefascitus. Se han
descrito también como vectores a mosquitos de los generos Coquillettidia, Culiseta, Aedes
y Anopheles y en otros artropodos hematdfagos del género Ornithodoros, Ryipicephalus y
Haemophysalis. La caracteristica comun de estas infecciones es que los virus que las
producen se multiplican en artrépodos que los inoculan a un huésped vertebrado. Por tanto,
las zonas de alta prevalencia o endémicas corresponden a aquellas donde se presentan las
condiciones Optimas para la proliferacion masiva de los mosquitos vectores. Los habitos
migratorios de muchas de las especies de aves, capaces de albergar la infeccion por VON,
proporcionan al virus la oportunidad de introducirse en aquellas areas que, albergando
poblaciones estables de algun vector potencial, son refugio estacional de las aves
portadoras. Pueden transmitirse al hombre y al caballo, donde su impacto a nivel sanitario
es mayor, y a otros vertebrados como lémures o roedores, pero, por lo general, esta
transmision se produce de forma indirecta e incidental ya que ni el ser humano ni los
équidos forman parte del ciclo natural de estos virus (Valles et al., 2000).

El Virus del Oeste del Nilo (VON) se aisl6 primeramente en una persona residente
en el Distrito Nilo-Occidental de Uganda, aunque tiene una distribucion geografica muy
amplia en Africa, Oriente Medio, Rusia, Sureste Asiatico y Australia. De 1937 a 1990,
hubo brotes epidémicos, con sindrome febril moderado, en Israel y Africa, sin embargo, las
epidemias de 1996 en Rumania; 1999 en Rusia; 2000 en Israel y 2002 en Estados Unidos

de Norteamérica produjeron miles de casos humanos afectados por sindromes neurologicos

11



diversos probablemente debidos a la aparicion de una cepa nueva del VON mas virulenta, y
potencialmente mortifera. En Canada, VON fue encontrado en los pajaros de Ontario en el
2001, y al afio siguiente, la epizootia abarcé cinco provincias y hubo 400 casos humanos

registrados en Ontario y Québec (Carrada, 2004).

En Norte América, los casos humanos de VON fueron detectados por primera vez
en la ciudad de Nueva York en Agosto de 1999, y continuaron ocurriendo a niveles bajos
en 2000 y 2001 consecuentemente en un area geogréafica en crecimiento. En el afio 2002, el

numero de casos se incrementd exponencialmente. (Komar, 2003).

El descubrimiento en el afio 2000 de que VON sobrevivié en mosquitos hibernantes
del género Culex en Nueva York arrojo la esperanza de que el virus no tendria éxito en
climas templados y anunci6 la diseminacion de la enfermedad hacia el oeste. De 1999 a
2001 hubieron 149 casos de VON en humanos reportados en los Estados Unidos de Norte
Ameérica y 18 muertes. En el afio de 2002 el numero de casos reportados incrementd
draméaticamente, con 4156 casos humanos confirmados en laboratorio y 284 muertes.
Illinois, Indiana, Ohio, Michigan, Louisiana y Texas reportaron el mayor nimero de casos.
En el afio de 2003, el primer caso humano confirmando fue reportado en Carolina del Sur
en Julio 7. Para agosto de 2003, el CDC habia recibido reportes por un total de 182 casos
humanos de VON de 17 estados con 5 muertes reportadas. Al igual que en 2002, 112 casos
de 4 estados habian sido reportados. En el 2002, la mayoria de los casos ocurrieron después
de la primer semana de Agosto, y se mantuvo el mismo patron para el 2003
(Sampathkumar, 2003).

En los Estados Unidos de Norte América, cifras anuales de casos de VON durante el
periodo del afio 2002 al 2008 alcanzaron de 1356 a 9862 casos

(http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/westnile/surv&control.htm).
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4.6.- ESTRUCTURA DE VON

La familia Flaviviridae consiste de 3 géneros: Flavivirus, Pestivirus y Hepacivirus.
Los miembros de los 3 diferentes géneros estan poco relacionados pero comparten un orden
genético similar y conservan caracteristicas de las proteinas no estructurales. Los méas de 70
virus actualmente clasificados en el género Flavivirus estan subdivididos en 12 grupos
antigénicos (Brinton M., 2002).

Dentro del género Flavivirus VON ha sido seroldgicamente clasificada dentro del
complejo antigénico de la encefalitis japonesa (JE), la cual incluye los virus de JE,
Cacipacore, Koutango, Valle de Murray, Encefalitis de San Luis, Usutu y el virus Kunjin
(Campbell et al., 2002)

Los flavivirus tienen un centro icosahédrico de 30 a 35 nm de didmetro compuesto
de multiples copias de proteina de capside de 12-kDa. La cépside encierra una cadena
sencilla de RNA de polaridad positiva de aproximadamente 12,000 nucle6tidos. La cépside
esta encerrada en una envoltura derivada de una célula huésped que ha sido modificada por
la insercion de 2 glicoproteinas integrales de membrana, E (53 kDa) y prM (18-20 kDa). El
virion es de 45 a 50 nm en didmetro. Después que el virus madura, la proteina prM es
partida a proteina M (8 kDa) por una proteasa celular y la proteina M es incorporada dentro
del virion maduro. EI genoma entonces codifica 7 proteinas no estructurales (NS1,NS2a,
NS2b, NS3, NS4a,NS4b y NS5) que hacen la maquinaria de replicacion intracelular del
virus. La glicoproteina E, es la proteina estructural mas importante inmonoldgicamente, es
la hemaglutinina viral y también media la unién del virus con la célula huésped. Todos los
flavivirus estdn antigénicamente relacionados lo cual explica las reacciones cruzadas
serologicas observadas en el diagnostico de laboratorio. Los miembros del complejo de la
Encefalitis Japonesa (JE) estdn muy cercanamente relacionados por lo que a menudo se
necesitan pruebas especializadas (ensayos de neutralizacion de virus) para diferenciar el

flavivirus infectante (Petersen y Roehrig, 2001).
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Tabla 1.- Distribucién del serocomplejo de la Encefalitis Japonesa (JE) (Petersen and
Roehrig, 2001).

Virus Abreviacion por sus siglas  Localizacion Geogréfica
en Inglés

Cacipacore CPC América del Sur

Koutango KOU Africa

Encefalitis Japonesa JE Asia, Oceania, Australia

Encefalitis del Valle de MVE Australia

Murray

Alfuy Australia

Encefalitis de San Luis SLE América del Norte

América del Sur

Encefalitis del Oeste del WNV Africa,  Asia,  Europa,
Nilo América del Norte

Kunjin KUN Australia

Yaounde YAO Africa

4.7.- METODOS DE DIAGNOSTICO

La serologia continua teniendo un papel dominante en el diagnostico de laboratorio
de infecciones virales de VON (y la mayoria de otras infecciones virales) en seres
humanos. El desarrollo de anticuerpos neutralizantes virus especificos de VON entre las
fases aguda y convalecientes de la enfermedad sigue siendo la evidencia seroldgica mas
convincente de infeccion y es asociada con inmunidad a largo plazo.

Las pruebas seroldgicas pueden ser desarrolladas en suero o liquido cerebroespinal
(CSF). IgM especificas de VON puede ser detectados en suero o CSF por ELISA detectora
de IgM en al menos el 90% de pacientes sobre los 8 dias de enfermedad. Una vez que los
anticuerpos IgM apareces ellos persisten por mas de 6 meses después de la enfermedad en
la mayoria de los pacientes y puede persistir por mas de 500 dias. Por lo tanto contrario a la
mayoria de otras infecciones, la presencia de anticuerpos IgM no es indicativo de infeccion
aguda a menos que esta sea asociada con enfermedad reciente. Anticuerpos IgM no cruzan
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la barrera hematoencefalica por lo que resultados positivos sobre CSF son especificos de
infeccion CNS excepto en los casos de contaminacion de CSF con sangre durante la
puncion lumbar. Los anticuerpos IgG aparecen alrededor del séptimo dia de la enfermedad
y pueden ser detectados después de 3 semanas de la infeccién en la mayoria de los
pacientes. En infecciones agudas, titulos de 1gG pueden incrementar entre los 7 a los 21
dias después de la infeccion. Resultados seroldgicos falso-positivos pueden ocurrir en
pacientes que hayan recibido las vacunas de Fiebre Amarilla o Encefalitis Japonesa (JE) o
gue hayan sido infectados con estos virus u otros flavivirus como Dengue. Por lo tanto una
historia de viaje e inmunizacion son importantes para interpretar resultados serologicos
correctamente. También existe reaccion cruzada con Encefalitis de San Luis (SLE), la cual
ocurre ampliamente en los Estados Unidos. Resultados positivos de 1gG por ELISA pueden
ser confirmados con una prueba méas especifica, prueba de reduccion de neutralizacién de
placas (PRNT). EI RNA viral puede ser detectado en especimenes clinicos con el uso de
PCR. En un estudio de pacientes serolégicamente confirmados de enfermedad aguda de
VON, la sensibilidad del RT-PCR en CSF y suero fue de 57% y 14% respectivamente. En
WNVME ftal, VON puede ser detectado en tejido cerebral por inmunohistoquimica o PCR
y técnicas de cultivo (Sampathkumar P., 2003).

El suero IgM puede persistir por periodos largos en algunos sobrevivientes a la
encefalitis de VON. La duracion de anticuerpos IgM en CSF, o en el suero de pacientes sin
meningoencefalitis, es desconocido. En un estudio reciente de pacientes que se recuperaron
de meningoencefalitis de VON, el suero IgM fue detectable en el 77% y 60% de estas
pruebas aproximadamente 12 y 16 meses después de la aparicion, respectivamente. Por lo
tanto, en un paciente con meningoencefalitis aguda, IgM VON especifico detectado en
suero puede ser tedricamente no relacionado a la enfermedad actual. En la mayoria de las
areas de Norte América y Europa, sin embargo, tales ocurrencias son muy raras. Salvo un
error de laboratorio, un diagndstico ambiguo de la infeccion viral de VON debe hacerse a
través de el aislamiento del virus en cultivo de células o ratones recién nacidos, de muestras
de CSF, suero o tejidos, seguido por la identificacion del virus por medio IFA, usando
anticuerpos monoclonales especificos de VON. Sin embargo, aunque la viremia es
comunmente detectable en pacientes febriles de VON, especialmente durante los primeros

4 dias de enfermedad, el virus de VON raramente ha sido aislado de suero o CSF de
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pacientes con meningoencefalitis. Un numero de ensayos de amplificaciones moleculares
con incomparable sensibilidad del virus para deteccion de VON han sido reportados, pero
también existe una utilidad limitada en el diagndstico en el ser humano debido a la baja
magnitud y naturaleza pasajera de la viremia. En un estudio de pacientes con
meningoencefalitis aguda de VON confirmada, la sensibilidad del RT-PCR para detectar
acido nucleico viral de VON en suero y CSF de pacientes en fase aguda fue de un 57% y
14% respectivamente. En casos fatales de encefalitis de VON, VON puede ser detectado
rdpidamente en tejido cerebral por inmuhistoquimica o métodos de amplificacion molecular
y ocasionalmente por cultivo. Raramente, el virus VON ha sido aislado de otros érganos
solidos que tienen alta concentracion de células reticulo endoteliales (ej. higado, intestino,

pulmon y pancreas) (Campbell et al., 2002).

4.8 MIGRACION DE AVES Y DISPERSION DE VON

Las aves silvestres son importantes en salud publica debido a que ellas pueden ser
infectadas por un ndmero de microorganismos patogénicos que son transmisibles a
humanos (tabla 1). Ademas, las aves migrando a través de fronteras nacionales e
internacionales pueden llegar a ser grandes vectores para alguna bacteria, virus, parasito o
albergar algun organismo resistente a drogas. Esto crea el potencial para el establecimiento
de nuevos focos endémicos de enfermedad a través de las rutas de migracion. La temporada
de migracion de las aves silvestres es una de los fendmenos mas espectaculares de la
naturaleza. Cada otofio un estimado de 5 billones de aves, representando méas de 300
especies, migran de Norte América a Centroamérica 0 Sudamérica; una cantidad similar

viaja a través de Europa del Este hacia Africa (Reed et al., 2003).

16



Tabla 2. Infecciones zoondticas mayores de aves silvestres en Norte América

Enfermedad Microorganismo Especies de Aves
Numerosas especies (>110), Cuervos,
Encefalitis Viral Arbovirus (VON, EEE, SLE, WEE) Urracas y raptores son especies centinelas
para VON

Numerosas especies de pajaros cantores y

Enfermedad de Lyme Borrellia burgdorferi sense stricto .
aves acuaticas
Influenza Virus de la Influenza A Aves acuaticas
Salmonella spp. ) .
Enteronataencs A Numerosas especies de pajaros cantores,
patog Campylobacter jejuni gaviotas y aves acuaticas

Enterococcus glicopéptido-resistentes

Mycobacterium avium

Micobacteriosis Numerosas especies

Mycobacterium genevense
Clamidiosis Chlamydia psittaci Aves citadinas, pichones, aves de corral

La aves migratorias han sido fuertemente sospechadas como el principal huésped
introductorio de VON en las nuevas regiones por las siguientes razones: los brotes del virus
en regiones templadas generalmente ocurren durante finales del verano o inicios del otofio,
coincidiendo con la llegada de grandes concentraciones de aves migratorias (y mosquitos);
estos brotes regularmente ocurren entre humanos viviendo en &areas pantanosas o cerca de
estas areas en donde una alta concentracion de aves entran en contacto con un gran nimero
de mosquitos ornitofilicos; anticuerpos contra el virus han sido encontrados en la sangre de
muchas especies aves migratorias en Eurasia; VON ha sido aislado de algunas especies de
aves activamente migrando, viremia suficientemente larga para infectar mosquitos vectores
ha sido documentada en muchas especies de aves y la migracion causa estrés fisioldgico en
aves (el estrés ha sido demostrado que promueve inmunosupresion y aumenta la replicacion
de VON en roedores) (Rappole et al., 2000).

El brote de VON en 1999 en la ciudad de Nueva York fue inesperado y es un
recordatorio que deja en que pensar sobre el impacto que una enfermedad emergente puede
tener sobre la salud publica. Nunca antes se vio en el Nuevo Mundo, la epidemia inicial
resultara en 62 casos de encefalitis severa en humanos, incluyendo 7 muertes. Ademas una
mortalidad significante fue notada entre caballos y numerosas especies de aves residentes y
exoticas. Aunque la epidemia de 1999 fue fuertemente confinada en el area de la ciudad de

Nueva York, los siguientes afios trajo una rapida expansion del rango geogréafico del virus,
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primero a lo largo de la costa este y entonces progresivamente en el interior, alcanzando

California en solo 3 afios (Reed et al., 2003).

4.8.1 RUTAS MIGRATORIAS

Las aves migratorias de Norteamérica viajan hacia el sur a través de 4 rutas
migratorias principales

Ruta del Atlantico: basicamente la siguen las aves que anidan al noreste de
Norteamérica y vuelan hacia el sur desde la costa atlantica bien sea despegando de la costa
en el norte y cruzando el Atlantico directamente hasta Sudamérica o siguiendo la costa
hacia el sur hasta la Florida desde donde cruzan el Mar Caribe, utilizando las Antillas como
sitios de parada. Por lo general, los que usan esta ruta llegan a las costas del Noreste de
Suramérica, desde el noreste de Colombia hasta las Guyanas.

Rutas Central y del Mississippi: Recoge la mayor parte de las aves del este y centro
de Norteamérica que viajan hacia el sur para luego cruzar el Golfo de México y seguir
principalmente a lo largo de la costa Caribe centroamericana. Llegan a Sudamérica a través
del Darién y el Noroeste colombiano.

Ruta Pacifica: La siguen principalmente aves marinas y costeras (chorlos,
correlimos, gaviotas, etc.) y algunas terrestres que en general llegan solo hasta México y
Centroamérica. Basicamente sigue la costa pacifica hasta el sur de Sudamérica en varios
casos. Las condiciones ideales para la amplificacion y persistencia del virus dependen de
tres factores: aves hospederas infectadas, zancudos vectores activos y grandes cantidades de
una 0 mas especies de aves hospederas. Esto hace que las especies cuyos miembros forman
grandes bandadas durante la migracion, dormida o alimentacion cerca a humedales,

representen el mayor riesgo (Birdnature, 2002).

4.9.- EPIDEMIAS DE VON
Las infecciones por VON han sido reconocidas por muchas décadas. El virus fue
aislado por primera vez en la provincia West Nile de Uganda en 1937 de la sangre de una

mujer con fiebre y muy pronto llegé a ser reconocido como uno de los flavivirus mas

18



ampliamente dispersos en humanos, aves y mosquitos en Africa, el medio oriente y el sur
de Europa (Zeller 2004).

Las primeras epidemias de encefalitis se reportaron en Israel en los afios cincuenta y
luego en Francia entre 1962-1963, afectando tanto a humanos como caballos (Berrocal et
al., 2006). Durante los afios 50’s, un estimado de 40% de la poblacion humana en el Nilo en
Egipto fue seropositiva para el virus. La gran epidemia en humanos ocurrio en la provincia
de Cape, Sudéfrica en 1974, cuando aproximadamente 3,000 casos clinicos del virus fueron
documentados (Rappole et al., 2000).

VON también fue implicado como el causante de brotes esporadicos de enfermedad
viral leve en Africa, el Medio Oriente, Asia Occidental y Australia (subtipo virus Kunjin)
(Gould et al., 2004); siendo el responsable de grandes epidemias, como las ocurridas en
Israel en los afios 1950’s, Francia (1962), Sudafrica (1974), Rumania (1996) y Belgrado,
Rusia (1999) (Rappole et al., 2000; Lanciotti et al., 1999).

Desde los 90°s sin embargo, brotes de VON han ocurrido en Europa y Norte
América, y estos brotes recientes han sido asociados con altos rango de encefalitis viral y
otros sintomas neuroldgicos.

Antes no identificado en Norte América, la epidemia de VON fue responsable de 7
decesos humanos tanto como la muerte de cientos de aves y caballos en la ciudad de Nueva
York, New Jersey y Connecticut. Aunque el virus se disperso hacia el oeste durante los
proximo 2 afios, solamente una actividad moderada de la enfermedad fue vista hasta 2003,
cuando el nimero de casos incrementd dréasticamente y para el 2003 la epizootia se habia
dispersado a todos menos 2 de los 48 estados de EE.UU. EIl nimero de casos de VON ha
continuado incrementandose ya que para mediados de Febrero de 2004, 9,175 casos
humanos y 230 muertes fueron reportados como resultado del brote del afio 2003 (Gould et
al., 2004). Hoy en dia la infeccion se ha distribuido en todo el territorio de los Estados
Unidos (EUA), donde se han notificado més de 16,000 casos en humanos y una cifra
considerable en animales domésticos y silvestres (Hidalgo et al., 2008).

El virus VON se ha establecido en Norte América donde ha encontrado vectores
competentes, hospederos amplificadores susceptibles y mecanismos eficientes para
sobrevivir durante las temporadas frias. Se ha encontrado evidencia de su circulacién en el

Caribe, Centro América y recientemente en Colombia (Pefia et al., 2005).
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4.10.- VON EN EQUINOS

La infeccion de Virus del Oeste del Nilo (VON) en caballos y otros équidos
domesticos van desde una enfermedad asintomatica a una encefalitis fatal. Una alta
proporcion de caballos infectados desarrollan encefalitis a diferencia de los humanos.
Estudios experimentales sugieren que alrededor de un 10% de caballos infectados
desarrollan enfermedad clinica (Bunning et al., 2002). En caballos infectados naturalmente,
la infeccion de VON tipicamente causa cambios de actitud (somnolencia, indiferencia,
aprehension, depresion o hiperexcitabilidad) y signos neurolégicos incluyen fasciculaciones
musculares y paralisis de los miembros (Komar 2003).

Los caballos son mucho méas afectados por VON que cualquier otro animal
domestico; alrededor de un 40% de todos los casos de VON en caballos resulta en muerte,
aunque la mayoria de los caballos tienden a recuperarse.

El Virus del Oeste del Nilo (VON), es un flavivirus transmitido por artrépodos que
fue historicamente endémico en Africa, Oeste de Asia y el Medio Oeste. VON fue por
primera vez reconocido como causante de enfermedad dentro de los Estados Unidos de
Norte América (EE. UU) en caballos, aves y humanos en la ciudad de Nueva York en 1999.
(Tanner et al., 2006)

Para el afio 2000, VON se habia dispersado atravesando Nueva York, en 7 estados
del noreste, y aproximadamente 60 caballos fueron reportados a tener encefalitis por VON.
A finales de Verano y Otofio de 2001, VON lleg6 a ser endémico en Florida. Para
diciembre de 2001, 738 caballos fueron considerados por el Servicio de Inspeccion de
Salud Animal y Vegetal para ser confirmados como casos de encefalitis por VON en 20
estados. De 738, 550 fueron caballos en Florida y sur de Georgia, representando la mayor

parte de este brote (Porter et al., 2003).
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Tabla 3. Signos Clinicos en Caballos con encefalitis de VON (Ostlund et al., 2001).

Signo %
Ataxia 85
Debilidad de Miembros 48
Recumbencia 45
Fasciculacion Muscular 40
Fiebre 23
Labio paralizado o caido 18
Rechinido de Dientes 7
Ceguera 5

En Long Island, New York, en 1999, 25 caballos presentaron sefias clinicas de
infeccion con el virus del Nilo Occidental. Las sefias clinicas que se vieron en estos
caballos incluyeron letargia, tropiezos y falta de coordinacion, debilidad en las
extremidades, ataxia, paralisis parcial, y muerte. Por lo general no se observo fiebre. Otras
sefias que pueden indicar infeccion con el virus del Nilo Occidental en los caballos incluyen
deterioro de vision, inclino de la cabeza, convulsiones, no poder tragar, movimientos en
circulos, sobre-excitabilidad, o coma (Rey, 2001) La enfermedad en caballos Ilamada
Lourdige en francés, causa paralisis de las patas y debilidad en su forma encefalomielitica
(Aranda, 2003).

Los signos clinicos difieren entre brotes. Durante el brote en Italia y Francia la
ataxia y recumbencia fueron los principales signos (Cantile et al., 2000, Murgue et al.,
2002), en Israel y Estados Unidos los signos clinicos fueron indicativos de dafio cerebral
(Snook et al., 2001, Steinman et al., 2002).
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Fig. 2 Signologia de VON en equinos (Patas cruzadas) (Foto: Juan Lubroth, USDA).
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4.10.1 EPIZOOTIAS EN EQUINOS

Se ha encontrado evidencia serolégica de infecciones por VON en equinos en
Egipto 1956 (Taylor et al., 1956) e Israel 1960. Tres afios mas tarde se aislo el virus de una
yegua con desordenes del sistema nervioso (Murgue et al., 2002). Desde entonces el VON
ha sido reportado en Francia (Murgue et al., 2001), Portugal (Murgue et al., 2001),
Marruecos, Italia (Cantile et al., 2000), e Israel (Steinman et al., 2002).

En Octubre de 1999 , se confirmé el primer caballo infectado con Virus del Oeste
del Nilo en Nueva York, solo fue el primero de 25 mas reportados infectados y de ellos
36% murieron (Ostlund et al., 2001).

Desde su introduccion a Norte América en 1999, el VON ha causado mas de 15000
casos de enfermedad neuroldgica en caballos, y llegé a ser oficialmente endémico en 2003.
Vigilancias serolégicas demostraron su presencia en caballos en México (Blitvich et al.,
2003).

4.11.- VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE VON EN EQUINOS

El control y la prevencion del WNV estan dirigidos principalmente hacia sus
vectores y huéspedes. Esto significa una vigilancia activa de las aves para detectar posibles
mortandades entre las poblaciones salvajes que servirian como centinelas de la eventual
presencia del WNV, asi como la vigilancia activa del mosquito vector y la identificacion de
otros potenciales vectores en una zona concreta. Finalmente, es importante potenciar la
vigilancia epidemioldgica pasiva tanto en animales de granja (veterinaria) como en seres
humanos. En el ambito veterinario debe potenciarse la declaracion de enfermedades
neuroldgicas en animales, especialmente aves y caballos, estos Gltimos por ser los Unicos
mamiferos que, en su relacion con el hombre, pueden infectarlo con el WNV. En humanos
deberia implementarse la declaracion obligatoria de los casos de encefalitis y meningitis
asépticas sin diagnostico etiologico (Valles et al., 2000).

En el 2002, mas de 15,000 caballos en 40 estados fueron diagnosticados con causa
de enfermedad asociada con VON y aproximadamente una tercio de estos caballos murié o
fue eutanizado (Campbell et al., 2002).

23



La SAGARPA recibid reportes de caballos con sintomas de encefalitis de varios
Estados de México en el 2002; se tomaron muestras de suero de equinos de 14 estados, los
cuales fueron probados por ELISA. De 441 muestras 97 (22%) tuvieron anticuerpos
especificos para WNV, encontrando este virus en seis estados de México: Chihuahua,
Coahuila, Tamaulipas, Veracruz, Tabasco, y Yucatan (Estrada-Franco, et al. 2003).

Del 2001 al 2003 en El Salvador, 18 (25%) de 73 muestras de suero de equinos
estables 0 muertos tuvieron anticuerpos neutralizantes para WNV, lo que sugiere que esta
encefalitis ha extendido su rango y se esta dispersando en Centro América (Cruz, et al.
2005).

En el Estado de Nuevo Leon México en el 2003 se tomo tejido cerebral de un
caballo adulto (12 afios) muerto, el cual antes de morir presentd sintomas neuroldgicos,
mostrando una alta relacion filogenética con la cadena de WNV circundante en el area de
Texas (Blitvich, et al. 2004)

Del 2003 al 2004 en Guadalupe, una isla perteneciente al mar Caribe, 487 muestras
de equinos (437 caballos, 34 burros, 16 ponis) de los cuales 94 (19.3%) fueron
seropositivas para WNV (Lefrancois. et al., 2005).

En 2004, California se convirtié en el epicentro de la enfermedad, con 540 casos
clinicos confirmados del WNV. Todos los casos confirmados dieron resultados positivos en
laboratorios y tuvieron signos compatibles. Los casos afectaron 32 de los 58 condados de
California. Un alto porcentaje de esos caballos murieron o hubo que sacrificarlos. Solo 22
de los 540 casos habian sido completamente vacunados. En Agosto del 2004 de 431
equinos (386 caballos, 27 burros, 18 ponis), de los cuales 70 (16.2%) presentaron
anticuerpos para WNV (Lefrancois. et al., 2005).

Sueros de caballos provenientes de la Habana fueron probados para anticuerpos en
contra de WNV mediante ELISA, probaron 210 sueros, de los cuales 19 resultaron
positivos para flavivirus (9%) de los cuales cuatro fueron positivos para VON, dos
provenientes de la Habana y otros de otras provincias (Pupo, et al 2006).

En 19 estados de Guatemala, se colectaron 352 muestras de suero de caballo de
septiembre del 2003 a Marzo del 2004 para estimar la dispersion y el riesgo potencial para
la salud del WNV; las muestras fueron probadas por ELISA de Blogueo; obteniendo 149
positivas (42.3%) (Morales-Betoulle, 2006)
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4.12.- EQUINOS COMO HUESPEDES TERMINALES

Antes de 1999, VON habia sido reportado como causante de encefalomielitis en
Egipto, Francia, Marruecos, Israel e Italia. El ciclo biolégico de VON en la naturaleza se
mantiene entre mosquitos infectados y aves susceptibles; sin embargo, puede transmitirse a
una diversidad de especies, sobre todo mamiferos, reptiles y seres humanos (Hidalgo et al.,
2008).

Mientras que el virus puede infectar humanos y caballos, no hay registros de que los
caballos infectados pueden transmitir el virus a caballos no infectados u otros animales. Las
aves migratorias parecen jugar un rol mayor en la dispersion de la infeccion de VON vy esta
Ilegando a ser una de las amenazas de salud de rapido crecimiento a caballos y equinos de
toda la nacién (Galvan et al., 2005).

Estudios previos no resolvieron la pregunta de si equinos infectados con VON
producen niveles de viremia de suficiente magnitud y duracidn para infectar mosquitos
vectores; sin embargo, Schmidt y Mansoury (1963) reportaron que niveles detectables de
viremia no se desarrollaron en caballos inoculados.

En un estudio realizado por Buning et al. 2002, en donde un total de 12 caballos de
diferentes razas y edades fueron infectados con VON mediante picaduras de mosquitos del
género Aedes albopictus previamente infectados con el virus, cuando las viremias en
caballos estuvieron en su nivel mas alto, los caballos se expusieron a mosquitos para que
estos se alimentaran. Todos los mosquitos que se alimentaron de los caballos fueron
negativos. Los caballos infectados con la cepa NY99 desarrollaron niveles de viremia bajos
de corta duracion, por lo tanto, caballos infectados son poco probables que sirvan como

huéspedes amplificadores importantes para VON en la naturaleza.

4.13.- IMPACTO ECONOMICO DE VON EN EQUINOS.

El impacto econdmico de VON en la industria de los equinos es un area que no
recibe mucha atencidn, sin embargo, en los circulos académico y de salud publica, el tema
ha sido preocupante desde la aparente réapida distribucion de la enfermedad. Observando

especificamente a la industria equina, pocos estudios han sido publicados planteando el
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efecto econdmico que VON ha tenido en esta industria. Conociendo el incremento en la
diseminacion de la enfermedad y los resultados potenciales de salud en humanos y equinos,
el impacto econdémico parece ser un area importante para discutir. El estudio mas extensivo
fue realizado en Colorado y Nebraska en el afio 2002. Este fue un estudio critico un el que
fue la primera vez que los investigadores han puesto un numero cuantitativo sobre el costo
de VON en equinos. Para el periodo de estudio de 2002, Nebraska tuvo 1100 y Colorado
tuvo 378 casos de equinos reportados y confirmados, para un total de 1478 casos. Estos
nameros pueden ser bajos debido a la baja prevalencia de la confirmacion de laboratorio en
esta poblacion. El costo estimado de pérdida de ingresos debido a los caballos que no
estuvieron disponibles durante el periodo de tratamiento y recuperacion es
aproximadamente 163,000 délares. El costo atribuido a muerte o eutanasia de 432 equinos
en Colorado y Nebraska fue estimado en 600,600 ddlares. Los veterinarios encuestados se
les pidio estimaran el costo por tratamiento en casos medios, moderados y severos. Sus
estimados fueron de 200, 400 y 250 dolares respectivamente. Considerando el nimero de
casos para Colorado y Nebraska, el costo total para todos los tratamientos fue de 490,844
dolares.

El tratamiento y prevencion en poblaciones humanas y equinas has sido
frecuentemente debatidas en afios recientes. El costo de andlisis sobre la efectividad de la
vacuna contra los costos es un tema que todos los estados afectados por VON se han
preguntado. Con respecto a los costos, un promedio de tratamiento de la vacuna de 2 dosis
fue de 50 dolares. Para los propietarios de los caballos afectados en Colorado y Nebraska,
los estimados de lo que gastaron combinados resultd en 2.75 millones de délares en 2002
en prevencion. Este nimero asume que un mero 25% de la poblacion de equinos fue
vacunado.

En Texas, hay mas de un millon de caballos contabilizados por un valor de 4.2
billones de ddlares. El impacto de la industria equina sobre la economia de Texas estéa sobre
11 billones de dolares por afio. Estos son aspectos importantes que se deben de tomar en

cuenta cuando se esta tratando con una enfermedad como VON (Galvan et al., 2005).
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4.14- PRUEBA DE ELISA

La técnica se basa en dos ideas: 1. — Uno de los reactivos, antigeno o anticuerpo, es
inmovilizado por absorcion en una matriz sélida, y el reactivo absorbido es usado para
capturar anticuerpos o antigenos homologos de la muestra probada. Una enzima se
encuentra unida covalentemente a una globulina de una molécula de inmunoglobulina,
produciendo un conjunto que retiene la actividad bioquimica e inmunolégica; la exposicion
de este complejo para un adecuado rendimiento de la reaccién, y la velocidad de la reaccion
o la absorbancia final es medida por un espectrofotometro. La técnica ELISA permite la
deteccion de diminutas trazas de antigeno, esto se lleva a cabo en los hoyos de una
microplaca de poliestireno. Las enzimas que son mas frecuentemente conjugadas para la
molécula de inmunoglobulinas son fosfatasa alcalina y peroxidasa. El analisis de ELISA es
llevado a cabo por una de tres diferentes maneras, el directo, el indirecto y el método
sdndwich. (Clements, 1999).

4.15.- AISLAMIENTO Y MONITOREO DE VON EN MOSQUITOS

En el 2000 se implemento un programa de vigilancia para monitorear brotes de
WNV sobre los mosquitos, en 1999; esto se debid a los primeros brotes del WNV en
América (Area de New York y New Jersey), el programa lo empezaron en las primeras
semanas de septiembre de ese afio, y siguieron hasta el siguiente mes, los mosquitos fueron
colectados por medio de trampas de gravidez. Analizaron 32,814 mosquitos, representados
en 25 especies, y agrupados en 1,853 grupos (Cx. pipiens, 511 mosquitos, Cx.
pipiens/restuans 4,686, y Cx. restuans, 215); la identificacion del virus la realizaron por
medio de la técnica molecular de RT-PCR especifico del virus y cultivo de células Vero, y
aislaron al virus de 15 grupos de mosquitos colectados, la mayoria de los aislamientos
fueron de mosquitos Cx. pipiens (6 grupos), Cx. pipiens/restuans (7 grupos). Otros de los
virus identificados fueron del Subgrupo California, Flanders y EEE (Nasci, et al., 2001).

En Connecticut, en el periodo de Junio a Octubre del 2000 se obtuvieron 14
aislamientos de WNV de 4 especies de mosquitos (Cx. pipiens (5), Cx. salinarius, CX.
restuans (4), y Cs. melanura (3). La identificacion se realizd por RT-PCR. Analizaron
137,199 mosquitos agrupados en 9,085 grupos de 8 géneros y 32 especies. La mayoria de

los aislamientos los obtuvieron en areas donde hubo grandes densidades de mosquitos,
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ademas donde existi6 una alta tasa de mortalidad en cuervos durante el brote de 1999.y
concluyeron que Cx. restuans parecio ser el responsable de la transmision de WNV a las
aves durante el inicio del verano, Cx. pipiens empez0 a tener un papel importante en la
amplificacion del virus al final de esta temporada, Cs. melanura pudo ser importante en la
transmision del WNV a nivel de aves silvestres, y Cx. salinarius pudo haber sido el puente
entre humanos y caballos (Andreadis, et al., 2001).

Se monitoreo la prevalencia del WNV en mosquitos, en las areas donde estuvieron
capturando cuervos, en la parte este-centro de Illinois, los mosquitos fueron colectados por
trampas de luz con CO2, ademas de trampas de gravidez; este proyecto se realizd por 15
semanas entre Mayo y Septiembre del 2002; Capturaron 595 grupos de mosquitos (grupos
de 1 a 50 especimenes), que se agruparon en 10 especies, pero para el género Culex, no lo
identificaron a nivel especifico; De estos 20 grupos se encontraron positivos a WNV, esto,
entre mediados de Julio a finales de Septiembre, 18 fueron de hembras y 1 de machos de
Culex sp, y 1 de An. punctipennis (Say). 14 de los grupos los capturaron trampas de
gravidez y el resto en trampa de luz con CO2 (Yaremych, et al., 2004).

En California se aislo el WNV de mosquitos Cx. tarsalis y Cx. quinquefasciatus, en
el condado Imperial (16 grupos positivos), en Los Angeles, lo aislaron de Cx.
quinquefasciatus que se colectaron por trampas de gravidez, en septiembre del 2003, por lo
que mencionaron que este virus se pudo haber introducido a ese estado, durante Julio del
2003, En Cx. quinquefasciatus encontraron 6 grupos positivos de un total de 1, 036 de esa
localidad anteriormente mencionada; los mosquitos fueron tamizados para deteccion de
virus por medio de cultivo celular, y para deteccién del virus por medio de Taq Man
(Reisen, et al., 2004).

De Enero del 2003 a Marzo del 2004, en el condado Harris, en Texas se detecto
WNV en 400 pools de mosquitos (28 mosquitos/pool), los cuales fueron capturados por
medio de trampas de luz CDC miniatura y trampas de gravidez; se colectaron y analizaron
372,568 mosquitos y el 95% pertenecieron a Cx. quinquefasciatus. L.0s mosquitos fueron
probados para la deteccion de WNV por el inmunoensayo de captura de antigeno (EIA), y
confirmados por RT-PCR. Entre Julio y Agosto se colectaron la mayor cantidad de grupos
positivos (331), pertenecientes al mosquito mencionado (Tesh, et al., 2004).
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De Junio a Septiembre de 2003 mosquitos fueron colectados en el Ejido Francisco
Villa del Municipio de Pesqueria, Nuevo Leon, México por medio de trampas de luz CDC
cebadas con hielo seco y aspiracion mecanica en sitios de reposo en vegetacion y casas. Se
colecto un total de 2,297 mosquitos representando 4 géneros y 11 especies los cuales fueron
procesados en 238 pools. Como resultado un pool resulté positivo siendo el primer
aislamiento que se reporta en México en un pool de Cx. quinquefasciatus. (Elizondo et al.,
2005).

Otro estudio realizado en Mexicali, Baja California México; en donde se
muestrearon con trampas de CO2 y tubos de aspiracion 2,333 mosquitos distribuidos en 92
grupos desde septiembre de 2005 a agosto de 2006. Las muestras de mosquitos se
identificaron y se probaron por transcripcién inversa acoplada a la reaccién en cadena de la
polimerasa (RTPCR) agrupados por especie y por mes de colecta, con lo cual se estimé la
abundancia relativa de cada especie de mosquito por mes y la tasa de infeccion por VON.
Se identificaron 7 especies de mosquitos, tres de las cuales fueron positivas a VON: Aedes
vexans en el mes de octubre de 2005, Culex tarsalis en mayo de 2006 y C.
pipiens/quinquefasciatus en noviembre de 2005 y abril de 2006 respectivamente. La
abundancia relativa de las especies encontradas positivas fue mayor durante los meses de
primavera y otofio (Medina et al., 2008).

En el afio de 2005 fue realizado un estudio en dos zooldgicos del estado de Tabasco,
México; en donde se capturaron 1202 mosquitos que se clasificaron taxondmicamente y se
agruparon en 35 mosquitos (cuadro 1V). En un grupo de mosquitos Culex quinquefasciatus
capturados en el zooldgico Yum-K4& se detectd un fragmento de 408 pb del genoma de
VON (Hidalgo et al., 2008).

El estudio mas reciente realizado en México fue en el estado de Chiapas en el afio
2006, en donde fueron colectados mas de 32,000 mosquitos representando 13 especies y 7
géneros. Las 7 especies mas abundantes fueron seleccionadas para las pruebas de deteccién
del virus: Anopheles albimanus, An. crucians, Ochlerotatus taeniorhynchus, Cx.
interrogator, Cx. nigripalpus, Cx. coronator, and Mansonia titillans. VON fue detectado en
2 pools, 1 de Cx. interrogator 'y otro de Cx. nigripalpus (Ulloa et al., 2009).
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4.16.- TRANSMISION VERTICAL DE VON Y OTROS ARBOVIRUS

En otro estudio se colocaron hembras de laboratorio de Cx. quinguefasciatus
virgenes con machos infectados del virus de encefalitis de San Luis (SLE), cuando estas
hembras fueron probadas para deteccion del virus después de 7 a 28 dias posteriores a la
exposicién a los machos infectados, y encontr6 que el 23 y el 25%, respectivamente fueron
infectadas con este virus, de estas el 58% fueron hembras inseminadas y el 23% fueron
hembras virgenes, esto demostré que hubo transmision vertical de este virus, ademas que la
transmision venérea de machos a hembras demostrd la horizontal, por lo que concluyé que
si se encuentran a machos silvestres infectados verticalmente con SLE, podrian infectar a
las hembras (Shroyer, 1990).

A pesar que se ha detectado el WNV en Cx. pipiens en invierno (en una tasa
pequefia), los mecanismos por los cuales el virus persiste en el invierno y resurge en
primavera, con infecciones en hospederos vertebrados y vectores, permanecen
desconocidos, por lo que investigo si existe una transmision vertical, como medio de
sobrevivencia viral, por lo que en un estudio se inocularon intratoraxicamente a Cx. pipiens
y Ae. albopictus con WNV, y analizaron la progenie para la presencia del virus; de la
primera especie encontraron el virus en 2 de 1,417 mosquitos de la progenie, por lo que la
tasa de infeccién minima filial (MFIR) es de 1.4/1,000, esto a 18°C; a 26°C, fueron 4 de
1,873 (MFIR= 2.1/1,000), el titulo promedio del grupo positivo fue de 10>® unidades
formadoras de placa/ ml de virus ( Dohm, et al., 2002b).

4.17.- COMPARACION DE LOS METODOS DE DETECCION Y TRANSMISION
EXPERIMENTAL DE VON.

Se evaluo el potencial de los mosquitos de New York para transmitir el WNV, los
mosquitos que se colectaron por trampa de luz con CO2, los inocularon oralmente, dejando
que se alimentaran de pollos infectados con WNV, que aislaron de un cuervo muerto
durante los brotes de 1999; los mosquitos fueron observados dos semanas postalimentacion
para determinar la infeccion, diseminacion y tasa de transmision. Encontraron que los
mosquitos Cx. pipiens fueron susceptibles a la infeccion (81%), y de estos la tasa de
diseminacion fue del 16%, y la tasa de transmision diseminada fue de 86%, los cuales la

mayoria pudieron transmitir el virus por medio de su alimentacion (Turell, et al., 2000).
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En experimentos de las tasa de infeccidon, diseminacién y transmision para
mosquitos expuestos oralmente al WNV, estuvieron cuatro especies de Culex incluyendo a
Cx. quinquefasciatus, y una de Coquilletidia de Norte América. Para la especie mencionada
de Culex probaron 124 mosquitos, la tasa de infeccion oscilo de 50 a 94%, esto en Vero
Beach, la tasa de diseminacion fue de 5 a 22%, y la de transmision fue de 0 a 20%, por
medio de inoculacion intratéraxica encontraron un 94% de transmision (Sardelis, et
al.,2001).

En California se estudio la competencia vectorial de varios mosquitos para el WNV
, los cuales fueron infectados oralmente por alimentacion con gotas de sangre de conejo,
con WNV del brote de 1999, posteriormente a los 7 y 14 dias, inmovilizaron a los
mosquitos con trietilamina, y colocaron sus probdscide en un capilar, con una solucién de
sucrosa y FBS, y encontraron que todos los mosquitos fueron susceptibles a la infeccion,
Las tasa de infeccion de las especies de Culex y Cs. inornata que probaron a los 14 dias, se
encontraron con altas dosis de virus que oscilan de 58 a 100%, menos Cx. quinquefasciatus
de Cache Valley que fue menor al 15%; para la transmision del virus el mas eficiente que
encontraron fue Cx. tarsalis con 60% de transmision, seguido por Cx. quinquefasciatus de
Bakersfield con 52%. La misma especie de Cache Valley, se encontr6 con transmision de
<6%, por lo que se considerd un vector pobre para WNV (Goddard, et al., 2002).

Un total de 17,220 mosquitos pertenecientes al genero Culex fueron colectados en
tres sitios diferentes cercanos a el area metropolitana de Nueva York, en donde evidencia
de WNYV fue encontrada en pools de las tres localidades; pero el numero de pools positivos
vario dependiendo el sistema de deteccion usado; al comparar el RT-PCR con cultivos
celulares encontraron que el primero de estos era mas efectivo con 36 pools positivos a
comparacion de los cultivos celulares en los cuales solo encontraron 8 positivos (Nasci, et
al., 2002).

Se comparo la trascripcion inversa de la reaccion en cadena de la Polimerasa (RT-
PCR) Tag Man®, con el ensayo en placas de células Vero y el ensayo antigénico Vec
Test™ para la deteccion del RNA viral del WNV en mosquitos colectados en campo,
procedentes de Staten Island, durante la epidemia de WNYV en el 2000; estos mosquitos
fueron identificados a especies y los agruparon en pools de 50 individuos, en total probaron

10,866 especimenes, agrupados en 801 pools, y concluyeron que el ensayo de placa detecto
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el 74% de los pools positivos por RT-PCR, y el Vec Test detectd evidencia del antigeno
viral en 60% de los positivos por Tag Man, ademéas Vec Test detecto el 67% de los grupos
que contenian virus vivo detectado por el ensayo en placa de células vero (Nasci, et al.,
2002)

4.18.- CAMBIO CLIMATICO Y LAS ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR
VECTOR.

Uno de los factores en los cuales debe de prestarse atencion en cuanto al tema de
enfermedades emergentes y reemergentes, es el cambio climatico ya que este ocurre en
ciclos continuos (Loehle C., 2004). El cambio climatico puede atribuirse tanto a causas
naturales y antropogénicas. Modelos han indicado que el cambio climatico es el resultado
de tanto de variabilidad climatica natural como fuerzas antropogénicas. Estos modelos
indican que durante la primera mitad del siglo 20 fue debido a la variabilidad natural del
clima mientras que la segunda mitad del siglo 20 fue debido a la influencia humana.
Fuerzas antropogenicas en la segunda mitad del siglo 20 condujeron a cambios en la
temperatura, incluyendo cambios totales en la temperatura media tanto como cambios en el
gradiente de temperatura entre las regiones del norte y del sur, contrastes de temperatura
entre tierra y océano y redujo de temperatura diaria (Karoly D. et al., 2003). Sin embargo,
otros estudios indican que aun no es posible distinguir entre causas naturales y
antropogénicas y ambos contribuyen al cambio climatico (Tett SFB. et al., 2002).

Los procesos ecoldgicos son influenciados por el clima, la variacion en el clima
tiene tanto influencias directas como indirectas sobre los procesos ecologicos. Las
influencias directas envuelven cambios en la fisiologia del organismo incluyendo procesos
reproductivos y metabdlicos mientras que la influencia indirecta envuelve cambios en el
ecosistema y la relacion entre presa, predadores y participantes (Stenseth NC. et al., 2002).

El clima afecta la distribucion de las enfermedades transmitidas por vector mientras
que el tiempo afecta la coordinacion e intensidad de los brotes de estas enfermedades. El
clima afecta la distribucién de los vectores, tales como mosquitos a areas mientras donde
las temperaturas permanecen en cierto rango, estos climas limitan el rango de las

enfermedades transmitidas por estos vectores. El tiempo tal como la temperatura y
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precipitacion, afecta le biologia de los vectores. Eventos extremos en el tiempo como
huracanes, no solo infligen dafios y muerte sobre el area sino también contribuyen a los
brotes de muchas enfermedades, especialmente enfermedades transmitidas por mosquitos
(Gubler et al., 2001).

El clima, ecologia del vector y la economia social econémica varian mundialmente
y por lo tanto las enfermedades transmitidas por vector exponen variaciones regionales. En
los trépicos y subtrépicos, malaria y dengue son algunas pocas de las enfermedades
transmitidas por vectores mas comunes. En Europa y los Estados Unidos, enfermedad de
Lyme tanto como varias encefalitis virales son las mas importantes. De hecho, en algunas
areas, la transmision de las enfermedades transmitidas por vector puede actualmente ser
reducidas cuando las temperaturas exceden el maximo rango para los vectores. Esto se ha
visto en Senegal, donde la prevalencia de malaria ha caido mas del 60% y el vector
predominante ha desaparecido virtualmente de las areas en los ultimos 30 afios.

Las enfermedades transmitidas por vectores estan dentro de las enfermedades en las
cuales hay mas preocupacion debido a que los mosquitos son extremadamente sensibles a
las condiciones climéticas. Condiciones de frio limitan el rango de los mosquitos y la
transmision de las enfermedades. Alternativamente condiciones calidas, tales las que
pueden ser producidas por el calentamiento global, causan que el ciclo de transmisién de la
enfermedad ocurre mas rapidamente debido al incremento tanto del rango del desarrollo
larval y el periodo extrinseco de incubacion de la enfermedad. Esto en su momento podrian
incrementar la velocidad de la distribucion epidémica de la enfermedad (asumiendo que
existe el agua adecuada para criaderos de mosquitos continuos) (Shope el al., 1991).
Ademas al incrementar la temperatura, el calentamiento global podria conducir a
intensificar las inundaciones a través de las cuales crearan sitios de criaderos para
mosquitos.

Aunque el calentamiento global por si mismo indudablemente tiene efectos
significantes sobre las enfermedades transmitidas por vector, la mayor transmision de estas
enfermedades pueden ser influenciadas mas por el variabilidad climéatica incrementada
asociada con el calentamiento. Los vectores de enfermedades, especialmente mosquitos
vectores, son muy diversos en su biologia, con algunas especies prefiriendo climas

extremadamente humedos y otras prefiriendo climas extremadamente secos. La variabilidad
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climatica incrementada podria potencialmente conducir a incrementar la variabilidad en las
comunidades de mosquitos y de este modo en las enfermedades transmitidas por estas
diferentes especies.

Las enfermedades transmitidas por vectores han sido demostradas a ser afectadas
por condiciones climéticas atipicas. Enfermedades transmitidas por mosquitos tales como
encefalitis de San Luis (SLE) crecen en condiciones célidas de invierno seguidas por
veranos calientes y humedos. Estas condiciones han sido demostradas que facilitan la
emergencia de nuevas enfermedades en los Estados Unidos cuando VON aparecié por
primera vez en la ciudad de Nueva York en 1999. Similarmente, hantavirus comenz6 a
aparecer en humanos a inicios de 1990 debido a largos periodos de sequia interrumpidos
por lluvias intensas (Epstein PR., 2000).

Una enfermedad transmitida por vectores de particular preocupacion es la malaria;
el rango geografico de malaria es pequefio que su rango potencial se basa en la distribucion
de las poblaciones del vector, un fenémeno referido como “Anofelismo sin malaria”.
Modelos de riesgo de malaria indican que estas areas, en las cuales vector existe pero la
transmision de malaria es limitada por la temperatura, son areas en las cuales el incremento
en la transmision de malaria puede ocurrir en el futuro con el incremento en la temperatura
debido al cambio climético.

El rango de la fiebre de dengue también se esta expandiendo. Previamente limitada
en este rango por los 10 °C de invierno y una elevacion de 1000 m, la enfermedad ahora ha
sido detectada a los 1700 m en México y el vector de la enfermedad ha sido encontrado a
los 2200 m en Columbia. Modelos climéaticos con dengue han demostrado que el potencial
epidémico se incrementa con un pequefio incremento en la temperatura, indicando que
dengue podria extenderse y mantenerse en poblaciones vulnerables con pocos mosquitos.
Ademas zonas marginales (regiones no endémicas limitando con areas endémicas) que
constan tanto de poblaciones humanas susceptibles y el vector, pero la transmision es
limitada por la temperatura. Brotes de dengue en estas areas pueden ser mas severos debido
a que las poblaciones carecen de inmunidad antes de la exposicion (Patz et al., 1998).

En un estudio realizado en San Antonio, Texas, se encontrd que el tiempo de
incubacién del virus de la Encefalitis San Luis en Cx. quinquefasciatus, desde la infeccion

hasta la transmision por medio de la alimentacion del mosquito, tuvo una relacion con la
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temperatura, y dentro el rango de 20 — 30°C, expresado por la ecuaciéon (T-17) D=109,
donde T= temperatura y D= Dias, similar a esto encontrdé que el tiempo de digestion de la
comida de sangre entre 10 a 30°C, pudo calcularla la ecuacién de (T-5) D=50. la razon
entre los tiempos de incubacion del virus y la digestion de sangre, revelan que la
temperatura optima es de 30°C, la sobrevivencia de los mosquitos, bajo las condiciones
experimentales para completar la incubacion también fue optima a esa temperatura anterior,
pero es adverso a 37°C, con una humedad relativa asociada de 37% (Hurlbut, 1973).

Se ha mencionado que la temperatura puede afectar la habilidad de los mosquitos
para transmitir arbovirus, sin embargo observaron que estos resultados no son muy
palpables entre los virus y las especies de mosquitos, por lo que evaluaron el efecto de la
temperatura de incubacion en la habilidad de Cx. pipiens, colectados durante el brote en
New York,1999, para transmitir WNV que obtuvieron de cuervos muertos durante los
brotes, los mosquitos se alimentaron de pollos virémicos, y la tasa de infeccion se relaciono
directamente con la temperatura de incubacion, a 30°C, el virus se recuper6 de 98% de los
mosquitos probados, la infeccidn diseminada la detectaron a los 4 dias post-alimentacion, y
mas del 90% tuvieron la infeccion a los 12 dias de haberse alimentado, En contraste en los
mosquitos incubados al8°C, la diseminacion de la infeccion la detectaron a los 25 dias
post-alimentacion infectiva, y a 28 dias, menos del 30% tuvieron la infeccidn diseminada;
entre 20 - 26°C, fueron los resultados intermedios, por lo que concluyeron que la
temperatura ambiental se debe de considerar cuando se evalla la competencia vectorial de
los mosquitos sobre los modelos de riesgo de transmision del WNV en la naturaleza
(Dohm, et al., 2001, Dohm, et al., 20023).

Sin embargo, los principales factores en la erradicacion de malaria, dengue y otras
enfermedades transmitidas por mosquitos son cambios humanos en el estilo y condiciones

de vida.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1.- AREA DE ESTUDIO

Los equinos fueron muestreados en 6 municipios del Estado de Nuevo Ledn,
México. Los municipios de Cadereyta, Montemorelos, Pesqueria y Juarez fueron
muestreados en el afio 2006 y los municipios de Cadereyta, Pesqueria, Monterrey y
Santiago en el afio de 2007. Los mosquitos fueron colectados en el ejido Francisco Villa,
municipio de Pesqueria, que se encuentra localizado a 30 kilometros al noreste de la ciudad
de Monterrey, en el estado de Nuevo Ledn, México (25° 42’ 11.9”” Ny 100° 00’ 14.0”” W).

Fig. 4.- Localizacion del &rea de muestreo
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5.2.- MUESTREOS EN CABALLOS

Se realizaron muestres en los meses de Abril, Junio y Agosto en el afio 2006 y en
los meses de Septiembre y Octubre en el afio 2007. Los muestreos consistieron en recorrer
todo el municipio buscando caballos los cudles fueron sangrados. Todos los caballos

muestreados fueron no vacunados, asintomaticos y no tenian antecedentes de enfermedad.

5.2.1.- TOMA DE MUESTRAS

La toma de muestras en equinos se realizd mediante puncién de la vena yugular
utilizando agujas hipodérmicas nimero 20GX1.5” con jeringas de 5 ml, una vez obtenida la
muestra se depositaron en tubos vacutainer de 5ml con heparina, posteriormente se
depositaron en hielo para su transportacion al laboratorio de Entomologia Médica de la

Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL.

5.3.- MANEJO DE MUESTRAS

Una vez que las muestras fueron transportadas al laboratorio fueron centrifugadas a
10,000 rpm durante 10 minutos para obtener solo el suero (sobrenadante), el cual fue
colocado en tubos eppendorf y se descarto el paquete celular, una vez terminado este paso
fueron congelados para la posterior realizacion de la prueba de ELISA de blogueo.

5.4.- TECNICA DE ELISA DE BLOQUEO

Para el procesamiento de las muestras se utilizé la prueba de ELISA de bloqueo
descrita por Hall y modificada por Blitvich (Blitvich et al., 2003).

El primer paso de la prueba es la Sensibilizacion de la placa, que consiste en cubrir
los 60 pozos internos de una placa de ELISA (placa de 96 pozos no tratada con cultivo de
tejido, fondo plano) con 100 pl de antigeno diluido en una solucién de carbonato-
bicarbonato a una dilucion 1:200; una vez cubierta la placa se deja incubar toda la noche
dentro del refrigerador a 4 °C.

El antigeno es preparado de células de mosquitos infectadas con VON (células
C6/36 0 ATC-15).
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La solucion carbonato-bicarbonato consiste en 50mM de Carbonato de Sodio (5.3
gr), 50mM de Bicarbonato de Sodio (4.2 gr), se ajusta el pH a 9.6 con acido clorhidrico y se
almacena a 4 °C.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién las placas fueron lavadas 4 veces con
solucién PBS (phosphate buffered saline pH 7.5) +0.1% de Tween 20 agregando 200 ul por
cada pozo. Después de lavar las placas se agrego el buffer de blogueo que consiste en PBS
+ Tween 20 + 5% de leche en polvo sin grasa (este buffer también se almacena a 4 °C) y se
incuba a 37 °C durante 1 hora; posteriormente de la misma manera que en el paso anterior
se procedi6 a lavar la placa 4 veces con solucion PBS.

Después de lavar las placas se diluyeron las muestras de suero 1/10 obteniendo un
volumen final de 60 pul de los cuéles se agregd 50 pul en cada pozo. Todas las diluciones de
los sueros se prepararon en otra placa de 96 pozos durante el paso de 1 hora de blogueo de
esta manera la transferencia a la otra placa fue més fécil utilizando una pipeta multicanal.

En cada placa se incluy6 un grupo de controles positivos (suero infectado con VON)
y un grupo de controles negativos (sueros no infectados) de los cuales se agregaran 50 pl en
cada pozo.

Una vez que se agregaron los sueros se incubd durante 2 horas a 37 °C; transcurrido
el tiempo se a lavo la placa 4 veces.

Después de lavar las placas se diluyd el anticuerpo monoclonal (MAb 3.1112G,
Chemicon Internacional MAB8152) en buffer de bloqueo; la dilucion 6ptima fue de 1/200.
De la solucion de MADb preparada se agregd 50 ul en cada pozo y se incubd a 37 °C por un
periodo de 1 hora; transcurrido el tiempo se lavé la placa 4 veces.

Lavada las placas se procedié a diluir el conjugado (Horse Radish Peroxidasa-
labeled rabbit anti-mouse 1gG, Zymed laboratorios, Cat. Num. 61-6520) a una dilucion
1/2000 en buffer de bloqueo; se agregd 50 ul del conjugado en cada pozo y se dejo6 incubar
durante 1 hora a 37 °C, transcurrido el tiempo se lavé la placa 4 veces con solucién
PBS+Tween 20 y se agrego 75 pl de la solucion reveladora (KPL laboratorios, Cat. Num.
50-62-00) que consiste en ABTS solucion A 'y solucion B a una proporcion 1:1. En donde a

diferencia de la ELISA convencional las muestras positivas no presentaron color.
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Fig. 5. Placa de la prueba de ELISA, el color verde es negativo.

Se midio la densidad éptica (OD) a 415 nm; la densidad 6ptica se midi6 a intervalos
regulares hasta que el promedio de OD para el suero control exceda 0.3 (esto usualmente
toma 10 a 20 minutos). Se excluyeron los sueros control que dieron el valor mas alto y mas
bajo y se uso el promedio de los 4 restantes.

5.4.1.- ANALISIS DE OD
Se calcul6 el % de valor de inhibicién del suero que se estd probando usando la
férmula descrita en el JCM Blitvich et al, 2003.
% de Inhibicion= 100-(TS-B)X100

CS-B
TS= OD del suero que se esta probando
CS= 0D del suero control (de animales no infectados)
B= Background OD
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5.5.- COLECTA DE MOSQUITOS

Los mosquitos fueron colectados durante los meses de Septiembre y Octubre del
afio 2007 en el ejido Francisco Villa, del municipio de Pesqueria, Nuevo Leon, con trampas
de luz CDC con CO? (Fig. 14), las trampas eran puestas a las 18:00 hrs y retiradas en la
mafiana siguiente. Inmediatamente después de colectarlos, los mosquitos fueron
depositados en CO? y fueron transportados al Laboratorio de Entomologia Médica,

Facultad de Ciencias Bioldgicas, UANL, México.

Los mosquitos fueron almacenados a -70 °C y posteriormente enviados en CO? a la
universidad de Colorado, Colorado, USA donde fueron identificados y clasificados en
tablas frias (chill tables) (Fig. 15) utilizando las claves de Darsie and Ward 2005, y
separados en pools de 20 mosquitos hembras o machos; en el caso de Psorophora ciliata
(Fabricius) debido a que su tamafio es 3 0 4 veces mas grande en comparacion con las otras
especies colectadas estas fueron separadas en pools de 4 mosquitos hembras o machos cada
uno. Algunos de los especimenes estaban en malas condiciones por lo que solamente fueron

identificados hasta género.
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Fig. 7.- Mosquitos siendo separados mediante el uso de una plancha fria.

5.6.- RT-PCR Y SECUENCIACION
Los pools fueron homogenizados dentro de tubos de propileno BD Falcon de base
redonda, 5ml, tapa a presion, previamente rotulados (BD, numero de catalogo 352063),
conteniendo 1.75 ml de buffer MEM (CELLGRO namero de catalogo: 10-010), y 4 balines
de cobre. Los tubos fueron fuertemente cerrados y puestos en el vortex hasta que los
mosquitos fueran completamente triturados y una mezcla fuera obtenida. Los tubos fueron
centrifugados en una centrifuga en frio a 3,500 rpm por 10 minutos. EI RNA supernadante
fue extraido utilizando el mini kit de extraccion de RNA Qiamp (Qiagen, catalog number:
52906). Una vez obtenido el RNA, estandar RT-PCR fue desarrollado de acuerdo a los
protocolos de Gubler et al, 2000 y Lanciotti, et al, 2000, utilizando los controles positivo y
negativo apropiados. Los mosquitos del género Culex fueron probados con primers
especificos de VON debido a que este género es el que esta considerado como los vectores
principales, mientras que los otros géneros colectados fueron probados con primers de
Flavivirus, solo en caso de que alguno resultara positivo serian probados con los primers
especificos de VON.
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Los primers usados para el proceso de VON fueron: forward primer WNV 212
5TTGTGTTGGCTCTCTTGGCGTTCTT3’, 'y reverse primer WNV  619c
5’CAGCCGACAGCACTGGACATTCATAZ'. En el caso del PCR hacia Flavivirus fueron
utilizados los siguientes primers: forward primer MAMD 5’AAC ATG ATG GGR AAR
AGR GAR AAZ3’) y reverse primer cFD2 5°GTG TCC CAG CCG GCG GTG TCA TCA
GC. Todos los productos de PCR fueron visualizados en geles de Agarosa al 1% con
Bromuro de Etidio.

El DNA de los productos de las muestras positivas fue purificado utilizando el kit
de extraccion en gel QiAquick (Qiagen, nimero de catalogo: 28704); una vez obtenido el
DNA, fueron secuenciados. Las mismas secuencias de los primers utilizados en el PCR de

VON fueron utilizados.

5.7.- IDENTIFICACION DE CX. POR VIA MOLECULAR

Una vez que el pool fue homogeneizado el DNA del supernadante fue extraido
utilizando el kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, nimero de catalogo: 69504). EI PCR fue
desarrollado de acuerdo al protocolo de Aspen et al, 2003, utilizando los controles positivo
y negativo apropiados. Los primers utilizados fueron los siguientes forward primer PQ10
(5’CCTATGTCCGCTATACTAZ3), reverse primer CP16
(5’GCGGGTACCATGCTTAAATTTAGGGGGTA3’). El producto del PCR fue

visualizado en geles de agarosa al 1% con Bromuro de Etidio.
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6.- RESULTADOS

6.1.- MUESTREO EN CABALLOS
Se llevo a cabo un total de 7 colectas de caballos; en el afio 2006 se muestre6 en los
municipios de Cadereyta, Montemorelos, Pesqueria y Villa Juarez y en el afio 2007 los

municipios de Cadereyta, Pesqueria, Monterrey y Santiago.

Durante el aflo 2006 se colectaron un total de 62 muestras en los meses de Abril,
Junio y Agosto; en los municipios de Montemorelos, Villa Juarez, Cadereyta y Pesqueria
(tabla 3).

En el afo 2007 se colectaron un total de 141 muestras durante los meses de

Septiembre y Octubre en los municipios de Monterrey, Santiago, Cadereyta y Pesqueria
(tabla 4).

Tabla 4. Total de muestras de suero equinos colectados en el Estado de Nuevo Leo6n en el

afio 2006.
Localidad No. Muestras (%)
Villa Juérez 23 (37)
Cadereyta 22 (35.5)
Pesqueria 12 (19.5)
Montemorelos 5(8)
Total 62 (100)
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Tabla 5. Total de muestras de suero de equinos colectados en el Estado de Nuevo Ledn, en

el afio 2007.
Localidad No. Muestras (%)
Monterrey 58 (41.15)
Cadereyta 56 (39.7)
Santiago 25 (17.7)
Pesqueria 2 (1.45)
Total 141 (100)

6.2.- SEROPOSITIVIDAD EN CABALLOS

En el afio 2006, de las 62 muestras tomadas 16 resultaron positivas a la prueba de

ELISA de blogueo para la deteccion equivaliendo a un 25.8% de seroprevalencia. Respecto

al afio 2007, de las 141 muestras tomadas 67 resultaron positivas a la prueba de ELISA de

bloqueo, equivaliendo a un 47.5% de seroprevalencia (Fig. 8).

Fig. 8.- Seroprevalencia de equinos en el estado de Nuevo Leon en los afios 2006 y 2007
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De las 62 muestras tomadas en el afio 2006, 23 pertenecieron a Villa Juarez de las
cuales 8 (34.8% de seroprevalencia) resultaron positivas, 22 al municipio de Cadereyta
donde 4 (18.2% de seroprevalencia) resultaron positivas, 12 al municipio de Pesqueria en
donde 4 (33.3% de seroprevalencia) resultaron positivas y 5 al municipio de Montemorelos
de las cuales O fueron positivas (Fig. 9).

Fig. 9. Seroprevalencia de VON en los municipios de Villa Juarez, Cadereyta, Pesqueria y
Montemorelos en el afio 2006
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Otro factor que fue tomado en cuenta fue el sexo, de las 62 muestras colectadas en
el aflo 2006, 37 fueron hembras de las cuales 10 (18.86% de seropositividad) resultaron
positivas y 25 fueron machos de las cuales 6 (18.60% de seropositividad) resultaron

positivos (Fig. 10).
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Fig. 10 Seroprevalencias de VON en equinos dependiendo el sexo en el afio 2006
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De las muestras colectadas en el afio 2006, también medimos la seropositividad

encontrada de acuerdo a la edad, y debido a la variacion de las edades, estas fueron

agrupadas en animales <10 afios y animales >10 afios; siendo de las 62 muestras colectadas,

61 equinos <10 afios de las cuales 16 (26.22% de seropositividad) resultaron positivas y

solamente 1 >10 afios de edad la cual fue negativa (Fig. 11).

Fig. 11.- Seroprevalencia de VON en equinos en el afio 2006 de acuerdo a la edad.
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Referente al afio 2007, de las 141 muestras tomadas, 58 fueron de equinos del
municipio de Monterrey de las cuales 18 (31% de seroprevalencia) resultaron positivas a la
prueba de ELISA de bloqueo para la deteccion de anticuerpos de VON, 56 pertenecieron al
municipio de Cadereyta en donde 41 (73.21% de seoprevalencia) resultaron positivos a la
prueba de ELISA de bloqueo a la deteccion de anticuerpos de VON, 25 fueron tomadas a
equinos del municipio de Santiago de las cuales 7 (28% de seroprevalencia) resultaron
positivas a la prueba de ELISA de bloqueo a la detecciéon de anticuerpos de VON y 2
fueron tomadas en ejemplares del municipio de Pesqueria en donde 1 (50% de
seoprevalencia) resultdé positivo a la prueba de ELISA de bloqueo a la deteccidon de
anticuerpos de VON (Fig. 12).

Fig. 12.- Seroprevalencia de VON en equinos en los municipios de Monterrey, Cadereyta,
Santiago y Pesqueria en el afio 2007
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En base al sexo, de las 141 muestras colectadas en 2007, 87 fueron machos de las
cuales 40 resultaron positivas (45.97% de seropositividad) y 54 fueron hembras de las
cuales 27 resultaron positivas (50% de seropositividad) (Fig. 13).
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Fig. 13.- Seroprevalencia de VON encontrada en equinos de acuerdo al sexo en el afio 2007
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Al igual que en 2006, en 2007 tambiéen se determind la seropositividad en base a la

edad (debido a que existe mucha variacion en esta se agruparon animales <10 afios y >10
afios); de las 141 colectadas en 2007, 106 fueron < 10 afios de las cuales 54(50.94% de
seropositividad) resultaron positivas y 35 muestras fueron de equinos >10 afios de las

cudles 12 (34.28% de seropositividad) resultaron positivas (Fig. 14).

Fig. 14.- Seroprevalencia de VON encontrada en equinos dependiendo la edad en el afio

2007.
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6.3.- ANALISIS DE DATOS

Los datos fueron analizados mediante el programa estadistico SAS 9.1 por medio de
la prueba de Chi-Cuadrada utilizando tablas de contingencia para evaluar la dependencia de
los resultados obtenidos mediante la prueba de ELISA de bloqueo con respecto a la edad y
sexo. Los resultados fueron considerados significativos cuando el valor de P fue igual o
menor a 0.05 (P< 0.05).

Respecto a la edad de los animales muestreados, debido a que es muy variable
fueron agrupados en <10 afios y >10 afios; esta fue evaluada para saber si existe 0 no
dependencia de la edad para que los animales, adquieran la infeccién por medio la prueba
de Chi-Cuadrada utilizando tablas de contingencia, en donde se planted lo siguiente; la
hipdtesis nula, Ho, establece que no existe diferencia significativa en cuanto a la edad. En
otras palabras la edad del animal es independiente a la infeccién. Considerando un
alfa=0.05, el valor p derivado del X? calculando para el afio 2006 (P= 0.01) y para el 2007
(P=0.05) indica que se debe rechazar la Ho, por lo que la aparicion de la infeccion depende
significativamente de la edad del animal, en las condiciones del estudio en cuestion.
(Tablas 6y 7).

Tabla 6.- Frecuencias observadas en equinos de <10 afios a > 10 afios, con resultados
positivos o negativos del virus en el afio 2006, en Nuevo Leon, México.
EDAD VS INFECCION %

<10 ANOS >10ANOS

POSITIVO 25 0
NEGATIVO 75 100
total 100 100

X?=28.5714: P=0.01
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Tabla 7.- Frecuencias observadas en equinos de <10 afios a > 10 afios, con resultados

positivos o negativos del virus en el afio 2007, en Nuevo Leon, México.

EDAD VS INFECCION %
<10 ANOS >10ANOS

POSITIVO 51 27
NEGATIVO 49 73
total 100 100

X?=12.1059; P=0.05

Al evaluar las variables Sexo (machos y hembras) e Infeccion (% de seropositividad
obtenido mediante la prueba de ELISA de blogueo) en los afios 2006 y 2007, la hipdtesis
nula, Ho, establece que no existe dependencia significativa en cuanto al sexo del animal.
Considerando un alfa=0.05, el valor P derivado del X? calculando para el afio 2006 (P=
0.2431) y para el 2007 (P=0.5731) indica que no se debe rechazar la Ho, por lo que la
aparicion de la infeccion no depende de sexo del animal, en las condiciones del estudio en
cuestion, en otras palabras se demuestra que no hay dependencia significativa y que el sexo

del animal es independiente a la infeccion.

De igual manera fue comparada la dependencia entre los resultados obtenidos
mediante la prueba de ELISA de bloqueo y el sexo de los equinos muestreados en los 2
afios, no encontrandose dependencia entre la seropositividad y el sexo tanto en el afio 2006
como en el 2007 (Tablas 8 y 9).
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Tabla 8.- Frecuencias observadas en equinos hembras y machos y su relacién con o sin

infeccion dada por el virus, en el afio 2006, en Nuevo Leon, México.

SEXO VS INFECCION %
MACHOS HEMBRAS

POSITIVO 20 27
NEGATIVO 80 73
total 100 100

X?=1.3628; P=0.2431

Tabla 9.- Frecuencias observadas en equinos hembras y machos y su relacién con o sin

infeccion dada por el virus, en el afio 2007, en Nuevo Leon, México.

SEXO VS INFECCION %
MACHOS HEMBRAS

POSITIVO 46 50
NEGATIVO 54 50
total 100 100

X?=0.3205; P=0.5713

Respecto a la seropositividad encontrada en los 2 afios de muestreo, los datos fueron
analizados a fin de conocer si existid una diferencia significativa utilizando la prueba de
proporciones, en la cual plantea lo siguiente, la hipotesis nula Ho= establece que no existe
diferencia significativa en la seropositividad encontrada en los 2 afios de muestreo, en
donde si el valor de Z>1.96 la Ho se rechaza y existe una diferencia significativa y si el
valor de Z>2.58 de igual manera se rechaza la Ho y significa que existe una alta diferencia
significativa. Al evaluar los datos considerando un alfa=0.01 y el valor de Z=3.11 se
rechaza la hipotesis nula, lo que significa que si existe una diferencia significativa en la

seropositividad encontrada en los afios de muestreo.
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6.4.- COLECTA DE MOSQUITOS

Siete mil trescientos sesenta y cinco mosquitos fueron colectados por medio de
trampas de luz CDC utilizando CO, en pellets como atrayente durante los meses de
Septiembre y Octubre de 2007, en el ejido Francisco Villa, Pesqueria, representando 6
géneros y 15 especies. La especie mas predominante fue Mansonia titillans (Walker),
sequida por Cx. quinquefasciatus, Culex coronator (Dyar y Knab), Culex erraticus (Dyar y
Knab), Anopheles crucians (Wiedeman), Anopheles quadrimaculatus (Theobald), Aedes
taeniorhynchus (Wiedeman), Aedes scapularis (Rondani), Psorophora columbiae (Dyar 'y
Knab), Ps. ciliata, Aedes vexans (Meigen), Anopheles pseudopunctipennis (Theobald),
Uranotaenia lowii (Theobald), Psorophora cyanescens (Coquillett), Aedes albopictus
(Skuse). Algunos de los mosquitos estaban en malas condiciones por lo que solo fueron
clasificados como Cx. spp.; An. spp y Ae. spp. respectivamente. Los 7,365 mosquitos

fueron agrupados en 393 pools de acuerdo a sexo y especie (Tabla No. 10).

Fig. 15.- Especies de mosquitos capturados y porcentajes de captura.

= Ma. titillans = Cx. spp. ® Cx. quinquefasciatus W Cx. coronator

m C.x erraticus = An. crucians = An. quadri - Ae.

= An. spp. = Ps. columbiae = Ps. ciliata

= Ae. spp. An. pseudopunctipennis = Ur. lowii

Ps. cyanescens Ae. albopictus
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Tabla 10.- Mosquitos colectados en el ejido Francisco Villa, Pesqueria, Nuevo Leon,
México en Septiembre y Octubre de 2007, los datos presentados son No. Mosquitos

capturados por especie y los No. pools procesados.

Especies w:(;zslz?tgs Numero de Pools

Mansonia titillans 1,778 91
Culex spp. 1,228 62
Culex quinquefasciatus 934 48
Culex coronator 567 30
Culex erraticus 509 27
Anopheles. crucians 495 26
Anopheles quadrimaculatus 491 26
Aedes taeniorhynchus 488 26
Anopheles spp. 276 14
Aedes scapularis 220 12
Psorophora columbiae 145 9
Psorophora ciliata 22 7
Aedes spp. 114 6
Aedes vexans 39 3
Anopheles

pseudopunctipennis 34 3
Uranotaenia lowii 15 1
Psorophora cyanescens 3 1
Aedes albopictus 7 1
Total 7,365 393

6.4.1.- MOSQUITOS POSITIVOS

De los 7365 mosquitos colectados agrupados en 393 pools de acuerdo a especie y
sexo, los cuéles fueron procesados por medio de la prueba de RT-PCR.
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Tres mil doscientos treinta y ocho mosquitos correspondieron al género Culex, 10s
cudles fueron agrupados en 167 pools que correspondieron a 4 especies (Cx. spp n= 1228,
Cx.quinquefasciatus n= 934, Cx. coronator n= 567 y Cx. erraticus n= 509) las cuales
fueron analizadas por medio de la prueba de RT-PCR utilizando primers especificos de
VON debido a que es el género que estéa reportado como el principal vector de VON.

Virus del Oeste del Nilo fue detectado en 2 pools (Fig. 19) del género Culex los
cuales fueron identificados como Cx. spp. debido a la mala condicion de los especimenes.

Se calcul6 el rango minimo de infeccion (MIR) siendo 0.61.

Fig.16 .- Mosquito Cx. quinquefasciatus principal vector de VON en México.

I e

Fig. 17.- Mosquito Cx. erraticus, vector de VON reportado en USA.
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Fig.18.- Mosquito Cx. coronator, vector reportado como positivo a VON en USA.

Cuatro mil ciento veintisiete mosquitos correspondieron a 5 géneros y 11 especies
(Ma. titillans n=1,778, An. crucians n=495, An. quadrimaculatus n=491, Ae.
taeniorhynchus n= 488, Ae. scapularis n=220, Ps. columbiae N=145, Ae. vexans n=39, An.
pseudopunctipennis N=34, Ps. ciliata n=22, Ur. lowii n= 15, Ae. albopictus n=7 'y Ps.
cyanescens n=3) los cudles fueron agrupados en 226 pools; estos pools fueron analizados
con la prueba de RT-PCR utilizando primers de Flavivirus, solo en caso de que alguno
resultara positivo serian procesados utilizando primers especificos de VON, todos los pools

resultaron negativos.

Fig.19.- Fotografia del Gel de Agarosa con 1% de bromuro de etidio en donde se puede

observar el resultado de los Pools positivos junto con los controles positivo y negativo

03-20-08wn07.tif -- 03/20/08 —- 15:11:10
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El DNA producto de los pools positivos fue purificado utilizando using QiAquick
Gel Extraction Kit, (Qiagen, numero de catalogo: 28704) y secuenciado. Los mismo

primers utilizados en el PCR de VON fueron usados para secuenciar las reacciones.

Las secuencias obtenidas de los productos de PCR (nimeros de acceso de GenBank
# GQ862373 y GQB862374), fueron analizadas en el programa Blast 2.2.2.1

http://Awww.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi Y revelaron ser idénticos a las regiones homologas

de aislamientos mdultiples tanto de los genotipos NY99 y WNO02, debido a lo cual no se

pudo identificar el genotipo de VON responsable de estas infecciones.

6.4.2 IDENTIFICACION CX. POR PCR

Los 2 pools positivos fueron analizados mediante el PCR del complejo Cx. pipiens
(Cx. pipiens pipiens Yy Cx. pipiens quinquefasciatus) de acuerdo al protocolo de Aspen,
2003; ambos pools resultaron negativos (Fig. 20) al complejo Cx. pipiens. Sin embargo en
el periodo de colecta fueron colectadas 3 especies del género Culex (Cx. quinquefasciatus,
Cx. coronator y Cx. erraticus) Y todas ellas han sido reportadas como vectores de VON en
USA.

Fig. 20.- Fotografia del gel de Agarosa con 1% de bromuro de etidio en donde se pueden
observar el resultado de los pools negativos al PCR del complejo Cx. pipiens.

03-25-08culexpcr2.tif —— 03/25/08 -- 09:55:40
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7.- DISCUSION

Durante el periodo del estudio en los afios 2006 y 2007, 7 colectas fueron realizadas
en 6 diferentes municipios; los cuales comprenden parte de la zona metropolitana de
Monterrey y la region Periférica.

Se colectd un total de 203 muestras de equinos, de las cuales 62 fueron colectadas
en el afio 2006 y 141 en el 2007.

De las 62 muestras colectadas en el afio 2006,16 resultaron positivas a la prueba de
ELISA de blogueo equivaliendo a un 25.80%, este resultado es similar al reportado por
Cruz et al., 2005 en un estudio realizado en El Salvador, en donde reportan un 25% de
seropositividad en equinos, por el lado contrario es un porcentaje de seropositividad alto
comparado con lo reportado por Pupo et al., 2006 en un estudio en Cuba en donde reporta
un 1.90% de seropositividad.

De igual manera comparandolo con resultados reportados de estudios realizados en
México, resulta ser alto comparado con lo reportado por Lorofio et al., 2003 en un estudio
realizado en Yucatan en donde encontraron un 1.2% de seropositividad, situacion contraria
a lo reportado por Blitvich et al., en 2003 y Alonso-Padilla et al., 2009, en donde reporta un
62.5% de seropositividad en el estado de Coahuila y 53% en el estado de Chiapas,
respectivamente.

Respecto al afio 2007 se colecto un total de 141 muestras, en donde 67 resultaron
positivas equivaliendo a un 47.51% de seropositividad, este resultado es alto comparado
con lo reportado por Cruz et al., 2005 y por Pupo et al., en el 2006. Comparando con
estudios realizados en México resulta ser similar a lo reportado por Blitvich et al., 2003 y
Alondo-Padilla et al., en 2009; siendo contrario a lo reportado por Lorofio-Pifio et al., 2003.

De las 203 muestras colectadas en los 2 afios de muestreo se encontré una
seropositividad a VON similar tanto en machos como en hembras siendo 18.86% y 18.60%
para el 2006 y 45.97% y 50% para el 2007 respectivamente, datos que no son reportados en
trabajos hechos con anterioridad.

Otro factor considerado fue la edad de la cual también se determind la
seropositividad dependiendo de ella. Debido a que la edad de los animales muestreados fue

muy variante estos fueron agrupados en animales <10 afios y animales >10 afios;
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encontrandose una mayor seropositividad en los animales que fueron <10 afios datos que no
se pueden comparar con trabajos hechos anteriormente ya que no son reportados.

Al buscar una dependencia entre las variables del presente estudio, en cuanto si
existe una dependencia entre ellas (edad y sexo) con los resultados obtenidos mediante la
prueba de ELISA de blogueo, se llevo a cabo el anélisis de los datos mediante el programa
estadistico SAS 9.1, por medio de la prueba de Chi-Cuadrada utilizando tablas de
contingencia, se pudo observar que existe una dependencia de la seropositividad con la
edad siendo los animales <10 afios los més susceptibles, caso contrario lo que sucede con el
sexo en donde no se encontrd una dependencia de la seropositividad,.

Se analizo la seropositividad encontrada en los 2 afios de muestreo por medio de la
prueba de Proporcion en donde se obtuvo un valor de Z=3.11 significando que existe una
alta diferencia significativa entre la seropositividad encontrada en los 2 afios de muestreo.

En el presente trabajo se colect6 un total de 7,365 siendo la especie mas
predominante fue Mansonia titillans con un 24.14% y Psorophora cyanescens la especie
con menor porcentaje de captura con un 0.04%. El 21.95% de los mosquitos colectados
fueron clasificados como Cx. spp; An. spp 'y Ae. spp. respectivamente. Todos los ejemplares
fueron colectados mediante trampas de luz CDC utilizando CO2 como atrayente que es el
metodo de colecta preferentemente utilizado tal como lo reportan Nasci , et al., 2001,
Reisen , et al., 2004, Tesh, et al., 2004; Yaremych, et al., 2004.

Del 21.95% de los mosquitos colectados, los cuéles no pudieron ser identificados
debidos a su condicion, se detectd6 VON en 2 pools de mosquitos los cuéles fueron
identificados como Cx. spp.; estos pools fueron analizados mediante la prueba de PCR para
el complejo Cx. pipiens resultando ambos negativos empero dentro de las especies del
género Cx. colectadas se encuentras 2 especies mas que fueron Cx. coronator y Cx.
erraticus Yy ambas son especies que ya han sido encontradas positivas a VON en USA; Cx.
coronator en el afo de 2002 y Cx. erraticus en el afio de 2003 como lo reporta el CDC

(http://www.cdc.gov/ncidod/dvbid/westnile/mosquitoSpecies.htm#99) asi también Ulloa et al,

2009 y Medina et al., 2008 reportan otras especies de Culex positivas a Von en México,
encontrado VON en Culex nigripalpus y Culex interrogator en el estado de Chiapas y en

Cx. tarsalis en Baja California México respectivamente.
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Sin embargo en el estado de Nuevo Ledn, México solo Cx. quinquefasciatus ha sido
reportado infectado con VON como lo reporta Elizondo et al, 2005, el cual encontré un
pool de mosquitos Cx. quinquefasciatus infectado con VON, y de igual manera para el
estado de Tabasco, México, es la Unica especie que ha sido encontrada positiva a VON
como lo reporta Hidalgo et al., 2008 en un pool de mosquitos Cx. quinquefasciatus
positivos a VON colectados en un zoologico.

El porcentaje de infectividad fue de 0.54%, el cual es muy similar a lo encontrado
por Elizondo et al., 2005 en un trabajo realizado en la misma localidad.

De los 3238 mosquitos Culex colectados solo 2 pools de 20 mosquitos cada uno
resultaron positivos correspondiendo a un 0.54% concordando con Elizondo et al., 2005
que encontrd 0.42% grupo de mosquitos hembras de Cx. quinquefasciatus, positivo a VON;
ambos trabajos fueron realizados en el estado de Nuevo Ledn, México y los porcentajes
encontrados son mayores a los reportados por Andreadis, et al., (2001) que encontraron el
0.15% de positividad en Connecticut, evaluando 9,085 grupos (137,199 mosquitos); Nasci,
et al., (2001) reportaron el 0.8% de positividad en New York y New Jersey, de 1, 853
grupos (32,814 mosquitos); Yaremych, et al., (2004) encontrd de positividad el (3.36%) en
Illinois, el porcentaje mas alto lo reporta Kulasekera, et al., (2001), y fue de 13.54% de 967
grupos (24,068 mosquitos) en New York.

Los dos pools de mosquitos Cx. spp. que fueron encontrados positivos a VON,
fueron secuenciados (nimeros de acceso de GenBank # GQ862373 y GQ862374); ambas
secuencias al ser comparadas en el programa Blast 2221

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi revelaron ser idénticos a las regiones homdélogas de

aislamientos maltiples tanto de los genotipos NY99 y WNO2 motivo por el cual no se pudo
identificar el genotipo de VON responsable de estas infecciones, a diferencia de David et
al., 2004, que encontro diferencias de nucle6tidos al comparar la cepa VON TM171-03 con
la cepa NY99, asi también Elizondo et al., 2005 en el aislamiento logrado en un pool de
mosquitos Cx. quinquefasciatus al compararla con previos aislamientos logrados en México

encontrd diferencias en los nucleétidos de las secuencias comparadas.
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8.- CONCLUSIONES
1.- Se comprobd la presencia de VON encontrandose una seropositividad de 25.80% para el
afio 2006 y de 47.51% de seropositividad para el afio 2007 en equinos en todos las
localidades muestreadas. Siendo las localidades de Juéarez en el 2006 y Cadereyta en el
2007 las que tuvieron un mayor porcentaje de seropositividad con un 34.8% y 73.21% de

seropositividad.

2.- Al analizar las dependencias de VON con respecto a la edad y el sexo, de acuerdo a los
resultados obtenidos por medio de la prueba de Chi-Cuadrada se encontré dependencia
entre la edad y la infeccidn, siendo los equinos <10 afios los méas; mientras que respecto al
sexo los resultados demuestran que no existe dependencia con la infeccion lo que significa

gue tanto machos como hembras son igual de susceptibles.

3.- Referente a los afios de muestreo se encontr6 una alta diferencia significativa en las
seropositividades encontradas de acuerdo a los resultados obtenidos por medio de la prueba

de proporciones.

4.- Se colectaron utilizando la trampa de luz CDC con CO? como atrayente un total de
7,365 mosquitos representando 6 géneros y 15 especies los cuales fueron agrupados en 393
pools, siendo Ma. titillans la especie con mayor numero de ejemplares y Ps. cyanescens la

especie menos colectada con un 24.14% y 0.04% respectivamente.

5.-Se colectaron 3 especies del género Culex género que esta reconocido como el principal
vector del patogeno, los cuales fueron Cx. quinquefasciatus, Cx. coronator 'y Cx. erraticus;
todas las especies anteriormente mencionadas han sido reportadas como positivas a VON
en otros paises.

5.- Se reporta 2 pools de mosquitos positivos a VON, que debido a su mala condicidn fisica
fueron identificados como Cx. spp., se realizé un PCR para especie para identificar por via
molecular si pertenecian al complejo Cx. pipiens (que abarca Cx. pipiens y Cx.

quinquefasciatus); ambos pools resultaron negativos.
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6.- En este estudio también se colectaron otras especies del género Culex las cuales son Cx.
erraticus y Cx. coronator, y ambas especies han sido reportadas como vectores de VON en
USA, sin embargo no pudieron identificarse por via molecular debido a que no existen los
primers especificos de especie para dicha prueba; por lo que cabe mencionar que pueden
existir otras especies de mosquitos que estén jugando un papel importante en la transmisién

de la enfermedad y que hasta el momento siguen siendo desconocidos.

7.- Se obtuvo la secuencia de VON de los 2 pools que resultaron positivos, la cual al ser
comparada con otras secuencias mediante el programa Blast 2.2.2.1 revelaron ser idénticos
a las regiones homologas de aislamientos multiples tanto de los genotipos NY99 y WNO02,
debido a lo cual no se pudo identificar el genotipo de VON responsable de estas

infecciones.
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