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RESUMEN

Se realiz6 un estudio de vectores y reservorios no humanos del Virus del Oeste
del Nilo (VON) en localidades de los municipios de Ometepec, Acapulco y José
Azueta, del estado de Guerrero, Costa del Pacifico en México Los objetivos del estudio
fueron detectar anticuerpos del VON en muestras serolégicas de aves y equinos, por
medio de ensayos de inmunoabsorvancia ligada a enzimas (ELISA) y deteccion del
virus en mosquitos colectados en campo, por RT-PCR. Cuarenta aves, atrapadas con
redes de niebla, produjeron 10% de seroprevalencia. De igual manera se colectaron
muestras sanguineas de 102 equinos Y el resultado fue de 18.6% de seroprevalencia del
VON. También se colectaron mosquitos utilizando aspirador motorizado, tipo mochila,
y se corrieron RT-PCR a 4,854 especimenes, de 16 especies que corresponden a 9
familias, preparados en 116 pools; el resultado fue negativo. El estudio demostrd

seroprevalencia de VON en aves y equinos en el estado de Guerrero, México.
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ABSTRACT

Serology of West Nile virus (WNV) vectors and non-human reservoirs was
surveyed at Acapulco, Jose Azueta, and Ometepec, three localities of Guerrero State, in
Pacific Coast in Mexico. Objectives of this study were to assess WNV antibodies of
bird and equine serum samples using Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
and virus detection in field-collected resting mosquitoes by RT-PCR. Field work was
conducted in the localities of Ometepec, Acapulco and José Azueta. A group of 40 birds
were trapped using mist nets finding a 10% of seroprevalence. Similarly, 102 equine
blood samples were collected and resulted as 18.6% of WNV seroprevalence. In
addition, 4,854 mosquitoes were caught using motorized backpack aspirator and then
they were grouped in 116 pools. None of them representing 16 different species and
seven genera were positive for WNV. Our study demonstrated WNYV seroprevalence on

resident birds and equines in Guerrero State, Mexico.

14



Identificacion de mosquitos vectores potenciales y seroprevalencia del virus del Oeste del Nilo en aves y equinos en el
Estado de Guerrero, México

1. INTRODUCCION

En los Gltimos 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. 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 infeccién
por Virus del Nilo Occidental es la encefalitis fatal (inflamacion del cerebro) en
humanos y caballos, asi como la mortalidad entre ciertos pajaros domésticos y
salvajes (Secretaria de Salud, 2007). 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 introduccién en areas no afectadas (CDC,

2012a).

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 geografica 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). Pero desde el

verano de 1999, la distribucién de VON se ha expandido incluyendo los estados
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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). Ademés 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, 2006).

La infeccion 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 (Hidalgo et al.,

2008).

Evidencia serolégica 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.
quinguefasciatus Say en Nuevo Leon y Tabasco (Elizondo et al., 2005; Medina et

al., 2008; Ulloa et al., 2009). Sin embargo, existe limitado éxito en la obtencion de
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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 ultimos
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 en tres municipios de Guerrero.
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2. HIPOTESIS

En la region de la Costa del estado de Guerrero hay condiciones ecologicas para la
proliferacion de mosquitos asi como la transmision del VON, en el ciclo biologico aves-

equinos-mosquitos.
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3. OBJETIVOS

3.1  Objetivo General

Identificar vectores y reservorios de VON en localidades de los municipios de
Ometepec (region Costa Chica), Acapulco y José Azueta (region Costa Grande) del

estado de Guerrero, México.

3.2 Obijetivos Especificos
4.2.1. Determinar la presencia de anticuerpos de VON en suero de aves y equinos,
en localidades de los municipios Ometepec, Acapulco y José Azueta, por
medio de la técnica de ELISA de blogueo.
4.2.2. ldentificar especies de mosquitos portadores de VON, a través de colectas de

campo Y aplicando técnicas de RT-PCR.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Origen y dispersion del VON.

Las enfermedades de los animales se llaman zoonosis. Muchas de las zoonosis
son s6lo de los animales y no se producen en el hombre. Otras zoonosis, sin embargo,
bajo ciertas condiciones pueden ser transmitidas de animales infectados al hombre, ya
sea directamente o a través de un vector (Pavlovski, 1966). El Virus del Oeste del Nilo
(VON) fue aislado por primera vez de una mujer febril en Uganda en 1937 (Smithburn
et al., 1940) y, posteriormente, estuvo asociado a casos esporadicos de la enfermedad,
asi como a los principales brotes en Africa, Eurasia, Australia y Oriente Medio (Kramer
et al., 2008 y Murray et al., 2010). La encefalitis causada por VON es una zoonosis
que se transmite de las aves al hombre y a otros mamiferos por medio de mosquitos
vectores del género Culex L., principalmente (Figura 1). Aunque también se ha aislado
de algunos Deinocerites Theobald, Psorophora Robineau-Desvoidy, (Granwehr,
2004), Anopheles Meigen, Mansonia Blanchard, y de garrapatas (transmision ave-
garrapata-ave en Europa por argasidos y ambliéminos) (Harwood y James, 1993;

Hubélek y Halouzka, 1999).

El ciclo mosquito-ave es el responsable de la mayoria de las transmisiones del
VON, pero ciclos alternativos se han documentado aumentando la complejidad de este
sistema. El VON es de genoma &cido ribonucleico (ARN), monocatenario, del género

Flavivirus, familia Flaviviridae (Gubler y Roehrig, 1999).
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VON forma parte del complejo de los virus de la encefalitis de San Luis, del
Valle de Murray, de la encefalitis Japonesa y de Rocio (White y Morse, 2001; Acha y
Szyfres, 2003). EIl primer caso de VON fue descubierto en 1937 en una mujer de
Uganda, quien sobrevivio a la infeccion (Smithburn et al., 1940). Subsecuentemente
fue reconocido como un arbovirus (virus transmitido por artropodos) relativamente
benigno. Distribuido a lo largo de gran parte de Africa, el Medio Oriente y el sur de
Europa (Hubéalek y Halouzca, 1999). En agosto y septiembre 1999, se detectd un grupo
de humanos con encefalitis e infecciones fatales en el area metropolitana de la ciudad
de Nueva York. Primero se pens6 que murieron por causa del virus de Encefalitis de
San Luis (VESL), pero mas tarde se confirmaron como la llegada de VON en el
Hemisferio Occidental. Para evaluar las consecuencias de la introduccion del VON en
los Estados Unidos y para desarrollar un plan de respuesta nacional integral, los
Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) y el Departamento de
Agricultura de ese pais (USDA) copatrocinaron una reunion de arbovirdlogos,

epidemidlogos, laboratoristas, especialistas en control de vectores y bi6élogos de vida

21



Identificacion de mosquitos vectores potenciales y seroprevalencia del virus del Oeste del Nilo en aves y equinos en el
Estado de Guerrero, México

silvestre, estatales y locales, funcionarios de la salud y la agricultura en Fort Collins,
Colorado, en 1999. Las recomendaciones de estos expertos se utilizaron para
programar las directrices del afio 2000 para la Vigilancia, Prevenciéon y Control de
Epidemias enzoodticas del VON en los Estados Unidos (CDC, 2001). A pesar de la
determinacion genética de las relaciones de esta cepa con las del Viejo Mundo, no es
posible saber si la introduccion fue intencional o accidental. El virus pudo haber sido
introducido por un portador asintomatico (White, 2001), aunque la llegada del VON a
Nueva York permanecera bajo un halo de misterio. EI medio mas plausible de su
introduccién pudo haber sido a través de una ave o un mosquito infectado llegando a un

puerto maritimo o aéreo (Rappole et al., 2000).

4.2 El Virus del Oeste del Nilo: un patdgeno global reemergente.

Mas de 100 virus clasificados en la actualidad como arbovirus producen
enfermedades en el ser humano. La mayoria de ellos han sido clasificados ain mas por
relaciones antigénicas, morfolégicas y mecanismos de réplica en familias y géneros, y
de este grupo los mejor conocidos son Togaviridae (Alphavirus) y Flaviviridae
(Flavivirus). Los dos generos contienen agentes que causan predominantemente
encefalitis (Benenson, 1992). Los Flavivirus son de sentido positivo, de una sola
cadena de ARN (Calisher y Gould, 2003; Lindenbach et al., 2007). EIl Flavivirus mide
30 nm a 35 nm, de cubierta icosaédrica compuesta de varias copias de una proteina de la
capside de 12kDa. La capside encierra una cadena de ARN de aproximadamente
12,000 nucleo6tidos (Carrada, 2004) y esta encerrada en una célula huésped derivada que
ha sido modificada por la insercion de dos glicoproteinas integrales de membrana E

(53kDa) y prM (18-20kDa). A ultima hora de maduracion del virus, la proteina prM se
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escinde en M proteina (8kDa) por una proteasa celular, y la proteina M se incorpora en
el virion maduro. El genoma también codifica siete proteinas no estructurales (NS1,
NS2a, NS2a, NS3, NS4a, NS4b y NS5) que componen la maquinaria intracelular de
replicacion del virus. La glicoproteina E, proteina estructural mas importante
inmunologicamente, es la vinculante virus-huésped y es la parte principal del virus que

produce anticuerpos neutralizantes (Figura 2) (Petersen y Roehrig, 2001).

Nucleocapside

Envoltura del virio

Figura 2. Diagrama del virion flavivirus. (Petersen y Roehrig, 2001).

Desde su aislamiento original, han ocurrido brotes en humanos en forma
infrecuente, siendo los mas notables los de Israel (1951-1954 y 1957) y Sur Africa
(1974).  Sin embargo, desde los mediados de los noventa, tres tendencias

epidemioldgicas para el VON han emergido:
1) Incremento en la frecuencia de brotes en humanos y caballos;
2) Incremento aparente en la severidad de la enfermedad en humanos y

3) Altas tasas de mortandad en aves acompafiando a brotes en humanos (White y Morse,
2001).
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4.3 Secuencias de nucleétidos del VON

Los brotes del VON en 2001 se han acompafiado por una aparente evolucion de
una variante viral nueva. Lanciotti et al., (2002) determinaron las secuencias completas
de nucledtidos de ocho cepas del VON (Egipto 1951, Rumania 1996-MQ, Italia 1998-
equine, Nueva York 1999-equina, MD 2000-crow265, NJ 2000MQ5488, Nueva York
2000-grouse3282, y 2000-crow3356). Los arboles filogenéticos se construyeron a partir
de las secuencias de nucle6tidos alineadas de estos ocho virus junto con todos los demas
y revelaron la presencia de dos linajes genéticos de los virus del Oeste del Nilo: El
linaje 1 VON ha sido aislados del noreste de Estados Unidos, Europa, Israel, Africa,
India, Rusia y Australia; el linaje 2 WNV (por sus siglas en inglés West Nile Virus) se
ha aislado s6lo en Africa subsahariana y Madagascar. La relacion genéticamente
estrecha entre los VON aislados en Israel y Nueva York sugiere que el virus fue
importado a Norte Ameérica desde el Medio Oriente. Los medios de esta introduccion
pudieron haber sido aves infectadas, mosquitos, humanos u otros huéspedes vertebrados

(White y Morse, 2001).

En cinco estados de Norte América, en el afio 2000, 14 especies de mosquitos
tenian evidencias de infeccion por el VON (por cultivo o amplificacion de &cido
nucleico). Para el 2009 el nimero de especies de mosquitos con evidencias del VON
eran 64. En el viejo Mundo, los mosquitos del género Culex son los principales
vectores (Campbell et al., 2002; CDC, 2012b). Dado el conocimiento incompleto y
evolutivo del impacto ecolégico y salud publica del VON en América asi como la
eficacia de las medidas de control, el virus ha permanecido como un importante reto

(CDC, 2001).
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4.4 Epidemiologia

El Virus del Nilo Occidental se transmite principalmente por la picadura de
mosquitos infectados que adquieren el virus al alimentarse de aves infectadas, aunque
hay otras vias de transmision tales como transfusion de sangre, trasplante de érganos,
via intrauterina, exposicion percutdnea y por leche materna (probable) (Smith y
Zielinski-Gutierrez, 2005). La enfermedad en los nifios suele ser leve y mas grave en
los ancianos. El periodo de incubacion dura entre 3 'y 6 dias y la enfermedad se instala
en forma brusca; la mayoria de las infecciones causadas por el VON son asintomaticas,
sin embargo, alrededor del 20% de las personas infectadas desarrollan la fiebre del
Oeste del Nilo (FON), que clinicamente se caracteriza por fiebre, cefalea, dolor de
garganta, mialgias, artralgias, debilidad muscular, conjuntivitis, rash, linfadenopatia,
nauseas, anorexia, dolor abdominal y diarrea (Ramos y Falcon, 2004). Con menor
frecuencia se presentan miocarditis, meningitis y encefalitis (Berrocal, 2008). Tanto en
aves como en equinos y humanos puede derivar en muerte. La intensidad de la
transmision a los seres humanos depende de la abundancia y los patrones de
alimentacion de los mosquitos infectados y en la ecologia local y el comportamiento
que influyen en la exposicion humana a los mosquitos (Hayes et al., 2005). Las aves
son los reservorios del virus. En Europa, Africa, el Oriente Medio y Asia la muerte de
las aves por la infeccion con este agente es rara. Por el contrario, el virus es muy
patogeno para las aves americanas. Son especialmente susceptibles los miembros de la
familia de los cuervos (Corvidae), pero el virus se ha detectado en aves muertas o
agonizantes de mas de 250 especies. Las aves se pueden infectar por vias muy diversas,
distintas de la picadura del mosquito; ademas cada especie tiene un potencial diferente

para mantener el ciclo de transmision. Tanto el ser humano como los equinos son
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hospedadores finales, lo cual significa que se infectan pero no propagan la infeccion.
En los equinos las infecciones sintomaticas también son raras y por lo comun leves,
pero pueden causar afeccion del sistema nervioso, en particular una encefalomielitis
mortal (OMS, 2011). La infeccién en el ser humano por VON puede transcurrir en
forma subclinica o con una sintomatologia de distintos grados de gravedad, desde una
fiebre pasajera a una encefalitis grave (Hayes et al., 2005). Actualmente no hay
vacunas para uso en humanos ni medicamentos antivirales especificos, el tratamiento es
sintoméatico y de apoyo, particularmente en pacientes que tienen complicaciones
respiratorias. La Unica vacuna disponible es para uso en equinos (Ramos y Falcén,
2004). En América el area de mayor transmision del virus fue Queens, Nueva York, en
1999, =~ 2,6% de los residentes estaban infectados (la mayoria de ellos eran infecciones
asintomaticas). Los brotes de VON en Europa y el Medio Oriente desde 1995, parecen
haber causado la infeccion en <5% de la poblacién afectada. A finales de la década de
1990 e inicio de la 2000 se ha reportado encefalitis humana por VON en el hemisferio
oriental en Argelia, Marruecos, Tunez, Rumania, la Republica Checa, Israel, Rusia y
Francia. Las enzootias incluyen caballos que fueron reportados en Marruecos, Italia,
Israel y el sur de Francia (Hayes et al., 2005).

El VON es endémico en Israel; el ultimo foco se produjo en 1981. Durante el
2000 una epidemia a gran escala de fiebre del Oeste del Nilo (FON) ocurri6 en Israel, se
confirmaron 417 casos, con 326 hospitalizaciones. Las principales manifestaciones
clinicas fueron encefalitis (57.9%), enfermedad febril (24.4%), y meningitis (15.9%).
Dentro del grupo de estudio, 33(14.1%) pacientes hospitalizados murieron. La

mortalidad fue mayor entre los pacientes >70 afios (29.3%). La FON parece ser una
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enfermedad grave con alta tasa de afectacion del sistema nervioso central, con resultado
particularmente sombrio en los ancianos (Chowers et al., 2001).

En 2010 el VON ha sido documentado en los animales y los seres humanos en
varios paises en toda Europa, sobre todo en Europa central y en la region del
Mediterraneo. Durante los Gltimos 15 afios, los brotes en caballos y seres humanos
fueron reportados en Hungria, Espafia, Francia, Italia, Portugal y Grecia. Fuera de la
Unién Europea (UE), la circulacion del VON se ha documentado en los caballos en
Marruecos y los casos humanos se han producido en Rusia (Volgograd Oblast). Todas
estas regiones estan situadas a lo largo de las principales rutas de las aves migratorias.
El brote de fiebre por VON en humanos del 2010 en Grecia, es el primero reconocido
en este pais. Sin embargo, los estudios sugieren que el VON probablemente ha sido
circulante en humanos en la region central de Macedonia, en el norte de Grecia, muchos

afios antes (Zeller et al., 2010).

El VON es un patogeno transmitido por mosquitos y aun no esta presente en el
Archipiélago de Galapagos de Ecuador. Sin embargo, existe preocupacion por la fragil
fauna endémica de las islas. En un estudio efectuado durante el 2009 en las islas Santa
Cruz e Isabela, se examinaron cepas autdctonas de Cx. quinquefasciatus Say. Los
especimenes de campo fueron probados para conocer su capacidad de transmitir la cepa
WNO02-1956 del VON. Las tasas de infeccidn alcanzaron un maximo de 59% vy las tasas
de transmisién un maximo de 44% (de los mosquitos estudiados). La eficiencia del
vector aumento después de 14 dias. Las tasas de infeccion, pero no de la transmision,
fueron influidas significativamente por la temperatura. Se determin6 también que no

hay transmisién vertical. Asi mismo se demostré que Cx. quinquefasciatus de las islas
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Galapagos son vectores de virus del Nilo Occidental, por lo tanto se debe considerar el

riesgo para los animales y la salud publica (Eastwood, 2011).

4.5 Casos en Estados Unidos

El brote del Continente Americano en el verano de 1999, marc6 la primera
introduccion de un Flavivirus del Viejo Mundo al Nuevo Mundo en la historia reciente.
La epizootia actual epidemia del VON en América del Norte parece ser el resultado del
unico punto de introduccion en la ciudad de Nueva York en 1999 (Lanciotti et al., 1999;
Ebel et al., 2001) seguido de un rango de expansion que actualmente abarca los estados
contiguos de Estados Unidos, Canada, México, América Central, el Caribe y América
del Sur (Hayes et al., 2005; Komar y Clark, 2006; Morales et al., 2006; Bosch et al.,
2007). En cuanto se conoci6 el problema de la emergencia de encefalitis por VON en
Estados Unidos, se formd un grupo responsable para el Trabajo de Investigacion del
VON, integrado por los especialistas. Ellos implementaron una vigilancia activa para
identificar pacientes hospitalizados con meningitis y encefalitis viral. Se tomaron
muestras de suero, cerebroespinales y de tejidos de pacientes sospechosos de
padecimientos virales y se detectaron 59 con VON en edades de 5-90 afios (Nash et al.,
2001). Como resultado del brote de 1999, las autoridades de salud publica de los
Estados Unidos cuestionaron la preparacion de la infraestructura de salud publica para
responder a las enfermedades transmitidas por vector y reconocieron la facilidad con la
cual los patdgenos infecciosos emergentes pueden entrar en nuevas zonas geograficas.
Para abordar estos temas el Centro de Control de Enfermedades (CDC) vy el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) establecieron normas para

un sistema de vigilancia activa y programas de prevencion y control (SSA, 2003). Desde
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entonces se mantiene la vigilancia en ese pais para deteccion del VON en seres humanos,

aves y mosquitos basicamente.

El histograma de casos y defunciones confirmados en humanos, en el periodo
1999-2012 en Estados Unidos, muestra un incremento importante de casos en 2003 y
2012 (Figura 3) y los afios en los que se reporté un mayor namero de defunciones fueron
2002 con 284 y 2012 con 286, siendo Texas el estado con méas casos y defunciones.
Texas colinda con la region Noreste de México, area en la que se realizan movimientos
de poblacién importantes que pueden resultar de alto riesgo para los emigrantes hacia

Estados Unidos (CDC, 2012b).
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Figura 3. Casos y defunciones por VON en EE.UU, durante 1999-2012 (CDC, 2012b).
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Durante 2002-2011 se llevé a cabo un analisis epidemioldgico para documentar
infecciones por VON entre los seres humanos en Texas, USA. ElI VON se ha convertido
en una enfermedad endémica en ese estado, el nimero de casos reportados se ha
incrementado cada 3 afios. El riesgo de infeccion ha sido mayor en el noroeste rural de
Texas donde Cx. tarsalis Coquillett es la especie predominante (Nolan et al., 2013). En
el 2012 los estados que colindan con México reportaron lo siguiente: Texas 1,868 casos
con 89 defunciones que representan el 32.9% y 31.3% respectivamente; California:
479(8.4%) casos y 20(7%) defunciones; Arizona: 133(2.3%) casos con 7(2.5%)
defunciones y Nuevo México: 47(0.8%) y 1(0.4%) defuncion.

4.6 VON en otras areas de América

El primer caso humano de infeccion por el VON en América Latina y el Caribe,
detectado por la presencia de anticuerpos especificos contra ese virus, se verificd en el
2001 en las Islas Caiman. Con posterioridad se han detectado personas con esos
anticuerpos en las Bahamas, Cuba y México. También se han encontrado en caballos en
América Central, Colombia, Cuba, Guadalupe, México y Venezuela y en aves en Cuba,
Jamaica, Puerto Rico, Republica Dominicana y Venezuela. En el 2006 se confirmaron
serologicamente cuatro pacientes con encefalitis por el VON en Argentina. Al parecer,
este virus se propag6 hacia el sur con las aves migratorias, siguiendo el mismo patron de
otros arbovirus. En Puerto Rico se aisl6 VON a partir de suero de pollos centinelas y
mosquitos. El programa centinela se establecié en el 2006 en los municipios de Ceiba y
Naguabo, cerca del lugar donde se habia encontrado un ave con anticuerpos, muy cerca
de donde se encontraron tres caballos asintomaticos con anticuerpos contra el VON en

2004. La seroconversion se encontrd por primera vez en siete pollos centinelas (12%) en
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cuatro ubicaciones silvestres (pantano, manglar y dos bosques perennes) en el 2007.
Una semana después, la seroconversion se habia extendido a 40% de los pollos en 11 de
las 12 ubicaciones establecidas, 1o que representaba todos los posibles hébitats, tanto
rurales como urbanos. Estos resultados demostraron en ese momento la circulacion del
VON en Puerto Rico y la vigilancia mediante pollos centinelas y mosquitos ha permitido
seguir la transmision de este virus en zonas en las que se habian detectado aves y
caballos con anticuerpos especificos. Se detectaron anticuerpos contra el VON en tres de
las 4,370 muestras analizadas (tomadas de aves muertas y vivas, cerdos, caballos, perros,

monos Yy personas) (Barrera et al, 2008).

Después de haber llevado a cabo una vigilancia exhaustiva de infecciones por
VON en equinos en Guadalupe en 2003-2004, se demostro alta prevalencia. En 2003 se
muestrearon 487 equinos de los cuales resultaron positivos 94(19.3%) a anticuerpos del
VON y en el 2004 se tomaron muestras a 431 equinos, resultando positivos 70 (16.2 %)
(Lefrancois et al., 2005). Por otra parte en Estados Unidos y Canadé, la morbilidad y las
tasas de mortalidad por infeccién del VON son altas entre humanos, caballos y aves,
pero en México y otras regiones de América Latina, los efectos sobre la salud de este
virus siguen siendo desconocidos (Komar et al., 2006). En México el nimero de casos
en humanos, equinos y aves se han reportado principalmente de la frontera norte con
Estados Unidos, donde se han aislado cepas del VON (por ejemplo, Tecate) que estaban
relacionadas genéticamente con la cepa 2002 de América del Norte que circula en el

suroeste de Estados Unidos (Deardorff et al., 2006).

La escasez de casos de Forma parte del complejo reportados en México podria

ser el resultado de multiples factores que intervienen en la ecologia del virus local. Las
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interacciones de los huéspedes amplificadores, vectores y cepas de virus en México,
junto con factores externos, tales como el clima, el habitat y la circulacion de otros
flavivirus pueden influir en niveles relativamente bajos de transmision de la enfermedad.
Las interacciones virus-huésped en México, incluyendo susceptibilidad y competencia de
amplificacion en hospederos, siguen siendo desconocidos. La evaluacion de la respuesta
de las diversas especies de aves a la infeccion por VON podrian dilucidar aspectos de la
ecologia de la transmisién en ecosistemas tropicales y dar una idea de las posibles

estrategias de vigilancia (Guerrero-Sanchez et al., 2011).

La primera evidencia de actividad virica en el norte de México se reporté en el
2002, cuando fueron detectados anticuerpos del VON en caballos en los estados de
Coahuila, Chihuahua y Tamaulipas (Blitvich et al., 2003a; Estrada et al., 2003). Se han
proporcionado pruebas seroldgicas de actividad virica en casi todos los estados de
Mexico (Komar y Clark, 2006; Blitvich, 2008). Sin embargo, s6lo once casos se
detectaron en humanos, los cuales ocurrieron en los estados de Chihuahua, Sonora,
Oaxaca Yy Nuevo Ledn (Elizondo Quiroga et al., 2005; Komar y Clark, 2006; Blitvich,

2008; Rios-Ibarra et al., 2010; CONAVE, 2012).

En México la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacién (SAGARPA), en el 2002, publico informacidn de presencia de anticuerpos
del VON en equinos. Muestrearon 14 de los 32 estados resultando positivos 6,
Chihuahua, Coahuila, Tamaulipas, Veracruz, Tabasco y Yucatan. Los 8 restantes
resultaron negativos: Durango, San Luis Potosi, Jalisco, Distrito Federal, Puebla,

Guerrero, Oaxaca y Chiapas (Figura 3) (SAGARPA, 2007).
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@ WNV Negative States:
7. Durango
8. San Luis Potosi
9. Jalisco
10. Distrito Federal
11. Guerrero
12. Puebla
13. Oaxaca
14. Chiapas

@ WNV Positive States:
1. Chihuahua
2. Coahuila
3. Tamaulipas
4_Veracruz
5. Tabasco
6. Yucatan

Figura 4. Mapa de estados muestreados y positivos a anticuerpos del VON en equinos en México
(SAGARPA, 2007).

4.7 VONy las aves

Se piensa que el rol de las aves en la ecologia de los arbovirus depende de que si
el vector al migrar encuentra las condiciones favorables en el ambiente. Ademas de que
si los vectores locales son capaces de transmitir el virus. La presencia de anticuerpos de
arbovirus en aves migratorias sélo representa una interaccion virus-hospedero pero no
explica cuando y donde ocurrird la infeccion. Un hallazgo importante en la epidemia
inicial en humanos, en Nueva York en 1999, fue el alto niUmero de muertes de aves
acompariado de un brote epizodtico, particularmente el 89% fueron cuervos americanos

Corvus brachyrhynchus (White y Morse, 2001).
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Figura 5. Rutas migratorias de aves (Madariaga-Villaurrutia et al., 2002).

Como parte de la vigilancia del VON en el estado de Nueva York en el afio 2000,
se detectaron 71,332 aves enfermas o muertas. De 3,976 aves muertas analizadas,
1,263(31.8%) fueron positivas para VON. Los hallazgos patoldgicos compatibles con
VON se observaron en 1,576 aves (39.6% de las evaluadas), de las cuales 832(52.8%)
fueron positivas. La vigilancia de aves muertas parece ser valiosa para la deteccion
temprana del VON y para guiar la educacion publica asi como los esfuerzos de control
de mosquitos (Eidson et al., 2001). Las aves silvestres que con frecuencia se han
encontrado como hospederos del VON son: Corvus brachyrhynchus, Corvus corax,
Cyanocitta cristata, Perisoreus canadensis, Pica pica, Buteo platypterus, Buteo

jamaicensis, Agelaius phoeniceus, Molothrus ater, Quiscalus quiscula, Sturnus vulgaris,
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Euphagus carolinus, Euphagus cyanocephalus y Xanthocephalus xanthocephalus

(National Wildlife Health Center, 2007).

En un estudio realizado por el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades
de los Estados Unidos (CDC) para entender mejor el papel de las aves en la transmision
del virus, se expusieron 25 especies de aves, representando un amplio rango de érdenes y
familias, a la infeccidén por picadura de mosquitos. Posteriormente, se monitorearon
titulos de viremia en cavidades cloacales y orales; encontrandose persistencia de
infecciones y desarrollo de anticuerpos neutralizantes virales en érganos. Los datos

generales se utilizaron para cuantificar la competencia entre reservorios (Komar, 2003).

La cadena de VON de Norte América fue primeramente identificada del cerebro
de un cuervo americano muerto (Corvus brachyrhynchus) colectado en 1999 en Nueva
York. Subsecuentemente muchos otros aislamientos se hicieron de otros cuervos y aves
exoticas del zooldgico de esa ciudad, tales como Flamingo chileno (Phoenicopteris
chilensis), Magpies pico negro (Pica hudsonia), Guanay formoran (Phalacrocérax
bouganvillei), Aguila calva (Haliaeetus leucocephalus), Pato alas de bronce (Anas
specularis), Faisan de impeyan (Lophophorus impeyanus), Trogropan de vientre gris

(Tragopan blithii) y Baho nevado (Nyctea scandiaca) (Steele 2000).

Nemeth et al., (2007) efectuaron un estudio de aves rapaces en el periodo 2002-
2005 en el norte de Colorado, en una clinica de atencion a aves de rapifia. Se
presentaron los resultados de 323 aves rapaces. Durante el estudio, 38 aves rapaces
(11.8%) dieron positivo a VON. Por otra parte, Lawrence et al., (2003) llevaron a cabo

un estudio en las islas de Florida, para determinar especies de mosquitos que pueden
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servir como vectores del VON. Los mosquitos fueron colectados con trampas de luz y
dioxido de carbono y se utilizo RT-PCR para VON en un total de 53,673 mosquitos
preparados en 3,643 pools (34 especies). Cinco especies de mosquitos resultaron
positivas a VON: Cx. erraticus Dyar and Knab, Cx. nigripalpus Theobald, Cx.
quinquefasciatus Say, Ochlerotatus condolescens Dyar and Knab, y Oc. taeniorhynchus
Wiedemann. En el Estado de California, Goddard et al., (2002) realizaron un estudio
de mosquitos durante 2001 y 2002. El objetivo fue determinar la competencia vectorial
de las especies Cx. tarsalis Coquillet, Cx. pipiens pipiens Linneaus, Cx. p.
quinquefasciatus Say, Cx. stigmatosoma Dyar, Cx. erythrothorax Dyar, Oc. dorsalis
Meigen, Oc. melanimon Dyar, Oc. sierrensis Dyar, Aedes vexans Meigen y Culiseta
inornata Willinston. Aunque las 10 especies se infectaron y fueron capaces de
transmitir el VON, los vectores més eficientes en el laboratorio fueron: Cx. tarsalis
Coquillet, Cx. stigmatosoma Dyar, Cx. erythrothorax Dyar, y otras especies del

complejo Cx. pipiens L.

Xiao et al., (2001) realiz6 una investigacion con 34 hamster dorados
Mesocrisetus auratus, inoculandolos intraperitonealmente con virus aislado de Nueva
York. Los 34 hamsters desarrollaron viremia moderada de 5-6 dias de duracion,
seguida de anticuerpos humorales. Los sintomas empezaron 6 dias después de la
infeccion. Cerca de la mitad de los animales murieron entre el séptimo y catorceavo
dia. Los cambios histopatoldgicos observados se encontraron en el corte cerebral y
eventualmente en otras partes del cerebro y del cordon de la espina dorsal. EI VON fue
encontrado en cerebros de hamsters convalecientes hasta 53 dias después de iniciada la

infeccion, sugiriendo que ésta ocurre de manera persistente.
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Por otra parte, Almazan-Nufiez et al., (2005) llevaron a cabo un estudio de
monitoreo de aves, en Coyuca de Benitez, Zihuatanejo, El Carrizal y San Pedro Las
playas, de la Costa del estado de Guerrero, en el periodo de Diciembre 2004 a Mayo
2005. En ese estudio se obtuvieron 104 muestras de aves silvestres, que corresponden a
33 especies, 28 géneros, 18 familias y nueve ordenes. Cinco aves residentes resultaron
positivas de las localidades Barrio Viejo, del Municipio de José Azueta (3) y El Carrizal

(2) del Municipio de Coyuca de Benitez.

Lorofio-Pino et al. (2003) realizaron un estudio de anticuerpos del VON en
equinos, en Yucatan, durante el 2002. Las muestras de suero se obtuvieron de 252
caballos. Los anticuerpos contra el virus del Nilo Occidental se detectaron en tres
(1.2%) caballos, mediante ensayos inmunoenzimaticos, confirmado por prueba de
neutralizacion por reduccion de placas. Esta se considera como la primera actividad del

virus del Nilo Occidental en el estado de Yucatan.
4.8 Aislamiento del VON en humanos y mosquitos en México.

En el 2003 se examinaron 441 muestras de sueros de equinos de 14 estados de la
Republica Mexicana. En 97(22%) muestras se detectaron anticuerpos especificos del
VON. Datos representativos de 22 de las muestras positivas fueron obtenidas en los
estados de Veracruz, Yucatdn, Chihuahua, Coahuila y Tamaulipas (SSA, 2004%).
Estudios genéticos indicaron que el tipo del VON encontrado en Meéxico,
probablemente fue introducido de la parte central de los Estados Unidos. EIl nivel de
divergencia genética (9bn) del aislado mexicano y la substitucion unica de los

aminoéacidos en las proteinas prM y E cuando se compararon con otros VON aislados de
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América del Norte sugiere que el tipo mexicano estuvo presente por algin tiempo y no

solo fue introducido recientemente de Texas (SSA, 2004b).

Todos los estudios de aislamientos de VON en México se han obtenido de
equinos y aves. En Nuevo Leon se reporta el primer aislamiento de VON de una
persona enferma y de un pool de mosquitos Cx. quinquefasciatus. Los mosquitos
fueron colectados durante el 2003 en Pesqueria. Se sometieron a la prueba 2,297
mosquitos de 4 géneros y 11 especies, distribuidos en 238 pools (10 mosquitos por pool
en la mayoria de los casos). Unicamente en un pool de Cx. quinquefasciatus produjo un
virus aislado. La identificacion del VON se obtuvo por medio de Inmunofluoresencia,

Inhibicion por Hemaglutinacion y RT-PCR (Blitvich et al, 2004).

El caso humano se aislé de una mujer de 62 afios procedente de la ciudad de
Obregon, Sonora. El VON fue aislado resultando positiva a VON (Elizondo et al.,

2005).

Durante el 2002, en Yucatan se muestrearon 252 caballos, 3(1.2%) resultaron
positivos al VON. Este fue el primer reporte de la actividad en el estado de Yucatan

(Lorofio-Pino et al., 2003).

En 2008 se efectud un estudio de prevalencia de infeccion por el VON en dos
zooldgicos de Tabasco, México, en animales, mosquitos y personal. Se corrieron
pruebas de ELISA y se buscéd el fragmento del genoma del VON por RT-PCR.
Encontrandose una seroprevalencia en uno de los zooldgicos de 25.7%(19/74) en aves y

85.71%(6/7) en reptiles. Y en el segundo, 31.25%(50/160) de las aves y 34.48%(16/29)
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de los mamiferos, presentaron anticuerpos contra el VON. En un grupo de mosquitos

(Cx. quinquefasciatus) se detecto el genoma del VON (Hidalgo-Martinez et al., 2008).

4.9 Evidencia seroldgica de infecciones por VON en aves, estado de Tamaulipas,

Meéxico.

En respuesta a la introduccion del VON, Fernandez et al., 2003 realizaron un
estudio en Laguna Madre, Tamaulipas (23-25° N, 97° W), en el periodo del 2001 al
2003. Los sitios de estudio se establecieron en 4 localidades: En total se muestrearon
796 aves pertenecientes a 70 especies, 24 familias y 10 Ordenes. Los 6rdenes mas
representativos fueron Passeriformes, (n=573), Columbiformes (n=159), Picformes
(n=25) y Anseriformes (n=12). En total 164 aves (20.6%) fueron migratorias y 632
residentes (79.4%). Las aves migratorias fueron capturadas con mas frecuencia en

Junio y Octubre (n=25 y n=26, respectivamente).

Las especies migratorias mas representativas fueron Cazamoscas Cresta Marrén
(Myarchus tyrannulus (n=30) y Gorrién de Lincoln Melospiza lincolnii (n=17). Las
especies de aves residentes mas frecuentemente atrapadas fueron la Paloma Comun de
la Tierra Columbina passerina (n=125), Cenzontle nortefio Mimus poyiglottos (n=12),
Vireo Ojos Blancos Vireo griseus (n=55), Cardenal del Norte Cardinalis cardinalis
(n=46). Se realizaron pruebas ELISA. Resultaron cuatro muestras con anticuerpos a
VON. Las cuatro aves fueron de los géneros: Zenaida macroura, Auriparus flaviceps,
Troglodytes aedon y Thryomanes bewickii. La tercera es una ave migratoria (Fernandez

et al., 2003).
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4.10 Evidencia serologica de infecciones por VON en caballos, Coahuila, México.

VON fue detectado en 204(80%) de 254 condados de Texas, incluyendo
condados que bordean el estado de Coahuila. Por lo tanto el estado de Coahuila fue
considerado como un punto probable de incursién del VON en México desde Estados
Unidos. En este estudio fueron tomadas 24 muestras de sangre de caballos domésticos,
en Ciudad Acufa (14), Jiménez (6) y Saltillo (4). Resultaron 15 seropositivos: 11 de

Ciudad Acufia y 4 de Jiménez (Blitvich, 2003).

4.11 Deteccidn de anticuerpos de VON y de Encefalitis de San Luis (ESL) en Nuevo

Ledén México.

En el 2003 se realiz6 un estudio con la finalidad de determinar la prevalencia de
infecciones por VON y VESL en caballos de Nuevo Ledn, México. Se obtuvieron
sangre de 88 caballos, muestreados al azar en 29 sitios de estudio, en diferentes
municipios de la zona metropolitana. En 26(29.5%) de 88 caballos hubo evidencia de
anticuerpos especificos a flavivirus por medio de ELISA y PRNT, de los cuales
20(22.7%) fueron confirmados a VON, 1(1.1%) a ELSEV y 5(5.7%) presentaron

anticuerpos de etiologia indeterminada (Blitvich, 2004).

4.12 Analisis filogenético de VON en Nuevo Ledn, México.

Se detectd6 RNA del VON en tejido de cerebro de un caballo en el 2003 en
Nuevo Ledn, México. La secuencia de nucleétidos y el analisis filogenético de los
genes de la premembrana demostraron que el virus estd mas estrechamente relacionado

con el VON colectado en Texas en 2002 (Blitvich et al., 2004).
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4.13 Familia Culicidae

En México, la familia Culicidae esta representada por tres subfamilias, por 18
géneros y 247 especies, que representa el 7.2% de la fauna mundial de mosquitos. Los
mosquitos son insectos holometabolos del al orden Diptera; en la etapa adulta presentan
un par de alas membranosas que se originan del mesotérax y otro par de alas
modificadas denominadas balancines que se originan del metatérax; las partes bucales
son de tipo haustelado, (alargadas y adaptadas para la ingestion de alimento liquido).
Los estados juveniles (huevos, larvas y pupas) son acuaticos y comunes en cuerpos de

agua con poca movilidad (Darsie and Ward, 2005).

4.13.1 Ciclo biolégico

Los adultos de Culicidae se distinguen de otros dipteros por la presencia de una
probodscide muy larga y delgada, antenas multiarticuladas y cuerpo revestido parcial o
totalmente por escamas, incluyendo las nervaduras alares, entre otras caracteristicas
(Figura 6). Las pupas de culicidos son de las pocas, dentro de la clase Insecta, que
tienen la capacidad de movimiento; tienen forma de "coma" cuando se observan
lateralmente, un par de sifones ventiladores toracicos con forma de trompeta y un par de

paletillas natatorias anchas en el extremo posterior del cuerpo (Figura 7).

Figura 6. Adulto de Culicidae
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Las larvas (Figura 7) son eucéfalas y apodas, con el térax representado por una
sola masa, cada uno de los segmentos que lo conforman son diferenciables s6lo por la
quetotaxia; el térax es caracteristicamente méas ancho que la cabeza y el abdomen. Este
ultimo presenta, en su parte distal, una placa dorsal en la cual se abren los estigmas
ventiladores (subfamilia Anophelinae) o bien un sifén cénico o cilindrico en posicion
dorso-caudal, con longitud y forma variable, en cuyo extremo se encuentran las
aberturas ventiladoras (subfamilias Culicinae y Toxorhynchitinae) (Ocegueda y

Llorente, 2012).

Figura 7. Larva Culicidae

v{f* '-

L

Figura 8. Pupa Culicidae

Tanto en las pupas como en las larvas existen sedas cuya disposicion, tamafio y
forma tienen gran importancia para la determinacion taxondmica de las especies y otras
categorias (Ocegueda y Llorente, 2012)..
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Los huevos (Figura 9) varian mucho segun los taxones; pueden encontrarse en
forma independiente uno de otro flotando en el agua o pegados a diversos objetos cerca
de la superficie, con flotadores (Anophelinae) o sin ellos (varios Culicinae) o en el suelo

(Aedes, Ochlerotatus y Psorophora) (Ocegueda y Llorente, 2012).

HUEVO

Figura 9. Huevos Culicidae

Los sitios de crianza adecuados para los juveniles de cada especie son
seleccionados de manera natural por las hembras. EXisten especies que se crian
preferentemente en cuerpos de agua permanentes o temporales, pequefios o grandes, de
aguas limpias, eutroficadas y, en algunos casos, contaminadas, dulces o salobres, con
vegetacion o sin ella. Hay un gran nimero de especies que se especializan en explotar
cuerpos de agua acumulados en ciertas plantas o en habitaculos inundados de animales
0, como el caso de Deinocerites, en los huecos de cangrejos. Otros se encuentran
comunmente en recipientes artificiales que contienen agua y, por tanto, hasta cierto

punto son sinantrépicos (Ocegueda y Llorente, 2012).

4.13.2 Especies de mosquitos que han sido positivos a VON

La infeccion con VON ha sido documentada en una amplia variedad de especies
de mosquitos en Europa (Hubalek y Halouzka, 1999). En el Hemisferio Occidental, a

pesar de haberse documentado que una gran variedad de mosquitos llevan el virus, el
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género Culex parece ser clave y dominante en el mantenimiento de los ciclos locales de
transmision. CDC en 2009 report6 que en 64 especies se han encontrado con el VON
en EE.UU. y varias especies de mosquitos han sido reportados susceptibles a la
infeccion por el VON en Meéxico, incluyendo Culex nigripalpus Theobald y Cx.
interrogador Dyar y Knab en el estado de Chiapas, Cx. tarsalis Coquillett en el Estado
de Baja California, y Cx. quinquefasciatus Say en el Estado de Nuevo Ledn (Elizondo-

Quiroga et al., 2005; Medina et al., 2008; Ulloa et al., 2009, Ibarra-Juarez et al., 2012).

4.13.3 Caracteristicas del género Culex

Culex es un género de mosquitos importante que incluye 768 especies en el
mundo. Su distribucién se extiende en todas las regiones zoogeograficas. Habitan
desde los tropicos hasta las regiones templadas frias, pero no se extienden a las
latitudes extremas del norte. Los Culex adultos suelen ser monétonos y unicoloros,
pero algunas especies del subgénero Culex tienen marcas en las patas y manchas
palidas en las alas similares a Anopheles. Culex se caracterizan por la ausencia de
setas prespiraculares y postspiraculares. Culex difiere de Deinocerites y Galindomyia
en tener el flagelomero apical de la antena mucho mas corta que el primer flagelémero,
y difiere de Lutzia en tener pocas (usualmente una) setas mesepimerales inferiores
(WRBU, 2012). Cx. quinguefasciatus se encuentra en América del Norte, América del
Sur, Australia, Asia, Africa, Oriente Medio y Nueva Zelanda (Hill y Connelly, 2009).
En Estados Unidos esta especie se localiza desde Virginia, a través de las llanuras del
sur, hasta el sur de California y desde el norte hasta el sur de lowa, al sur de Texas y
Florida. Hay informes de Cx. Quinquefasciatus tan al norte como Indiana. La especie

también ha sido colectada en Hawaii (Barr, 1957).
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Cortés, A.

Figura 10. Larva y adulto de Cx. quinquefasciatus (A. Cortés, 2009; WRBU, 2012).

4.13.4 Cx. quinquefasciatus Say (Figura 10).

La distribucion mundial de especies del complejo Cx. pipiens es extensa en
todos los continentes (Americano, Europeo, Asiatico, Africano y Oceania) (figura 11).
El conocimiento del comportamiento de alimentacion de la sangre de las poblaciones de
mosquitos residentes es un elemento esencial en la evaluacion de su capacidad vectorial
en un lugar determinado. Para evaluar mejor el papel de Cx. Quinquefasciatus en la
transmision del VON en el Condado de Harris, se realizé un estudio de su alimentacion
especifica y se determind que adquiere sangre de un rango diverso de aves y mamiferos.
El andlisis revel6 que 39.1% habia adquirido la sangre de las aves, el 52.5% de los
mamiferos y el 8.3% era mezclado comidas de sangre de mamiferos y aves (Molaei et

al., 2007).
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O Cidex pipiens Linnaeus 1758
B Cx. quinguefasciatus Say 1823 (Knight 1978)

Figura 11. Distribucion del complejo Culex pipiens, citado por Kramer (2009).

En Florida, Cx. Quinquefasciatus se encontr6 en los 67 condados el cual
adquiere la sangre de una diversa variedad de aves y mamiferos en funcion de la
relacién abundancia y disponibilidad de hospederos vertebrados dentro de un éarea

geogréfica especifica (Molaei et al., 2007).

Varias especies de mosquitos han sido reportados a la infeccion por el VON en
México, incluyendo Culex nigripalpus Theobald y Cx. interrogador Dyar y Knab en el
estado de Chiapas, Cx. tarsalis Coquillett en el Estado de Baja California, y Cx.
quinquefasciatus Say en el Estado de Nuevo Ledn (Elizondo-Quiroga et al., 2005;

Medina et al., 2008; Ulloa et al., 2009; Ibarra-Juarez et al., 2012).

4.14. Medidas de control para culicidos transmisores del VON

El éxito de las actividades de vigilancia en los Estados Unidos ha dependido de
la disponibilidad de los laboratorios que pueden proporcionar apoyo de diagnostico.
Los ensayos inmunoenzimaticos de inmunoglobulina M y G (ELISA) estan disponibles

en los laboratorios de Salud Publica y veterinaria para proporcionar el primer tamizaje y
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diagnostico del suero humano y animal asi como especimenes de liquido
cefalorraquideo. Cuando se requiere combatir las poblaciones de los mosquitos
vectores se recurre a diversos tipos de control. En Estados Unidos el método mas eficaz
para prevenir la transmision del VON es reducir la exposicion humana a los mosquitos
por control larvario, control de poblaciones de adultos y educando al publico (OPS,

2003, Service, 1993).

La prevencion de la Encefalitis por Virus del Nilo Occidental se basa
principalmente en el control de los mosquitos con repelentes, larvicidas y adulticidas vy,
sobre todo, en la proteccion de los animales mediante la vacunacion, cuya eficacia llega
a ser del 95%. Para la aplicacion de las medidas de prevencién y control de algin
vector de enfermedades transmisibles es necesario conocer su bionomia, que implica las
asociaciones de todas las etapas de la vida del organismo en estudio con su medio
ambiente, como por ejemplo: cuerpos de agua que selecciona para poner Ssus

huevecillos, fuentes de alimento, sitios de reposo (OMS, 2011).
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5. METODOS

5.1 Descripcion de la zona de estudio

El estado de Guerrero esta ubicado en la Sierra Madre del Sur y sus coordenadas
son: 16°19°48” y 18°53°12” latitud Norte; y 98°00°13” y 102°11°44” longitud Oeste.
Colinda al Norte con los estados de Michoacan, México, Morelos y Puebla, al Este con
Puebla y Oaxaca, al Oeste con Michoacan y el Océano Pacifico y al Sur con Oaxaca y el
Océano Pacifico. Lo conforman 7 regiones socioeconomicas: 1 Tierra Caliente, 2
Norte, 3 Centro, 4 Montafia, 5 Costa Grande, 6 Costa Chica y 7 Acapulco. La zona de
estudio incluye los municipios de Ometepec (Costa Chica), Acapulco y J. Azueta (Costa

Grande).

Estado de Guerrero

Meéxico

Figura 12. Ubicacion geografica de los municipios estudiados en Guerrero, México (INEGI, 2012).

La temperatura media anual en los Ultimos 20 afios ha oscilado entre 27.1 °C y a
29 °C y la precipitacion pluvial entre 632.2 a 2002.2 mm. De acuerdo al sistema de
clasificacion de Koéppen, modificado por Garcia (1981), el tipo de clima es Calido

subhimedo con lluvias en verano (Aw, wi). Los rios mas importantes en la zona de
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estudio son el Ometepec, Papagayo e Ixtapa, y los cuerpos de agua: Laguna de

Chautengo, Tres Palos 'y Nuxco.

El bosque es de encino lacio (Pinus pseudostrobus), ocote (Pinus oocarpa), pino
chino (Pinus tenuifolia) y encino memelita (Quercus magnoliifolia); la selva esta
compuesta por: cazahuate (Ipomoea wolcottiana), bocote (Cordia elaeagnoides), palo
mulato (Bursera simaruba), tepehuaje (Lysiloma acapulcensis), cornezuelo (Acacia
cornigera); otro tipo de vegetacion: mangle candelilla (Rhizophora mangle), mangle
salado (Avicennia germinans), mangle lobo (Laguncularia racemosa), nanche
(Byrsonima crassifolia) y lirio acudtico (Eichhornia crassipes) (Gobierno del estado de

Guerrero, 2012).

5.2 Muestreo de aves y equinos

En el periodo Noviembre 2007 a Octubre 2008 se llevo a cabo la captura de aves
en cada municipio, con redes de niebla colocadas estratégicamente. Se utilizan cuatro
redes durante un periodo de tres dias en cada sitio de estudio y se revisaron cada dos
horas durante las horas de luz del dia (Ralph, et al., 1996). Las aves fueron
identificadas segun la especie, y se determiné el estatus migratorio o residente de cada
una (Vried, 1988; Peterson y Chalif, 1993; Kaufman, 2005; Berlanga et al., 2008). Las
aves capturadas se sangraron de la yugular o la vena cubital y las muestras de sangre
fueron diluidas inmediatamente en un diluyente de campo: solucién salina tamponada
con fosfato estéril que contiene 0.75% de albumina bovina, 100 u/mL de penicilina, 100

pg/mL de estreptomicina y 250pg/mL de anfotericina B (SSA, 2007).
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La encuesta seroldgica de equinos para detectar anticuerpos del VON se realizo
en el 2008. Los equinos fueron seleccionados de establos, corrales y caminos. Ninguno
de ellos habia sido vacunado contra el virus del Nilo Occidental o hubo tenido
antecedentes de viaje. Se extrajo un mL de sangre de la vena yugular de cada equino y
las muestras se diluyeron inmediatamente usando el mismo diluyente ya descrito para
las aves, se conservaron en un termo con hielo para su traslado al laboratorio y se
mantuvieron a -20 °C hasta su analisis. Las muestras se colocaron en hielo (a 4 °C) y se
transportaron al Laboratorio de Entomologia Médica de la Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn. El suero de aves y equinos se separaron por centrifugacion a 1,500 rpm

durante 10 minutos a 4°C posteriormente, se almacenaron a -70 °C.

5.3 Colecta de mosquitos.

Las colectas de mosquitos adultos en reposo se realizaron cada dos meses a
partir de Abril de 2008 hasta Agosto de 2009, utilizando un aspirador de mochila
accionado por un motor modelo CDC (Figura 13) (Clark, 1994). Se llevaron a cabo un
total de seis colecciones de 3 dias para cada una en los tres municipios de estudio. Los
mosquitos que descansaban al aire libre cerca de las casas fueron aspirados durante las
horas diurnas. Los puntos de muestreo seleccionados incluyen lugares como establos de
ganado, corrales para caballos y refugios de descanso naturales (huecos de arboles,
agujeros de cangrejos, pilas de rocas, pantanos, lagunas y vegetacion marginal)
(Triplehorn y Johnson, 2005; Gibb y Oseto, 2006). Los mosquitos colectados se
llevaron al laboratorio del Centro de Investigacion de Enfermedades Tropicales de la
Universidad Autonoma de Guerrero, Acapulco, para identificacion de géneros y

especies lo cual se hizo con ayuda de una tabla fria de relajamiento (Bioquip ®,
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Gardenia, CA.), un estereoscopio y claves para identificacion de culicidos (Figura 14)
(Belkin et al., 1970; Clark-Gil y Darsie, 1983; Wilkerson et al., 1993; Ibafiez y

Martinez, 1994; Darsie y Ward, 2005).

Figural3. Colecta de mosquitos con aspirador motorizado en refugios naturales.

Figura 14. Identificacidn y separacion de mosquitos por especie (Cortés, 2009).
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Los mosquitos identificados se agruparon por sexo y especie en microtubos
Eppendorf ® de 2 mL, de 2 a 67 individuos en cada uno; los mosquitos asi agrupados se

almacenaron a -70 °C.

En cada lugar donde se tomaron muestras sanguineas a equinos y aves 0 se
colectaron mosquitos, se registraron las coordenadas y la altura sobre el nivel del mar

con un GPS.

5.4 Pruebas seroldgicas (ELISA) y moleculares (RT-PCR).

Los sueros de aves y equinos se examinaron para deteccion de anticuerpos de
virus del Nilo Occidental en la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn con un epitope
de inmunoensayo enzimético de bloqueo (ELISA) (Blitvich et al., 2003a, b). Las
ELISAS se realizaron con el anticuerpo monoclonal especifico del virus del Nilo
Occidental (Mab) 3.1112G (Vector Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A.), utilizando
microplacas de poliestireno de 96 pocillos, lavador de placas y lector de placas. La
capacidad del suero del huésped para bloguear la unién de antigeno para VON Mab se
compar6 con la capacidad de bloqueo del suero del huésped sin anticuerpo del virus del
Oeste del Nilo. Los datos se expresaron como porcentajes relativos y los valores >30%
de inhibicion se consideraron con presencia de anticuerpos virales (Blitvich et al.,

2003a, b).

También se prepararon muestras de mosquitos para la deteccién del VON
mediante Retrotranscriptasa de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR). Los
mosquitos se trituraron durante 45s con un mezclador vortex en un tubo de

polipropileno de fondo redondo de 5 mL (Becton Dickinson, Franklin Lakes, Nueva
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Jersey, EE.UU.) que contenia 1.5 mL de diluyente (1xmedio esencial minimo
suplementado con 2 % de suero fetal de bovino, penicilina/estreptomicina, L-glutamina
y aminodcidos no esenciales) y cuatro bolas de acero recubierto de cobre (4.5 mm de
didmetro; 0.177 mm calibre). Las suspensiones se centrifugaron a 12,000 rpm durante
10 min a 4°C, y se recogieron los sobrenadantes. EI ARN total se extrajo a partir de
sobrenadantes utilizando el mini kit de ARN viral QlAamp (Qiagen Inc, Valencia,
California, EE.UU.). EI RNA de mosquitos se puso a prueba utilizando
oligonuclettidos sintéticos especificos para VON, que sirven como cebadores,
recomendados por los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades para su
uso en la vigilancia del virus del Oeste del Nilo (Gubler et al., 2000; Lanciotti et al.,
2000). Los ADN complementarios se generaron utilizando la transcriptasa inversa
SuperScript 11 (Invitrogen, Carlsbad, CA) y las PCR se realizaron usando GoTaq ADN

polimerasa (Promega, Madison, WI) (Figura 15).

Conservacion de especimenes Maceramiento de
a-70 °C Mosquitos.

i PCR
Lectura de placas Electroforesis

Figura 15. Esquema de procedimiento para RT-PCR.
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6. RESULTADOS

6.1 Determinacion de la presencia de anticuerpos VON en aves

Durante el 2007-2008 se muestrearon 40 aves. De las cuales se clasificaron en
10 drdenes, que correspondian a 16 familias y 20 especies.  Otro pardmetro mas
considerado en esta clasificacion fue el estatus del ave, mismo que se dividio en

Residente, Migratorio y en Cautiverio (Tabla 1).

Tabla 1. Ordenes, familias, especies y status de las aves colectadas en la Costa del Pacifico Sur de

México en 2007-2008.

ORDENES FAMILIAS ESPECIES STATUS
Anseriformes Anatidae Anas platyrhynchos Residente
Charadriiformes Scolopacidae Actitis macularius Migratoria
Ciconiiformes Ardeidae Egretta thula Cautiverio
Ciconiiformes Ardeidae Tigrisoma mexicanum Residente
Columbiformes Columbidae Columbina inca Residente
Columbiformes Columbidae Columbina minuta Residente
Columbiformes Parulidae Icteria virens Migratoria
Coraciiformes Alcedinidae Chloroceryle americana Residente
Falconiformes Falconidae Caracara plancus Cautiverio
Galliformes Phasianidae Gallus gallus domesticus Residente
Galliformes Phasianidae Meleagris ocellata Residente
Passeriformes Icteridae Icterus bullockii Residente
Passeriformes Icteridae Icterus gularis Residente
Passeriformes Tyrannidae Myiozetetes similis Residente
Passeriformes Cardinalidae Passerina ciris Residente
Passeriformes Tyrannidae Pitangus sulphuratus Residente
Passeriformes Emberizidae Sporophila torqueola Residente
Piciformes Ramphastidae Aulacorhynchus prasinus Cautiverio
Piciformes Picidae Picoides scalaris Residente
Trogoniformes Trogonidae Trogon citreolus Residente
Total 10 16 20 M=2, R=15, C=3
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De 40 sueros de aves estudiados 4(10%) mostraron anticuerpos contra el VON

cuando se corrieron pruebas ELISA de bloqueo. Cumpliendo el criterio establecido

>30% de inhibicion. Dos de las aves seropositivas se colectaros en Acapulco: Pitangus

sulfuratus L. (1) y Trogon citreolus Gould (1), mientras que Gallus gallus domesticus

L. (1) y Columbina minuta L. (1), fueron muestreados en Ometepec.

Las aves positivas a VON, muestreadas pertenecen a las familias Tyrannidae,

Trogonidae, Phasianidae y Columbidae respectivamente (Tabla 2, Figura 16). Estas 4

aves tienen estatus de residentes.

Tabla 2. Resumen de aves seropositivas a anticuerpos de VON por la técnica de ELISA de bloqueo,

colectados en el estado de Guerrero, México, 2007-2008.

Nombre comun

% Inhibicion por
Familia ELISA® de bloqueo

No. Localidad s Estat
© ocalida (Nombre cientifico) (Orden) Status
3.1112G° (VON)
A-11 Ometepec Gallina Phasianidae
_ . R 70.11
Gallus g. domesticus (Galliformes)
A-19 Ometepec Tortola pecho liso Columbidae
R 37.46
Columbina minuta (Columbiformes)
A-26 Acapulco Luis Bienteveo Tyrannidae
) ) R 38.64
Pitangus sulphuratus (Passeriformes)
A-33 Acapulco Trog6n Citrino Trogonidae
R 60.05

Trogon citreolus

(Trogoniformes)

®R, Residente. M, Migratorio.
®|_os valores de inhibicién > 30% son considerados positivos.
°MAB es especifico para VON.
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Gallus gallus domesticus

Figura 16. Aves positivas de los municipios de Acapulco y Ometepec, Guerrero, México.

6.2 Determinacion de la presencia de anticuerpos VON en Equinos

Se obtuvieron un total de 102 muestras de suero de equinos en los tres sitios de
estudio (Figura 17), de las cuales diecinueve (18.6%) presentaron anticuerpos contra el
VON. Cinco (15.6 %) de un total de 32 equinos resultaron seropositivos en Acapulco,
11 (19.3 %) de un total de 57 en Ometepec y tres (23.1 %) de un total de 13 en J.
Azueta.

La mayoria de los equinos seropositivos 17(89.5 %) fueron caballos (Equus
caballus L.), mientras que el restante 2(10.5 %) fueron asnos (Equus asinus L). (Tabla

3).

56



Identificacion de mosquitos vectores potenciales y seroprevalencia del virus del Oeste del Nilo en aves y equinos en el
Estado de Guerrero, México

Tabla 3. Resumen de los equinos seropositivos para anticuerpos contra el VON por técnica de

ELISA de bloqueo en el estado de Guerrero, México.

% inhibicion ELISA? Blogqueo

Equino  Especie  Sitio de estudio Edad (afios)  Sexo
3.1112G” (WNV)
H-7  E. caballus Acapulco 8 Male 58.92
H-14  E. caballus Acapulco 9 Male 47.01
H-17  E. caballus Acapulco 6 Macho 34.71
H-19  E. caballus Acapulco 7 Hembra 39.57
H-21  E. caballus Acapulco 5 Hembra 53.50
H-39 E. caballus Ometepec 11 Macho 54.61
H-43  E. caballus Ometepec 8 Hembra 74.59
H-47  E. caballus Ometepec 1 Macho 78.98
H-51  E. caballus Ometepec 4 Macho 52.76
H-53 E. asinus Ometepec 3 Hembra 39.97
H-63 E. caballus Ometepec 10 Hembra 76.22
H-65 E. caballus Ometepec 4 Macho 82.08
H-73 E. asinus Ometepec 10 Macho 74.14
H-75 E. caballus Ometepec 10 Macho 53.10
H-78 E. caballus Ometepec 8 Macho 85.28
H-79  E. caballus Ometepec 11 Macho 98.64
H-90 E. caballus J. Azueta 10 Macho 48.49
H-96  E. caballus J. Azueta 8 Macho 38.46
H-97  E. caballus J. Azueta 9 Macho 35.12

valores de inhibicién = 30 % son considerados significantes

®MAB es especifico para VON
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Figura 17. Muestreo de equinos en el Pacifico Sur del estado de Guerrero, México.

6.3 ldentificacion de mosquitos portadores de VON por la técnica de RT-PCR

Se incluyeron en el andlisis molecular 4,854 mosquitos hembras colectados de
los tres sitios de estudio durante todas las colectas realizadas con el aspirador
motorizado de mochila. En este estudio se encontraron dieciséis especies y siete
géneros de culicidos. EI total de mosquitos 4,854 se agruparon en 116 pools (Tabla 4),
para deteccion del VON por la técnica de RT-PCR.

Los pools de mosquitos mas numerosos fueron de las especies Deinocerites
pseudes Dyar 23(19.8%), Uranotaenia lowii Theobald 23(19.8%) y Uranotaenia
pulcherrima Linch-Arribalzaba 14(12.1%). Las proporciones de mosquitos analizados
fueron mas altas en los géneros Deinocerites 28.6%, Culex 28.54% y Uranotaenia

20.74% (Figura 18).
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Tabla 4. Pools de mosquitos probados para VON por RT-PCR en la Costa del estado de Guerrero

México, 2008-2009. Los datos representan nimeros combinados de todas las colecciones y sitios de

estudio.

Especies de mosquitos

NUmero de pools

Aedes podographicus Dyar and Knab

Aedes taeniorhynchus Wiedeman
Anopheles albimanus Wiedeman
Culex coronator Dyar and Knab
Culex erraticus Dyar and Knab
Culex erythrotorax Dyar

Culex interrogator Dyar and Knab
Culex nigripalpus Theobald

Culex quinguefasciatus Say

Culex spp (damaged)

Deinocerites pseudes Dyar

Hemagogus equines Theobald

Mansonia induvitans Dyar and Shannon

Mansonia titillans Walker

Uranotaenia lowii Theobald

Uranotaenia pulcherrima Linch-Arribalzaba

Uranotaenia sapphirina Osten Sacken

Uranotaenia spp (damaged)

1

2

11

23

23

14

TOTAL

116

Ninguna de las muestras analizadas por RT-PCR resulté positiva a VON (Tabla 4).
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0.1% _ 4.3% 2.8%

5.2%

28.5%

spp Aedes
= Anopheles Culex
m Deinocerites Mansonia

m Uranotaenia  ® Haemagogus

Figura 18. Proporcion de géneros de mosquitos analizados para VON.

En resumen resultaron 2 aves positivas en el municipio de Ometepec y 2 en
Acapulco (figura 19). En tanto que en los tres municipios hubo seroprevalencia al VON
en equinos segun las proporciones siguientes: Acapulco 5(26.5%), José Azueta

3(15.7%) y Ometepec 11(57.9%).
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7. DISCUSION

En EE.UU. se ha documentado 37,088 casos humanos con 1,549 defunciones desde
1999 hasta 2012 (CDC, 2012b). A pesar de que la frontera entre México y EE.UU. es de
alrededor de 3 169 km, es sorprendente que hasta 2012 s6lo 11 casos humanos de VON
se han registrado en México (CONAVE, 2012). Sin embargo, los factores que
intervienen en la ecologia zoonotica del VON, por ejemplo aves, equinos y mosquitos,
se han encontrado en su mayoria a lo largo de los estados del norte y los situados a lo
largo de la costa del Golfo de México (Fernandez-Salas et al., 2003; Blitvich et al.,
20032, b; Elizondo et al., 2005; Ibarra-Juérez et al., 2012).

Este analisis seroldgico demuestra evidencias de circulacion enzodtica del VON en
el estado de Guerrero, donde se encuentra la ciudad de Acapulco, la segunda playa de
importancia turistica en el pais. Los resultados mostraron todos los sitios de estudio con
anticuerpos del VON en equinos: Acapulco (15.6 %), Ometepec (10.3 %) y J. Azueta
(23.1 %) (Tabla 3). La tasa de seroprevalencia equina del VON represent6 el 18,6 % en
el estado de Guerrero. Los caballos parecen jugar un papel importante como huéspedes
centinela del VON en México, ya que, de acuerdo con los informes de estados del
Norte se documentaron altos porcentajes como 62.5 % en Coahuila (Blitvich et al.,
2003b) y el 41.0 % en Nuevo Leon (Ibarra-Juérez et al., 2012). Por otro lado, los
ensayos de sueros de aves por ELISA indicaron seroprevalencia del VON solo en
Acapulco (5.0 %) y Ometepec (5.0 %). Aunque todas las especies de aves seropositivas
fueron residentes, el estado de Guerrero forma parte del Pacifico Central por el que
existen rutas de vuelo migratorias de aves de Norteamérica (BirdLife International,

2012a, b). Por lo tanto, no sorprenderia que a mediano o largo plazo en futuro muestreo
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se encontraran aves migrantes seropositivas a VON en esta costa del Pacifico mexicano.
En otros estudios seroldgicos se han encontrado especies de aves migrantes
seropositivos en Tamaulipas y Yucatan (Fernandez-Salas et al., 2003; Farfan-Ale et al.,
2004).

A pesar de que ninguno de los pools con mosquitos de 16 especies y siete géneros
fueron positivas para el VON por RT-PCR, en este estudio se probaron especies de
mosquito anteriormente encontrados infectados de otros lugares de México, por
ejemplo, Cx. nigripalpus y Cx. interrogador en el Estado de Chiapas (Ulloa et al.,
2009), y Cx. quinquefasciatus en Estado de Nuevo Leon (Elizondo et al., 2005; Ibarra-
Juarez et al., 2012). Es probable que al capturar mayor cantidad de De. pseudes y Ur.
lowii, culicidos que prefieren sangre de reptiles y anfibios, en lugar de otras especies
que se alimentan de sangre de aves, tales como Cx. quinquefasciatus y especies afines
(WRBU, 2013), sea la explicacion de los resultados negativos del VON.

En general, las encuestas serologicas para VON en aves y equinos, asi como la
deteccion del virus en vectores son siempre Utiles para evaluar la emergencia de esta
grave enfermedad en las localidades con sospecha de circulacion. El brote del VON
reciente e inesperada en Dallas, Texas en 2012 nos recordd que puede mantener una
circulacién silenciosa y por lo tanto, los programas de vigilancia de salud publica
también deben incluir estudios de los ciclos zoondticos.

En el estudio realizado en dos parques zooldgicos de Yucatan, 5 aves (20.83 %)
fueron positivas; 6 de 7 reptiles de la especie Crocodylus moreletti (85.71 %)
presentaron anticuerpos contra VON. En octubre de 2005 se colectaron 50 muestras de
aves correspondientes a 10 géneros y 13 especies; 14 (28 %) muestras de aves

presentaban anticuerpos contra el virus. Se colectaron muestras sanguineas de 74 de las
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100 aves y de los siete reptiles del zooldgico La Venta En el zooldgico Yum-Ka se
obtuvieron 160 muestras de 232 aves, y otras 29 de 335 mamiferos; ninguno de los
animales manifest6 enfermedad alguna en los tres meses previos a la toma de la
muestra.

Los datos referentes a aves, comparados con los encontrados en el estado de
Guerrero, indican mayores porcentajes, probablemente porque en el Oeste de los
Estados Unidos la seroprevalencia ha sido menor que en Texas, teniendo en cuenta que
aves migratorias viajan de California a Suramérica pasando por el estado de Guerrero y
las que provienen de Texas se trasladan a través del Golfo de México, existiendo la
mayor probabilidad de infecciones en esa zona geogréfica.

En cuanto a equinos, los resultados obtenidos en este estudio son similares a los que
Lefrancois et al., (2005) encontr6 en un estudio realizado en Guadalupe. Ellos
muestrearon 487 equinos en 2003, de los cuales resultaron positivos 94 (19.3 %) a
anticuerpos del VON y en 2004 se tomaron muestras a 431 equinos, resultando

positivos 70 (16.2 %).

En el presente estudio se obtuvo un mayor porcentaje de seroprevalencia equina en
el municipio de Ometepec (57.89 %) a diferencia de Acapulco (26.31 %) y José Azueta

(15.78 %) de un total de 19 positivos.

Las especies de mosquitos que han sido reportadas con VON en México son: Cx.
nigripalpus y Cx. interrogador en el estado de Chiapas, Cx. tarsalis en Baja California
y Cx. quinquefasciatus en Nuevo Ledn. Estas especies estan presentes en la Costa Sur

del estado de Guerrero, siendo probable la transmision del VON en la zona estudiada.
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8. CONCLUSIONES

1. De acuerdo con los resultados seroldgicos obtenidos en aves y equinos, el VON
esta circulando en localidades de la costa del estado de Guerrero, Pacifico Sur de
México, en los municipios de Ometepec, Acapulco y José Azueta a pesar de que
los mosquitos probados no resultaron positivos.

2. Es conveniente continuar el muestreo de mosquitos del género Culex, los cuales
se alimentan de aves y de otros vertebrados, incluido el ser humano, con la
finalidad de verificar si existe la transmision enzodtica en esta area del pais.

3. Los estudios del VON deben ampliarse hacia otros estados mexicanos de la
vertiente del Pacifico, dadas las condiciones propicias para su circulacion del
VON tomando en cuenta la migracién de aves que viajan desde Norteamérica a
Centro y Suramérica, pasando por estados como Sinaloa, Sonora, Colima,

Jalisco, Oaxaca Michoacéan y Chiapas
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9.1 Apéndice 1.

Estado de Guerrero, México

9. APENDICES

Resultados de pruebas ELISA en aves silvestres y de corral, del Estado de

Guerrero, México.

Ko Localidad ;‘;:1;‘ Nombre comin Nombre dentifico Familis (rrden, Estatus | Resultados in_hj;;d{m
1 | %an JoséIxtzpa 10-nov-07| Cologn Sistzcolorss Batering ciris Candinzlidas | Passerifoomss | Residentz | Nemtivo i8.73
2 | %an JoséIxtzpa 10-n0v-07 | Luis Bisnteven Birangus suipiuraos Tynnidas 23 25 | Rzsidemtz | Magmtivo 13.058
3 | Zan JoseIntapa 10-nov-07 | Plavera Alzanalita Aeritis mepcularius e zoidzs | Charaddiformes | Misratoriz | Masstiva 17.85
4 | Zan JoseIntapa 10-nov-07 | Plavera Alzanalita Aeritis mepcularius e z2 | Charzdriiformes | Mizratoriz | Messtiva 12.26
5 | Chasop LaPosria 12-20s-08 | Luis Bisnteveo Birgneus suipiurnaus Tvrznnidas ) =5 Fesidentz | Memtivo 5.51 |
§ |Chatoo LaPuerta | 19-a3br-08 | Tamola Pecho Liso Columbing minura Calnghidas | Colnmhifpsmes | Residents | Nagtivo -0.58
7 [Chatoo LaPuerta | 19-3be-08 | TomolaColaLarm Columbing inca Calnghidas | Colnmhifpsmes | Residents | Nagtivo 10.55
8 [Chaseo LaPuertz | 19-2br-08 | Tostola Pecho Liso Columbing minurg Calngphidzs | Colnghifoomes | Residentz | Positive 37.46
4 | Charco LaPosrta 18-zhe-08 | Tastola Colz Larsm Columbing inea Calnphidss | Calnphifoomes | Besidents | Messtiva 16.43
10 | Zzn Pedro Plavas | 05-may-08 | Camintero Mexicano Picaides soalaris Picidas Piciformes Residentz | Masztivo 3.46
11 | Zan Pedro Plavas | 03-may-08 | Luis Bisnteveg Birgneus suipiurnaus Tvrznnidas 35 =5 Fesidentz | Memtivo 5.51
12 [ San Podro Plavas | 05-may-08 | Semillero d2 collar SPOrApRNT NpLeais Emberizidae [P 25 | Residentz | Memtive -0.58
13 [ Zzn Podro Playas | 05-may-08 [ Bolsero dz Alremicz Jeterus gularis, Ieridas 25 25 | Residentz | Memtive 10.95
4 | 320 Pedro Playas | 05-may-08 | Balsero calandria Jeterut Auiackii Iteridas 23 25 | Rzsidemtz | Magmtivo 1527
15 | Zzn Pedro Plavas | 05-may-08 | Luis Bisnteveo Dirgueus sulniraos Tyznnidas 35 25 | Residentz | Positivo 38.64
18 | Zan Pedro Plavas | 05-mav-08 | Semillera de collar Snoraphily tongueai Emherizidas 25 =5 Residentz | Masztivo .41
17 | Zan Pedro Blavas | 035-may-08 | Luis Bisnteveo Pirgnpus suipheaus Tumngidas 35, 2s | Residemt= | Wesstivo 555
18 | Zan Pedro Blavas | 035-may-08 | Luis Bisntevso Pirgnpus suipheaus Tumngidas 35, 2s | Residemt= | Wesstivo -5.03
12 | San Podro Plavas | 05-mayv-08 | Luis Bisnteven PIGHEYs Suiniuraus Tymnnidas 2 25, | Residentz | Nemtiva -Z5.10
20 | San Pedro Playas | 03-may-08 | Tortola ColaLars Columbing nea Calngphidzs | Colnghifpomes | Residentz | Namtivg -35.58
21 | San Pedro Playas | 03-may-08 icahreia Jeteria virens Bamlidas Calnmhifogmes | Misatoria | Negativa -16.40
22 | 3an Pedro Playas | 05-may-08 | Trozan Citring Trogan citrening Trozonidas | Trosonifpmmes | Estscionsl | Positive 60.05
23 | Zan Pedro Plavas | 035-may-08 | Tostola Cola Lars Cojumbing inca Colnphidas | Colnmhifopmes | Fesidents | Memtivo -5.47
24 | Zan Pedro Plavas | 05-may-08 | Tostolz Pecha Liso Cojumbing minuta Colnphidas | Colnmhifopmes | Fesidents | Memtivo 17.57
25 | San Josélntapa | 05-may-0F | Martin Pescador Verde | Chiorocerpleamericana | Alosdinidas | Comciifgrmes | Residents | Mamtive B.48
26 | San JossIntapa 05-mav-08 | Lnis Gresria Myingeteres similie Tupnnidas EaeT] g5 | Residents | Nesstivo 117
27 |%an JoseIntzpz | 05-may-08 | Luds Bisnteven Biraneys syl Tyrznnidze  |Pas 25, | Residentz | Mesmtivo 7.3
28 |Zan Joselntzpz | 05-may-08 | Garza Tiss Mewicana | Jeriroma mexioanios Ardzidzs Cip 25 | Residentz [ Mesmtive 13.16
22 |%an Joselntzpz | 05-mav-08| TomolaColzLarm Columbing fnea Colughidzs | Colnmhiformes | Residents | Mesmtivo -2.63
30 | Aczpuloa 03-pot-08 | Caracara crestada Caracara planous dlcopidas | Falconiformes | Camtiverie | Nemtivo -5.03
31 | Aczpulon 03-0c1-08 | Tucansta Aulgcariynciys prasiys | Barphastidas | Piciformes Cautiverio | Namtivo -Z3.10
32 | Acapuloo 03-0ct-08 | Garceta pis dorado Egreng thulg, Ardsidas Cig 25 | Cautiverio | Memtivo -35.58
33 | Chasco LaPuerta | 03-oct-08 z=lina Galint galius domesticys | DPhasianidas 3 gz | Residents | Negtivo -16.40
34 |Charoo LaPuera | 03-pct-08 =llinz Galive galius domesricyy | Phasiznidss 2 z5 | Residentz | Mesmtive -B2.65
35 | Charco LaPuerta | 03-oct-08 Eaialas Meleqeris geellang Phasiapidas 3 g5 | Residents | Nemtivo 10.32
36 |Charoo LaPuera | 03-pct-08 paz Angs plagrinchas Anstidzz | Anseriformes | Residents [ Mesmtive -43.52
37 [Las Iznanas 03-act-08 =lina Graiiusgaliys sficys | Phasiamidas allifgrmes | Residente | Memtiva -15.84
38 [Las Iznanas 03-act-08 mjalags Melegeris gceliatg Phasiznidas allifgrmes | Residente | Memtiva -15.31
39 | Lzs Iznanas 03-0ct-08 paiz ANy planriynchas Anatidzs | Anseriformes | Residents | Nemtivo B.60
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9.2 Apéndice 2

Resultados de pruebas ELISA en equinos del Estado de Guerrero, México.

3
Edad .
No. Coordenadas Propietario Localidad Fecha Mombre del animal Sexo &n Resulta % "
Afics dos Imhibicion
1 | M18°51'a8 7 'westsz'oz.1” carlos Agirrs Fillado Arapuloo 12-3br-0F Fitufo Macho 7 Megativo 10.1%
2 | Mi5°51'a8" 7"wests2'oz 1" Isaias Beniter Lopez Arapuloo 12-abr-0% Jumior Macho 10 Negativo -23.25
3 | M15°51'a8 . 7 wessz 021" Isaias Beniter Lopezr Arapuloo 12-abr-08 Bernardo Macho E Negativo 7.64
4 | M1s*s1'as’ 7 weetsz'oz.1” carlos Agirrs Fillado Arapuloo 12-3br-0F Guacho Macho 10 Megativo
5 | N15°51'a86" 7"Ws5e°52'02.1"" | Raymundo Burgos Navarro Arapuloo 12-abr-0% Poho Macho 13 Megativo
5 | N15°51'a8 .7 'Wess2'02.1" | Magdaleno Librado Visimo Arapuloo 12-3br-08 Chiigquilin Macho B Megativo
7 | M15°51'a8" 7"Woes2'02.1" | Juan Martin Aguirre Pillado Arapuloo 12-abr-0% Huizache Macho ] Positive
§ | M15°51'a8".7'wess2'02.1" | Magdaleno Librado Visimo Arapuloo 12-3br-0F Hugrfano Macho ] Megativo
5 | N15°51'a8 .7 'Wess2'02.1" | Magdaleno Librado Visimp Arapuloo 12-3br-08 E 3 Macho E] Megativo
10 | MiE°S1'48" 7 wests2'oz1” Arturo Quintana Spdipez Arapuloo 12-abr-08 El Costefio Macho E Negativo
11 | Mis*s1'a8" 7 weets2'o2 1" Herhor, Guerrero Pelder Arapuloo 12-abr-08 Charizo Macho 10 Negativo
17 | M16°51'a6’. 7 "Weetsz'0z.1” | Magdaleno Librade Visimo Arapuloo 12-3br-0F Fitufo Macho 10 Megativo .52
13 | M16°51'46" 7 Woes2'02.1" | Magdaleno Librado Vislmo Arapuloo 12-abr-08 Chalo Macho ] Negativo -5.10
14 | M16°51'a6" 7 Woes2'02.1” | Magdaleno Librado Vislmo Arapuloo 12-abr-08 Regalo Macho 13 Positive 47.01
16 | M16°51'46’. 7 "Weetsz'0z.1” | Juan Martin Aguirre Pillado Arapuloo 12-3br-0F Stron Macho 5 Megativo 7.01
17 | M16°51'46" 7 Woes2'02.1” | Juan Martin Aguirre Pillado Arapuloo 12-abr-08 remaling Macho E Positive 34,71
18 | Mi6°51'48" 7 weets2'o2 1" Carlos Agjrre Fillado Arapuloo 12-abr-08 Cuadrado Macho 5 Negativo 9.24
15 | M16°51'a6’. 7 westsz'oz.1” Antonio Prado Martinez Arapuloo 13-3br-0F Lucero Macho E] Positive 34,57
20 | M15°51'a8" 7 "westszoz. 1" Antonio Prado Martinez Arapuloo 13-abr-08 Fayo de lalisco Macho g Negativo 1599
21 | ML6°51'a6’ .7 westsz'oz.1” | orlando valejo Guadarrama Arapuloo 13-3br-0F Mojado Macho 5 Positive 53.50
2z | ML6°s1'a8" 7Wees2'02.1” | Juan Martin Aguirre Pillado Arapuloo 13-abr-0% El Moro Macho 12 Negativo 11891
23 | Mis*s1'a8" 7 weetsa'oz 1" Mariano Camacho lacinto Arapuloo 13-abr-08 Yeremj Macho 10 Negativo -3.50
24 | M1sfs1'46". 7 "wests2'oz.1” Mariano Camacho Jacinto Arapuloo 13-3br-08 sringo Macho 10 Megativo -13.5%
25 | Mis*s1'a8" 7 wests2'oz 1" Isaias Beniter Lopez Arapuloo 13-abr-08 Mezro Macho 11 Negativo -172.42
26 | M16°51'a6’. 7 "wests2'02.1" | orlando vallejo Guadarrama Arapuloo 13-3br-08 Nortefio nacho & Mezativo 5.10
27 | N18°5145 .7 wests2 02.1 Josg Luis Silva Chaveg Acapuloo 13-a3br-0E El Megro 2 Macho B Negativo -20.38
2B | N15'51'a5 7 wests2'oz.1” Jozé Luis Sitva Ghaveg Arapulco 13-abr-08 Tordillo Macho 4 Negativo -57.01
20 | Nis™s1'as’ 7 wesisz'oz1" B0z Luis Silva Chaver Acapuloo 13-abr-08 Macho s Negativo _27.07
30 | N1s's1'a5 .7 waests2'o21” Josg Luis Silva Shavez Acapuloo 13-3br-08 Huizache Macho ] Negativo -23.51
31 | N18°37'52.5WSE'25'18.8" Elpidic Almazdn Ledn Las iguanas 19-3br-08 Colorado Macho ] Negativo -20.54
sz | N1g°37'52.5 'WeE'25'18.8" Pedro Qi QUi Las jguanas 15-3br-08 £l Pristo Macho ] Negativo -30.65
33 A&ngsl Ruir Javier Laz iguanas 15-3br-08 Chiturg Macho £l Megativo 5.35
34 Marino Pachuca Las iguanas 12-3br-08 Lechero Colorado mMacho 12 Negativo 7.88
3 Marino Pachuca Las iguanas 12-abr-o& Lechero Lucero Macho 11 Negativo 25.88
Wliges, Estrada Mateo Lasz iguanaz 15-abr-08 La Megra Hembra 5 MNegativo -0.E2
37 Fidel Morales Figueroa Las iguanas 18-3br-08 L3 Alazana Hembra 10 Negativo -4.17
35 | M15'37'52.5 'WEE'25'18.8" Igracio santanz Valverde Las iguanas 1g-3br-0E | L3 Chiguiting [burra} | Hembra E Negativo 14.80
38 | N1g°37'52.5 'WeE'25'18.8" Igracio santana Valverde Las iguanas 15-3br-08 La Bonita Hembra 7 Positive 54.61
A0 52 5"'WoE*25'19 8" | Magdaleno Morga Valadez Las iguanas 15-abr-08 La Colorada 2 Hembra 7 Negativo -3.40
a1 7'52.5"WoE25'18 8" Bafag] sancher Varguer Las iguanas 15-abr-08 El Capricho Macho ] Negativo -13.61
42 52.5"W8E*25'18.8" | Ignacio santanz valverde Las iguanas 10-3br-08 La Paloma Hembra E Negativo 2.53
43 52.5 'W8E*25'18.8" Martin Juirez Lopez Las iguanas 03-may-0& La Elastica Hembra 5 Positive 74.558
44 | N18°37'52.5 'W8E'25'18.8" agustin callejas Librado Las iguanas 03-may-0E | My Donksy [Asno) nacho 3 Negativo -5.50
45 | N16°37'52.5'WSE°25'18.8" | Francisco Gonzdler Dellanes Las iguanas | O3-may-08 El Relimpago Macho 7 Negativo 0.00
46 | M16°37'52 5"WSE25'18.8" | marcane Arellanes Morales Lasiguanas | 03-may-08 Miyrka, Hembra | 10 | negatvo 13.38
47 | N18°37'52.5'WoE*25'19. 8" | Mardano Arellanss Morales Las iguanas 03-may-0& El Gringo Wacho 11 Positive 78,98
48 | N18°37'52.5 'WSE25'18.8" Aurip &rgllanss Morales Las iguanas | 03-may-08 £l camelio Macho 5 Negativo -3.40
49 | M16°37'52.57WEE25 108" Didier Argllanss Morales Las iguanas | 03-may-08 Juan Querenddn Macho E Negativo 0.00
50 | N15°37'52.5'WeE'25'18.8" | Eupevip Pefialoza De La Cruz Las iguanas 03-may-08 El gilero Macho 5 Negativo 13.38
51 | W16°37'52.5"WSE25'10.8" | Eupevip Pefialora e L3 cn Las iguanas | 03-may-08 L3 Gaviota Hembra & Positive 52.76
52 | M17°21'54.1"'W101°38'47.1" | Eugevip Pefialoza De La Cruz | Charco La Puerta | 03-may-08 La Retinta Hembra 16 Negativo 154
53 | ML17921'54.1"'W101°38'47.1" | Eugevip Pefialoza De La Cruz | Charco La Puerta | 03-may-05 | El Sarahen (Asno) Wacho 1 Positive 39,37
54 | M17921'54.1"W101°38'47.1" | Eugevip Pefialoza De La Cruz | Charco Ls Puerta | 03-may-0E L3 Baya Hembra & Negativo 7.E7
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55 | NL7%31 54,1 W1013E'47.1" HECtor Herrera Moreno | Charco La Puerta | 03-may-08 El chiguirunde. Macho 5 Negativo 3.40
56 | N17%31'54.1 'W101°38'47.1" gevering cruz arellano | Charco La Puerta | 03-may-08 L3 Erioza Hembra 5 Negativo 0.00
57 | N17°31'54 1"'W101°38°47.1"" |  Miguel Moreno Morales | Charco La Puerta | 03-may-08 L3 Rosilla Hembra 7 Negativo 0.00
58 | N17%31'54.1 'W101°38'47.1" | Armando Ramirez Morales | charco La Puerta | 03-may-08 £l Blanco Macho ] Negativo 10.20
50 | N17°31'54 1"'W101°38'47.1" | Fernando Arellano Morales | Charco La Puerta | 03-may-05 El Huevon [Asno) Macho 10 hegativo 10.56
50 | N17°31'54.1'W101°38'47.1" | Fernando Arellano Morales | Charco La Puerta | 03-may-08 El Mocho [Azno) Macho Negativo 15.85
61 | N17°a1'54 1 'W101°38'47.1" pedro Arellanes fiménsz | Charco La Puerta | 03-may-08 | El Andariezo (&sno) | Macho 10 Negativo 167
§2 | N17%a1'54.1"'W101°38'47.1" | Juan Ocampo Campechano | charco La Puerta | 04-may-08 El rosillo Macho 5 Negativo -4E.48
63 | N17%a1'54.1 ' W1D01°38'47.1"" |  Feg. de la Cruz Martiner | charco La Puerta | 04-may-08 £l gato Macho 4 Positive 76.22
84 | N17%31'54.1 'W101°38'47.1" Héctor Herrera Moreno | Charco La Puerta | 04-may-08 El peludo Macho 5 Negativo 20,41
65 | N17%31'54.1 "'W1D01°358'47.1"" | Feg. de la Cruz Martinez | Charco La Puerta | 0d-may-08 Cleopatra Hembra 3 Positive B2.08
66 | N17°31'54 1"'W1D01°38'47.1" |  Miguel Moreno Morales | Chareo La Puerta | 0d-may-05 Tyson (Asno) Macho 13 hegativo -41.81
67 | N17%a1'54 1" W101°38'47 1" pedro Rivera Vargas Charco La Puerta | 0d-may-08 Muheca Hembra 2 hegativo -25.08
68 | N17°31'54 1"'W1D01°38'47.1" | Miguel Moreno Morales | Chareo La Puerta | 0d-may-08 La Colorada Hembra 4 hegativo -25.08
62 | N17°41'54 1"'W101°38'47.1" | Raymundo Zawvaleta Neglin | Charco La Puerta | 0d-may-08 | cola Quebrada (&sno) | Macho 20 hegativo -25.08
70 | N17°31'54.1" W101°35'a7.1" Elias valverde Moreno Charco L3 Puerta | 04-may-08 El cura nacho 15 Negativo -15.05
71 | N17'31'54.1 W101%38'47.1" Eliaz valverds Moreno Charco L3 Puerta | 04-may-08 L3 Maornja Hembra Negativo -5.02
72 | NL7°31°54.1 ' W101°38'47.1" | Fernando Arellano Morales | Charco La Puerta | 0d-may-08 | El Panchon [Asno) Macho Negativo 16.20
73 | N17%a1'54.1 'W101°38'47.1" | Fernando arellano Mora Charco L3 Puerta | 04-may-08 L3 Mens3 [Asno) Hembra 10 Positive 74.14
74 | N17°41'54 1"'W101°38'47.1" | Fernando Arellano Mora El Tamarindo | Dd-may-08 La Chinita [Asno) Hembra | Em | Negativo 21.00
75 | N17%31'54.1 ' W101°38'47.1" | Fernando arellano Morales | charco La Puerta | 04-may-08 El colorado Macho 4 Positive 53.10
76 | N17°31'54 1"'W101°38'47.1" | Fernando Arellano Morales | Charco La Puerta | 0d-may-05 El Pantera Macho 3 hegativo 20,41
77 | M17'a1'54 1 Wi101%38'a7.1" | lesis Miguel Santamaria | Charco La Pusrts | 04-may-08 Macho Pristo Macho 5 Negativo -5.02
78 | N17°a1'54 1" W101°38'47.1" Hicolds Vargas Moreno | Charco La Puerta | Dd-may-08 El Alazan [Asno) Macho 10 Positive 85,28
78 | N17'31'54.1 W101%38'47.1" Nicolas vargas Moreno | Charco La Puerta | 0d-may-08 El Bevelds Macho 10 Positive 38,64
BD | N17°31'54 1"'W101°38'47.1" | Damasp Moreno Santiago | Charco La Puerta | 0d-may-08 El Hislo Macho 5 hegativo -3.40
B1 | N17%31'54.1 'W101°38'47.1" carlos Luna Charco L3 Puerta | 05-may-08 Virglo Macho B Negativo -20.41
B2 | N17%31'54.1 'W101°38'47.1" i Charco Ls Fuerta | O5-may-0F Miguelito Macho 5 Negativo -13.61
53 | N17°31'54 1 W101°38'47.1" Faquel Blanco valle Charco La Puerta | O7-may-05 Principe Macho 7 Negativo -3.40
B4 | N17%31'54.1 ' W101°38'47.1" raguel Blanco valle Charco La Puerta | O7-may-0F alazan colorado Macho 5 Negativo 0.00
BS | N17%31'54.1 ' W101°38'a7.1" raguel Blanco valle Charco La Puerta | O7-may-0F canzsla Hembra 10 Negativo 3.40
B6 | N17%31'54.1 'W101°38'47.1" raguel Blanco valle Charco La Puerta | O7-may-0F smin Macho ] Negativo -6.80
E7 | N17°31'54 1 'W101°38'47.1" Faquel Blanco valle Charco La Puerta | O7-may-05 Rey Macho ] Negativo -13.61
BE | N17%31'54.1 'W101°38'47.1" raguel Blanco valle Acapulco OF-may-08 Monarca Macho 7 Negativo -13.61
B9 | N17%31'54.1 'W101°38'27.1" raguel Blanco valle Acapulco OF-may-08 Bandido Macho ] Negativo -3.40
o0 | NL7°40'45.5 'W101°38'02.2" | Jose Radl Pineda Esguibel | San Josg Ixtapa | 07-may-0E Wensiur Macho E Positive 48,43
o1 | N17°40'45 5 'W101°38'02.2" | José Radl Pineda Esguibe] | San José Ixtapa | 0B-may-05 L3 Changa Hembra 7 Negativo 650
92 | N17°40'45 5 'W101°38'02.2" | José Radl Pineda Esguibe] | San José Ixtapa | 0B-may-05 El Moro Macho E] Negativo 0.00
23 | N17%40'45.5 'W101°38'02.2"" | José Radl pineda Esguipe| | Sanjosf Ixtaps | OB-may-0F £l Zopilote Macho E] Negativo -3.40
o4 | N17°40'45 5 'W101°38'02.2" | José Radl Pineda Esguibe] | San José Ixtapa | 0B-may-05 El Pichon Macho 10 Negativo -13.61
o5 | N17°40'45 5 'W101°38'02.2" | José Radl Pineda Esguibe] | San José Ixtapa | 0B-may-05 Ghuki Macho 12 Negativo -6.50
96 | N17°40'45 5 'W101°38'02.2" | José Radl Pineda Esguibe] | San José Ixtapa | 0B-may-05 El Mufieco Macho 11 Positive 38,46
57 | N17°4D'45. 5" W1D1® José Rail Pineda Esquibel | San bosé Ixtapa | OB-may-O8 Lucern Macho 10 Positive 35.12
28 | N17%40'45.5 W1D1® José Rall Pineda Ezguibel playa Linda OE-may-08 La Tortuga Hembra 7 Negativo 5.06
o8 | N17°40'45 5 'W101°38'02.2" | José Radl Pineda Esguibe| playa Linda OF-may-0& £l Cadete Macho 7 Negativo -E.0d
100 | N17°40'45 5 'W101°38'02.2" |  José Radl Pineda Esguibe| playa Linda OF-may-0& ¥ghana Hembra & Negativo -1.45
101 | N17°30'45.5 'W101°38'02.2" | Jost Radl Pineda Esguibe| Playa Linda 0E-may-08 el Pildn Wacho E] Negativo -3.57
102 | N17%30'45.5 'Wio1*38'02.2" Alberto Guillén orozoo Playa Linda OE-may-08 Lucero 2 Macho B Negativo -B.57
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9.3 Apéndice 3

Resultado de las pruebas de la técnica de RT-PCR en mosquitos del Estado de
Guerrero, México.
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