


UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

T ONO

T
T, 2y

o V)
%; S
2 |

or Ve

ANALISIS LONGITUDINAL DEL VIRUS DEL OESTE
DEL NILO EN AVES, EQUINOS Y MOSQUITOS
DEL NORESTE DE MEXICO (2001 - 2004)

POR:
BIOL. DARWIN EDUARDO ELIZONDO QUIRCGA

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL
DE DOCTOR EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD
EN ENTOMOLOGIA MEDICA

ENERO 2007




i.' M

ANALISIS LONGITUDINAL DEL VIRUS DEL OESTE DEL NILO ENAVES,
EQUINOS Y MOSQUITOS DEL NORESTE DE MEXICO (2001-2004)

W

Comité de tesis. )

Ildefonso Fern e ez Salas, Ph.D. Dr. José Ignacio Gonzalez Rojas.
Director de Tesis Secretario
N 7
Dr. Roberto Mercado Hernandez. Dra. Adriana Flores Suarez.
Vocal Vocal
et /
2 /

P

Dr. Gustavo Ponce Garcia.

Vocal




ANALISIS LONGITUDINAL DEL VIRUS DEL OESTE DEL NILO EN AVES,
EQUINOS Y MOSQUITOS DEL NORESTE DE MEXICO (2(_)01-200%)

\ Comité Academico de Doctorado.

Subdirector de Estudios de Postgrado

ii




DEDICATORIA

A Mis Padres:
Armando Elizondo Garza

Sonia Quiroga Gonzalez
Quienes me han apoyado durante toda mi vida y me han brindado amor, carifio y

comprension, asi mismo les doy gracias por todas esas noches que no han dormido solo

pensando en mi bien, a ellos mi amor y gratitud infinita por siempre.

A mi Hermano:

Dr. Armando Elizondo Quiroga

Por todas las cosas que he aprendido de el, tanto en lo cotidiano como en lo

profesional y al mismo tiempo por la colaboracion en la realizacion de este trabajo.

il




AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por su apoyo para
la realizacién de mis estudios de Doctorado con especialidad en Entomologia Médica

(Becario No. 176958)

A the University of Texas Medical Branch (UTMB) por su apoyo en la

realizacion de esta investigacidon (Fogarty International Training Grant Aplication).

A Mis Maestros:

Integrantes de mi comité de tesis a quienes les quiero expresar mi gratitud:
[ldefonso Fernandez Salas Ph.D., Dr. José Ignacio Gonzélez Rojas, Dr. Roberto
Mercado Hernandez, Dra. Adriana Flores Sudrez, y Dr. Gustavo Ponce Garcia, por toda
la ayuda, consejos, y ensefianza brindada por, sin los cuales este trabajo no se habria

realizado.

A el MD. Robert B. Tesh, Dr. Hilda Guzman, Dr. Amelia Taravatssos da Rosa,
Alan Barret Ph.D., y Todd Davis, pertenecientes a UTMB por todas las ensefianzas

compartidas y los sabios consejos.

A Dickie Elizondo y su esposa Irma Montfor quienes fueron un gran apoyo

cuando estuve en el extranjero.

A la QBP. Gabriela Gonzalez Olvera por toda la amistad y carifio compartido,

ademas de toda la ayuda brindada en la redaccion del presente trabajo.

v




A Dr. Armando E. Elizondo Quiroga, QBP Rosa Maria Sanchez Casas, Saul
Lozano Fuentes, PhD., MC. Karla Saavedra, Ing. Aarén Medina Sanchez, M.V.Z Luis
Arturo Ibarra Juarez, MC. Yuri O. Ayala Sulca, Biol. Pedro Mis Avila, MC. Aldo
Ortega Morales, Biol. Gabriel Ruiz Ayma, QBP. Israel Garza Garza, Biol. Ma.
Guadalupe Reyes Solis, Biol. Amanda Cavazos Alvarez, Biol. Armando Jiménez
Camacho, Biol. Mario Guerrero Madriles, ademas a todas y cada una de las personas
que participaron en este proyecto directa o indirectamente y sus nombres fueron

omitidos por mi mala memoria.




TABLA DE CONTENIDO

CAPITULO 1
Seccion Pag.
1. RESTINAEN GBI . L ouopvsuuteosss sonninne 75 wbnn o s omimss o558 § 3 54065 65 505505 5 A RFH0THE4A 2
1.9 RERTRRET Lt d bt nnionsinmnanins 5 Sl SIS G a O § odipiosh §3 5 snatianas 3
2. INTRODUCCION GENERAL.......cocotertiimmeienseararnnesnnmcnsesasssnsanenssnsssmes 4
2.1 SOMOIDEIEIIRIR. . . <o crasmnsrs wvbasmams s St es s v 45 s s h s 5
2.2 Batrartira AL WDV . s s sunamns s sumsmmses ses s s mm ssnm i oo S missis s o mimsmisrmns 5
2.3 MEiothos Qe IDIRBN0TIG0 . .o0xcrs sosasimsisssimnrsssais s ohisis Eammns s s sovimnsd 6
A DRI CRIRHETIR AN 0 al 0.t it oA S A A A RO R 7
2.5 El papel de 188 GVBB. ... c.xuvs sovwms s pensmmmen s emmensssrs sas s enmans vonsenh v swervns os 8
2.6 Mosquitos vectores involucrados. .........ooeeiiiiiiiiiiiiiie i, 8
2.7 EpIZOOtias €N €QUINOS. . ...uuuuenueeneententeententteeeneeeneeeaneaneeaeeaeeanennen 9
2.8 Amenaza a la salud publica del WNV Nuevo Ledn.............ccoevviiinn.n. 10
3. JUSTIFICACION Y ORIGINALIDAD........cciiiiuiieeeeii e, 12
4. LITERETVIBIR AR . . onasiins s wnoosiin von svnsions £ 55059554 § bRaissass § 5 o 35 R smssiiss buss 14
CAPITULO 11
L RESUIMIEIN. . o o i i 00t A ks RS 515 5 AR W P & S A S S R B T R 17
2 I TTODDC TN, e s i com svitnioismani i S o A S S A R ANl e 18
S P CE IR G T e e s o onis o s ks i Sl A R AR B AR 2 ety i 20
e VB L LV R S 15 h s tih e sa Ay pasmision i 15 Fuuicnn s x A ey ks sisssts s s et 2 S Y SRS DS s 20
4 TODIEHIVO BOBBIAL ¢ ovic v wommunvn s vummson s s pomame § vowmnss s aisoany s SEBASN LA » Lovs 20
4.1.20B]ctivos eEPOCIIICOR. . ., caciiun s s enmmmns s vo wswme s businns ¥ dwias 5 oaswsamios 3 5 ssss 20
3. ANTBCBIYENTEES ..o sqimi vimmmersvsborsmoss § st st v s s s 55 vaie s s v on 22
5.1Epidemias Historicas del WNV.......ccooiviiiininiinieieeie e 22

3 ZECOlOBIE QEL VIEUB. . 1o vrirs mvevosironos sonmmsiss vamist s s 45 ossmsss § TSEEES LUK Savmses 23



IR (0] 11 100) = 0 I 10 7= T 24

5.4Migracion de aves y dispersion del Virus...........ovvvieniiniiiiiiies ceneinnnn 26
5.5RULAS MIGLAtOTIAS. . .. ueentenneeee ettt e ettt e e e e e en e e e tareenia e ae e 30
5.5.1Rutadel Sureste de Estados Unidos..............covvvviiinennnnenne. .30
3.3.2Ruta que circwnda el Gollo d€ MEXIEO. ..« s sosessnmnes nsmmsmss ssasmss I

5.5.3Ruta que atraviena el Golfo de MEXICO.......cosw s ssmwon s sammsswmmimin 31

5.5.4Ruta de las Islas Caribefias Noroeste del Atlantico.....................31

BOW NN B BaUinng. . ..ovx o isbommmnssnvs s iamsamil orms spmesmpges sy sl 32

5.7 Vigilancia Epidemioldgica en EQUINOS. .......c.vviuiiiiiiiiiiiiiiiiiiennn 33

5.8 Equinos como Hospederos Terminales............ooevveiiiiiiiiiiiiieinanennn. 34

5.9 Prueba de ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)..................... 35

b MATERIAE S ST, oot oo 2asspindiasns deitairh 33 ons 5 8ibarbiimocmrencs mmomsmin s 35 b 36
B Aooas e TOAI0. . .. il sboobiotu Wisnts s o6 b atsmnon x5 s s SEus s s sasRns 36

622 INTIONO LLBOTL: casurn o sursmns s saimigion ssmmsiis grs mossnisesso mmcmssis Sl i bR S a SR 37

6 2 2002 NOTtE st st s s s B s s AR e G 37

0.2.2. ZONA COIITO .« ssumss ssssns s s wmmues vosisess o s yemsons s sy s s s 3 Sieiash s s 38

6.2:3 ' ZoNa SUL-ESE. ccwis s vommmus s swmincs « s swmsion s sissusion s o stossvors o o' sisiasstaints s ala's 38

8.3 RGN AR .5 o b bt e A s b s s Sm s BSTER T POETEY R £y S s 39

6 {E GaDUIlA: B Bt s R e T e e e 40

6.5 COIETIA N BIANES sy sinmmnss s oo b s S5 5 G TS ST 8 5 A SRR H ol 41

6.6 Colocacion delasredesdeniebla............oooiiiiiiiiiiiiiiieeias 42

6.7 ‘Toma de INUESIER CIUAVES. yywnsms s triwmsis ssaoumny sximsass s s s-smisinis vss aromieiiss s 43

6.8 Muestreo en Caballos. ......co.vuiiiiiiiiiiee e e eeaaaas 43

6.8, ] ToOmMB dOIBEIIR. . c. oo 5o nssrssimsnssssimeins uaess s55a s s muens boass @ s o5 43

6.9 Procesamiento de las muestras en laboratorio...............ccceveiiiiiiiennnnns 44

6.10 Tt CH S BILLS A 0o 0vaimsiissmnmmammmmsarins onsaiaienies siviasasasssssanis 3788500 m g mIs snio So s5m7s 44

D1 AEREEIE A8 1B CID) i s coniin s smscmiorsw mromsiiniom wmimasin R s S0 i 45

5 RS R o i bt o et i i 5 S AR A T SRR UA ST b et v e v 4 47
T 2088 COIBUEMINE. . . . ssmaussnsmmsmnes ssmusns s wommen s mgmscns sassiaem i bebrbiss b bR 4 & b oot 47

7.1.2 Aves Seropositivas para WNV......cccccovieeriiiiiiniieniiereenieseeeienens 37

7.1.3 Procesamiento Conjunto de Datos de Aves.........ccccccvvvivennnnn.....06

T2 Miuestreo e, CaballoS. .. :s woswins sasammmtsss st 13+ fume s ¢ e & s wbes o5 Losaemssans s 72

721 Calvallos SOTOPOBIINIDE .. : s cems s samsne « bamsn o5 Kos § 45 S3HREEE 5350853155 73

7.2.2 Procesamiento Conjunto de Datos de equinos............ccceeevueeeeeenenn 78

B, DISCUSIOMNES.. .. «ooune s ssmevsonsmsmennss s st s s ssssamsss o5 aam-s s s s « s o s s s s 81
¥, CONCLUBIONES., .. oo vinmonins sesmrnsd danmmnra s urismnimssn eS80 vansmrnn s S35 86
10, LITERATURA CITADA. . ...cocovaimsisnsmusessunsnsnnormmmnnesmaves swoms sessnsssonsessssos 87




L1, ARBENDICGE. . o o500 mummens smsnom sns o i s o s somss 65 s waii s s ssias S aRsmesie 92

CAPITULO III

L B R R T st v oo T N E S e S S S e St 97
b I T BRI T TOI i i b i s, 8 sgpcsamar o g g g o s 98
S EHEROLESLE o sty s s s e g S e e s Se e R s ey e e d s 100
B NEVIN IS oo v s b s Sy TS e R Y5 S I i 101
3. ANTECHEDENTES .. o mnmes s g onmmsms o opasspig s s iusamus s sy s pumsmsg nes 102
5.1 Aislamiento y monitoreo de WNV en mosquitos...........ccvvvvieineinnnnnne 102
5.2 Efecto de la temperatura sobre el WNV y otros arbovirus..................... 104
5.3Transmision vertical del WNV y otros arbovirus..............oeeveveninnnnn. 105

5.4 Comparacién de los métodos de deteccidn y transmision experimental
Rl R F e e b R S R R R T s e 106
i NDRTICTEL WABRL .« i 1 i o S R 0 R LR B R 108
GMATERIAL Y BMIETOII0N. . .. o coirmee cotmmacs o aomumn s« sinmmmaisn s 5 sinssnin ocos-ainin a8 §ibcnls it s a8 109
6.1 Descripcion del drea de eStudio. . .coer v vommnne s yvareneysonws suswmnns s onvasnass vas 109
6.2 Colenta (e WIOSGUIIDG . . .« ; wacniws o 5 enomnn s =5 snsionss 4600s.5, 9 5o imsme 5 hoGmneas 5535k 110
B0 RIS UEL VT cov s nscibion inime s s gl s st Biss 544 it 112
6.3.1 RT-PCR y Secuenciacion...........oooueiueeneeerineineainennaanainanns 114
1o RESULTAIMIR. ., . romsas imonnys s s ommnas s s s jums s L5y s « s s  vaasssss 116
7.1 Colecta de MOSQUITOS. . ..uuuuiieintete ettt et et eee e eeeans 116
ot DGO PIORIINIE. . ccummmmnnsonss sous s AT RN TSRS 120
B DI S IR, i s o kb pstnsh S sies s g S oo PR eI AR R P AR AN S ar s 124
2. COMLLURIRINIEE, 4o oincidiymmsiticg somvsmosiod hcnisonypbisoisgi Mgty i s i s W 127
10. LITERATURA CITADAL. ...ttt ettt e e e e e te e aesaeeaaeneas 129

viil



TABLA

II

III

VI

VII

VIII

IX

LISTA DE TABLAS

CAPITULO 1

Distribucién del Serocomplejo del Virus de la Encefalitis
TRDBINEER. ..o i £ ST T R R o asan B A e A0

CAPITULO 11

Numero de ejemplares colectados y el orden al que pertenecen
g1l Jog tres eatados MUCsBAA0R. . ;oo s smiss s cawammmmmrmmsesass

Lista de Familias y numero de ejemplares colectados por
estado y ordenados filogenéticamente, durante el periodo de
ORI B i i s A S S8 B SR A S S A T S R

Localidades de colecta para los estados de Tamaulipas
(Tamps), Nuevo Leén (N.L.), y Coahuila (Coah): Numeros de
colectas realizadas por localidad (No. Col.), niimero de
individuos (No. Individuos) y Porcentaje (%)....................

Numero y porcentaje de aves residentes y migratorias y su
IRCASORIE PO BHIAIDL v s s ptn tiorsmemsssti it st s s

Lista de especies de aves, relacion residentes- migratorios,
para los estados del Noreste de México: Tamaulipas (1),
Nuevo Ledn (2), y Coahuila (3) en orden filogenético...........

Lista de aves seropositivas para WNV mediante la prueba de
ELISA para los estados del Noreste de México, ordenadas
filogenéticamente. ..........c.ooiuiiiii i

Numero y porcentaje de aves residentes y migratorias
seropositivas por estado..........ooeiiiiiiiiiiiiii e

Relacion de aves residentes/migratorias seropositivas para
WNV en Tamaulipas........ooevvvieiieiiiieeiiiiiiiieeiiieeannnnn.

Relacién de aves residentes/migratorias seropositivas para
WINV 611 NUBVO LEOTL. vvvvrorvs mvvrrsmms svvnenss sonn sy onins as sas

Pagina

48

49

51

53

54

60

61

62

63



XI

X1II

XIII

XIV

XV

XVI

XVII

Relacion de aves residentes/migratorias seropositivas para
VDIV AN i » vimeind oo i vaded Sovinnda.nne shiiase oa s

Parametros del analisis de frecuencias (tablas cruzadas) del
resultado de la prueba de ELISA en aves en el estado de
Tamaulipas, contrastado con las variables de espacio
(localidad), tiempo (mes), y status (residente, migratorio y

Parametros del analisis de frecuencias (tablas cruzadas) del
resultado de la prueba de ELISA en aves en el estado de
Nuevo Ledn, contrastado con las variables de espacio
(localidad), tiempo (mes), y status (residente, migratorio y

Parametros del andlisis de frecuencias (tablas cruzadas) del
resultado de la prueba de ELISA en aves en el estado de
Coahuila, contrastado con las variables de espacio (localidad),
tiempo (mes), y status (residente, migratorio y ambos)...........

Total de muestras de suero de equinos colectados en los
Estados de Nuevo Le6n y Coahuila, de Diciembre del 2002 a
1.5 55 T o BRSO

Total de muestras de suero de equinos colectados en los
Estados de Nuevo Ledn y Coahuila, de Diciembre del 2002-
Mayo del 2004 positivos por ELISA a WNV y su porcentaje
46 SrOpOSIIVIAR] TOFAB0. < o ovumonss sanmans soesmssassmersoasmsmms

Localidades con muestras seropositivas y namero de
DO I cp s v i s s 4 4 SRR s e e et

Parametros del analisis de frecuencias (tablas cruzadas) del
resultado de la prueba de ELISA en caballos con las variables
de espacio (localidad, estado) y tiempo (mes).....................

CAPITULO II1
Mosquitos Culicidos capturados por los diferentes métodos de

captura Los datos se presentan como numero de capturados y
porcentaje de capturados.................e......

63

67

69

71

T2

73

74

79

116



II

III

v

Mosquitos Cx. quinquefasciatus capturados por los diferentes
métodos de captura. Los datos se presentan como numero de
capturados y porcentaje de capturados totales n=238............

Especies de mosquitos capturados en los Municipios de
Guadalupe, Escobedo y Pesqueria, N. L., México, los datos se
presentan como especies capturadas. ............oeeeviiieeeiiiiiennnnen.

Resumen de los mosquitos colectados en los Municipios de
Guadalupe, Escobedo y Pesqueria, N. L., México, durante
Junio del 2003-Septiembre 2004, que fueron analizados para
la deteccidn del WINV......ooovsiessomanss vonsos s sumspss oosvus s ssanns

Diferencias en Nucleotidos y aminoacidos en los genes de
prM-E de aislamientos de México y Texas comparados la
cadena de West Nile Virus WN-NY99  (382-

X1

117

118

119

122



Figura

LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

Distribucion del Serocomplejo del Virus de la Encefalitis
HE Ty o o[ P SO STTR pa—————

CAPITULO I1

Mapa de los Estados que conforman el noreste de México,
y los municipios donde se realizaron las colectas tanto de
aves como de suero de caballos.........oocvwmminarcvumuns sones

Mapa de los municipios donde se realizaron las colectas
tanto de aves como de suero de caballos......................

Formula de Hall para obtener los porcentajes de inhibicién
de Iatécmica 08 BLIBA. ... .. ssveen s s ammns spmnme s smmmrs e s

Numero de aves seropositivas a WNV para los estados del
BUODRBIE R INLCIIII. . od - i 4 B k15 ot 5 A 5 50

Mapa resaltando los puntos de colecta con aves
seropositivas en el 2003 para Nuevo Ledn, Coahuila y
TEAHPES v o1 smsns o 5 ssisrmnms s 6 3mmenE s sosmant s s wETAERS SISHIE E 45 RS
Mapa resaltando los puntos de colecta con  aves
seropositivas en el 2004 para Nuevo Ledén, Coahuila y
TamaulPaS. ... crvsnsres sssmsnrnsssmmmnes o3 swssses somns vemsss v sames
Porcentaje de aves residentes/migratorias seropositivas por
Porcentaje de seropositividad en las areas de colecta

(representadas por fecha) en el 2003 para los tres estados...

Porcentaje de seropositividad en las areas de colecta
(representadas por fecha) en el 2004 para los tres estados....

Xii

36

41

46

57

58

59

62

65

66



10

11

12

13

14

15

16

17

18

12

Se presentan el nimero de aves colectadas contrastadas
con las localidades de de colecta en Tamaulipas. La X* fue
de 99.949 con una p< 0.001 mostrando dependencia y
asociacion altamernite SIENIHCAIVA. . .. « cocssssinanis simssiinrvaass

Numero de aves colectadas positivas y negativas
contrastadas con los meses de colecta en Tamaulipas. La X*
fue de 124.074 con una p< 0.001 mostrando dependencia y
asociacion altamente significativa....................oon

Numero de aves colectadas positivas y negativas
contrastadas con las localidades de de colecta en Nuevo
Leén. La X* fue de 79.883 con una p< 0.001 mostrando
dependencia y asociacion altamente significativa..............

Numero de aves colectadas positivas y negativas
contrastadas con los meses de colecta en Nuevo Ledén. La
X? fue de 70.370 con una p< 0.001 mostrando dependencia
y asociacion altamente significativa......................ooei.

Se presentan el numero de aves colectadas contrastadas
con las localidades y los meses de colecta en Tamaulipas.
La X fue de 21.483 con una I BRI, . v ssobd Rl

Porcentaje de seropositividad en Coahuila en el 2002 en los
tres municipios de colecta............c....ooeeennnt. R

Municipios de Nuevo Ledn con caballos seropositivos a
WNV en colectas realizadas de Febrero a Julio en el 2003 y
su porcentaje de seropositividad por colecta....................

Municipios en el Estado de Nuevo Ledén con equinos
seropositivos a WNV y porcentaje de seropositividad por
Yoealidad. . ..ocoiisismmmssamsmnisssssmnnsss snmmssssimmn saeniss 3o

Mapa resaltando los sitios de colecta de equinos para el
2004 en el estado de Nuevo Ledn, en donde todos tuvieron
caballos

TORMBIEINIOIE - . - v s i 6 SR S S

Se presentan las frecuencias de los caballos contrastadas

con la variable de la localidad para Nuevo Leén. La X fue
de 142.979 con 9es P BO0L. . sesmsmnssmmmwen vmnmsss sy

xiii

67

68

69

70

71

75

76

77

78

79



CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL




1. RESUMEN GENERAL

Las epidemias en los Estados Unidos de la Encefalitis del Oeste del Nilo en el
Verano del 2002, mostraron un patrén de dispersion geografica hacia la frontera Sur,
especificamente Texas y Luisiana. Considerando esto y que el ciclo natural de la
transmision de esta enfermedad involucra aves migratorias que pasan por nuestro
estado en su camino hacia Centro y Sudamérica, asi como también las especies de
mosquitos presentes en el Noreste de México son vectores del Virus del Oeste del
Nilo (WNV)/por lo tanto se propuso el desarrollo de este analisis longitudinal en el
que se planteamos los siguientes objetivos: 1.-Monitorear y diagnosticar la presencia
de WNV, en aves de los estados de Nuevo Ledn, Coahuila y Tamaulipas (Noreste de
México) por medio de la prueba de ELISA de bloqueo en donde se obtuvieron 1,686
aves colectadas, de las cuales el 5.33 % resultaron seropositivas a este virus.
Objetivo 2.- Monitorear y diagnosticar la presencia de WNV, en equinos de los
estados de Nuevo Leoén y Coahuila, y el resultado fue: de 498 caballos muestreados
el 23.29% resultaron seropositivos para el WNV por la prueba de ELISA. Objetivo
3.- Monitorear y diagnosticar la presencia de WNV, en mosquitos del estado de
Nuevo Ledn y el resultado fue: de 2,297 mosquitos colectados se encontr6 un .047%
de infeccion con WNV del cual se logro el aislamiento viral. El WNV esta presente
en el Noreste de México, ademas las aves residentes colectadas fue donde se
encontré mayor frecuencia de seropositividad, lo que indica que los mosquitos de la
region se infectaron al alimentarse de aves migratorias y a su vez infectaron a las

aves residentes al mismo tiempo que equinos de la region.




1.1 ABSTRACT

The outbreaks in USA of West Nile encephalitis in the summer of 2002 showed a
geographical spread pattern southward, specifically Texas and Louisiana. Considering
this aspect and also the natural cycle of this disease transmission that involve migratory
birds which pass across our state in its pathway to Center and South America, as well as
the presence of mosquitoes species in the Northeast of Mexico are vectors of West Nile
Virus (WNV) therefore it was established the development of this longitudinal analysis
in which there are the next objectives: 1.-Surveilance and diagnosis for the presence of
WNV in birds from the states of Nuevo Leon, Tamaulipas, y Coahuila (Northeast of
Mexico) by means of blocking ELISA test. Were captured a total of 1,686 birds, from
which 5.33% were positive to this virus. Objective 2.- Surveillance and diagnosis of the
presence of WNV in horses from the states of Nuevo Leon, and Coahuila and the
results were: from a total of 498 sample horses screening, 23.29% were positive for
WNV by blocking ELISA test. Objective 3.- Surveillance and diagnosis for the presence
of WNV in mosquitoes from the states of Nuevo Leon. Were collected a total of 2,297
mosquitoes and after of the screening it was found .047% of infection and it was made
an isolation of the virus. WNV it is present in the states of Northeast of Mexico, also the
resident birds collected had the major frequency of positives, and indicate that the
mosquitoes of this region were infected when they took blood from migratory birds and

in the same time they infected to resident birds and local horses.




2. INTRODUCCION GENERAL

El Virus del Oeste del Nilo (WNV) el cual fue llamado asi por Smithburn,
Hughes, Burke, y Patl en 1940 es un miembro de la Familia Flaviviridae (género
Flavivirus) (Jonson 2001), fue aislado por primera vez en 1937 de sangre periférica de
una mujer en el Distrito West Nile en Uganda, Africa, (Work 1955; Lanciotti 2001). Su
ciclo natural incluye la participaciéon de aves silvestres y domésticas, migratorias y
residentes; quienes tienen el papel de reservorios y amplifican las poblaciones virales;
mosquitos ornitofilicos principalmente del género Culex se alimentan de estas aves
durante su tiempo de tiempo de suefio; infectdndose y siendo capaces 10-12 dias después
de transmitir WNV por picaduras infectantes, tanto a seres humanos como a equinos y

otras aves cercanas (Figura 1).

Virus West Nile:
Ciclo de Transmision en América del Norte

Ciclo enzoédtico (Mantenimiento/Amplificacion)

‘ Epidemia

Huésped terminal
(Normalmente)

Figura 1. Ciclo de transmisién del Virus del Oeste del Nilo.



2.1 Sintomatologia

Los sintomas de la enfermedad en seres humanos fueron analizados en la
epidemia de Nueva York y Nueva Jersey en 1999. De 90 pacientes internados con
infeccion comprobada de WNV, 11 mostraron encefalitis o meningoencefalitis; y solo
ocho tuvieron meningitis. La edad de los pacientes exhibié un rango de 37-87 afios, y
una mediana de 63 afios. Fiebre y sintomas neurologicos y gastrointestinales
predominaron. Debilidad severa muscular en la examinacién neuroldgica se encontrd en
tres pacientes. La edad fue asociada con la severidad de la enfermedad. La tasa de

fatalidad de 5-14% se mantuvo igual en 1999 y 2000.

2.2 Estructura del WNV

Los flavivirus tienen un nucleo icosahédrico de 30 a 35 nm compuesto de
multiples copias de proteinas de capside de 12-k-Da. La cépside encierra una cadena
sencilla, en sentido positivo de RNA de aproximadamente 12,000 nucleétidos. La
capside se encierra en una envoltura derivada de una célula hospedera que ha sido
modificada por la inserciéon de dos glicoproteinas integrales de membrana, E (53kDa) y
prM (18-20 kDa). El virion es de 45 a 50 nm de didmetro. En la maduracién del virus, la
proteina prM es partida en proteina M por una proteasa celular, y la proteina M es
incorporada en el virion maduro. El genoma también codifica para siete proteinas no
estructurales (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5) que arman la maquinaria de
replicacién intracelular del virus. La glicoproteina E es la proteina inmunoldgica
estructural méas importante, es el hemaglutinador viral y media la unién virus-célula
hospedera. Todos los flavivirus estan cercanamente relacionados antigénicamente lo que
ha sido observado en diagndsticos de laboratorio. Los miembros del complejo JE estan
tan relacionados que se requieren pruebas especializadas (ensayos de neutralizacién de

virus) para determinar cual es el flavivirus (Petersen y Roehrig 2001) (Tabla I).



TABLA 1

Distribucion del serocomplejo del Virus de la Encefalitis Japonesa.

Abreviacion Distribucion Geogrifica

Cacipacore CPC América del Sur

Koutango KOU Africa

Encefalitis Japonesa JE Asia, Oceania, Australia

Encefalitis del Valle de Murray | MVE Australia

Alfuy ALF Australia

Encefalitis de San Luis SLE América del Norte y Sur

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

Kunjin KUN Australia

Yaounde YAO Africa

2.3 Métodos de Diagnéstico

Considerando su relacion filogenética con el grupo anterior de arbovirus y su
sorpresiva llegada a América; los métodos de diagnostico del Virus del Oeste del Nilo
tomaron desprevenidos a los virdlogos. Consecuentemente, los métodos para su
diagnostico en laboratorio en los Estados Unidos, se han centrado en sus inicios en
pruebas simples extrayendo antigeno viral de cultivos celulares aislados de cerebros de
cuervos y/o caballos (White ef al.2001). Estos ensayos han sido pruebas de Inhibicién de
la Hemoaglutinacién, prueba de neutralizacion de reduccion de placa, y aislamiento en
cultivo de células Vero. Todos estos ensayos comprenden las herramientas para la
deteccion del virus en sueros y tejidos de muestras humanas y aves vivas y aquellas que
eran colectadas muertas. Claramente, la urgencia de pruebas suficientemente sensibles y
especificas ha sido una necesidad en la actual epidemia del Virus del Oeste del Nilo en

Norte América; pues las escasas pruebas comerciales como el PANBIO de una empresa




Australiana, corria el conocido riesgo de presentar fallas dadas las frecuentes mutaciones
del genoma del virus, y la cercania de virus en Australia con el serocomplejo de la
Encefalitis Japonesa. Los avances mas recientes en diagndstico seroldgico en Estados
Unidos incluyen una prueba bloqueadora de ELISA o enzima ligada a un sustrato, en
desarrollo y validacién de campo actualmente por el grupo de la Universidad de
Colorado, USA; asi como una prueba molecular por RT-PCR o Trascripcién Reversa de
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Beaty et al.,2002). Se han utilizado
exitosamente una prueba de RT-PCR con primers dirigidos al genoma del Virus en
grupos de mosquitos de Nueva York (White ez al. 2001). En México, a la fecha, no hay
establecida por los Sistemas de Salud, INDRE o Instituto Nacional de Referencia
Epidemioldgica, ninguna prueba diagnéstica de laboratorio, planteando un problema

muy serio para los incipientes programas de vigilancia de esta arbovirosis en México.

2.4 Epidemiologia

El reconocimiento del Virus del Oeste del Nilo (WNV) en la ciudad de Nueva
York en el verano de 1999, marcé la primera introduccién en la historia reciente de la
llegada de un flavivirus del Viejo al Nuevo Mundo (Asnis ef al. 1999; Nash et al. 1999).
Sin embargo, este patégeno no es un hecho aislado, el fendmeno de la globalizacién
comercial e incremento en viajes inter e intracontinentales ha favorecido la dispersion de
otros flavivirus, por ejemplo el virus del Dengue quien se ha dispersado desde Asia hasta
llegar a regiones tropicales del continente Americano (Gluber, 1987; Gluber y Clark,
1995; Gluber, 1998; Petersen y Roehrig 2001).

Desde su aislamiento original en 1937, han ocurrido brotes de manera esporadica
en humanos, siendo los mas notables las epidemias de Israel en 1951-54, 1957), y en
Sudafrica en 1974. Sin embargo, a partir de la mitad e los 90as tres perturbantes
tendencias epidemiolégicas han ocurrido: a) incrementos en frecuencia de brotes con
casos humanos y equinos (Rumania 1996, Marruecos 1996, Tunez 1997, Italia 1998,
Rusia, Estados Unidos e Israel 1999), e Israel, Francia y los Estados Unidos en 1999

(19-23), b) Un incremento aparente en severidad de la enfermedad humana; Rumania




393 casos, Rusia 942 casos, Estados Unidos 62 casos en 1999 y 21 en 2000, Israel 2
casos en 1999 y 417 casos en 2000) alta mortalidad en aves acompaiiando las epidemias

en humanos, Israel y Estados Unidos.

2.5 El papel de las aves

Por otra parte, mas de 100 especies de aves han sido reportadas con anticuerpos
neutralizantes al Virus del Oeste del Nilo, en los Estados Unidos. Estas tienen un papel
muy importante en el mantenimiento del virus en la naturaleza pues actiian como
reservorios, amplificando y dispersando el virus a través de sus ciclos anuales de
migracion. Mas de siete Ordenes de aves probaron seropositividad a WNV, siendo los de
mayor importancia Passeriformes, Columbiformes, Galliformes y Anseriformes (Komar
et al. 2001). De manera interesante, los casos humanos en Nueva York en Agosto y
Septiembre de 1999, estuvieron precedidos de los ciclos de migracién primaveral y de
principios del otofio. El fendmeno de mortalidad de aves principalmente cuervos,
azulejos y gorriones domésticos aparecié por primera vez en América, indicando un
potencial cambio en el genoma de virus o una alta susceptibilidad de estas especies en
Norte América a la viremia. Después de la experiencia de Nueva York, y los casos de la
enfermedad en 2002 en Luisiana, Atlanta, Texas y Illinois, la mortalidad de Corvidae ha
sido sugerida como un método altamente confiable de vigilancia epidemiolégica. Otros
reportes de vertebrados infectados con Virus del Oeste del Nilo en Nueva York han sido
la zarigiieya Didelphys marsupialis, murciélagos, ardillas y otros, aunque en menor
cantidad, y por lo tanto su papel en el mantenimiento de esta zoonosis no ha sido atn

evaluado.

2.6 Mosquitos vectores involucrados

En cuanto a las especies de mosquitos involucradas como vectores probados del
Virus del Oeste del Nilo, mas de 35 especies han sido encontradas infectadas con WNV.
Los géneros mas frecuentes de Culicidae registrados en la epidemia de Nueva York
fueroﬁ: Aedes, Anopheles, Coquilletidia, Culiseta, Psorophora, y el grueso de ellos

correspondi6 a Culex, el mosquito café de las casas, ademas de Culex restuans y Culex




sallinarius. Aedes trivittatus y Ae. vexans, ambas especies de charcas de lluvia y lagunas
urbanas fueron ademés muy abundantes en Nuera York; pero notablemente las especies
de Culex, pipiens y quinquefasciatus donde mas frecuentemente se aislaron Virus del
Oeste del Nilo a través de la prueba de cultivo en placas de células Vero (Nasci et al.
2001). Estas dos especies son muy abundantes también en el Noreste de México; y sus
sitios de oviposicidn tienen que ver con cuerpos de agua con elevada cantidad de materia
organica, en otras palabras, agua pestilente, lo cual se facil de localizar en arroyos
urbanos con aguas estancadas; tuberia de drenaje pluvial, recipientes peridomésticos en
patios como llantas abandonadas y bebedores de animales. Esto plantea un problema de
control para los programas del sector salud, no acostumbrados a aplicar medidas de
control en estos criaderos, pues los ultimos 20 afios ellos se han concentrado en el
mosquito del dengue, Aedes aegypti, quien a diferencia de Culex, prefiere para oviponer

pequefios recipientes domésticos con agua limpia y bajo sombra (Fernandez 1999).

Un dato importante, es que la transmisidn transovarica o vertical del Virus del
Oeste del Nilo por hembras de Culex ya ha sido demostrado en Africa (Miller et al.
2000). Esto explicé la persistencia de la epidemia en Nueva York, en el afio 2000; pero
principalmente que el virus demostré su capacidad para pasar el invierno, en los

mosquitos hibernantes en alcantarillas y otros sitios protegidos del frio.

2.7 Epizootias en equinos

En Octubre de 1999, se confirmé el primer caballo infectado con Virus del Nilo
en Nueva York; sélo fue el primero de 25 mas reportados infectados, y de ellos, 36%

murieron (Ostlund et al. 2001).

De enero del 2000 a enero del 2001, aproximadamente 360 muestras de equinos
fueron enviadas al Servicio de Inspeccién de Sanidad Vegetal y Animal, del Laboratorio
Amés perteneciente al Departamento de Agricultura de los Estados Unidos. Las
muestras provenian de los Estados del Norte, y correspondian a suero, liquido

cefalorraquideo o cerebro. Sesenta caballos fueron positivos para Virus del Oeste del



Nilo en las muestras del 2000, 38% de ellos murieron o se les aplicd eutanasia; los
sintomas en los demas incluyeron debilidad en las extremidades, ataxia, fiebre, paralisis
facial, tirones, y ceguera. Epidemias de Virus del Oeste del Nilo en equinos han sido
confirmadas ademas en Francia en el 2001 (Durand ez al. 2002). Durante el 2002, fueron

registrados 7,320 equinos, tres caninos y otras 10 especies (CDC 2002).

De manera importante, los equinos parecen presentar mayor sensibilidad al
Virus, pues segun reportes del Centro para Prevencion y Control de Enfermedades de
Atlanta, en el estado de Texas, la distribuciéon de equinos infectados sobrepasa de

manera muy evidente la de aves, mosquitos y casos humanos.

2.8 Amenaza a la salud publica por el riesgo inminente de introduccion del Virus

del Nilo en Nuevo Leén

En México, particularmente en los Estados del Noreste cercanos a la frontera con
los Estados Unidos (Tamaulipas, Nuevo Ledn y Coahuila), el verano del 2002 dispard
un estado de alarma epidemioldgica en los Sistemas de Salud por los reportes de casos
humanos y defunciones, equinos infectados, aves silvestres y especies de mosquitos
vectores positivos al Virus del Oeste del Nilo, en los estados cercanos de Texas y
Louisiana. Las cifras mas recientes emitidas por el Centro para la Prevencién y Control
de Enfermedades de Estados Unidos, hasta el 21 de Octubre del 2002 confirman los
siguientes datos de la dispersiéon del Virus del Nilo: 3,231 casos en 38 Estados,
incluyendo el Distrito de Columbia; la mayoria Estados de la Costa del Atlantico; una
Tasa de Mortalidad de 5.5% o sea 176 defunciones. Los Estados vecinos y cercanos con
Meéxico han registrado los siguientes casos y defunciones: Texas, 137 casos con seis
defunciones, Louisiana, 310 casos con 16 defunciones; Alabama, 39 casos y tres

defunciones y Mississippi con 178 casos y 9 decesos.

Las fuertes sospechas de aves infectadas en la regién fronteriza de los
Municipios de Matamoros y Valle Hermoso, en el Norte de Tamaulipas, han aumentado
por el reporte en Septiembre del Departamento de Salud de Texas de dos equinos

positivos a WNV en las inmediaciones de Harlingen y Brownsville, Texas; ambas
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ciudades localizadas a menos de 10 kilometros de la frontera con las ciudades
tamaulipecas mencionadas. Similarmente, 206 aves muertas encontradas en el area
Metropolitana de Monterrey por personal de la Secretaria de Salud, en el Estado de
Nuevo Leon, han sido todas negativas por la prueba de RT-PCR. Sin embargo, como se
documentd en la epidemia de Nueva York, las epidemias de Virus del Oeste del Nilo en
humanos siempre fueron asociadas con patrones de migracién de las especies de aves
involucradas. No seria extrafio por consiguiente, que la entrada del otofio en Septiembre
del 2002 favoreciera la presencia de las primeras aves infectadas en el Noreste de
México; y esto sOlo se interpretaria como cuestion de tiempo para esperar en la

primavera y otofio del 2003, la primera epidemia humana de Virus del Nilo en México.
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3. JUSTIFICACION Y ORIGINALIDAD

Las epidemias en USA de la Encefalitis del Oeste del Nilo en el Verano del
2002, mostraron un patréon de dispersion geografica hacia la frontera Sur,
especificamente Texas y Luisiana. Aproximadamente 3,200 casos humanos fueron
reportados en el ese afio mostrando una tasa de fatalidad de 5.5%. Considerando que el
ciclo natural de la transmision de esta enfermedad involucra aves migratorias que pasan
por nuestro Estado en su camino hacia Centro y Sudamérica, también que las especies de
mosquitos presentes en el Noreste de México son vectores probados del Virus del Oeste
del Nilo y que sus poblaciones fueron incrementadas por un afio de precipitaciones
histdricas; es casi inminente la presencia de epidemias en Nuevo Leén para el Verano
del 2003. Lamentablemente, las técnicas de diagndstico tanto para muestras humanas
como para aves y equinos que también son afectados, son so6lo comerciales, escasas,
costosas, de dudosa sensibilidad y especificidad. La situacién de un efectivo sistema de
monitoreo epidemioldgico que apoye la oportuna prevencién y dirija las medidas de
control hacia los vectores, exhibe todavia muchas interrogantes por la falta de

experiencia en el conocimiento de la epidemiologia y ecologia de esta arbovirosis.

Este proyecto propone el desarrollo de tecnologias de métodos de diagndstico
serolégicos y moleculares para la identificacion del Virus del Oeste del Nilo en aves,
equinos y mosquitos, asi como el establecimiento de un programa de monitoreo

epidemiologico.

Entonces, considerando la dispersién geografica de las epidemias del Virus del
Nilo hacia el Sureste de los Estados Unidos en el afio 2002; y como consecuencia la
inevitable amenaza de su entrada al Estado de Nuevo Ledn para fines de este afio, y muy
segura ocurrencia de brotes en el 2003; con consecuencias en indicadores de salud de la

poblacién e impacto en la economia regional; aunado a la escasez de pruebas
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diagnésticas tanto las comerciales de bajo costo como la falta de disponibilidad de las
mismas por el Instituto Nacional de Referencia Epidemioldgica de la Secretaria de
Salud; ésta propuesta justifica ampliamente la urgente necesidad de desarrollar
localmente y en corto plazo la capacidad diagndstica de pruebas de laboratorio sensibles
y especificas para identificar el Virus del Oeste del Nilo tanto en aves, como en las
especies de mosquitos ademas de huéspedes susceptibles tales como equinos que

conforman su ciclo de transmisién.
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CAPITULO 11

DETECCION DE WNV EN AVES Y CABALLOS
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1. RESUMEN

La presente investigacion se llevo a cabo con el fin de monitorear la actividad del
Virus del Oeste del Nilo (WNV) aves y equinos de los estados del Noreste de México
(Tamaulipas, Nuevo Ledén y Coahuila); esta fiebre es una enfermedad causada por el
Virus de la familia Flaviviridae, genero Flavivirus, ademas pertenece al serocomplejo de
la Encefalitis Japonesa (EJ). Las primeras aves infectadas por el WNV en el hemisferio
occidental se identificaron en agosto de 1999 en New York, en el presente estudio se
colectaron aves pertenecientes a 13 drdenes 38 familias, 86 géneros y 123 especies por
medio de redes de niebla; de los ordenes con mayor numero de ejemplares fueron
Passeriformes con 1248 ejemplares y Columbiformes con 282. La prueba para la
determinacion del WNV fue la ELISA de bloqueo. De las 1,686 aves colectadas, 90
resultaron seropositivas al WNV, 43 en Nuevo Ledén 39 en Tamaulipas, y 8 para el
estado de Coahuila. Asi mismo, se llevaron a cabo un total de 39 colectas de suero de
equinos en los estados de Nuevo Ledén y Coahuila, muestreandose un total de 498
caballos (474, 95.18%) para Nuevo Ledn, y 24 (4.81%) para Coahuila, de los cuales
116 (23.29%) resultaron seropositivos, 100 en Nuevo Leén y 16 en el estado de
Coahuila, lo que nos lleva a la conclusidon que el WNV ya establecid un ciclo enzodtico

en el Noreste de México.
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2. INTRODUCCION

El Virus del Oeste del Nilo (WNV) ha emergido como una importante amenaza
a la salud a nivel humano, veterinario y de vida silvestre. Las aves hospederos, son el
principal reservorio vertebrado en el mantenimiento de este virus (Komar 2003); tiene
cierto grado de mortalidad entre equinos, asi como en aves domésticas y silvestres. La
manifestaciéon mas grave del WNV es la encefalitis que es la evolucién fatal en el
hombre y el caballo, asi como la mortandad de ciertas especies de aves salvajes y
domésticas. (Valles 2000). La primera epidemia registrada del Virus del Oeste del Nilo
(WNV) ocurrié en el area metropolitana de Nueva York en el verano de 1999. Se
notificaron un total de 62 casos humanos con sintomas neuroldgicos y 7 defunciones en

esta ciudad (Rappole et al. 2000; Lanciotti ef al. 1999).

Ademas de las epidemias humanas, surgieron también epizootias en caballos y
aves, donde las aves infectadas con WNV en el Hemisferio Occidental ocurrieron en
agosto de 1999. Esta epidemia tuvo un alta taza de mortalidad en aves, especificamente
Corvus brachrhynchos ademas de otros cérvidos (Steele et al. 2000; Eidson et al. 2001).
Asi mismo grandes cantidades de aves en cautiverio y silvestres murieron, esto
coincidiendo con el incremento de casos humanos reportados en la misma region (Steele

et al. 2000).

Se sospecha que las aves migratorias son los principales huéspedes introductorios
del virus, pues los brotes en las regiones templadas ocurren en general durante el fin del
verano y principios del otofio, coincidiendo con la llegada de grandes grupos de aves
migratorias. Los brotes a menudo ocurren entre los seres humanos que habitan cerca de
zonas pantanosas, donde se establece contacto entre concentraciones de aves con gran
numero de mosquitos, que a su vez son capaces de infectar a los humanos (Rappole et

al. 2000). Ademas de las aves migratorias, los viajes internacionales de personas
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infectadas hacia Nueva York y la importacion de aves o de mosquitos son otras posibles
fuentes de introduccidn del virus del WNV a Norteamérica (CDC 2000). Se ha sugerido
también, que las aves predadoras pueden haberse infectado al alimentarse a su vez de
presas infectadas (otras aves, ranas y pequefios mamiferos), (Environmental Risk

Analysis Program 2002).

Un total de 194 muertes de aves silvestres a causa del WNV fue reportado en el
otofio de 1999 (Swayne et al. 2001). La mayoria de las aves muertas fueron del orden
Passeriformes (>80% cdrvidos). Durante ese mismo afio, fueron reportados 25 casos de

enfermedad neuroldgica en caballos en Nueva York (Komar 2000).
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3. HIPOTESIS

Debido a la presencia del mosquito vector Culex quinquefasciatus en el Noreste
de México y su capacidad para la transmisién del VON, hacen posible la presencié de

anticuerpos neutralizantes tanto en aves residentes y migratorias como equinos.
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4. OBJETIVOS

4.10bjetivo general:
Monitorear y diagnosticar el Virus del Oeste del Nilo en los estados del Noreste de
Meéxico.

4.1.20bjetivos especificos

1.-Monitorear y diagnosticar la presencia del Virus del Oeste del Nilo, en aves de los

estados Nuevo Ledn, Coahuila y Tamaulipas.

2.- Monitorear y diagnosticar la presencia del Virus del Oeste del Nilo, en equinos de los

estados Nuevo Leén, Coahuila y Tamaulipas.
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5. ANTECEDENTES

5.1 Epidemias Historicas del WNV

No se sabe si histéricamente el WNV ha producido enfermedades en aves, sin
embargo no hay reportes de WNV asociado con mortalidad en adultos de aves que
hallan ocurrido durante las primeras seis décadas después del descubrimiento del virus
en 1937. De manera importante, una de las cadenas de WNV de Egipto (Ar-248), fue

aislado de una ave enferma (Columba livia) en un estudio que se llevo acabo de 1952 a
1954 (Tylor 1956).

En 1953, se enfoco la atencidn a la posibilidad de que las aves silvestres de las
areas endémicas al WNV en el Delta del Nilo pudieran proveer de una fuente suficiente
de no inmunidad durante la época de anidacion de primavera, para circular WNV con
titulos suficientemente altos y con tiempo suficiente para infectar a los mosquitos

vectores durante la época de transmision de verano (Work 1955).

El WNV ha circulado durante mucho tiempo en diferentes partes del mundo,
principalmente en Africa, Asia, sur de Europa y Australia, 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).

Las epidemias causadas por el WNV vy el de la encefalitis de San Luis han sido
dificiles de predecir, en parte debido a la falta de conocimiento de la compleja ecologia
de los virus. Se considera que veranos calidos y secos pueden promover epidemias
causadas por ambos virus (Tsai ef al. 1998; Platonov et al. 1999; Han et al. 1999; Reiter,
1999).
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5.2 Ecologia del virus

Poco es conocido acerca de la persistencia del virus activo en la sangre de las
especies de aves de este continente. Se piensa que el rol de las aves en la ecologia de los
arbovirus depende de si el vector al migrar encuentra las condiciones favorables en el
nuevo ambiente, y también si los vectores locales son capaces de transmitir el virus. La
presencia de anticuerpos de arbovirus en aves migratorias solo representa una

interaccién virus-hospedero pero no explica cuando y en donde ocurrira la infeccién
(Blaskovic y Ernek 1972).

En un estudio hecho en el centro de control y prevencién de enfermedades en
USA (CDC) para determinar si hay diferencias fenotipicas entre diferentes aislamientos
de WNV, se expusieron House sparrows (Passer domesticus ) a tres lineas de este virus:
WNV-NY 99, Kenia (KEN), y Australia (KUN); todas estas aves (excepto los controles)
desarrollaron viremias detectables realmente parecidas para las tres cadenas del virus,
pero solo tres infecciones fatales ocurrieron en ocho de las aves inoculadas con NY-99,
4 con KEN, y cero con KUN, estas muertes ocurrieron entre los cinco y ocho dias
postinoculasion y todas las mortalidades sucedieron entre los revisiones rutinarias, lo
que indica que ya que estas aves son abundantes en América del Norte, regiones de
Europa, Afrecha, y Asia, ellos son probablemente importantes hospederos
amplificadores en muchas de estas regiones, y por lo tanto sirven como un util modelo
de estudio de infecciones para el WNV en aves (Langevin et al. 2005). En otro estudio
para entender mejor el papel de las aves en la transmisidn del virus, se expusieron 25
especies de aves, representando un amplio rango de érdenes y familias, a la infeccién
por picadura de mosquitos. Se monitorearon titulos de viremia, en cavidades cloacales y
orales, persistencia de infecciones virales en oOrganos, y desarrollo de anticuerpos
neutralizantes. Los datos generados se utilizaron para cuantificar la competencia entre
reservorios. Ademas se evaluaron la susceptibilidad a transmision oral y por contacto
(Komar 2003).

Si la transmision transovarica y la supervivencia al invierno de los mosquitos fue

la principal causa de la persistencia del virus, se esperaria una recurrencia anual del virus
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en los mismos sitios. Sin embargo, la transmision transovarica del virus ocurre a niveles
bajos de menos del 1% (Peiris 1994; Baqar et a/. 1993) por lo tanto, la unica forma en
que puede pasar de una generacién a otra de mosquitos es a través de la sangre de una

ave u otro hospedero.
5.3 Monitoreo en Aves

El WNV es mantenido en la naturaleza por medio de aves (Komar 2000),
histéricamente, la manera mas efectiva de predecir la actividad de flavivirus ha sido los
programas de vigilancia en las poblaciones de aves centinelas o silvestres por medio de
una toma de muestra de sangre, ademas de las colectas de mosquitos vectores para
obtener numero y tasa de infeccion (Bowen et al. 1980; Monath 1984). En un estudio en
los 50’s se tomaron muestras sanguineas de diversas aves silvestres del delta del Nilo
para pruebas serologicas por medio de puncién cardiaca con jeringas de 2 a 10cc, para
posteriormente esta sangre ser centrifugada y solo se conservaron los sobrenadantes; de
120 aves colectadas (35 gorriones caseros (Passer domesticus), 17 cuervos
encapuchados (Corvus corone), 33 palomas de la palma senegalense (Streptopelia
senegalensis), 28 Garcillas bueyeras (Ardeola ibis), 6 Cernicalos americanos (Falco
sparverius), y 1 milano azul (Elanus caeruleus) se obtuvieron porcentajes muy altos de

positividad (57%, 88%, 48%, 68%, 100%, y 100% respectivamente) (Work et al. 1955).

El monitoreo de la infeccion de WNV en aves, especialmente cuervos, fue el
método mas eficaz para determinar el rango geografico de la actividad del WNV en el
brote de Norte América (Komar 2000). La alta tasa de mortalidad observada en 8 de 25
especies utilizadas en el estudio realizado por Komar ef al. (2003), indica que esas 8
especies pueden ser utilizadas para un Sistema de Vigilancia de aves muertas. Entre
estas especies se incluyen todos los corvidos que se utilizaron, asi como Passer
domesticus 'y Quiscalus quiscula, dos abundantes especies que parecen ser importantes
huéspedes reservorios en algunos sitios, y la gaviota Larus delawarensis. Mas de 100
especies de aves han sido reportadas con anticuerpos neutralizantes al Virus del Oeste
del Nilo, en los Estados Unidos. Estas tienen un papel muy importante en el

mantenimiento del virus en la naturaleza pues actiian como reservorios, amplificando y
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dispersando el virus a través de sus ciclos anuales de migracion. Mas de siete Ordenes
de aves probaron seropositividlad a WNV, siendo los de mayor importancia

Passeriformes, Columbiformes, Galliformes y Anseriformes (Komar et al. 2001).

La cadena de WNV de Norte América fue primeramente identificada de el
cerebro de un cuervo americano muerto (Corvus brachyrhynchos) colectado en
septiembre de 1999, en New York. Subsecuentemente muchos otros aislamientos fueron
hechos de otros cuervos y aves exoticas del zooldgico de esta ciudad, las cuales
incluyeron Flamingo chileno (Phoenicopterus chilensis), Guanay Cormoran
(Phalacrocorax bougainvillei), aguilas calvas (Haliaeetus leucocephalus), Magpies de
pico negro (Pica hudsonia), Pato alas de bronce (Anas specularis), Faisanes de Impeyan
(Lophophorus impeyanus), trogopan de vientre gris (7ragopan blythii), y Buhos nevados
(Nyctea scandiaca) (CDC 1999; Steele 2000). Estos cadaveres fueron usados como
centinelas de salud publica. (Eidson, 2001). Otros tipos de aves centinelas usados son
tipicamente gallinas puestas en jaulas que permitan la entrada y salida de mosquitos y
que al mismo tiempo brinden proteccion de depredadores naturales. Los centinelas de
rango libre son las aves silvestres que son capturadas y a las cuales se les toma una

muestra de sangre y posteriormente son liberadas (Moore 1993).

En un estudio realizado en el estado de Illinois durante el 2002, se capturaron
1784 aves, representando 10 érdenes, 10 familias y 81 especies donde la familia con
mayor abundancia fue Cardinalidae. Anticuerpos para WNV fueron detectados en 94 de
estos sueros de aves, representando 5 ordenes (Anseriformes, Columbiformes,
Galliformes, Passeriformes, y Strigiformes) y 19 especies, en donde las especies con
mas alta seropositividad fueron, paloma doméstica (Columba livia), buhos carnudos
(Bubo virginianus), perdices griegas (Alectoris graeca), cardenales rojos (Cardinalis
cardinalis), gorrién casero (Passer domesticus) y cuitlacoches rojizos (Toxostoma
rufum), las aves cautivas y urbanas tuvieron mayor seropositividad que las aves de areas
naturales y la seropositividad en aves del norte y del centro de este estado fue mayor

que las de los sitios del sur (Ringia et al. 2002).
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En el estado de Yucatan, México, se implement6é un programa de vigilancia del
WNV, se capturaron un total de 8661 aves silvestres pertenecientes a 182 especies, 28
familias y 14 6rdenes, cada ave capturada fue sangrada de la yugular y la sangre diluida
en suero salino de fosfatos para su transporte y mantenimiento. Los ordenes con mayor
frecuencia de captura fueron, Passeriformes con 7270 (84.34%), Columbiformes con
907 (10.53) y Piciformes con 165 (1.92%). Del total de aves capturadas, 5566 (59%)
fueron aves residentes y 3545 (41%) fueron migratorias. Los sueros de estas aves fueron
procesados por la técnica de ensayo inmunoabsorbente de enzimas ligadas (ELISA) o es
la modalidad de bloqueo o por el método de HI en busca de anticuerpos neutralizantes al
WNV, y comprobados por la reduccién de la neutralizacion de placa (PRNT); 21
(0.24%) de las aves presento evidencia de anticuerpos neutralizantes al flavivirus, las
aves positivas pertenecieron a 15 especies 11 familias y dos ordenes. Especies con mas
de una ave seropositiva fueron colorin azul (Passerina cyanea) con cinco ejemplares,
dos papamoscas tiranos (Myiarchus tyrannulus), y dos picogordos pecho rosa

(Pheucticus ludovicianus) (Farfan et al. 2004).

Del 2003 al 2004 en Dakota del Norte se hizo un estudio disefiado para explorar
el papel que pueden jugar los mirlo de alas rojas (Agelaius phoeniceus) para diseminar
el WNV. Se selecciond a esta especie como modelo por su abundancia, amplia
distribucién a través de los Estados Unidos, y por la ecologia que incluye factores de
riesgo conocidos en el mantenimiento y amplificacion del WNV. En el primer afio
colectaron sangre de 301 aves y 362 en el 2004; las muestras fueron tamizadas mediante
la prueba de ELISA en busca de anticuerpos neutralizantes, en donde encontraron para
el primer afio una seroprevlencia de anticuerpos IgG de 2.8% (n= 71) en mayo, y un pico
en agosto de 22.0% (n= 41). En el 2004 la prevalencia de anticuerpos fue de 3.9% (n
=76) en mayo con un pico en julio de 18.3% (n= 142) (Sullivan et al. 2006).

5.4 Migracion de aves y dispersion del virus

Desde el descubrimiento del WNV, nuevos virus inmunologicamente
relacionados, han sido aislados en distintas regiones tropicales y subtropicales de todo el

mundo (Work 1955). Aves migratorias han sido consideradas como los principales
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hospederos introductores del WNV a nuevas areas debido a grandes epidemias de esta
enfermedad en regiones templadas que generalmente han ocurrido al final del verano o
principios de otofio, coincidiendo con el arribo de grandes concentraciones de aves
migratorias y mosquitos (Taylor et al. 1956; Work et al. 1955); estas epidemias con
frecuencia ocurren en asentamientos humanos en o cerca de zonas humedas donde
grandes comunidades de aves entran en contacto con grandes cantidades de mosquitos
ornitofilicos (Hubalek y Halouzka 1999; Lanciotti ef al. 1999). Las aves migratorias han
sido ligadas al transporte de virus relacionados en el Hemisferio Occidental (Calisher,
1970; Reeves et al. 1974); la viremia suficientemente larga como para infectar
mosquitos vectores ha sido documentada en varias especies de aves (Taylor ef al. 1956;

Work et al. 1955).

Aves migratorias pueden ser las responsables de la dispersion del WNV a nuevas
areas; fue aislado de varias aves migratorias como curruca de barras (Sylvia nisoria) y
una paloma tortuga (Streptopelia turtur). También se supone que las aves migratorias
son responsables por la introduccion de la encefalitis equina del Este dentro de Jamaica
proveniente de los Estados Unidos durante la epidemia de esta enfermedad en 1962

(Rappole et al. 2000)

En el brote del WNV en New York en 1999 se piensa que este virus fue
introducido por medio de aves migratorias que cruzan de un continente a otro, ya que un
pequefio porcentaje de las poblaciones de algunas especies de aves migran regularmente
en agosto y septiembre, de sus areas de reproduccién en Europa, a areas de hibernacion
a lo largo de la Costa Este de Norteamérica. Un ejemplo es el del pato silbon (4nas
penelope), que se reproduce en la region Paleartica, desde Islandia hasta la peninsula
Ibérica de Kamchatka, e inverna principalmente en las zonas templadas y tropicales del
viejo mundo (Rappole et al. 2000). Otra de las formas posibles es por medio de
tormentas tropicales que cada verano arrastran a unas pocas especies de aves marinas, de
sus areas naturales de la costa oeste de Africa a través del Atlantico llegando
eventualmente a la costa este de Norte América. Algunas de estas especies las cuales se
les ha detectado el WNV son: Ardea cinerea (garza real), Egretta garzetta (garceta

pequefia), Bubulcus ibis (garza ganadera), Larus ridibundus (gaviota encapuchada),
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Larus cachinnans (Gaviota patamarilla). No obstante a esta hipdtesis, se debe tomar en
cuenta que si la migracién normal fuera la uinica causa de la introduccién de este virus al
nuevo mundo, probablemente estaria establecido desde mucho tiempo atras en este
hemisferio; ademas el numero de aves migrantes es tan insignificante que la
probabilidad de migrantes infectados, mosquitos ornitofilicos, y aves hospederas locales

que amplificaran el virus es muy baja (Lanciotti et al. 1999)

Otra de las hipétesis para, la introduccién del WNV pudo haber sido por medio
de las importaciones legales e ilegales de aves. A pesar de que al menos las primeras son
sometidas a cuarentena de al menos 30 dias en sitios localizados cerca de tres puertos de
entrada (en New York, Los Angeles y Miami) y de que se llevan a cabo pruebas para
detectar si contienen algunas enfermedades como la enfermedad de Newcastle (40)
algunas de estas aves podrian haber estado infectadas con WNV y ser picadas por
mosquitos, ademas no se realizaban pruebas especificas para el WNV durante la
cuarentena, y en este mismo plazo las aves infectadas pudieron transmitir el virus a las
aves locales. Es mas probable pensar que la transmisién ocurrid por la importacion ilegal
de aves en donde estas no son sujetas a cuarentena y a examinacion sanitaria. A pesar de
tales consideraciones, otras formas en que este entro a América son posibles. (Hubalek y

Halouzka 1999).

Cuando especies migratorias llegan a un éarea en época de mosquitos, las
condiciones son apropiadas para que se de una epidemia (Hubalek y Halouzka 1999,
Rappole et al. 2000). Por otra parte, el virus puede permanecer latente esperando las
condiciones ambientales adecuadas que favorezcan una epidemia (Hannoun et al. 1972
en Rappole er al. 2000). Esto sugiere que los futuros movimientos del virus en el
Hemisferio Occidental pueden depender de su persistente amplificacion en poblaciones
de aves que invernan en regiones tropicales, subtropicales y templadas del sur; y la
subsiguiente importacion a areas de mayor concentracion de aves en regiones templadas;
esto podria representar también una base permanente y un sitio de amplificacién para el
virus a través del cual se disperse hacia el norte por aves migratorias (Rappole et al.

2000).
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Debido a que la mayoria de los reportes de aves muertas corresponden a cuervos,
la especie Corvus brachyrhynchos ha sido propuesta como la base para el sistema
nacional de vigilancia de aves muertas por WNV en Estados Unidos (Eidson et al.
2001). A pesar de que los cuervos son cominmente reportados como infectados por
WNV (Bernard et al. 2001), la identidad de los reservorios del WNV no es del todo
conocida. La vigilancia establecida a partir de aves muertas y estudios de

seroprevalencia no indica la competencia de especies particulares para infectar vectores.

La muerte de aves por WNV no fue reportada hasta 1998 cuando se registraron
muertes de gansos domésticos y de la especie Ciconia ciconia en Israel (Malkinson et al.
2002). La cepa encontrada en gansos en 1998 es idéntica a la cepa de Nueva York de
1999 que se presentd en miles de aves muertas, lo cual sugiere la no exposicion y la
adaptacion del virus en poblaciones de aves del continente Americano comparandolas

con especies de Europa (Lanciotti ef al. 1999).

En un estudio longitudinal del WNV en el Estado de Yucatan, México, cinco de
de 8611 aves fueron consideradas inequivocamente que habian tenido infeccién del
virus, de las cuales 3 de estas fueron migratorias. La peninsula de Yucatan es uno de los
principales sitios de hibernacién para muchas especies de aves que migran del Noreste y
Oeste medio de los Estados Unidos, con esto se puede suponer que el virus fue

introducido por aves migratorias a esta region de México (Farfan et al. 2004).

Las especies de aves con altos picos de viremia y duracién de la misma
generalmente presentan altos valores en los indices de competencia (el indice de
competencia indica el nimero relativo de vectores infecciosos que derivan de ciertas
especies de aves y es calculado como una funciéon de la viremia que se desarrolla
después de la infeccién causada por mosquito) (Komar et al. 1999). Este estudio
concluyo que las aves de los érdenes Passeriformes y Charadriiformes, y por lo menos
dos especies de rapaces Falco sparverius y Bubo virginianus de los oOrdenes
Falconiformes y Strigiformes, son mas competentes que las especies pertenecientes a los
ordenes: Anseriformes, Columbiformes, Galliformes, Gruiformes, Piciformes y

Psittaciformes (Turrel et al. 2000).
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5.5 Rutas Migratorias

Se han identificado cuatro rutas principales de migracién que utilizan las aves
que se retnen y pasan a través del area de la ciudad de Nueva York (definido como un
circulo de 10 km. de radio que esta centrado en el Norte de Queens) al final del verano y
principios de otofio; estas rutas son la ruta al sureste de los Estados Unidos, la que
circunda el Golfo de México, la que atraviesa el Golfo de México, y la ruta de las Islas
Caribefias-Noroeste del Atlantico. Por medio de estas rutas las aves llegan a cada parte
del sureste de Estados Unidos, Centro América, las islas del Caribe y Sudamérica,
durante su migracion al sur hacia sus sitios de hibernacion; ademas durante su retorno al
norte a los sitios de reproduccion pueden llegar casi a cualquier lugar de Norte América
(Rappole et al. 2000).

5.5.1 Ruta del Sureste de Estados Unidos

Los miembros de aproximadamente 155 especies de aves pasan a través del area
de Nueva York en su camino a areas de hibernacion en el sureste de Estados Unidos,
siguiendo la ruta descrita por W.W. Cooke para el mirlo primavera (7urdus migratorius)
(Rappole et al. 2000). La mayoria de estas especies no son huéspedes susceptibles al
virus ya que llevan a cabo individualmente la migracién y de esta manera no se juntan
grandes cantidades de estas aves en lugares con altas concentraciones de mosquitos
ornitofilicos. Sin embargo, aproximadamente 32 especies de aves que siguen esta ruta de
migracion podrian presentarse en grandes densidades en o cerca de zonas humedas en su
paso por Nueva York o en su camino a sus zonas de hibernacién. Como ejemplos de esta
ruta de migracién estan el cuervo americano Corvus brachyrhynchos y Anas

platyrhynchos que es el pato de collar (Rappole et al. 2000).

5.5.2 Ruta que circunda el Golfo de México

Las aves de algunas especies que tipicamente pasan el invierno en México y
Centro América evitan cruzar largas extensiones de agua, entre estas especies se
incluyen halcones, garzas, garcetas, asi como algunos patos y gaviotas. Aunque algunas

aves pueden volar directamente a través del Golfo de México a sus sitios de hibernacion,
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se desvian pasando a lo largo de la costa del Golfo en ambas migraciones, hacia el sur y
hacia el norte. Aproximadamente 11 de esas especies se retinen en zonas humedas
alrededor de Nueva York durante la migracion y de nuevo en las areas se hibernacion;

un ejemplo es la gaviota plateada Larus argentatus (Rappole et al. 2000).
5.5.3 Ruta que atraviesa el Golfo de México

Aproximadamente 125 especies de aves tienen poblaciones que transitan la
region de Nueva York en su camino a sus areas de hibernaciéon en México y Centro
América siguiendo atravesando el Golfo de México en el otofio (Cooke 1915; Rappole et
al. 1979 en Rappole et al. 2000). Datos de distribucion indican que la mayoria no siguen
la misma ruta al norte en la primavera, en su lugar siguen una ruta mas hacia el oeste
paralela a la costa del Golfo (Rappole y Ramos 1994 en Rappole et al. 2000). Por otra
parte, varias aves de esas especies, principalmente aves juveniles o aquellas poblaciones
en el centro del continente, siguen una ruta que circunda el Golfo hacia el sur y el norte.
Aunque este grupo incluye muchas aves migratorias que se reproducen en la parte Este
de Norteamérica, solo aproximadamente 12 especies pueden servir como acarreadoras
del West Nile virus, ya que la mayoria migran solas y no se retinen ni en invierno ni
durante la migracién. Estas especies son: Anas discors (cerceta alazul), Aythya collaris
(Pato pico-anillado), Aythya affinis (pato-boludo menor), Fulica americana (gallareta
Americana), Calidris alba (playero blanco), Calidris pusilla (playero semipalmeado),
Calidris mauri (playero occidental), Calidris minutilla (playero chichicuilote),
Limnodromus griseus (costero picocorto), Larus atricilla (gaviota reidora), Larus

delawarensis (gaviota picoanillado) (Rappole 1995).
5.5.4 Ruta de las Islas Caribefias-Noroeste del Atlantico

Aproximadamente 70 especies de aves tienen poblaciones que pasan a través de
Nueva York y cruzan el Oeste del Atlantico Norte o el Mar del Caribe hacia sus areas de
hibernacién en las islas del Caribe o en Sudamérica. Esta ruta es eliptica al igual que la
que atraviesa el Golfo de México, las aves siguen una ruta mas hacia el oeste a través del
Golfo de México o a lo largo de su orilla occidental en la primavera (Rappole 1979,

Rappole 1994; Rappole 1995). Miembros de aproximadamente 22 especies de aves se
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retinen en bandadas durante la migracioén y durante el invierno siguiendo esta ruta; entre
las especies que siguen esta ruta se encuentran, el playero blanco (Calidris alba),
playero occidental (Calidris mauri), playero semipalmeado (Calidris pusilla) la gaviota

pico anillado (Larus delawarensis) y la gaviota reidora (Larus atricilla).
5.6 WNV en Equinos

La mayoria de los caballos que han recibido la picadura por mosquitos que
portan el WNV no desarrollan la enfermedad. De los caballos que si la desarrollan,
aproximadamente una tercera parte de ellos presentan una enfermedad severa y mueren
o son afectados a tal grado que se requiere aplicar eutanasia. El periodo de incubacion
varian entre un rango de siete a 14 dias y pueden mostrar sintomas en un rango que varia

de benigna hasta la muerte (www.michigan.gov/mda).

El WNV fue descubierto en caballos enfermos en Egipto y Francia a principios
de los 60’s. La aparicion del virus en Norteamérica en 1999 en forma de una encefalitis
epidémica puede ser una clave importante de la historia evolutiva del virus. En Octubre
de 1999, WNV fue por primera vez confirmado como la causa de enfermedad en
caballos en el Hemisferio Norte. Un 36% de los caballos enfermos murieron o fueron
eutanizados (Ostlund, 2001). La enfermedad en caballos, causa paralisis de las patas y
debilidad en su forma encefalomielitica (Aranda 2003). En 1999, 25 caballos en Long
Island, New York presentaron sefias clinicas de infeccién 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 visién, inclino de
la cabeza, convulsiones, no poder tragar, movimientos en circulos, sobre-excitabilidad, o

coma (Rey 2001).
- El Departamento de Alimentos y Agricultura de California 2003, reporto los

siguientes signos en caballos: pérdida de coordinacion, caminan en circulo, tropezando y

cayendo, debilidad o paralisis parcial de las patas, espasmos musculares (especialmente
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alrededor de la nariz y de los labios), incapacidad para pararse, labios flacidos y caidos,

se chupan los labios y rechinan los dientes.

En Octubre de 1999, se confirmé el primer caballo infectado con Virus del Nilo
en Nueva York; solo fue el primero de 25 mas reportados infectados, y de ellos, 36%
murieron (Ostlund et al. 2001). Para el afio 2000 se presentaron 21 casos humanos (15
en Nueva York y 6 en New Jersey) y dos muerte (CDC 2000a). Se identificaron 65 casos
de infeccion en caballos con severos dafios neurolégicos en 7 estados. En el caso de aves
infectadas se reportaron un total de 4,139 aves provenientes de 133 condados de 12

estados, siendo los cuervos los de mayor frecuencia (CDC 2000b).

En el Estado de Nuevo Leén México en el 2003 so tomo tejido cerebral de un
caballo adulto (12 afios) muerto, el cual antes de morir presento sintomas neuroldgicos,
no se pudo hacer aislamiento viral en células vero, pero se logro hacer secuenciaciéon de
la muestra, mostrando una alta relacién filogenética con la cadena de WNV circundante

en el area de Texas (Blitvich et al. 2004)

5.7 Vigilancia Epidemiologica en Equinos

La Comisién México-Estados Unidos para la Prevencion de Fiebre Aftosa y otras
Enfermedades Exdticas de los Animales, cuenta con el programa de vigilancia
epidemiolédgica activa de neuropatias en equinos, la vigilancia se realiza en campo

mediante la busqueda de casos clinicos de equinos que presentan signologia de WNV.

En el verano del 2002, la SAGARPA recibi6 reportes de caballos con sintomas
de encefalitis de varios Estados de México algunos de ellos colindantes a lo largo con
la frontera de Texas como Tamaulipas, Coahuila y Chihuahua; se tomaron muestras de
suero de equinos de 14 estados, los cuales fueron probados por ELISA en busca de
anticuerpos IgG en donde de 441 muestras 97 (22%) tuvieron anticuerpos especificos
parai WNV, esto demostrando la dispersion del virus en seis estados de México:
Chihuahua, Coahuila, Tamaulipas, Veracruz, Tabasco, y Yucatan (Estrada-Franco et al.
2003).
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Un programa de vigilancia para detectar la infecciéon del WNV en aves, caballos
y humanos fue establecido en Cuba en el 2002; suero de caballos provenientes de la
Habana fueron probados para anticuerpos en contra de WNV por el uso de ELISA,
usando el anticuerpo monoclonal 3.1112G; probaron 210 sueros de los cuales 19
resultaron positivos para flavivirus (9%) de los cuales 4 fueron positivos para WNV dos

provenientes de la Habana y otros de otras provincias (Pupo ez al. 2006).

En un estudio realizado en Guatemala se colectaron 352 muestras de suero de
caballo en 19 estados de ese pais, de septiembre del 2003 a Marzo del 2004 para estimar
la dispersidn y el riesgo potencial para la salud del WNV; las muestras fueron probadas
por ELISA de Bloqueo; obteniendo 149 positivas (42.3%) (Morales-Betoulle 2006)

Epizootias de encefalitis en el Salvador mataron 203 caballos entre Noviembre
del 2001 a Abril del 2003. Durante una investigacién de brotes de enfermedades, 18
(25%) de 73 muestras de suero de equinos estables o muertos en el 2003 tuvieron
anticuerpos neutralizantes para WNV, lo que sugiere que esta encefalitis ha extendido su

rango y se esta dispersando en Centro América (Cruz ef al. 2005).

5.8 Equinos como Hospederos Terminales

Estudios llevados acabo en caballos en caballos por mucho tiempo no resolvieron
la pregunta si equinos infectados con WNV producen niveles de viremia suficientes y
con la duracién necesaria para infectar a los mosquitos vectores. Un total de 12 caballos
de diferentes razas y edades fueron infectados con WNV por medio de picaduras de
mosquitos del genero Aedes albopictus previamente infectas 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; donde todos los mosquitos que se alimentaron
de estos caballos fueron negativos para el virus, lo que demuestra que los caballos no
son importantes hospederos amplificadores del WNV en la naturaleza (Bunning et al.
2002)
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5.9 Prueba de ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

En esta prueba las reacciones antigeno-anticuerpo son monitoreadas
enzimaticamente, este método se empezd a utilizar en los 80's para la identificacion de

alimentacién sanguinea (Burkot et al. 1981).

La técnica se basa en dos ideas: 1. - Uno de los reactivos, antigeno o anticuerpo,
es inmovilizado por absorcién en una matriz solida, 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 inmunoldgica; la
exposicidon de este complejo para un adecuado rendimiento de la reaccion, y la velocidad
de la reaccién o la absorbancia final es medida por un espectrofotometro. La técnica
ELISA permite la detecciéon 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 sandwich (Clements 1999).
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6. MATERIAL Y METODO

6.1 Areas de Estudio

Las areas de estudio donde se llevaron acabo los muestreos de aves fueron en tres
estados del Norte del Pais: Nuevo Leén, Coahuila y Tamaulipas; los cuales conforman el

Noreste México, para los tres estados los muestreos fueron en localidades rurales (Figura

1.

Figura 1. Mapa de México resaltando en color amarillo los estados donde se colecté.
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6.2 Nuevo Leon

Sélo para el estado de Nuevo Leodn se realizaron colectas en areas dentro de la
ciudad ademas de zonas rurales, y para fines practicos se subdividié el estado en tres

zonas: Norte, Centro y Sur este.

6.2.1 Zona Norte

Esta Zona comprende 32 municipios de todo el estado, de los cuales las colectas
de aves se realizaron en los municipios de Lampazos en la localidad llamada Rancho
Los Jabalies, Santa Maria (29°98’817” N y 31°79°05” W), Sabinas Hidalgo en la
localidad de la presa Sombreretillo (26°18°30.9” N y 099°57°23.0” W), el Sabinal en
Cerralvo (26°04°500”N y 99°63°639” W), El Carmen (25°52°56.9”N y 100°20°44.9” W
),San Pedro Garza Garcia (25°39°26.9”N y 100°24°36.4” W), Apodaca (25°78°139” Ny
100°18°’861” W), General Escobedo en la colonia Nueva Castilla (25°49°26.4” N y
100°16°28.6” W), Pesqueria, en el ejido Francisco Villa (25° 47' N y 100° 03' W),
Zuazua (25°89’528”N y 100°10°750” W), y Los Aldama en la localidad de El Tecolote
(26° 01°42.5”N y 099° 17°25.6” W). La altitud en estas zonas oscila de 90 a 1200 msn,
con una temperatura media anual de 20 a 24°C y una precipitacién de 300 a 600 mm; los
cultivos principales de esta zona son: sorgo, cartamo, trigo, aguacate, nogal, pastos y
forrajes. Se considera una region de tipo arida, que es caracterizada por tener climas de
tipo seco semicalido y el seco templado, con suelos con poca cantidad de materia
organica, la vegetacion estd compuesta principalmente por matorrales medianos,
inermes, crausulifolios y pastos nativos amacollados, medianos y haléfilos, su

aprovechamiento es ganadero con una superficie de 1'660,291 has. (www.data.nl.gob.

mx/Geografia/CartoBasica/NuevolLeon/Ecologicas).

En cuanto a las areas de estudio donde se tomaron muestras de suero de caballos,
solo se tomo en cuenta el municipio y no las coordenadas, ya que se colecto en
diferentes localidades de cada uno de estos. En donde para la zona norte de Nuevo Ledn
se colecto en los municipios de Higueras, Guadalupe, Monterrey, Salinas Victoria, Santa

Catarina, Marin y Dr. Gonzalez.
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6.2.2 Zona Centro

Esta comprendido por siete municipios de los cuales las colectas de aves fueron
en: Cadereyta (100° 02°01.8” W y 25° 36°05.5” N), Juarez en la localidad de San Roque
(100°10°54.4” W y 25°33°20.9” N). Para sueros de caballos los municipios de colecta
ademas de estos dos ultimos fueron: Linares y Montemorelos. Esta zona alcanza una
altitud que va de los 150 a 800 msm, con una temperatura media anual de 20 a 24°C y
con una precipitacién de 600 a 1000 mm, los cultivos principales de esta regiéon son:
maiz, sorgo, forrajes, citricos y nogal. Se considera una region semiarida predomina la
vegetacion arboérea y arbustiva, matorrales y bosques de mezquite, algunas areas
presentan agrupaciones de haldfitas y pastos haldfitos, su aprovechamiento es la
ganaderia con una extension de 3°905,809 hectareas (www.data.nl.gob.mx/Geografia/

CartoBasica/NuevoLeon/Ecologicas).

6.2.3 Zona Sur-Este

Comprende nueve municipios en donde las colectas de aves se llevaron acabo en
los municipios de Santiago, en la localidad de el Barreal (25°29°26” N, y 100°10°45.5”
W), y Aramberri en la localidad de San Juan y Puentes (24°09°54.1” N y 100°03°54.4”
W). Para sueros de caballos los municipios de colecta ademas de estos dos tltimos
fueron: Dr. Arroyo y Zaragoza. La altitud va de los 600 a 3700 msm con una
temperatura de 12° a 20°C y una precipitacion de 300 a 1000 mm, los cultivos
principales son: maiz, frijol, trigo, alfalfa, papa y manzano. Esta es una regién que se
caracteriza por tener el clima de tipo templado subhimedo y semiseco templado, su
fisiografia esta conformada por sierras, mesetas y escarpadas con pendientes mayores al
70%, su vegetacion se caracteriza por bosques, dominada por diversas arbdreas de pinos
y encinos, bosques de Juniperus su aprovechamiento es ganadero y forestal, con una

extension de 889,400 hectéareas (Figura2), (www.data.nl.gob.mx/Geografia/CartoBasica/

Nuevoleon/Ecologicas)
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6.3 Tamaulipas

En el estado de Tamaulipas existe una diversidad de climas en todo su territorio,
originando diferentes volumenes de precipitacion lo que ocasiona una distribucién
irregular de las aguas superficiales en cantidad y calidad. Existe una gran variedad de
comunidades vegetales que resultan de la conjuncidn de reinos holartico y neotropical,

incluyendo tres regiones y cuatro provincias floristicas (tamaulipas.gob.mx).

Los Municipios donde se llevaron acabo las colectas de aves fueron: San
Fernando, en las localidades de El Refugio (24°56°44” N, y 97°43°44” W), Rancho Las
Carreras (24°32°30.4” N y 097°45°01.0” W), y Rancho de la Fuente (24°26’59” N y
97°56’1.7” W), municipio de Soto La Marina, en la localidad de la Pesca (23°47°43.9” N
y 097°53°02.5” W), municipio de Matamoros en la localidad del Mezquital en el Rancho
el Carrizal (25°35’46.9” N y 097°23°10.2” W), municipio de Nuevo Guerrero, en la
localidad de la Presa Falcon (26°33°54.3” N y 099°11°53.4” W), y el municipio de Valle
hermoso (25°30°13.10” N y 97°41°46.5” W), (Figura 2).

La vegetacidn presente en estas areas de estudio fue principalmente el matorral
espinoso Tamaulipeco que se describe como una comunidad arbustiva con fisonomia de
matorral espinoso, y en ocasiones subinerme, que representa solo en éarcas del sur de
Texas, del norte de Tamaulipas y Nuevo Ledn y del noreste Coahuilense. Este tipo de
matorral es una comunidad transicional entre los matorrales desérticos de las zonas
aridas norteamericanas y las selvas y matorrales submontanos de climas mas humedos.
En Tamaulipas tiene su distribucién en el norte y noreste del estado, se extiende desde
los 0 hasta los 850 msnm. (H. Muller en 1947). Otro de los tipos de vegetacién fueron
los mezquitales (Prosopis spp.), especie que desarrolla un fuste bien definido, y que en
la mayoria de los casos sobrepasa los cuatro metros de altura. Los suelos son gravosos,
arenosos y profundos en los valles, pedregosos y someros en lomerios, usualmente con
buen drenaje. La temperatura media anual es de 21° C y la precipitacion media anual

fluctia entre los 300 y los 635 milimetros (tamaulipas.gob.mx).
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6.4 Coahuila

El estado de Coahuila se encuentra en el centro de la parte septentrional de la
Republica. Limita al norte con los Estados Unidos de América; al oriente con el estado
de Nuevo Ledn; al sur con los estados de San Luis Potosi, Zacatecas y Durango, y al
poniente con Durango y Chihuahua. Respecto a su localizacién, estd situado entre los
24° 32729° 517 de latitud norte y entre los 99° 58"103° 57" de longitud oeste respecto del

Meridiano de Greenwich (www.coahuila.gob.mx).

El marco orografico del estado es sumamente irregular debido a la presencia de
la Sierra Madre Oriental, que atraviesa la entidad de sur a norte por la regién central-
oriental, dando origen a un complejo de sierras y lomerios que se extienden en toda la
entidad. Entre ellas destacan la Sierra Madre Oriental, que constituye el sistema
montafioso vertebral del estado y que con sus ramificaciones cubre el este y el sureste.
La flora de Coahuila corresponde a los 3 tipos de biomas o regiones naturales: Templado
frio, tropical y zonas aridas. En el ecosistema templado frio los tipos de vegetacion
presentes son pino, pino-encino, oyamel, otras coniferas, encino y bosque de galeria. En
el tropical encontramos palmar y selvas bajas. En las zonas aridas es facil identificar
mezquital, huizachal, chaparral, matorral subtropical, matorral submontano, matorral

espinoso y matorral Xero6filo (www.coahuila.gob.mx).

Las colectas de aves se realizaron en tres municipios de este estado los cuales
fueron, Muzquiz en la localidad de rancho La Escondida (32°03°888” N y 22°09°03”
W), Jiménez (29°04°06.5” N y 100°39°59.4” W), Morelos en la localidad de la Casita
(28°25’16.7” N y 100°49°37.7” W). Las colectas de suero de equinos para este estado se

realizaron en los municipios de Ciudad Acuiia y Saltillo. (Figura 2).
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Figura 2. Mapa de los Estados que conforman el noreste de México, y los municipios

donde se realizaron las colectas tanto de aves como de suero de caballos.
6.5 Colecta de aves

~ Las colectas de aves migratorias y residentes fueron llevadas a cabo alrededor de
cada 2 a 3 semanas, las cuales tuvieron duraciones promedio de 3 dias. Para la captura

de las aves se utilizaron de 15 a 30 redes de niebla, dependiendo de las areas disponibles
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para su colocacion en los diferentes sitios; las redes utilizadas fueron también de dos
medidas diferentes: 6 X 3m y 12 X 3m. Estas redes fueron colocadas en sitios
estratégicos, por ejemplo, entre manchones de vegetacién o cerca de cuerpos de agua

dependiendo su disposicion.
6.6 Colocacion de las redes de niebla

Para llevar acabo esta tarea se requirié de dos personas; en algunos de los sitios
de colecta se retiro la vegetacion de las arcas seleccionadas en una franja de
aproximadamente 2 m de ancho para evitar que las redes se enredaran y se dafiaran. Para
cada red se utilizaron cuatro tubos de lamina galvanizada (de 1.5 m de altura) de los
cuales dos de ellos tenian una porciéon de tubo de PVC atornillado a uno de sus
extremos a manera de cople receptor para unir dos tubos obteniendo asi una altura de
tres metros. Fueron clavados en el suelo los dos tubos con el cople hacia arriba a una
distancia de 6 o 12 m de distancia dependiendo de la medida de la red, sobre la franja
despejada. Los tubos se amarraron del extremo del cople mediante una soga la cual
proporciono tensioén a los tensores horizontales (cordones que proporcionan soporte a la
malla) consiguiendo esta tension al atar las cuerdas a ramas de arboles proximos a la red
de manera que mantuvieron a los postes erguidos; la distancia entre los tensores
verticales (a lo largo de los postes) fue tal que la malla no quedo completamente tensa
entre los tensores horizontales de tal manera que se formaban pequeias bolsas de la red,

y asi se evito que las aves rebotaran al volar contra la red (Ralph ez al.1996).

Cada una de las redes instaladas fueron dejadas abiertas las 24 hrs. del dia para
capturar incluso aves nocturnas. La revision de las redes fue llevada acabo en intervalos
de 10 a 15 minutos. Las aves que fueron atrapadas en las redes fueron desenredadas
cuidadosamente a manera de no dafarlas y asi mismo fueron colocadas dentro de bolsas
de manta provistas de jareta en las cuales fueron trasladadas a los campamentos de

trabajo (Ralph ef al. 1996).
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6.7 Toma de muestra en aves

Los ejemplares colectados fueron identificados a nivel de especie por medio de
guias de identificacién aves (Alsop 2001; Fitzpatrick 2000). La toma de muestra de
sangre fue realizada mediante la técnica de puncion de la vena yugular, en la que se
tomo al ave con la mano izquierda colocando su cabeza entre dedo indice y medio de tal
forma que fue doblado el cuello del ejemplar para que la vena yugular quedara
expuesta; en este punto se limpio el area de la vena con torundas de algodén con alcohol
etilico, y la toma de muestra sanguinea fue por medio de jeringas de insulina, con las
cuales se obtuvo entre 0.05 a 0.1 cc de sangre, esto dependiendo del tamaifio del
ejemplar. En aves del orden Columbiformes y Strigiformes, la toma de muestra fue
hecha por puncién de una de las venas del ala. Posteriormente los ejemplares fueron
regresados a las bolsas de manta por unos minutos para esperar a que la puncién hecha

por la aguja se cerrara, y después de esto ser liberadas.

Cada una de las muestra obtenidas fueron colocadas en un tubo eppendorf de 1.5
ml, etiquetado con su numero correspondiente, los cuales contenian un ml de buffer de
fosfato salino (PBS) con 1% de antibidticos (penicilina-estreptomicina). Los tubos
conteniendo la muestra fueron colocados en hiclo para mantenerlos y trasladarlos al

laboratorio de Entomologia Medica, FCB, UANL.
6.8 Muestreo en caballos

Las colectas de sangre en equinos fueron llevadas a cabo alrededor de cada 2 a 3
semanas, las cuales consistieron en recorrer localidades completas en busca de caballos a

los cuales se les extraia la muestra.
6.8.1 Toma de muestra

La toma de muestra de sangre en equinos fue realizada mediante jeringas de 5ml
haciendo una puncién directa a la vena yugular del animal mientras otra persona lo
detenia de la rienda por seguiradad; se extraian cinco ml. de sangre los cuales se

pusieron en tubos venojet de 100 X 12-13 ml. con heparina para posteriormente
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colocarlos en hielo para su transportacion al laboratorio de Entomologia Medica, FCB,
UANL.

6.9 Procesamiento de las muestras en laboratorio

En el laboratorio se procedio a centrifugar cada una de las muestras tanto de aves
como de equinos a 10,000 rpm por 10 minutos para obtener sélo el suero (sobrenadante)
el cual se coloco en tubos nuevos y se descarto el paquete celular y en este punto se

pueden congelar las muestras hasta la realizaciéon de la ELISA.
6.10 Técnica de ELISA

Una ELISA en la modalidad de bloqueo fue usada para la deteccién de
anticuerpos neutralizantes en sangre descrita por Blitvich (Blitvich et al.2003). El
primer paso de esta prueba consiste en la sensibilizacion de las placas disefiadas para
esta prueba las cuales fueron la matriz sélida (Placa de 96 pozos, fondo plano, Cat No.
07-200-642. FISHER). La sensibilizacion es tomar los 60 pozos de la parte interna de la
placa a los cuales se les adiciono 100pul del antigeno viral diluido en una solucion de
Carbonato-bicarbonato a una dilucion de 1: 1000 dejando incubar la placa por 48 hrs. a
4°C.

Para un litro de solucién Carbonato — Bicarbonato: 50 mM de carbonato de sodio
(5.3 gramos), 50 mM de bicarbonato de sodio (4.2 gramos) y se ajusta el pH a 9.6con
acido clorhidrico 10M.

Una vez que transcurrieron las 48 hrs. se lavaron las placas 4 veces con PBS +
0.1% de Tween 20 agregando 200ul por cada pozo por lavado. Ahora se agregd a cada
pozo 200ul de buffer de bloqueo el cual consta de PBS con 0.1% de Tween 20 y 5% de
leche en polvo sin grasa y se incubo a 37° C por 45 minutos. Mientras esta incubacion se
llevo acabo se diluyeron los sueros de aves y caballos en una proporcién de 1:10 con
un volumen final de 50 pl para aves y 60ul para caballos; por placa se afiadieron tres

controles positivos y cinco negativos.

44



Después de los 45 minutos se lavo la placa 4 veces y se procedié a afiadir los

sueros previamente diluidos y se puso a incubar a 37° C por 2 hrs.

El siguiente paso fue diluir el anticuerpo monoclonal (Chemicon Internacional,
WNV/Kunjin virus MAb 3:1112G) en buffer de bloqueo a una proporcién de 1:1400.
Transcurridos las 2 hrs. se lavd la placa 4 veces y se afiadieron 75ul del anticuerpo a

cada pozo y se puso a incubar a 37° C por 1 hr.

El siguiente paso fue hacer la dilucién del conjugado de peroxidadasa (HRP-
Goat anti mouse IgG, Laboratorios Zymed, Cat No. 61-6520) quc es en una proporcion
de 1:200. Después de la hora de incubacion se lavo la placa 4 veces y se afiadieron 75ul

del conjugado por pozo y se puso a incubar a 37° C por 1 hr.

El siguiente paso fue lavar la placa 4 veces y anadir 75 ul de la solucidon reveladora
la cual fue ABTS solucién A y solucién B a una proporcion de 1:1 (Laboratorios KPL,
Cat No. 50-62-00). En donde a diferencia de la ELISA convencional las muestras

positivas no presentaron color.

Se midieron las densidades o6pticas (OD) a 405 nm. Se tomaron dos mediciones, una a
los 15 min. y la otra a los 30min. Se calculo el porcentaje del valor de inhibicién de la

prueba del suero; para ser positiva una muestra debe ser mayor al 30% de absorbancia.
6.10.1 Analisis de las OD

El anélisis de los datos fue hecho por medio de la formula de Hall con la cual
obtuvimos los porcentajes de inhibicién se muestra cn la figura 3 (Hay et al. 1995)

(Figura 3).
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Figura 3.Formula de Hall para obtener los porcentajes de inhibicién de la técnica de
ELISA, donde Do= Densidad optica de las muestras, DoN= Densidad optica de los

negativos, y Bg= Back ground el cual es la media de la sumatoria de 5 pozos en blanco.
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7. RESULTADOS

7.1 Aves colectadas

Se llevaron a cabo un total de 50 muestreos paralelos de aves en los tres estados,
durante el periodo: Diciembre 12 del 2001-Abril 16 del 2004. Se colectaron un total de
1,686 aves, las cuales fueron identificadas a nivel de especie. Las aves colectadas
corresponden a 13 dérdenes (Tabla I), 38 familias (Tabla II), 86 géneros y 123 especies.
Los ordenes mas representativos por tener mayor nimero de ejemplares capturadas
fueron Passeriformes con 1248 (74.02%) ejemplares y después Columbiformes con 282
(16.72%) (Apéndice 1).
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TABLA 1

Ordenes de aves y numero de ejemplares colectados en cada uno de los tres estados

colectados.
No. de Ejemplares
colectados
ORDEN
TAM | NL COAH
Anseriformes 12 - -
Caprimulgiformes 18 8 1
Charadriiformes - - -
Ciconiiformes - - 1
Columbiformes 204 66 12
Coraciiformes - 2 -
Cuculiformes 7 3 1
Falconiformes 1 3 -
Galliformes 6 11 -
Gruiformes 4 = "
Passeriformes 772 357 119
Piciformes 37 23 -
Strigiformes 5 5 4
TOTAL 1070 | 462 138
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TABLA II

Familias y nimero de ejemplares colectados por estado y ordenados filogenéticamente,

durante el periodo de estudio

Familia Tamaulipas Nuevo Leén Coahuila Total
Anatidae 12 - - 12
Phasianidae - 7 - 7
Odontophoridae 6 4 - 10
Cathartidae - - 1 1
Accipritidae i 3 - 4
Rallidae 4 % . 4
Charadriidae 1 - - 1
Scolopacidae 2 - - 2
Laridae 1 - - 1
Columbidae 204 67 12 283
Cuculidae 7 3 1 11
Strigidae 5 5 3 13
Caprimulgidae 18 7 1 26
Alcedinidae - 2 - 2
Picidae 38 33 - 12
Tyrannidae 108 22 19 152
Laniidae 1 - - 1
Vireonidae 67 6 4 78
Corvidae 6 A - 10
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Tabla II. (Continuacion).

Paridae 4 4 6 14
Remizidae 10 15 2 27
Troglodytidae 23 4 5 3
Sylviidae 4 4 N 8
Muscicapidae 1 - - 1
Turdidae - 7 2 9
Mimidae 244 31 6 285
Motacillidae 2 - - 2
Parulidae 55 24 12 91
Thraupidae - 1 - 1
Emberizidae 86 61 17 164
Cardinalidae 93 55 39 181
Icteridae 75 21 2 98
Fringillidae - 3 6 9
Passeridae 5 69 - 74

En el estado de Tamaulipas fueron colectadas 1,070 (63.46%) aves de Diciembre
12 del 2001 al 6 de feb del 2004 enAun total de 18 colectas llevadas acabo en 9
localidades. Para Nuevo Leodn se realizaron 36 colectas en 22 localidades del 7 de
Agosto del 2002 al 15 de Abril 2004, capturando 462 (27.42%) aves, y para el estado de
Coahuila solo se realizaron tres muestreos en tres localidades del 6 de Mayo 2003 a 27

de éeptiembre 2003, obteniendo 138 (8.16%) aves colectadas (Tabla III).
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TABLA 111

Localidades de colecta para los estados de Tamaulipas (Tamps), Nuevo Leén (N.L.), y

Coahuila (Coah): nimero de colectas realizadas por localidad (No. Col.), nimero de

individuos (No. Individuos) y porcentaje relativo (%).

No. | No.
Estado Localidad Col. | Indiv. | %
Tamps. | El Carrizal, Matamoros 20-Mar-03 1 136 | 8.11
Tamps. | La Pesca 12-Sep-03- 21-Nov-03 3 78 4.65
Tamps. | Presa Falcén, Nueva Guerrero. 13-Nov-03 1 18 1.07
Tamps. | R. De La Fuente San Fernando 20-Ago-03 1 72 4.29
R. Las Carreras. Mpo. San Fernando7-Jun-02-6-
Tamps. | Feb-04 12 504 30.42
U.M.A El Refugio. Mpo. San Fernando 12-Dic-01-
Tamps. | 9-Feb-02 5 199 11.87
Tamps. | Valle Hermoso 18-Oct-02 1 63 3.75
N.L. Apodaca 29-Ago-02- 13-Abr-04 2 19 1.13
Ejido Francisco Villa, Pesqueria. 3-Abr-03-3-Jun-
N.L. 03 2 28 1.67
N.L. El Barreal, Santiago 13-Abr-04 1 14 .83
N.L. El Carmen 19-Mar-04 1 43 2.56
N.L. El Sabinal. Cerralvo 6-Sep-02 1 1 .05
N.L. El tecolote. Aldamas 2-Jul-03 1 34 2.02
N.L. | Mpo. Zuazua 21-28-Ago-02 2 |10 |.59
Nueva Castilla. Mpo. Escobedo 14-Ago-02- 15-
N.L. Abr-04 6 123 [ 7.33
N.L. Presa Sombreretillo, Sabinas Hgo. 23-Oct-03 1 25 1.49
N.L. Puentes, Aramberri 8-Feb-03-Mar-03 2 14 .83
N.L. Ri6 San Juan, Cadereyta 15-Abr-04 1 9 53
154723

o] |




TABLA III. (Continuacioén).

N.L. San Roque, Juarez 14-Abr-04 1 2 il 1
N.L. Sta. Maria, Lampazos 13-Feb-03 1 133 1793
N.L. UDEM San Pedro Garza Garcia 15-Abr-04 1 7 41
Coah. Jiménez 1 97 5.78
Coah. La Escondida, Muzquiz 1 31 1.84
Coah. Rancho La Casita, Morelos 1 10 .59
Total | 50 1676 | 100

De las 1,070 aves colectadas para el estado de Tamaulipas, las cinco especies
con mayor abundancia fueron: Mimus polyglottos (centzontle nortefio) n=153,
Columbina passerina (Tortola coquita) n= 149, Cardinalis cardinalis (cardenal rojo) n=
67, Vireo griseus (vireo ojos blancos n= 61 y Toxostoma longirostre (cuitlacoche pico
largo) n= 59. Para Nuevo Leon esta relacion fue de: Passer domesticus (gorion casero
n=65, Columbina passerina (Tortola coquita) n= 53, Melanerpes aurifrons (carpintero
cheje) n=32, Cardinalis sinuatus (cardenal pardo) n= 23, y Cardinalis cardinalis
(cardenal rojo) n= 20. Para el estado de Coahuila fue de: Cardinalis cardinales (cardenal
rojo) n=16, Myiarchus cinarascens (papamoscas cenizo) n= 13, Passerina caerulea

(picogordo azul) n=9, y Passerina ciris (colorin sictecolores) n=9.

Del total de aves colectadas, 1,291 (76.57%) fueron residentes y 377 (23.36%)
fueron migratorias (Tabla IV). Por Estados los resultados fucron: Tamaulipas 856 (80%)
residentes y 214 (20%) migratorias; para Nuevo Leon 351 (75.97%) y 111 (24.02%), y
para Coahuila 84 (60.86%) y 54 (39.13%) respectivamente (Tabla V).
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TABLAIV

Numero y porcentaje de aves residentes y migratorias y su incidencia por estado

Estado Residentes: No. y % Migratorias: No. y %
Tamaulipas 856 (80%) 214 (20%)
Nuevo Leon 351 (75.97%) 111 (24.02%)
Coahuila 84 (60.86%) 54 (39.13%)
Total 1,291 (76.57%) 377 (23.36%)
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TABLA 'V

Lista de especies de aves, relacion residentes- migratorios, para los estados del Noreste

de México: Tamaulipas (1), Nuevo Leén (2), y Coahuila (3) en orden filogenético

Familia __Residentes __Migratorios
" Géneros Estados |  Géneros
Anatidae 1 Anas discors
1 Aythya americana
Phasianidae 2 Gallus gallus
Odontophoridae 1 Colinus virginianus
) Callipepla squamata
Cathartidae 3 Cathartes aura
Accipritidae 2 Accipiter striatus
1:2 Accipiter cooperii
Rallidae 1 Fulica americana
Charadriidae 1 Charadrius vociferus
Scolopacidae 1 Actitis macularia
1 Numenius americanus
Laridae 1 Sterna forsteri
1,23 Zenaida macroura
Sobmbides 2 Zenaida asiatica
1,23 Columbina inca
1,2,3 Columbina passerina
1 Leptotila verreauxi
Cuculidae 2,3 Coccyzus americanus
1.2 Crotophaga sulcirostris
3 Micrathene withneyi
Strigidae 1,2 Otus asio
2,3 Otus keniicoti
Caprimulgidae 1,2 Chordeiles minor 2 Chordeiles acutipenis
1 Nyctidromus albicollis 1,2,3 Caprimulgus vociferus
Alcedinidae 2 Ceryle torquatus
2 Chloroceryle americana
Picidae 1.2 Melanerpes aurifrons
12 Picoides scalaris
1 Camptostoma imberbe il Empidonax flaviventris
1,2 Pitangus sulphuratus 1:2.3 Sayornis phoebe
1 Myiozetetes similis | 1,2, Myiarchus cinerascens
_ Tyrannidae 1.3 Tyrannus melancholicus 1 Myiarchus tyrannulus
1 Tyrannus couchii ‘ 1 Myiarchus crinitus
1.3 Tyrannus vociferans ‘ 1 Tyrannus tyrannus
1 Tyrannus forficatus
1:2 Polioptila caerulea

54



TABLA V (Continuacion).

_I Residentes Migratorios
Familia e -
Estados Géneros Géneros
123 Vireo griseus 1.2 Vermivora ruficapilla
Vireonidae 23 Vireo étricapilla 1 Vireo olivaceus
1 Vireo flavoviridis
2 Vireo solitarius
oo 1,2, Cyanocorax yncas
2 Cyanocorax morio
2 Corvus imparatus
Paridae 1 1,23 Baeolophus bicolor
Remizidae 1,23 Auriparus flaviceps
. 1 Campylorhyncus brunneicapillus 1 Troglodytes aedon
Troglodytidae
1,2,3 Thryomanes bewickii
2 Salpinctes obsoletus
Sylviidae 2 . st 1 Passerina cyanea
1 Polioptila nigriceps
Turdidae 3 Sialia mexicana 1 Hylocichla mustelina
2 Turdus grayi 23 Catharus guttatus
Mimidae 1,2,3 Mimus polyglottos 1 Dumetella carolinensis
123 Toxostoma longirostre
1,2 Toxostoma curvirostre
Motacillidae 1 Anthus spragueii
1,2 Vermivora celata
1 Parula americana
1,3 Dendroica petechia
1 Dendroica coronata
1.3 Mniotilta varia
Panuiidas 1 Helmitheros vermivora
1 Seiurus auricapilla
1 Seiurus noveboracenis
1,3 Geothlypis trichas
1 Oporornis formosus
1 Wilsonia citrina
2 Wilsonia pusilla
1.3 Icteria virens
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TABLA V (Continuacién).

Residentes Migratorios
Familia . . i
Estados Géneros Estados Géneros
1,23 Arremonops rufivirgatus 2 Spizella passerina
12 Aimophila cassinii 2 Spizeka palida
3 Aimophila ruficeps 2,3 Spizella broweri
2 Arphispiza binests 1,23 Chondestes grammacus
Emberizidae 9 Calamospiza melanocorys
1 Passerculus sandwichensis
12 Ammodramus savannarum
12 Melospiza lincolnii
2 Zonotrichia leucophrys
3 Rhodothraupis celaeno 1,23 Passerina caerulea
Cardinalidae 1,23 Cardinalis cardinalis Passerina cyanea
1,2 Cardinalis sinuatus 1,2,3 Passerina ciris
3 Pheucticus melanocephalus Z Spiza americana
1,2,3 Passerina versicolor
1 Agelaius phoeniceus 1.2 Sturnella neglecta
1 Sturnella magna 1,3 Molothrus ater
1.2 Quiscalus mexicanus 3 Icterus parisorum
—— 3 Molothrus bonariensis
1 Molothrus aeneus
2 Icterus spurius
1:2 Icterus cucullatus
i) Icterus gularis
2 Icterus graduacauda
Fringillidae 23 Carduelis psaltria
3 Carpodacus mexicanus
Passeridae 1,2 Passer domesticus

Las familias de aves con mayor abundancia de especies tanto residentes como
migratorias fueron Tyrannidae con seis y ocho, Emberizidae con cuatro y nueve,
Icteridae con nueve y tres, y Cardinalidae con cinco y cuatro respectivamente,
destacando la familia Parulidae con 13 especies las cuales todas fueron migratorias
(Tabla V). Asi mismo las cinco especies migratorias colectadas con mayor frecuencia en
los tres estados durante todo el periodo de estudio fueron: Myiarchus tyrannulus (33),
Melospiza lincolnni (26), Sayornis phoebe (24), Vermivora celata (23) e Icteria virens

(20). Por estado esto se comporto diferente, ya que para Tamaulipas fueron: Myiarchus
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tyrannulus (33), Melospiza lincolnni (20), Sayornis phoebe (17), Vermivora celata (17),
Icteria virens (13). Para Nuevo Leon: Calamospiza melanocorys (10), Dendroica
coronata (9), Spizella passerina (8) y Sayornis phoebe (6), Vermivora celata (6), y
Melospiza lincolnni (6) individuos cada una. Para el estado de Coahuila las especies
fueron: Passerina ciris (9), Passerina caerulea (9), Chondestes gramacus (7), Icteria

virens (7) y Baelophus bicolor (6).
7.1.2 Aves Seropositivas para WNV

De las 1,686 aves colectadas, 90 resultaron seropositivas al WNV por medio de
la prueba de ELISA de bloqueo para la deteccion de anticuerpos neutralizantes para este
virus; 43 en Nuevo Leon, 39 en Tamaulipas, y 8 para el estado de Coahuila en todo el
periodo de estudio (Figura 4, 5, 6). Las especies seropositivas correspondieron a los
ordenes, Galliformes, Falconiformes, Columbiformes, Cuculiformes, Strigiformes,

Piciformes, y Passeriformes; dentro de un total de 20 familias y 39 especies (Tabla VI).
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Figura 4. Numero de aves seropositivas a WNV para los estados del Noreste de México.
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Figura 5. Mapa resaltando los puntos de colecta con aves seropositivas en el 2003 para
Nuevo Leén, Coahuila y Tamaulipas.
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Figura 6. Mapa resaltando los puntos de colecta con aves seropositivas en el 2004 para
Nuevo Leén, Coahuila y Tamaulipas.
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Aves seropositivas para WNV mediante la prueba de ELISA para los estados del

TABLA VI

Noreste de México, ordenadas filogenéticamente

Orden Famili_a Especie Nombre comiin Estado
Galliformes Phasianidae Gallus gallus Gallo domestico 12
Falconiformes Accipritidae Accipiter striatus Gavilan pecho-rufo 2
Accipiter cooperii Gavilan de Cooper 2
Columbiformes Columbidae Zenaida macroura Paloma huilota 1,2,3
Columbina passerina Tértola coquita 1,2
Cuculiformes Cuculidae Crotophaga sulcirostris Garrapatero pijuy 1
Strigiformes Strigidae Micrathene withneyi Tecolote enano 3
Piciformes Picidae Melanerpes aurifrons Carpintero cheje 12
Tyrannidae Pitangus sulphuratus Luis bienteveo 1
Sayornis phoebe Papamoscas fibi 1,2
Tyrannus melancholicus Tirano tropical 1
Laniidae Lanius ludovicianus Alcaudon verdugo 1
Vireonidae Vireo griseus Vireo ojos blancos 1
Vireo atricapillus Vireo gorra negra 2
Corvidae Cyanocorax yncas Chara verde 1
Paridae Baeolophus bicolor Cabonero cresta negra 2;3
Troglodytidae Troglodytes aedon Chivirin saltapared 1
Turdidae Sialia mexicana Azulejo garganta azul 3
Catharus guttatus Zorzal cola rufa 3
Sl Mimus polyglottos Cenzontle nortefio 12
Toxostoma longirostre Cuitlacoche pico largo 1,2
Toxostoma curvirostre Cuitlacoche pico curvo 1
Dendroica coronata Chipe coronado 2
Passeriformes Parulidae Mniotilta varia Chipe trepador 2
Wilsonia pusilla Chipe corona negra 2
Icteria virens Buscabrefia 1
Spizella pallida Gorrién pélido 2
Chondestes grammacus Gorrién arlequin 1
Emberizidae Passerculus sandwichensis Gorrién sabanero 1
Melospiza lincolnii Gorrién Lincoln 2
Zonotrichis leucophrys Gorrién corona blanca 2
Arremonops rufivirgatus Rascador olivaceo 2
Cardinalis cardinalis Cardenal rojo 12
Cardinalidae Cardinalis sinuatus Cardenal pardo 2
Pheucticus melanocephalus Picogordo tigrillo 3
Passerina cyanea Colorin azul 2
Icteridae Sturnella neglecta Pradero occidental 1
Icterus cucullatus Bolsero encapuchado 1
Fringillidae Carduelis psaltria Jilguero dominico 3
Passeridae Passer domesticus Gorri6n casero 1,2
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De las 90 aves que fueron seropositivas por ELISA para WNV, 58 (64.44%)
fueron residentes y 32 (35.55%) fueron migratorias (Tabla VII, Figura 7). Por Estados
los resultados fueron: Tamaulipas 30 (76.92%) residentes y 9 (23.07%) migratorias,
ademas las especies residentes Mimus polyglottos y Cardinalis cardinalis fueron de las
seropositivas las de mayor numero: n= 8 y 5 respectivamente (Tabla VIII). Para Nuevo
Ledn 24 (56.09%) y 19 (43.90%) donde las especies seropositivas con mayor numero
fueron como residentes Cardinalis cardinalis, C. sinuatus, y Melanerpes aurifrons, con
una n= 4 ejemplares cada uno y la especie migratoria positiva con mayor frecuencia fue
Sayornis phoebe con una n= 3 ejemplares (Tabla IX). Para Coahuila n= 4 (50%) tanto

para residentes como migratorios (Tabla X).

TABLA VII

Numero y porcentaje de aves residentes y migratorias seropositivas por estado

Estado Residentes: No. y % Migratorias: No. y %
Tamaulipas 30 (76.92%) 9 (23.07%)
Nuevo Leon 24 (56.09%) 19 (43.90%),
Coahuila 4 (50%) 4 (50%)
Total 58 (64.44%) 32 (35.55%)
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Figura 7. Porcentaje de aves residentes/migratorias seropositivas por estado.

TABLA VIII

Relacion de aves residentes/migratorias seropositivas para WNV en Tamaulipas

Estado Orden Familia | n=
Columbiformes | Columbidae Zenaida macroura residente 1
Columbiformes Columbina passerina residente 3

Cuculiformes Cuculidae Crotophaga sulcirostris residente 1
Piciformes Picidae Melanempes aurifrons residente 1
Pitangus sulphuratus residente 1
Tyrannidae Sayornis phoebe migratorio 2
Tyrannus melancholicus residente 1
Laniidae Lanius ludovicianus residente 1
Vireonidae Vireo griseus residente 1
Corvidae Cyanocorax yncas residente 1
Tamaulipas Troglodytidae Troglodytes aedon migratorio 1
Mimus polyglottos residente 8
Passeriformes Mimidae Toxostoma longirostre residente 2
Toxostoma curvirostre residente 1
Parulidae Icteria virens migratorio 2
Chondestes grammacus migratorio 1
Emberizidae Passerculus
sandwichensis migratorio 2
Cardinalidae Cardinalis cardinalis residente 5
icieridas Sturnella neglecta migratorio 1
Icterus cucullatus residente 2
Passeridae Passer domesticus residente 1




TABLA IX

Relacion de aves residentes/migratorias seropositivas para WNV en Nuevo Leon

Familia

Estatus

Estado n=
Galliformes Phasianidae Gallus gallus residente 1
Ea:con!;ormes Accipritidae Accipiter striatus migratorio 1
SRViNINes Accipiter cooperii migratorio 1
go:umg!;ormes Columbidae Zenaida macroura residente 2
GUmBroImes Columbina passerina residente 1
Piciformes Picidae Melanerpes aurifrons residente 4
Tyrannidae Sayornis phoebe migratorio 4
Vireonidae Vireo atricapillus residente 1
Paridae Baeolophus bicolor migratorio 2
Mimidae Mimus polyglottos residente 2
Nuevo Leon Toxostoma longirostre residente 1
Dendroica coronata migratorio 1
Parulidae Mniotilta varia migratorio 3
Possariforities Wilsonia pusilla migratorio 2
Arremonops rufivirgatus residente 1
Spizella pallida foita s
Emberizidae g E 10 E L 1
Melospiza lincolnii migratorio 1
Zonotrichia leucophrys migratorio 1
Passerina cyanea migratorio 2
Cardinalidae Cardinalis cardinalis residente 4
Cardinalis sinuatus residente 4
Passeridae Passer domesticus residente 3
Tabla X

Relacién de aves residentes/migratorias seropositivas para WNV Coahuila.

Estatus

Estado
Columbiformes | ~ Columbidae Zenaida macroura residente 1
Strigiformes Strigidae Micrathene withneyi residente 1
Paridae Baeolophus bicolor migratorio 2
Coahuila Turdidae Sialia mexicana residente 1
Passeriformes Catharus guttatus migratorio 1
vanldlicn megzglcl:(;t;’)%uaslus residente 1
Fringillidae Carduelis psaltria migratorio 1
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En el afio 2003 y los primeros meses del 2004 fue donde se encontraron aves
positivas, las cuales corresponden a las localidades del Rancho el Carrizal en el
municipio de Matamoros, 20/Mar/03 (2 positivos de 135 representando 1.38%
seropositividad), Rancho de la Fuente en el Municipio de San Fernando, 30/Ago/03 (2
Positivos de 72 con un 2.77% de seropositividad), La Pesca en la primer colecta el
13/Sep/03 (4 positivos de 60 con 6.66% de seropositividad) la segunda colecta se llevo
acabo el 21/Nov/03 (10 positivos de 18 con un 55.55% de seropositividad), Presa Falcon
en el Municipio de Nuevo Guerrero el 14/Nov/03 (11 positivos de 18 con un 61.10% de
seropositividad), Rancho Las Carreras en San Fernando 30/Ene/04 (10 positivas de 105
con un 9.52% de seropositividad); todas estas localidades pertenecientes al estado de

Tamaulipas (Figuras 8, 9).

Para el Estado de Nuevo Ledn se obtuvieron 10 localidades positivas del 2003
al 2004 las cuales fueron: Rancho Santa Maria en Lampazos 13/Feb/03 (3 positivos de
130 representando un 2.30% de seropositividad, Ejido Francisco Villa en el municipio
de Pesqueria 3/Abr/03 (1 positivo de 10, representando un 10% de seropositividad) la
segunda colecta en esta localidad fue el 3/Jun/03 (1 positivo de 17 representando un
5.88% de seropositividad), Nueva Castilla en el Municipio de Escobedo el 20/Ago/03 (6
Positivos de 69 colectados, representando un 8.69% de seropositividad) la segunda
colecta en esta localidad fue el 15/Abr/04 (1 positivo de 12 colectados representando un
8.33% de seropositividad.), Presa Sombreretillos en el Municipio de Sabinas Hidalgo el
23/0ct/03 (15 positivos de 25 colectados, representando un 60 % de seropositividad),
Municipio El Carmen el 18/Mar/04 (11 positivos de 43 colectados, representando un
25.58% de seropositividad), Municipio de Apodaca el 13/Abr/04 (2 positivos de 15
colectados, representando un 13.33 % de seropositividad), Rié San Juan en el municipio
de Cadereyta el 13/Abr/04 (1 positivos de 9 colectados, representando un 11.11% de
seropositividad), El Barreal en el Municipio de Santiago el 13/Abr/04 (1 positivos de 14
colectados, representando un 7.14% de seropositividad), y en la localidad de la UDEM
en el Municipio de San Pedro el 13/Abr/04 (1 positivos de 7 colectados, representando

un 14.28% de seropositividad) (Figuras 8, 9).
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Para el Estado de Coahuila solo en dos localidades fueron encontradas aves
positivas, La Escondida en el Municipio de Muzquiz el 6/May/03 (5 positivos de 30
colectados, representando un 16.60% de seropositividad), y en la localidad del rancho La

Casita en el Municipio de Morelos el 27/Sep/03 (3 positivos de 10 colectados,
representando un 30% de seropositividad) (Figuras 8, 9).

% Seropositivos en el 2003

% de postividad

Feb Mar Abr May Jun Ago Ago
(130) (135) (10) (30) (17) (69) (72) (60) (10) (25) (18) (18)
Meses de colecta

Sep Sep Oct Nov Nov

*El % de seropositividad se obtuvo del total de aves colectadas por localidad

Figura 8. Porcentaje de seropositividad en las areas de colecta (representadas por fecha)
en el 2003 para los tres estados.
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Figura 9. Porcentaje de seropositividad en las areas de colecta (representadas por fecha)

en el 2004 para los tres estados
7.2.3 Procesamiento Conjunto de Datos de Aves.

Para poder buscar una correlacién entre variables de nuestro estudio en cuanto a
si existe una dependencia entre ellas con los resultados de la prueba de ELISA, se llevo
acabo el analisis de los datos por medio de tablas cruzadas (Crosstabulation) en las
cuales se correlaciono las variables de espacio (localidad, estado), Tiempo (mes), y
estatus (residente o migratorios) contrastados con el nimero de aves positivos y
negativos por la técnica de ELISA. Para el estado de Tamaulipas, se encontrd
dependencia altamente significativa a las variables de localidades y mes de colecta, al
contrastarlos con el nimero total de aves (residentes y migratorios) positivos y
negativos, obteniendo valores de X de 99.949 y 124.074, respectivamente con una p<
0.001 con una dependencia y asociacidn altamente significativa; también encontrando
que las aves migratorias al contrastarlas con las localidades se obtuvo una X* de 35.523
con una p< 0.001 que fue la variable que tubo mayor asociaciéon y dependencia

significativa (Tabla XI, Figuras 10 y 11).
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TABLA XI
Parametros del analisis de frecuencias (tablas cruzadas) del resultado de la prueba de
ELISA en aves en el estado de Tamaulipas, contrastado con las variables de espacio

(localidad), tiempo (mes), y status (residente, migratorio y ambos)

T . 2Dependencia Asociacion
X | r p
Residente 71.962 0.001** 0.192 0.001%
Localidad | Migratorio 35.523 0.001** 0.344 0.001%
Ambos 99.949 0.001** 0.224 0.001%
Residente 99.973 0.DD1** 0.097 0.004%
Mes Migratorio 33.111 001w 0.253 0.001%
Ambos 124.074 0.001** 0.132 0.001%

** = dependencia altamente significativa, } = asociacion altamente significativa.

O ELISA -
O ELISA +
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450+

400+
350+
300+
250+
200
150
100+

50+

Lo
Localidades

Figura 10. Numero de aves colectadas contrastadas con las localidades de de colecta en
Tamaulipas. La X? fue de 99.949 con una p< 0.001 mostrando dependencia y asociacion

altamente significativa.
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Figura 11. Numero de aves colectadas positivas y negativas contrastadas con los meses
de colecta en Tamaulipas. La X* fue de 124.074 con una p< 0.001 mostrando

dependencia y asociacién altamente significativa.

Para el estado de Nuevo Ledn, se encontré dependencia altamente significativa a
las variables de localidades y mes de colecta, al contrastarlos con el nimero total de aves
(residentes y migratorios) positivos y negativos, obteniendo valores de X* de 79.883 y
70.370, respectivamente con una p< 0.001 con una dependencia y asociacion altamente
significativa; también éncontrando que las aves migratorias al contrastarlas con las
localidades se obtuvo una X* de 44.807 con una p< 0.001 que fue la variable que tubo
mayor asociacion y dependencia altamente significativa (Tabla 12, Figuras 12 y 13). Sin
embargo, las aves residentes no presentd asociacion significativa, para la localidad (r =

0.094, p=0.0.077) y para el mes de colecta (r =0.101, p = 0.060) (Tabla XII, Figuras 12
y 13).
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TABLA XII
Parametros del analisis de frecuencias (tablas cruzadas) del resultado de la prueba de
ELISA en aves en el estado de Nuevo Leon, contrastado con las variables de espacio

(localidad), tiempo (mes), y status (residente, migratorio y ambos)

Guridbles | St 2Dependencia Asociacion
X | r p
Residente 35.781 0.001** 0.094 0.077
Localidad | Migratorio 44.807 0.001%** 0.386 0.001%
Ambos 79.883 0.001** 0.196 0.001%
Residente 33.167 0.001** 0.101 0.060
Mes Migratorio 36.670 0.001** 0.320 0.001%
Ambos 70.370 0.001** 0.167 0.001%

** = dependencia altamente significativa, } = asociacion altamente significativa.

150+ O ELISA-
OELISA+
130
1254 116
 mew
100
754

Lcsa!:rlquno

Figura 12. Numero de aves colectadas positivas y negativas contrastadas con las
localidades de de colecta en Nuevo Leén. La X* fue de 79.883 con una p< 0.001

mostrando dependencia y asociacion altamente significativa.
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Figura 13. Numero de aves colectadas positivas y negativas contrastadas con los meses
de colecta en Nuevo Leén. La X* fue de 70.370 con una p< 0.001 mostrando

dependencia y asociacion altamente significativa.

Para el estado de Coahuila, se encontr6é dependencia altamente significativa a las
variables de localidades y mes de colecta, al contrastarlos con el nimero total de aves
(residentes y migratorios) positivos y negativos, obteniendo valores de X de 21.483 y
una p< 0.001 tanto para las variables de localidad y mes, ya que contienen los mismos
resultados en las tres colectas, ademds para este estado no se encontrd asociacion

significativa (Tabla XIII, Figuras 14).
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TABLA XIII
Parametros del analisis de frecuencias (tablas cruzadas) del resultado de la prueba de
ELISA en aves en el estado de Coahuila, contrastado con las variables de espacio

(localidad), tiempo (mes), y status (residente, migratorio y ambos).

ariailes | 2Dependencia Asociacién
X p r p
Residente 11,315 0.003** -0.183 0.095
Localidad | Migratorio 10304 0.001** 0.048 0.728
Ambos 21.483 0.001** -0.073 0.392
Residente 11.315 0.003** -0.183 0.095
Mes Migratorio 10.304 0.001%** 0.048 0.728
Ambos 21.483 0.001** 0.073 0.392

** = dependencia altamente significativa, } = asociacién altamente significativa.

OELISA-
130 OELISA+

1501

1254

1004

754

50

L10, May L13, Jun L17, Sep

Localidad y Mes

Figura 14. Numero de aves colectadas contrastadas con las localidades y los meses de

colecta en Tamaulipas. La X* fue de 21.483 con una p< 0.001.
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7.3 Muestreo en caballos

Se llevaron a cabo un total de 39 colectas de suero de caballos en los estados de
Nuevo Leoén y Coahuila, durante el periodo: Diciembre del 2002 a Mayo del 2004. Se
tomaron muestras de sangre de un total de 498 caballos (474, 95.18%) para Nuevo Ledn,

y 24 (4.81%) para Coahuila (Tabla XIV).
TABLA XIV

Total de muestras de suero de equinos colectados en los Estados de Nuevo Leén y
Coahuila, de Diciembre del 2002 a Mayo del 2004

Afio Nuevo Leon Coahuila
2002 0 24 (4.81%)
2003 406 (81.52%) 0
2004 68 (13.65%) 0
Total 474 (95.18%) 24 (4.81%)

Las localidades de colecta para Nuevo Ledn fueron tomadas de los municipios
rurales de: Higueras, Zuazua, Dr. Arroyo, Santiago, Cerralvo, Pesqueria, Linares,
Cadereyta, Juarez, Zaragoza, Aramberri, Slinas Victoria y Dr. Gonzalez; ademas de 4 de
los municipios que conforman el area metropolitana de Monterrey (Guadalupe,
Monterrey, Escobedo y Santa Catarina). Para Coahuila solo se colecto en tres

localidades, las cuales fueron los municipios de Saltillo, Jiménez, y Acuiia.
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7.3.1 Caballos seropositivos

De los 498 caballos muestreados, 116 (23.29%) resultaron seropositivos para la
prueba de ELISA de bloqueo para deteccion de anticuerpos neutralizantes contra
flavivirus, 100 en Nuevo Ledn y 16 en el estado de Coahuila de Diciembre del 2002-
Mayo del 2004 en 31 de las localidades (Tabla XV y XVI).

TABLA XV
Total de muestras de suero de equinos colectados en los Estados de Nuevo Ledn y
Coahuila, de Diciembre del 2002-Mayo del 2004 positivos por ELISA a WNV ysu

porcentaje de seropositividad por afio

Aiio Nuevo Leo6n Coahuila
2002 0 16 (66.66%)
2003 60  (14.77%) 0
Al 40 (58.82%) 0
Total Positivos. 100 16

*Los porcentajes de positividad son por afio y no por colecta.

73




TABLA XVI

Localidades con muestras seropositivas y nimero de positivos

Estado Localidad Fecha. Seropositivos
Cd. Acuiia . 11
Dic/02
Coahuila Jiménez. 4
Saltillo 1
Rancho El Agarron, Higueras. 25/Feb/03 6
Policia Montada, Gpe. 11/Mar/03 1
Granja La Palma, Zuazua. 18/Mar/03 5
Policia Montada, Gpe. 20/Mar/03 1
Sabinal 04/Abr/03 5
Fco. Villa 12
Paseo de los Mirtos, N.C., Escobedo. 22/Abr/03 1
Ej. La Ascension, Aramberri. 1
Ej. El Diez, linares. 29-Abr/03 2
Ej. EI Mezcal, Dr. Arroyo. 15/May/03 1
Rancho Las Espuelas, Zuazua. 14
04/Jun/03

Zaragoza. 1
Ej. La Ascensién, Aramberri. 1
Nuevo Ledn Monterey !
Escobedo. 2

Guadalupe. 7

Ej. Juarez, Juarez. 3

El Yerbaniz, Santiago. 8

Cola De Caballo, Santiago. 1

Los Cabazos, Santiago. 3

Lienzo Charro, Zuazua. i3 5

Rancho Caflamar, Zuazua. 3

Rancho San Jose, Zuazua. 5

Trevifio/Francisco V, Zuazua. 2

Marin 1

Dr. Gonzalez 5

C. Miguel Aleman, Km., 49, Dr.
Gonzélez. 4
Pesqueria 3
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Las tres localidades en las que se colecto suero de caballos en el estado de
Coahuila en el en Diciembre del 2002, resultaron positivas a la prueba de ELISA en
busca de WNV, encontrandose un 78.57%, 80% y 100% de seropositividad para los

municipios de Ciudad Acuiia, Jiménez y Saltillo respectivamente (Figura 15).

100+

Cd. Acuiia Jiménez Saltillo

% de seropositividad

Figura 15. Porcentaje de seropositividad en Coahuila en el 2002 en los tres municipios

de colecta.
Para el estado de Nuevo Ledn se encontraron sueros seropositivos a WNV por

medio de la prueba de ELISA en 16 de los 17 municipios en que se colectd, de los meses
de Febrero a Julio del 2003 (Figura 15) (Anexo 4).
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Figura 16. Municipios de Nuevo Ledn con caballos seropositivos a WNV en colectas

realizadas de Febrero a Julio en el 2003 y su porcentaje de seropositividad por colecta.

En el 2004 en el estado de Nuevo Leén solo se colecto en el mes de Mayo en
seis municipios: Pesqueria, Santiago, Juarez, Dr. Gonzalez, Zuazua y Marin con
33.33%, 40.47%, 50%, 78.57%, 80.65% y 100% de seropositividad respectivamente
(Figura 16, 17,y 18).
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Figura 17. Municipios en el Estado de Nuevo Ledn con equinos seropositivos a WNV y

porcentaje de seropositividad por localidad.
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Figural8. Mapa resaltando los sitios de colecta de equinos para el 2004 en el estado de

Nuevo Leodn, en donde todos tuvieron caballos positivos.

7.3.2 Procesamiento conjunto de datos de equinos

Para la dependencia entre las variables de equinos las cuales fueron de espacio
(localidad, estado), Tiempo (mes), en cuanto a si existe dependencia entre ellas con los
resultados de la prueba de ELISA, al ser analizados estos datos por medio de tablas
cruzadas (Crosstabulation), (Tabla 17), se encontré para el estado de Nuevo Leén una X°
de 142.979 con una p< 0.001 (altamente significativa) para la variable de localidad, asi
como correlacion altamente significativa (r = -0.274, p< 0.001) y una X* de 11.426 con
una probabilidad de 0.044 (significativa) y una asociacion de 0.060 no significativa en lé
variable de mes. Para el estado de Coahuila (tres localidades) la variable de localidad
tuvo una X> de 5.996 con una probabilidad de 0.050 y una correlaciéon de -0.411
significativa (Figuras 19,20 y 21).
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TABLA XVII

Parametros del analisis de frecuencias (tablas cruzadas) del resultado de la prueba de

ELISA en caballos con las variables de espacio (localidad, estado) y tiempo (mes)

) Dependencia Asociacion
Estado Variable 2
X P r p

Niuevo Localidad 142.979 0.001** -0.274 0.001%
Leon Mes 11.426 0.044 0.060 0.209

Localidad 5.996 0.050 -0.411 0.046+
Coahuila

Mes --- --- - ---

** = dependencia altamente significativa, * = dependencia significativa § = asociacion
altamente significativa, + = asociacion significativa

100
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80
701
60 -
50 1
40 -
30+
20
107

0-
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&
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L26 L28

L30 L32
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L40

L42

Figura 19. Numero de caballos positivos y negativos contrastados con la variable de la

localidad para Nuevo Leén. La X* fue de 142.979 con una p< 0.001.
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Figura 20. Numero de caballos positivos y negativos contrastados con la variable meses
de estudio para Nuevo Leoén. La X? fue de 11.426 con una probabilidad de 0.044.

O ELISA -

25
] ELISA +

Figura 21. Numero de caballos positivos y negativos contrastados con la variable

localidad para Coahuila. La X* fue de 5.996 con una probabilidad de 0.050.
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8. DISCUSIONES

Fueron colectadas un total de 1,686 aves, correspondiendo a 13 drdenes, 38
familias, 86 géneros y 123 especies. Los ordenes mas representativos por tener mayor
numero de ejemplares capturados fueron Passeriformes con 1248 (74.02%) ejemplares,
y Columbiformes con 282 (16.72%), tal como lo reportado por el grupo de Farfan en el
2004 donde en su programa de vigilancia del WNV del total de aves capturadas
pertenecieron a 182 especies, 28 familias y 14 ordenes. Asi mismo los ordenes con
mayor frecuencia de captura fueron Passeriformes con 7270 (84.34%), y Columbiformes

con 907 (10.53) (Farfan et al. 2004), esto coincidiendo con el presente analisis.

En el estado de Tamaulipas fueron colectadas 1,070 (63.46%) aves, y las
especies con mayor abundancia fueron: Mimus polyglottos (centzontle nortefio) n= 153,
Columbina passerina (tortola coquita) n= 149, Cardinalis cardinalis (cardenal rojo) n=
67, Vireo griseus (vireo ojos blancos n= 61 y Toxostoma longirostre (cuitlacoche pico
largo) n= 59. Contrastando esto con el estado de Nuevo Ledn se encontrd que Passer
domesticus (gorriéon casero) n= 65 fueron los mas colectados, y al igual que para
Tamaulipas las especies Columbina passerina (Tértola coquita) n= 53 y Cardinalis
cardinalis (cardenal rojo) n= 20 fueron de las de mayor abundancia, pero a diferencia de
Tamaulipas también otras especies con mayor abundancia fueron Melanerpes aurifrons
(carpintero cheje) n= 32, Cardinalis sinuatus (cardenal pardo) n= 23. Para el estado de
Coahuila la especie Cardinalis cardinalis (cardenal rojo) n= 16 fue la de mayor
abundancia concordando con los otros dos estados, ademés de Myiarchus cinerascens
(papamoscas cenizo) n= 13, Passerina caerulea (picogordo azul) n=9, y Passerina ciris

(colorin sietecolores) n= 9.

Del total de aves colectadas, 1,291 (76.57%) fueron residentes y 377 (23.36%)
fueron migratorias. Por estados los resultados fueron: Tamaulipas 856 (80%) residentes

y 214 (20%) migratorias, Nuevo Ledn 351 (75.97%) y 111 (24.02%), y Coahuila 84
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(60.86%) y 54 (39.13%) respectivamente. Asi como en Yucatan del total de aves
capturadas obtuvieron un 59% (5566) aves residentes y 41% (3545) de aves migratorias
(Farfan et al. 2004) encontrando asi diferencias entre los porcentajes de los estudios,
pero de igual manera se observa que en ambos estudios el mayor porcentaje fue

encontrado en las aves residentes.

Asi mismo las cinco especies migratorias colectadas con mayor frecuencia en los
tres estados durante todo el periodo de estudio fueron: Myiarchus tyrannulus (33),
Melospiza lincolnni (26), Sayornis phoebe (24), Vermivora celata (23) e Icteria virens
(20). Por estado esto se comporto diferente, ya que para Tamaulipas fueron: Myiarchus
tyrannulus (33), Melospiza lincolnni (20), Sayornis phoebe (17), Vermivora celata (17),
e Icteria virens (13). Para Nuevo Ledn: Calamospiza melanocorys (10), Dendroica
coronata (9), Spizella passerina (8) y Sayornis phoebe (6), Vermivora celata (6), y
Melospiza lincolnni (6) individuos cada una. Para Coahuila las especies fueron:
Passerina ciris (9), Passerina caerulea (9), Chondestes gramacus (7), Icteria virens (7)

y Baelophus bicolor (6).

De el total de aves colectadas, 90 resultaron seropositivas al WNV por medio de
la prueba de ELISA de bloqueo para la deteccidon de anticuerpos neutralizantes para este
virus; 43 en Nuevo Ledn, 39 en Tamaulipas, y 8 para el estado de Coahuila en todo el
periodo de estudio, ademés las especies seropositivas correspondieron a los drdenes,
Passeriformes, Columbiformes, Strigiformes, Piciformes y Galliformes; dentro de un
total de 20 familias y 39 especies. Asi como en Yucatan el 21 (0.24%) de las aves
presentaron evidencia de WNV, perteneciendo a 15 especies 11 familias y dos ordenes
(Farfan et al.2004). También concordando con los estudios de (Komar et al.2001),
donde mas de siete ordenes de aves probaron seropositividad a WNV, siendo los de
mayor importancia Passeriformes, Columbiformes, Galliformes y Anseriformes, ademas
concordando con otro estudio de Komar er /2003, en donde de 25 especies de aves,
representando un amplio rango de 6rdenes y familias, al ser expuestas a la infeccidén por
picadura de mosquitos se determino que los ordenes Passeriformes y Charadriiformes
son los principales hospederos amplificadores de este virus. A diferencia de esto, aqui se

encontraron cuatro 6rdenes mas con aves seropositivas (Columbiformes, Strigiformes,
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Piciformes y Galliformes); ademas, en otros estudios estos drdenes han sido reportados

con especies seropositivas por los monitoreos realizados en el CDC.

También Ringia (2004) en su monitoreo encontré 1784 aves representando 10
ordenes y 81 especies; donde Anticuerpos para WNV fueron encontrados en 94 aves
pertenecientes a los ordenes Anseriformes, Columbiformes, Galliformes, Passeriformes,
y Strigiformes, al comparar estos resultados con los aqui reportados se puede observar
que son practicamente idénticos, incluyendo el numero de aves colectadas, y el numero
de positivos; discrepando s6lo en uno de los ordenes de seropositivos colectados por este

estudio el cual fue Piciformes y ellos obtuvieron Anseriformes.

De las 90 aves que resultaron seropositivas por ELISA para WNV, 58 (64.44%)
fueron residentes y 32 (35.55%) fueron migratorias. Por estados los resultados fueron:
Tamaulipas 30 (76.92%) residentes y 9 (23.07%) migratorias, ademas las especies
residentes Mimus polyglottos (8) y Cardinalis cardinalis fueron de las seropositivas las
de mayor numero: n= 8 y 5 respectivamente. Para Nuevo Ledén 24 (56.09%) y 19
(43.90%) donde las especies seropositivas con mayor frecuencia fueron como residentes
Cardinalis cardinalis, C. sinuatus, y Melanerpes aurifrons, con 4 ejemplares cada uno y
la especie migratoria positiva con mayor frecuencia fue Sayornis phoebe con 3
ejemplares. Para Coahuila 4 (50%) y 4 (50%) respectivamente. Las aves que el equipo
de Yucatan colecto con mas de una ave seropositiva fueron colorin azul (Passerina
cyanea) con cinco ejemplares, dos papamoscas tiranos (Myiarchus tyrannulus), y dos
picogordos pecho rosa (Pheucticus ludovicianus) (Farfan et al.2004). Al comparar entre
los estados las especies migratorias que fueron seropositivas, se encontré que entre
Tamaulipas y Nuevo Ledn solo Sayornis phoebe se capturo en ambos estados, y entre
Nuevo Leoén y Coahuila la unica especie capturada en comun fue Baelophus bicolor,
ademas entre Coahuila y Tamaulipas ninguna especie fue colectada en comun, no
obstante en total entre los tres estados hubo 16 especies migratorias seropositivas, dato
importante ya que las aves migratorias han sido consideradas como los principales
hospederos introductores del WNV a nuevas ares ocurriendo esto al final del verano o
principios de otoflo, coincidiendo con el arribo de grandes cantidades de aves

migratorias (Taylor et al. 1956; Work et al. 1955); también las aves migratorias han sido
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ligadas al transporte de virus relacionados en el Hemisferio Occidental (Calisher 1970;

Reeves et al. 1974).

Al buscar una correlacion entre variables de nuestro estudio en cuanto a si existe
una dependencia entre ellas con los resultados de la prueba de ELISA, se llevo acabo el
analisis de los datos por medio de tablas cruzadas (Crosstabulation) en las cuales se
correlaciono las variables de espacio (localidad, estado), Tiempo (mes), y estatus
(residente o migratorios) contrastados con el numero de aves positivos y negativos por la
técnica de ELISA, y al comparar los estados se encontré que el estado de Tamaulipas,
tiene dependencia altamente significativa a las variables de localidades y mes de colecta,
con una X*de 99.949 y 124.074 respectivamente con una p< 0.001, con una dependencia
y asociacién altamente significativa; asi mismo las aves migratorias al contrastarlas con
las localidades (X* de 35.523 con una p< 0.001) fue la variable que tubo mayor
asociacion y dependencia significativa. Al compararlo con Nuevo Leén también tuvo
dependencia altamente significativa para ambas variables, (X* de 79.883 y 70.370,
respectivamente con una p< 0.001, con dependencia y asociacidén altamente
significativa); de manera importante se observo concordancia al comparar las aves
migratorias con las de Tamaulipas encontrando el mismo patrén (X? de 44.807 con una
p< 0.001) que fue la variable que tubo mayor asociacién y dependencia altamente
significativa. Al contrastar esto con Coahuila, el cual tubo dependencia altamente
significativa para ambas variables obteniendo valores de X* de 21.483 y una p< 0.001
tanto para las variables de localidad y mes, ya que contienen los mismos resultados en

las tres colectas, ademas para este estado no se encontré asociacién significativa.

Durante el periodo de estudio se llevaron a cabo un total de 39 colectas de suero
de caballos en Nuevo Leén y Coahuila, y se tomaron 498 muestras de sangre de las
cuales 474 (95.18%) fueron para Nuevo Ledn, y 24 (4.81%) para Coahuila, del total de
caballos muestreados, 116 (23.29%) resultaron seropositivos para la prueba de ELISA
de deteccidn de anticuerpos neutralizantes contra flavivirus, 100 en Nuevo Ledn y 16 en
el estado de Coahuila, que fue menor al porcentaje de seropositividad encontrado en
Guatemala de septiembre del 2003 a Marzo del 2004 que fue un (42.3%) (Morales-

Betoulle 2006). Pero si mayor al porcentaje de seropositivos en Cuba el cual fue de 9%
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(Pupo, et al 2006), siendo mas parecido al porcentaje de el Salvador que fue de 25%
(Cruz et al. 2005).

Para Coahuila en los tres municipios donde se colecto en Diciembre del 2002,
resultaron positivos, 78.57%, 80% y 100% para los municipios de Ciudad Acuia,
Jiménez y Saltillo respectivamente. Para el estado de Nuevo Leoén se encontraron sueros
de caballos seropositivos a WNV en 16 de los 17 municipios en que se colecto de los
meses de Febrero a Julio del 2003. Observando que en las colectas de Mayo 2004 se
colecto en seis municipios donde todas las localidades resultaron positivas: Pesqueria
(33.33%), Santiago (40.47%), Juarez (50%), Dr. Gonzalez (78.57%), Zuazua (80.65%) y
Marin (100%).
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9. CONCLUSIONES

En este estudio el porcentaje de las aves residentes capturadas fue mayor al de las
aves migratorias, de igual manera por estados, esta tendencia se comporto igual. Lo
anterior sugiere que la probabilidad de que el WNV halla llegado al Norte de México,
como se habia esperado desde el momento en que comenzé a dispersarse hacia el sur de
los Estado Unidos de América, por medio de las aves migratorias que pasan su tiempo
de invierno en tierras mas calidas en el sur del continente Americano, de tal manera que

estas aves tuvieron que atravesar el norte de México.

Por medio de la prueba de ELISA de bloqueo se pudo comprobar la presencia
del WNV en los tres estados que conforman el Noreste de México. Las aves
seropositivas pertenecieron a una amplia gama de ordenes, familias y especies, en las
cuales se pudo observar que el porcentaje de residentes fue mayor que el de aves
migratorias, indicando que definitivamente el WNV esta presente y ampliamente
distribuido en los tres estados de estudio. Esto también sugiere que los mosquitos de la
region se infectaron al alimentarse de aves migratorias que atravesaron estos estados y a
su vez infectaron a las aves residentes en alimentaciones posteriores. Ademas de aves, al
haber encontrado seropositividad en suero de caballos de todos los municipios donde se
colecto en el 2004, al relacionar esto con el hecho de que el porcentaje de las aves
residentes fue mayor que el de migratorias esto indica que el WNV esta circulando en el
Noreste de México ya en un ciclo enzotico propio de la regiéon y al mismo tiempo aves

migratorias siguen acarreando el virus de Estados Unidos hacia México.
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11. APENDICE

Apéndice 1. Listado de especies de aves colectadas durante el periodo de estudio en

orden filogenético.

Orden Familia Genero y especie Nombre comun
Anseriformes Anatidae Anas discors cerceta alazul
Aythya americana pato cabeza-roja
Phasianidae Gallus gallus Gallo domestico
Galliformes Odontophoridae |  Callipepla squamata codorniz escamosa
Colinus virginianus codorniz cotui
Ciconiiformes Cathartidae Cathartes aura zopilote aura
Eslconifomies Accipritidae Accfp{'ter striatus“ gavi.lz’f\n pecho-rufo
Accipiter cooperii gavilan de Cooper
Gruiformes Rallidae Fulica americana gallareta americana
Charadriidae Charadrius vociferus chorlo tildio
T — Scolopacidae Actit{'s macul{aria playe‘ro al'zacolita
Numenius americanus zarapito pico largo
Laridae Sterna forsteri charran de Forster
Zenaida asiatica paloma alablanca
Zenaida macroura paloma huilota
Columbiformes Columbidae Columbina inca tortola colalarga
Columbina passerina tértola coquita
Leptotila verreauxi paloma arroyera
Cuculiformes Cuculidae Coccyzus americanus cuclillo pico-amarillo
Crotophaga sulcirostris garrapatero pijuy
Strigiformes Strigidae Micrathene_withneyi tecolote enano
Otus asio tecolote oriental
Otus keniicoti tecolote occidental
Chordeiles acutipenis chotacabras menor
; ; : ; Chordeiles minor chotacabras zumbon
Coptimulgiarmes: | Cepnimillgias Nyctidromus albicollis chotacabras puraqué
tapacamino cuerporruin
Caprimulgus vociferus nortefio
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APENDICE 1. (Continuacidn).

Orden Familia Genero y especie Nombre comiin
" eryle tor martin-pescador de collar
Coraciiformes Alceiiies Ccrzlortocguell;us o
cery martin-pescador verde
americana
- Picidae Melanerpes aurifrons carpintero cheje
Piciformes — . . ;
Picoides scalaris carpintero mexicano
Camptostoma -
A mosquero lampifio
imberbe
Empidonax ; .
P . mosquero vientre amarillo
flaviventris
Sayornis phoebe papamoscas fibi
Myiarchus ;
ok papamoscas cenizo
cinerascens
Myiarchus crinitus papamoscas Viajero
Tyrannidae | Myiarchus tyrannulus papamoscas tirano
Pitangus sulphuratus luis bienteveo
Myiozetetes similis luis gregario
Tyrannus ; .
y ) tirano tropical
melancholicus
Tyrannus couchii tirano silbador
Tyrannus vociferans tirano griton
Tyrannus tyrannus tirano dorso negro
. Tyrannus forfi irano-tijereta rosado
Passeriformes - Y ? AL . gatus L J,
Laniidae Lanius ludovicianus alcaudén verdugo
Vireo griseus vireo ojos blancos
Vireonidae ; Vireo gtrlgapllla vireo gorra negra
Vireo solitarius vireo cabeza azul
Vireo olivaceus vireo 0jo rojo
Vireo flavoviridis vireo verdeamarillo
. Cyanocorax yn chara verde
Corvidae gy e
Cyanocorax morio chara papan
Corvus imparatus cuervo tamaulipeco
Paridae Baeolophus bicolor cabonero cresta-negra
Remizidae Auriparus flaviceps baloncillo
Campylorhyncus .
JERarae matraca del desierto
. brunneicapillus
Troglodytidae = e
Salpinctes obsoletus chivirin saltaroca
Thryomanes bewickii chivirin cola oscura
Troglodytes aedon chivirin saltapared
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APENDICE 1. (Continuacion).

Orden Familia Genero y especie Nombre comin
Sylviidae Polfoptfla caerulea perlita azul-gris
Polioptila melanura perlita del desierto
Polioptila nigriceps perlita sinaloense
Muscicapidae Hylocichla mustelina zorzal maculado
: Sialia mexicana azulejo garganta azul
S Catharus guttatus zorzal cola rufa
Turdus grayi mirlo pardo
Dumetella carolinensis maullador gris
Mimidae Mimus polyglottos centzontle nortefio
Toxostoma longirostre cuitlacoche pico largo
Toxostoma curvirostre cuitlacoche pico curvo
Motacillidae Anthus spragueii bisbita llanera
Vermivora celata chipe corona anaranjada
Vermivora ruficapilla chipe de coronilla
Parula americana parula nortefia
Dendroica petechia chipe amarillo
Dendroica coronata chipe coronado
, Mhniotilta varia chipe trepador
Passeriformes , - : .
Parulidae Helmitheros vermivora chipe gusanero
Seiurus auricapilla chipe suelero
Seiurus noveboracenis chipe charquero
Oporornis formosus chipe patilludo
Geothlypis trichas mascarita comun
Wilsonia citrina chipe encapuchado
Wilsonia pusilla chipe corona negra
Icteria virens buscabrefia
Thraupidae Piranga rubra tangara roja
Arremonops rufivirgatus rascador olivaceo
Aimophila cassinii zacatonero de Cassin
Aimophila ruficeps zacatonero corona-rufa
Spizella passerina gorrién ceja blanca
Embertiidag Sp'izella pallida. gorrion palido
Spizella breweri gorrién de Brewer
Chondestes grammacus gorrién arlequin
Amphispiza bilineata zacatonero gargantanegra
Calamospiza melanocorys gorrién ala blanca
Passerculus
sandwichensis gorrion sabanero
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APENDICE 1. (Continuacion).

Orden Familia Genero y especie Nombre comiin
Ammodramus " .
Emberizidae savannarum S GRpI
Zonotrichia leucophrys gorrién corona blanca
Melospiza lincolnii gorrién de Lincoln
Rhodothraupis celaeno picogordo cuello rojo
Cardinalis cardinalis cardenal rojo
Cardinalis sinuatus cardenal pardo
¢ HELGUS picogordo tigrillo
Cardinalidae L elan_ocep i :
Passerina caerulea picogordo azul
Passerina cyanea colorin azul
Passerina versicolor colorin morado
Passerina ciris colorin sietecolores
Spiza americana arrocero americano
BassaTiomias Agelaius phoeniceus tordo sgrgento '
Sturnella magna pradero tortilla-con-chile
Sturnella neglecta pradero occidental
Quiscalus mexicanus zanate mexicano
Molothrus bonariensis Tordo comUn
o Molothrus aeneus tordo ojo rojo '
Molothrus ater tordo cabeza café
[cterus spurius bolsero castafio
Icterus cucullatus bolsero encapuchado
Icterus gularis bolsero de Altamira
[cterus graduacauda bolsero cabeza negra
[cterus parisorum bolsero tunero
Fringillidae Carp gdacus pinzén mexicano
mexicanus
Carduelis psaltria jilguero dominico
Passeridae Passer domesticus gorrion casero
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CAPITULO 111
VIRUS DEL OESTE DEL NILO EN MOSQUITOS
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1. RESUMEN

La presente investigacion se llevo a cabo con el fin de monitorear la actividad del
Virus del Oeste del Nilo (WNV) en mosquitos del estado de Nuevo Ledn; esta fiebre es
una enfermedad causada por el Virus de la familia Flaviviridae, genero Flavivirus,
ademas pertenece al serocomplejo de la Encefalitis Japonesa (EJ). Es una enfermedad
transmitida por vectores que se propaga a una amplia gama de vertebrados a través de
mosquitos infectados y garrapatas. Al igual que los casos en humanos, las primeras aves
infectadas por el WNV en el hemisferio occidental se identificaron en agosto de 1999 en
New York; y el principal vector identificado fue el mosquito Culex pipiens. En el estado
de Nuevo Ledn se colectd, por varios métodos a Cx. quinquefasciatus y otros culicidos
en varias localidades de los municipios de Guadalupe, Escobedo y Pesqueria, se
colectaron un total de 238 grupos (pool) de mosquitos, de los cuales 82 correspondian a
Cx. quinquefasciatus, y uno de ellos, de Pesqueria, resulté positivo al WNV, por lo que
es el primer paso para considerar a este mosquito como un vector puente potencial de

este virus.
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2. INTRODUCCION

El WNV es transmitido a las personas a través de la picadura de un mosquito
infectado. El principal transmisor del Virus del Nilo Occidental es el mosquito comun
(Culex pipiens). Los mosquitos se convierten en transmisores del virus cuando éstos se
alimentan de aves infectadas con el WNV. Una vez que el mosquito es infectado, puede
transmitir el virus a las personas o a otros animales cuando éstos son picados. Muchas
aves pueden ser infectadas con el WNV, pero son los cuervos y Los azulejos (blue jays)
los que mas comunmente mueren debido a la infecciéon. Los caballos también son
propensos a sufrir infecciones severas por WNV. Las personas no pueden adquirir el
virus directamente de otras personas o de caballos que tengan la enfermedad

(http://ohioline.osu.edu/wnv-fact/1008 es.html).

En cuanto a las especies de mosquitos involucradas como vectores probados del
Virus del Oeste del Nilo, mas de 35 especies han sido encontradas infectadas con WNV.
Los géneros mas frecuentes de Culicidae registrados en la epidemia de Nueva York
fueron: Aedes, Anopheles, Coquilletidia, Culiseta, Psorophora, y el grueso de ellos
correspondié a Culex, el mosquito café de las casas, ademas de Culex restuans y Culex
sallinarius. Notablemente las especies Culex pipiens y quinquefasciatus fue donde mas
frecuentemente se aislé Virus del Oeste del Nilo a través de la prueba de cultivo en

placas de células Vero (Nasci ef al. 2001).

Los sitios de oviposicion de las especies de Culex tienen que ver con cuerpos de
agua con elevada cantidad de materia organica, en otras palabras, agua pestilente, lo cual
se facil de localizar en arroyos urbanos con aguas estancadas; tuberia de drenaje pluvial,
recipientes peridomésticos en patios como llantas abandonadas y bebedores de animales.
Esto plantea un problema de control para los programas del sector salud, no
acostumbrados a aplicar medidas de control en estos criaderos, pues los ultimos 20 afios

ellos se han concentrado en el mosquito del Dengue, Aedes aegypti, quien a diferencia
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de Culex, prefiere para oviponer pequefios recipientes domésticos con agua limpia y bajo
sombra (Fernandez 1999).
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3. HIPOTESIS

El mosquito Culex quinquefasciatus se encontrara positivo al Virus del Oeste del
Nilo ya que de los mosquitos del complejo de Culex en esta regioén es el mas abundante,
por lo que sera el primer paso para considerar a este mosquito como un vector potencial

de este virus.
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4. OBJETIVOS

1.-Monitorear y diagnosticar la presencia del Virus del Oeste del Nilo, en mosquitos del

estado de Nuevo ledn, México.

2.-Comparar los diferentes métodos de colecta en mosquitos del estado de Nuevo ledn,

México.
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5. ANTECEDENTES

5.1 Aislamiento y monitoreo de WNV en mosquitos

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 realizé 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, ademas donde existié 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
WNYV a las aves durante el inicio del verano, Cx. pipiens empezd a tener un papel
importante en la amplificacidn del virus al final de esta temporada, Cs. melanura pudo
ser importante en la transmisiéon del WNV a nivel de aves silvestres, y Cx. salinarius

pudo haber sido el puente entre humanos y caballos (Andreadis ef al. 2001).

En el estado de New York en el 2000, se buscaron mosquitos infectados por
medio de RT- PCR (Taq Man) y encontraron el virus en la ciudad de New York, y
condados de alrededor, analizaron 7,282 grupos de mosquitos, durante la temporada de
transmision, de los cuales 8 especies se detectaron positivos al WNV (358 grupos), que
se agruparon en cuatro géneros. Las tasa de infeccion minima para 1,000 mosquitos fue
la mas alta para Cx. pipiens (3.53) en la temporada completa, y (7.49), que fue el pico en
Agosto. El numero de mosquitos analizados fue de 232,131. Los grupos con mayor
numero de positivos fueron Cx. pipiens y Cx. pipiens/restuans con 289 grupos (Bernard

et al. 2001).
También en Staten Island, New York, en el 2000 se llevo acabo un programa de

vigilancia epidemioldgica del WNV en donde encontraron positivos a este virus, a Ae.

vexans, Cx. pipiens, Cx. salinarius, Oc. triseriatus, Ps. ferox y An. punctipennis y
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propusieron un modelo de transmision que envuelve a Cx. pipiens y Cx restuans como
vectores primarios enzooticos y epizoodticos entre aves, Cx. salinarius fue el vector
puente primario para humanos y para caballos Aedes/Ochlerotatus. Se probaron 24, 068
mosquitos que se agruparon en 7 géneros y 23 especies de mosquitos (967 grupos), de

los cuales 131 fueron positivos al virus (Kulasekera et al. 2001).

En el 2000 se implement6 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 identificacién 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).

El departamento de Control de Mosquitos del Condado de Harris, en Texas,
desde 1975 establecié un programa de vigilancia para Encefalitis de San Luis(SLE) en el
cual los mosquitos son tamizados por una prueba de inmunoensayo de captura de
antigeno; sin embargo en el 2002 implementaron este mismo tipo de prueba pero para
WNV; de un total de 260,138 mosquitos Cx. quinquefasciatus colectados, procesados en
6,093 pools, encontraron 28 pools que fueron positivos para SLE, y 851 que fueron
positivos para WNV. El periodo de actividad viral en mosquitos en ese afio fue de junio

11 anoviembre 1 (Lillibridge et al. 2004).

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
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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 genero Culex, no lo identificaron a nivel especifico; estos 20 grupos se encontraron
positivos a WNV a mediados de Julio y 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 aislé 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 deteccidn 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 detectod
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. Los
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).

5.2 Efecto de la temperatura sobre el WNV y otros arbovirus

En un estudio realizado en San Antonio, Texas, se encontré que el tiempo de
incubacion del virus de la Encefalitis San Luis en Cx. quinquefasciatus, desde la
infeccion hasta la transmisién por medio de la alimentacién del mosquito, tuvo una

relacion con la temperatura, y dentro el rango de 20 — 30°C, expresado por la ecuacién
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(T-17) D= 109, donde T= temperatura y D= Dias. Similar a esto encontré que el tiempo
de digestion de la comida de sangre entre 10 a 30°C, pudo calcular la ecuacién de (T-5)
D= 50. la razén 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 incubaciéon 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 incubacidn 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 viremicos, y la tasa de infeccién se
relaciono directamente con la temperatura de incubacién, a 30°C, el virus se recupero6 de
98% de los mosquitos probados, la infeccién diseminada la detectaron a los 4 dias post-
alimentacién, y mas del 90% tuvieron la infeccidn a los 12 dias de haberse alimentado,
En contraste en los mosquitos incubados a 18°C, la diseminacién de la infeccién la
detectaron a los 25 dias post-alimentacidn infectiva, y a 28 dias, menos del 30%
tuvieron la infeccién diseminada; entre 20-26°C, fueron los resultados intermedios, por
lo que concluyeron que la temperatura ambiental se debe de considerar cuando se evalia
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. 2002).

5.3Transmision vertical del WNV y otros arbovirus

En otro estudio se colocaron hembras de laboratorio de Cx. quinquefasciatus
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
exposicidon a los machos infectados, y encontré que el 23 y el 25%, respectivamente

fueron infectadas con este virus, de estas el 58% fueron hembras inseminadas y el 23%
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fueron hembras virgenes, esto demostré que hubo transmision vertical de este virus,
ademas que la transmision venérea de machos a hembras demostré la horizontal, por lo
que concluyd 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 intratoracicamente 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 infeccion 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. 2002).

5.4 Comparacion de los métodos de deteccion y transmision experimental del WNV

Se evalué 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
postalimentacién para determinar la infeccién, diseminacién 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 transmisidon diseminada fue de
86%, los cuales la mayoria pudieron transmitir el virus por medio de su alimentacién

(Turell et al. 2000).
En experimentos de las tasa de infeccion, diseminacién y transmisién 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
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mencionada de Culex probaron 124 mosquitos, la tasa de infeccion oscilo de 50 a 94%,
esto en Vero Beach, la tasa de diseminacién fue de 5 a 22%, y la de transmisién fue de

0 a 20%, por medio de inoculacién intratoracica encontraron un 94% de transmisién

(Sardelis et al. 2001).

En California se estudio la competencia vectorial de varios mosquitos para el
WNV, los cuales fueron infectados oralmente por alimentacién 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
solucion de sucrosa y FBS, y encontraron que todos los mosquitos fueron susceptibles a
la infeccidn, 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 transmisidn, seguido
por Cx. quinquefasciatus de Bakersfield con 52%. La misma especie de Cache Valley,
se encontrd con transmisidon 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 WNV fue encontrada en pools de las tres localidades; pero el numero de
pools positivos vario dependiendo el sistema de deteccién usado; al comparar el RT-
PCR con cultivos celulares encontraron que el primero de estos era mas efectivo con 36
pools positivos a comparacién de los cultivos celulares en los cuales solo encontraron 8

positivos (Nasci et al. 2002).

Se comparé la trascripcion inversa de la reaccién en cadena de la Polimerasa
(RT-PCR) Taq 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 WNV en el 2000; estos

mosquitos fueron identificados a especies y los agruparon en pools de 50 individuos, en
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total probaron 10,866 especimenes, agrupados en 801 pools, y concluyeron que el
ensayo de placa detectd el 74% de los pools positivos por RT-PCR, y el Vec Test
detectd evidencia del antigeno viral en 60% de los positivos por Taq Man, ademas Vec
Test detectd el 67% de los grupos que contenian virus vivo detectado por el ensayo en

placa de células vero (Nasci et al. 2002).

5.5 Genoma viral

El genoma de WNV es aproximadamente unos 11,000 nucleétidos de largo,
dependiendo de la cadena, esta constituido por tres genes estructurales los cuales son
capside (C), premembrana (prM), y la envoltura (E), ademés de tener siete genes no

estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, Y NS5 (Lanciotti 2002).

Analisis filogenéticos de cadenas de WNV han podido definir dos mayores lineas
para este virus, linea I Y II; la linea I incluye los virus de Kunjin y también los de WNV,
de Europa; Norte, Centro y Oeste de Africa y ahora América, la linea II incluye WNV’s
de Este, Oste y Centro de Africa y Madagascar. De tal manera que la secuencia de
nucledtidos de WNV-NY 99 confirmo que este es miembro de la linea I (Xi-Yu et al.
1999).

De 22 aislamientos que fueron colectados de 5 estados (Illinois, Alabama,
Louisiana, Colorado, y Texas) se hizo extracciéon del RNA viral, por medio del uso de
QiaAMP kit de extraccién de RNA de 140ul de sobrenadantes de cultivos de células
Vero O BHK, en las cuales se habian hecho los pasajes de los aislamientos originales, y
se les hizo RT-PCR y posteriormente se secuenciaron. Al alinear las secuencias de los
aislamientos y ser comparadas con la secuencia prototipo WNV-NY 99 se encontraron
mutaciones nucleotidicas ocurridas en 33 posiciones (9 en la premembrana: prM y 24 en
la envoltura E) con un total de siete substituciones de aminoacidos (2 en prM, y 5 en E),
y la maxima divergencia de nucleoétidos de los 22 aislamiento contra WNV-NY 99 fue

de .35% con un promedio de divergencia nucleotidica de18% (Davis et al. 2003).
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6. MATERIAL Y METODO

6.1 Descripcién del area de estudio

Las areas de estudio donde fue llevado acabo el presente trabajo fue en tres
municipios del estado de Nuevo Ledn, México. Los dos primeros son Guadalupe y
Escobedo que pertenecen al area metropolitana de Monterrey y el tercero fue el

municipio de Pesqueria, que es un municipio conurbano.

Figura 1. Municipios de colecta de mosquitos en el estado de Nuevo Leodn, para el
periodo de Junio del 2003 a Septiembre del 2004.
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Las ciudades de Guadalupe y Escobedo estan ubicadas a (25° 44” N y 100° 16'
0) y (27° 14’ N y 101° 24' O) respectivamente. El clima de esta region puede ser
descrito como calido y semihtimedo, con precipitacién limitada, excepto por tormentas
fuertes ocasionales. La precipitacion promedio anual es de 600 mm, y la temperatura
promedio anual es de 28° C. Las elevaciones sobre el nivel del mar oscilan entre 450 —
530 metros. La poblacién de Guadalupe es de 670,162 habitantes y en Escobedo es
233,455. Esto dos municipios presentan areas urbanas y suburbanas. Los rios Pesqueria
y Santa Catarina se encuentran cerca de las areas de estudio, en las dos ciudades

respectivamente. (www.data.nl.gob.mx/Geografia/CartoBasica/NuevoLeon/Ecologicas).

El municipio de Pesqueria, se encuentra localizado a 30 kilémetros al noreste
de la ciudad de Monterrey, en el estado de Nuevo Ledn, México (25° 47' N y 100° 03"
W) y tiene 11,321 habitantes. Este lugar se encuentra en un area suburbana cercana a
cultivos de cereales (maiz, trigo, cebada y avena), se encuentra a 400 metros sobre el
nivel del mar. El rio Pesqueria atraviesa esta region, y el area de estudio se encuentra
localizada en donde los asentamientos humanos se encuentran establecidos a lo largo del
rio. La vegetacion se encuentra representada por matorral submontano y es una planicie
(valle aluvial). El promedio de precipitacién anual es de 550 mm. El promedio mensual
de precipitacion durante la temporada de sequia es de 40 mm, y es de Junio a Agosto. La
temperatura promedio anual es de 28° centigrados. La humedad se mantiene entre 40 y
60%, en la noche prevalecen vientos de menos de 1.15 kilémetros por hora provenientes

del Este (www.data.nl.gob.mx/Geografia/CartoBasica/NuevoLeon/Ecologicas
6.2 Colecta de mosquitos

Los mosquitos fueron colectados durante el periodo de Junio del 2003 a
Septiembre del 2004 empleando las siguientes técnicas de colecta mencionadas:
Trampas de luz CDC miniatura de luz clara y negra mas diéxido de carbono (CO2)
(Figura 2), aspirado por medio de un aspirador de espalda motorizado, para colectas
intradomiciliares, peridomiciliares y en vegetacion (Figura 3), colecta de estadios
inmaduros con emergencia en laboratorio (demostrar posible transmisién transovarica),

y cebo humano con aspirador bucal o aspirador mecanico de espalda (backpack
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aspirator) de baterias. Después de la colecta, los mosquitos se transportaron en
contenedores con hielo seco (CO2) al laboratorio de Entomologia Médica de la Facultad
de Ciencias Biologicas, U. A. N. L., donde se separaron en grupos de mosquitos de 10
individuos (pool), separdndose en especies, sexo, fecha y método de colecta, esto se
realizé sobre una mesa fria y bajo observacion del estereoscopio. Posteriormente los
mosquitos fueron almacenados en un ultracongelador (-70 °C), y se transportaron en
contenedores con hielo seco a University of Texas Medical Branch (UTMB), para ser

procesados para el aislamiento del virus.

Figura 2. Trampa de Luz Tipo CDC.
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Figura 3. Aspirador de espalda.

6.3 Aislamiento del Virus

Los grupos de mosquitos de 10 individuos fueron triturados manualmente, en 1
ml buffer salino de fosfatos (PBS, pH 7.4), que contenia 30% de suero bovino fetal,
ademas de antibidticos (penicilina, estreptomicina al 2% y anfotericina al 1%). La
suspension resultante se centrifugé a 12,000 rpm por 5 minutos; después de la
centrifugacion, se tomaron 200 pL. de los sobrenadantes los cuales fue inoculados

adentro de frascos de cultivos celulares con células Vero E6 o Vero 76 a los cuales se

les descarto el medio de cultivo previamente, para inmediatamente después ser
colocados en una incubadora a 37 °C. Después de 1 hora de absorcion a 37 °C, se le
afiadié el medio de mantenimiento; el cultivo se mantuvo en una incubadora a 37 °C y
5% de CO2 siendo revisados bajo el microscopio diariamente en busca de evidencia de

efecto citopatico (CPE).

Si se observaba el efecto citopatico en las células Vero, se realizaban pruebas de
inmunofluorescencia indirecta, prueba de la inhibicion de la hemoaglutinacion (HI), el
ensayo antigénico Vec Test WNV/SLE (Medical Analysis Systems, Camarillo, CA) y
transcripcion inversa de la reaccion en cadena de la Polimerasa (RTPCR). Se titul6 el

virus por medio del método de Overlay.
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La prueba inmunofluorescencia indirecta (IFA) para la deteccién de antigenos
para WNV consisti6 en el uso de laminillas, que se prepararon obteniendo 15 pL de las
células del frasco por medio de raspado de la monocapa celular, los cuales fueron
depositados en los pozos de la laminilla y se dejaron secar dentro de un gabinete de
bioseguridad con flujo laminar, posteriormente se fijaron con acetona por 15 minutos,
para al termino de este tiempo dejarlas secar. Una vez secas las laminillas se agregan 20
uL el anticuerpo ya sea mono o policlonal y se ponen a incubar en una cdmara himeda a
37°C por 1 hora. Transcurrido el tiempo se hacen 2 lavados de 10 minutos y se agregan
20 pL el conjugado el cual es antimouse/evanblue y se incuban de nuevo en camara
himeda a 37°C as cuales se colocaron en los pozos y se incubaron por 1 hora a 37°C,
posteriormente siguieron 2 lavados y se dejan secar al aire en una incubadora y se

procedio a realizar la observacion.

Los anticuerpos a WNV se midieron por la inhibicién de la hemoaglutinacién,
los antigenos para esta prueba se prepararon de cerebros de ratones recién nacidos

infectados con la una cepa de WNV, y se extrajo por el método de sucrosa-acetona.

El ensayo antigénico Vec Test WNV/SLE se empled para detectar el antigeno
del virus del Oeste del Nilo en los grupos de mosquitos. Esta prueba es una
inmunocromatografia cualitativa que utiliza anticuerpos monoclonales especificos que
detectan el antigeno de WNV o ESL. Los cultivos con efecto citopatico se probaron,
afladiendo 100 pL del medio del cultivo sospechoso en un tubo cénico, se le agregd 100
uL de la solucién de triturado incluida en el kit. La tira de prueba se colocé en el tubo y
la mezcla migré a la tira, el antigeno viral, reacciond con los anticuerpos monoclonales
conjugados, que contiene la tira. El complejo antigeno-anticuerpo migré a la zona de
prueba que contiene sustancias fijadoras para este complejo y se acumuld hasta formar

una linea roja visible.

El método de Overlay para la titilacién de un virus, utilizo placas de 24 pozos

con celulas vero, en los cuales se colocaron las diluciones del virus previamente hechas
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de la siguiente manera: se marcaron 6 tubos a los cuales se les afiadié 450 pL de PBS-
PS+FBS, y al primer tubo se le afiadié 50uL de la muestra original del virus, para
después tomar 50pl de este primer tubo y adicionarlo al siguiente tubito y asi
sucesivamente hasta terminar en el sexto tubito. Se afiadieron posteriormente la
soluciones de Overlay, las cuales se preparan en dos frascos, uno de un litro y otro de
250 ml en donde en el primero se mezclo agua estéril y agar al 2%, y en el otro se
mezclo red eye, bicarbonato y Dextran, posteriormente se pusieron a hervir, y a 40°C, se
mezclan, y se le aplicé 0.8 ml a cada pozo de la placa y se incubd a 37°C; y al tercer
dia, y se le afiadid un segundo Overlay, que lleva los mismos componentes que el
primero pero ademas rojo neutro, y se puso de nuevo a incubar a 37°C. Al dia cinco se
reviso en busca de cpe que en esta prueba se llama placa y se cuantifica como unidades

formadoras de placa por ml (PFU/ml).

6.3.1 RT-PCR y Secuenciacion

El RNA viral fue extraido de un simple pasaje en cultivo de células Vero
tomando directamente 140puL del sobrenadantes del cultivo infectado, usando QIAamp
kit de extraccion de RNA (QIAGEN Inc., Valencia, CA). Se llevo acabo la prueba de
RT-PCR usando tres pares de primers para amplificar completamente los genes de la
premembrana del virus (prM-E) utilizando Titan Single Step RT-PCR kit (QIAGEN
Inc., Valencia, CA).

Se preparo un gel de agarosa al 1% donde se corrié la muestra y el producto del
PCR fue purificado del gel con el kit QIAquik (Quiagen,Valencia,CA,USA) de acuerdo
con el protocolo de manufactura y la plantilla resultante fue directamente secuenciada
con los primers de amplificacidn y asi se hicieron las reacciones de secuenciacion. El
analisis y montaje de los datos de la secuenciacion fueron hechos con el software Vector
NTI suite (Informas, Frederick, MD, USA). Las secuencias de aminoacidos y
nucleétidos de la region de los genes prM-E del aislamiento fueron alineados con el
programa AlinX en el Vector NTI suite y comparados con secuencias de aislamientos de

WNV de Norteamérica, los cuales fueron disponibles en GenBank.
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Arboles filogenéticos fueron construidos por anélisis Bayesiano con el programa
MARBAYES, version 2.0 con la Metropolis-coupled, Markov Cain, algoritmos Monte
Carlo corrido con 4 cadenas sobre 150,000 generaciones bajo un modelo de tiempo-
reversible con un quemado-a tiempo de 50,000 generaciones. La taza de heterogeneidad
fue estimada por el uso de una distribuciéon y por los sitios variables. Los arboles
Bayesianos de consenso fueron comparados con arboles generados por neighbor-joining,
parsimonia maxima, usando analisis PAUP, version 4.0b10 para méxima probabilidad, y
cada método genero arboles con la misma topologia total. El filograma de consenso de
40 aislamientos de WNV fue generado por analisis Bayesiano, con valores confidentes

al revelar nudos para demostrar soporte estadistico para cada clade.
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7. RESULTADOS

7.1 Colecta de Mosquitos

Un total de 2,297 mosquitos, representando 4 géneros y 11 especies, fueron
probados en 238 grupos (pools) que se colectaron durante el periodo del estudio, el cebo
humano fue el método de colecta, por el cual se capturaron mas especimenes (40.3%),
seguido del aspirado intradomiciliar (23.1%), trampas de luz con didéxido de carbono
(21.8%), Aspirado en vegetacion (7.9%) y emergencia en laboratorio (6.7%); del total de
culicidos capturados el 61.8% fueron hembras y el 38.2% machos(Tabla I). La colecta se
realizo en los Municipios de Guadalupe, Escobedo y Pesqueria, N. L., México, durante el

periodo de Junio 2003-Septiembre 2004.

TABLA I
Mosquitos culicidos capturados por los diferentes métodos de captura, los datos se

presentan como numero de capturados y porcentaje de capturados

Método de Colecta No. De Pools y %
Cebo Humano 96 (40.3%)
Aspirado Intradomiciliar 55 (23.1%)
Trampas de Luz 52 (21.8%)
Aspirado En Vegetacion 19 (07.9%)
Emergencia en Lab. 16 (06.7%)

Total: 238 pools
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Del total de especimenes colectados el 35.3% fueron Cx. quinquefasciatus, de los
cuales las trampas de luz y el aspirado en vegetacion resultaron con casi el 16% de los
mosquitos capturados totalmente, por cebo humano solo se obtuvo el 6.7%; el 51.2 de los

Cx. quinquefasciatus fueron hembras y el 48.8% machos (Tabla II).

TABLA II
Mosquitos Cx. quinquefasciatus capturados por los diferentes métodos de captura, los

datos se presentan como numero de capturados y porcentaje de capturados totales

n=238
Método de Colecta No. De Pools y %
Cebo Humano 19 (7.9%)
Aspirado Intradomiciliar 16 (6.7%)
Trampas de Luz 19(7.9%)
Aspirado En Vegetacion 19 (07.9%)
Emergencia en Lab. 9 (3.8%)
Total: 82 (35.3%)

Las especies de culicidos colectados en los tres municipios fueron Cx.
quinquefasciatus y Ae. aegypti; en Guadalupe y Escobedo, Cx. coronator Dyar y Knab, Ps.
Ferox (WNV Humboldt), Ps. cyanescens (Coquillett) y Ps. ciliata (Fabricius); y los
mosquitos que solamente se encontraron en Pesqueria fueron, Ae. vexans (Meigen), Oc.
taeniorhynchus (Wiedemann), Ps. confinnis (Lynch Arribalzaga) y dos especies de
Anopheles (Tabla III).
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TABLA III
Especies de mosquitos capturados en los Municipios de Guadalupe, Escobedo y

Pesqueria, N. L., México, los datos se presentan como especies capturadas

Municipio Especies

Cx. quinquefasciatus

Escobedo Ae. aegypti.

Cx. quinquefasciatus

Cx. coronator

Ps. ferox

Guadalupe

Ps. cyanescens

Ps. ciliata

Ae. aegypti

Cx. quinquefasciatus

Cx. coronator

Ps. ferox

Ps. confinnis

Ps. cyanescens

Pesqueria Ps. ciliata

Ae. aegypti

Ae. vexans

Oc. taeniorhynchus

An. pseudopunctipennis

An. quadrimaculatus

La especie mas colectada fue Cx. quinquefasciatus con 82 grupos de mosquitos
(798 ejemplares), seguido de Ps. ferox con 70 con grupos, con 697 especimenes, y en

tercer lugar se encuentra 4e. aegypti con 40 grupos (399 especimenes), las especies que
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s6lo tuvieron un grupo fueron Ae. vexans, An. pseudopunctipennis 'y An.
quadrimaculatus Macquart, siendo esta ultima, en la que s6lo se consiguieron 2

especimenes (Tabla IV).

TABLA IV
Resumen de los mosquitos colectados en los Municipios de Guadalupe, Escobedo y
Pesqueria, N. L., México, durante Junio del 2003-Septiembre 2004, que fueron

analizados para la deteccion del WNV

Genero y especie No. De Pools No. Mosquitos
Aedes aegypti 39 399
Aedes vexans 1 10
Ochlerotatus taeniorynchus | 15 146
Anopheles 1 8
pseudopunctipenis

Anopheles quadrimaculatus | 1 2
Culex coronator 13 118
Culex quinquefasciatus 81 798
Psorophora ciliata 5 22
Psorophora confinnis b 8
Psorophora cyanescens 9 89
Psorophora ferox 70 697
Total 238 2297
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7.1.2 Mosquitos positivos

De 2,297 mosquitos colectados un simple pool compuesto por 10 mosquitos
Culex quinquefasciatus los cuales fueron colectados el 10 de Junio del 2003, nos dio un
aislamiento de WNV, designado como NL-54, el cual produjo CPE aproximadamente en
el dia 7. Este pool fue colectado en el Ejido Francisco Villa, en Pesqueria, N. L. (Figura
4), y fue colectado por aspirado en vegetacion; se identifico por medio de
inmunofluorescencia, la prueba de inhibicion de la hemoaglutinaciéon, el ensayo
antigénico Vec Test y RT-PCR vy se titul6é por el método de Overlay y por este método

resulto con 107 unidades formadoras de placa / mililitro.

Figura 4. Municipio de colecta en el estado de Nuevo Leén, donde se aislé WNV de

mosquitos Culex quinquefasciatus.

Se compard este aislamiento denominado NL-54 (GenBank accssion no.
AY963775) con un aislamiento humano de Sonora (GenBank accesion no. AY963774),
el prototipico aislamiento de WNV de Norteamérica WN-NY99 (GenBank accesion no.
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AF196835), dos previos aislamientos Mexicanos MexNL-03 (GenBank accesion no.
AY426741) (7) TM171-03 (GenBank accession no. AY371271) (2), y un aislamiento de
el condado de Harris, Texas, en el 2002 (GenBank accession no. AY185906) (15) y
encontramos diferencias en nucleétidos y aminoacidos y similaridades entre cada uno de

los aislamientos.

El aislamiento del mosquito y el aislamiento humano de Sonora, comparten una
mutacion de nucleétido en la posicion 660 (C por U) de los genes prM y dos mutaciones
en la posicion 1442 (U por C) 2466 (C por U) de los genes E. Cada una de estas tres
mutaciones fue compartida con la cadena de un caballo en el 2003 de Nuevo Leon (Mes-
NL-03) (7) y el aislamiento de una ave del 2002 del Condado de Harris, Texas (TX-1)
(15). La mutacion en el nucledtido 1442 también representa una substitucién de

aminoacido en las proteinas de la envoltura (V159A), (Tabla V).

El mosquito mexicano y el aislamiento humano reportado comparten una unica
mutacion en la posiciéon geonoémica 1320 (A por G) en los genes E. El aislamiento
humano también tenia tres mutaciones adicionales en el gen E en la posicion 1074 (G
por A), 1656 (U por C) y 1974 (C por U). Cada una de estas mutaciones adicionales
fueron silenciosas. Las mutaciones nucleotidicas en las posiciones 660, 1442, y 2466
también han sido descritas en la mayoria de los aislamientos de WNV secuenciados de
Texas, Illinois, y Colorado en 2002 (Davis et al. 2003). Solo una simple mutacion en el
nucledtido 2466 fue compartida por estos 2 aislamientos y un aislamiento de una ave en

el 2003 del estado de Tabasco (TM171).

Las mutaciones compartidas entre nuestro mosquito y el aislamiento humano de
Sonora, por analisis de los arboles construidos y representaron ser de una distinta

subclade que es apoyado por fuertes valores confidentes Bayesianos (94%) (Figura 5).
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TABLA V

Diferencias en Nucledtidos y aminoacidos en los genes de prM-E de aislamientos de México y Texas comparados la cadena de West Nile

Virus WN-NY99 (382-99)

Nucleotide (amino acid) substitutions in prM and E genes (ntds. 466-2469)"

Cadena 483 549 660 858 887 1074 1137 1179 1320 1356 1432 1442 1626 1656 1974 2328 2388 2392 2466
WN-NY99 (AF196835)° €C U € € U@le G C A A C U(Ser) U(val) C U C C C G@la C
TM171-03 (AY371271) U U C(Thr) U C (Pro) U U U U
MexNL-03 (AY426741) Y€ u G U C (Ala) U
NL-54 (Mosquito-Nuevo Ledn, MX) U G C (Ala) U
Human (Sonora, MX) U A G C (Ala) C U U
Harris Co., TX-1 (AY185906) U C (Ala) A(Thr) U

“Numero de nucleétido correspondiente a WN-NY99; las substituciones de amino4cidos estan entre paréntesis
®Niimero de acceso en GenBank.
*Espacios vacios indican que no hay substituciones en nucle6tidos o aminoacidos.
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72

70 Bird 1153 (AY712945)
_' 5 Bird 1171 (AY712946)
Harris Co., TX-2 (AY185907)
L4_{————— Human (Sonora, MX)
NL54 (Mosquito- Nuevo Leon, MX)
_75_? Nueces Co., TX-2 (AY428515)
Randall Co., TX (AY428519)
— Bird 1461 (AY7 12947)
Colorado (AY428525)
ElPaso Co., TX (AY428520)
Gregg Co., TX (AY428516)
Harris Co., TX-1 (AY185806)
Illinios-2 (AY428522)

MexNL-03 (AY426741)
Mosa v4369 (AY712948B)

B7

98

Nueces Co., TX-1 (AY428514)
Wichita Co., TX (AY42B518)
Alabama-1 (AY428523)
Alabama-2 (AY428524)
lllinois-1 (AY428521)
Tarrant Co.. TX fAY428517)

TM171-03 (AY371271)
CT-1999 (AF206518)

NY-2001 (AF533540)

—l— N Y-2000-crow (AF404756)
NY-2000-arouse (AF404755)

Louisiana (AY428526)

—— MD-2000 (AF404753)

— NJ-2000 (AF404754)

NY-1899-equine (AF260967)

68

NY-1989-human (AF202541)

WN-NY93 (AF196835)

Galveston Co., TX-1 (AY1B5914
. ( )

Galveston Co.. TX-2 fAY185313)
I Jefferson Co., TX-2 (AY42B8529)
Oranoe Co.. TX fAY428531)

Israel 1998 (AF4B81864)

1 change

Galvestnn Cn TX.3 fAY42RA27)
Jefferson Co.. TX-1 (AY428528)
Jefferson Co., TX-3 (AY428530)

Figura 5. Filograma del aislamiento de WNV de un pool de mosquito y uno humano

en México (en negritas). El arbol filogenético fue generado por analisis Bayesiano de

la region nucleotidica de la prM y de genes E de 40 aislamientos hasta el 2004 y la

cadena mas estrechamente relacionada del Viejo mundo, Israel 1998. Los valores

Bayesianos estan mostrados para proveer soporte estadistico para cada clade.

123



8. DISCUSIONES

De los 238 grupos de mosquitos capturados, de mayor a menor porcentaje de
capturas fueron: el cebo humano, aspirado intradomiciliar, trampa de luz CDC
miniatura (luz blanca y obscura), aspirado en vegetaciéon, y mosquitos que
emergieron en laboratorio con (40.3%), (23.1%), (21.8%), (7.9%) y (6.7%)
respectivamente, no obstante el método de colecta preferentemente utilizado es la
trampa de gravidez, y las trampas de luz CDC con CO2 (Nasci et al. 2001, Reisen et
al. 2004; Tesh et al. 2004; Yaremych et al. 2004).

En este trabajo se colectaron 2297 mosquitos de los cuales, la especie
mayormente capturada fue Cx. quinquefasciatus (34.4%), seguido por Ps. ferox
(29.4%), posteriormente Ae. aegypti (16.38%), los siguientes fueron Oc.
taeniorhynchus, y Cx. coronator con un 11.76% entre ambos; Ps. cyanesecens, Ps.
ciliata, Ps. confinnis, Ae. vexans, An. pseudopunctipennis, y An. quadrimaculatus,
fueron especies con un numero de pools menores a diez de entre todos con una
representacion del 7.9% (Tabla IV), pero solo se encontrd positiva al WNV a la
especie (Cx. quinquefasciatus) la cual fue colectada por aspirado en vegetacion en el
Municipio de Pesqueria; esta especie también ha sido encontrada positiva en Texas
(Tesh et al. 2004), y en California (Riesen et al. 2004); no se encontraron positivas a
otras especies como lo reportaron (Andreadis et al. 2001; Kulasekera et al .2001;
Yaremich et al. 2004; Tesh et al. 2004), posiblemente porque el nimero de
especimenes colectados fue reducido en comparacién a los reportados por los autores

anteriores.
Por otro lado, el pool de mosquitos Cx. quinquefasciatus positivo al WNV, no
pertenecid, a los municipios del area metropolitana de Monterrey (urbanos), sino a

uno suburbano, como fue Pesqueria (30 Km. de Monterrey)

Al no encontrarse positivos los mosquitos que se colectaron en etapas

inmaduras, y que emergieron en laboratorio (los de menor porcentaje colectados), no
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fue posible demostrar la transmision transovarica (vertical) del virus, pero la
transmision  vertical, de este virus ha sido detectada en New York

experimentalmente, en una tasa baja (0.14%) por Dohm ef al. (2002).

Por otro lado, el 38.2% de los mosquitos totales fueron machos, pero
también fueron negativos al virus, por lo que no se demuestra la posibilidad de
transmision por medio de inseminaciéon (transmision venérea) como lo ha
demostrado Shroyer, (1990) que coloc6 a hembras de laboratorio de Cx.
quinquefasciatus virgenes con machos infectados del virus de encefalitis de San Luis
(SLE), y encontré que entre 23 y 25% fueron infectadas con este virus, de estas el
58% fueron hembras inseminadas y el 23% fueron hembras virgenes, lo que
demostr6é que hubo transmision vertical de este virus, ademas de transmision venérea

de machos a hembras.

Las pruebas que se realizaron para deteccion del WNV fueron la
inmunofluorescencia indirecta, prueba de la inhibicién de la hemoaglutinaciéon (HI),
el ensayo antigénico Vec Test WNV/SLE (Medical Analysis Systems, Camarillo,
CA) y transcripcion inversa de la reaccion en cadena de la polimerasa. Y en todos se
encontr6 positivo, aunque Nasci ef al.(2002) concluyeron en su estudio que el ensayo
de placa detect6 el 74% de los grupos positivos por RT-PCR, y el Vec Test detect6
evidencia del antigeno viral en 60% de los positivos por RT-PCR, ademés Vec Test
detecto el 67% de los grupos que contenian virus vivo detectado en el ensayo de
placa. La titulacion se realizé por el método de Overlay y el resultado que dio fue de
10% unidades formadoras de placa / mililitro, que fue menor a la reportada por (Dohm

et al. 2002) en laboratorio, que fue de 10° * unidades formadoras de placa / mililitro.

Considerando que se encontrd a 1 (0.42%) grupo de mosquitos hembras de
Cx. quinquefasciatus, positivo al WNV esto podria convertirlo en un vector puente
potencial importante del Virus del Oeste del Nilo en México; el porcentaje de
positividad solo fue mayor al reportado por Andreadis ef al. (2001) que encontraron
el 0.15% de positividad en Connecticut, evaluando 9,085 grupos (137,199
mosquitos); Nasci ef 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)

encontraron de positividad el (3.36%) en Illinois, pero no separaron las especies de
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Culex; el porcentaje mas alto lo reportaron Kulasekera, et al.(2001), y fue de 13.54%
de 967 grupos (24,068 mosquitos) en New York. Los investigadores que colectaron
a Cx. quinquefasciatus, fueron Tesh et al. (2004) que encontr6 el 3% de positividad
en Texas, lo que es 400 grupos con WNV de 13,306 grupos (> 350,000mosquitos) de
los cuales mas del 95% fueron esta especie, y Reisen ef al.(2004) que encontraron
una positividad del 1.54% (16 grupos de 1,036 grupos, y de los positivos 6 fueron de
Cx. quinquefasciatus. Por otro lado cabe mencionar que faltan realizarse mas
estudios para incriminar a este mosquito como vector en México, entre ellos estudios
de laboratorio, por ejemplo calcular la tasa de infeccion, diseminacién y transmision
del WNV para mosquitos, ya sea expuestos oralmente o por inoculacion
intratoracica, como los realizados por Turell et al. (2000), Sardelis et al. (2001),
Goddard et al.(2002).

El aislamiento del mosquito y el aislamiento humano de Sonora, comparten
una mutaciéon de nucleoétido en la posiciéon 660 (C por U) de los genes prM y dos
mutaciones en la posicion 1442 (U por C) 2466 (C por U) de los genes E. Cada una
de estas tres mutaciones fue compartida con la cadena de un caballo en el 2003 de
Nuevo Ledn (Mes-NL-03) y el aislamiento de una ave del 2002 del Condado de
Harris, Texas (TX-1), asi como Davis et al, (2004) al alinear las secuencias de 22
aislamientos y ser comparadas con la secuencia prototipo WNV-NY 99 encontraron
mutaciones nucleotidicas ocurridas en 33 posiciones (9 en la premembrana: prM y 24
en la envoltura E). En este aislamiento se encontr6 una mutaciéon en el nucleétido
1442 que represento una substituciéon de aminoacido en las proteinas de la envoltura
una valina de WNV-NY 99 por una Alanina (V159A). De igual manera Davis et al,
(2004) encontr6 en sus aislamientos un total de siete substituciones de

aminoacidos (2 en prM, y 5 en E).

Las mutaciones nucleotidicas en las posiciones 660, 1442, y 2466 también
han sido descritas en la mayoria de los aislamientos de WNV como los que han sido
secuenciados por Davis, et al. de Texas, Illinois, y Colorado en 2002. Solo una
simple mutacién en el nucleétido 2466 fue compartida por estos 2 aislamientos y un

aislamiento de una ave en el 2003 del estado de Tabasco (TM171).
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9. CONCLUSIONES

De los métodos de colecta con mayores porcentajes de capturas fueron el
cebo humano (40.3%), y el aspirado intradomiciliar (23.1%), después la trampa de
luz CDC miniatura (luz blanca y obscura) (21.8%). Un porcentaje menor de captura
se obtuvo por medio de aspirado en vegetacion (8%), mas sin embargo por este

método se capturaron los mosquitos que fueron positivos a WNV.

Para el aislamiento de WNYV, se utilizé6 el método de inoculacion de los
sobrenadantes de los pools macerados de mosquitos sobre frascos con células vero y
de aqui llevamos acabo en el cultivo que tubo CPE las pruebas de
inmunofluorescencia indirecta, prueba de la inhibicion de la hemoaglutinacion (HI),
ensayo antigénico Vec Test WNV/SLE (Medical Analysis Systems, Camarillo, CA)
y RT-PCR en donde por todas estas pruebas el WNV se identifico en el pool

positivo.

Al no encontrar positivos al WNV a mosquitos que emergieron en
laboratorio, ni a machos, no se determiné que hubiese una transmision transovarica,
ni la posibilidad de transmision venérea, asi mismo las especie que tuvo el mayor
porcentaje de abundancia fue Cx. quinquefasciatus, seguido por Ps. ferox, Ae.
aegypti, Oc. taeniorhynchus, y Cx. coronator, pero solo la primera especie resultd
positiva al WNV lo que sugiere que esta especie es el vector del Virus del Oeste del

Nilo en el noreste de México.

Este aislamiento del virus de mosquitos y el aislamiento humano de Sonora
comparten una unica mutaciéon en la posicion geondmica 1320 (A por G) en los
genes E. El aislamiento humano también tuvo tres mutaciones adicionales en el gen
E en la posiciéon 1074 (G por A), 1656 (U por C) y 1974 (C por U). Cada una de
estas mutaciones adicionales fueron silenciosas. Las mutaciones nucleotidicas en las
posiciones 660, 1442, y 2466 también han sido descritas en la mayoria de los

aislamientos de WNV secuenciados de Texas, Illinois, y Colorado en 2002. Esta
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conclusion sugiere que los aislamientos obtenidos de los estados del Norte de
México (Nuevo Ledn y Sonora), fueron derivados de cadenas de WNV circulantes en
el Oeste de los Estados Unidos. Solo una simple mutacion en el nucledtido 2466 fue
compartida por estos 2 aislamientos y un aislamiento de una ave en el 2003 del
estado de Tabasco (TM171). Esta conclusiéon apoya el resultado de estudios

anteriores que sugieren una introduccién separada de WNV dentro de México.

Los arboles filogenéticos generados indican que el aislamiento del mosquito
y el aislamiento humano pertenecen a la clade comprendida de aislamientos de WNV
colectados fuera del Noreste de los Estados Unidos después del 2001, con excepcion
de los aislamientos colectados a lo largo de la Costa Sur de Texas. Estos aislamientos
constituyen una separada, clade hermana relativa a todos los otros aislamientos de

WNV de Norteamérica secuenciados hasta la fecha.

La acumulacion de las tres adicionales mutaciones de nucledtidos en el
aislamiento humano del 2004 de México es ilustrado por una larga rama en
comparacion del mosquito del 2003 aislamiento NL-54, lo cual sugiere la continua

micro evolucion del WNV en México afio tras afio.

El aislamiento de WNV de un pool de Culex quinquefasciatus representa el
primer caso reportado y confirmado en este vector en México. La escasez de casos
humanos reportados a la fecha en México es curiosa por varias razones: 1) El gran
nimero de casos reportados en los Estados Unidos, 2) evidencia disponible indica
que WNV esta ampliamente distribuido en México. La mayoria de las cadenas de
WNYV circulantes en México son genéticamente similares que los de Estados Unidos.
Una explicacion de estas diferencias podria ser la falla del personal de las
instituciones de salud locales para reconocer formas clinicas de la infeccion del
WNV. Como lo ilustrado por el paciente, la fiebre producida por WNV puede ser
facilmente confundida con fiebre de dengue. Una segunda razon puede ser la
dificultad de hacer diagnostico seroldgico de la infeccion de WNV entre personas
viviendo regiones geograficas donde varios diferentes flavivirus circulan y las
personas tienen multiples infecciones por flavivirus. La tercera y relacionada
posibilidad es que la infeccion de WNV puede ser menos severa en personas con

anticuerpos heterologos preexistentes en contra de otros flavivirus.
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