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ARTiCULO ORIGINAL

Presencia del virus del oeste del Nilo
en el noreste de México

lldefonso Fernandez-Salas, Dr,(") Maria de Lourdes Garza-Rodriguez, MC, Barry | Beaty, Dr,®
Javier Ramos Jiménez, Dr,") Ana Maria Rivas-Estilla, Dra.?

Fernandez-Salas |, Garza-Rodriguez ML,
Beaty BJ, Ramos-Jiménez }, Rivas-Estilla AM.
Presencia del virus del oeste del Nilo

en el noreste de México.

Salud Publica Mex 2007;49:210-217.

Resumen

Obijetivo. Detectar la presencia del virus del oeste del
Nilo (VON) en aves, equinos y seres humanos en el noreste
de México. Material y métodos. Se buscé en diferentes
localidades del noreste de México la presencia de anticuer-
pos antivirus del oeste del Nilo (anti-VON) en suero de 33
aves, 24 caballos y 237 personas mediante pruebas de ELISA
durante el periodo de julio de 2003 a julio de 2006. En los
sueros humanos se buscé también el RNA-VON mediante
RT-PCR. Resultados. Se encontraron tres aves seropositivas
y 15 equinos. En el hombre, 40% de los sueros fue positivo
para anticuerpos IgG y ninguno para anticuerpos IgM. Con-
clusiones. EIVON se encuentra activo en México y se suma
a otras enfermedades emergentes transmitidas por vectores
que representan un reto a la investigacion y a los programas
de prevencion.

Palabras clave: virus del oeste del Nilo; noreste de México;
Ac I1gG-VON; Ac IgM-VON,; flavivirus; México
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Presence of west Nile virus

in northeast Mexico.
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Abstract

Obijective. To investigate the presence of WNV in birds,
horses and humans in northeast Mexico. Material and
Methods. Serum samples from 33 birds, 24 horses and 237
humans were screened by ELISA for Anti-WNV antibodies.
Human serum samples were also screened for WNV RNA
using an RT-PCR assay. Results. Positive sera were found in
three birds and 15 horses. Forty percent of the human serum
samples were positive for IgG antibodies and 0% for IgM
antibodies and viral RNA. Conclusions.The results of this
study show that WNV is present in northeast Mexico and it
is a new emergent infectious agent that represents a challenge
for research and prevention programs in Mexico.

Key words: west nile virus, northeast Mexico, flavivirus, IgG-
WNV antibodies, IgM-WNYV antibodies; Mexico
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1 virus del oeste del Nilo (VON) se identificé por

primera vez en 1937 en una mujer febril en Uganda,
al oeste del rio Nilo.15 Los primeros casos naturales de
encefalitis en seres humanos por VON se informaron
en 1957 en Israel y desde entonces se han notificado
epidemias en Africa, Europa y Medio Oriente. En
1999 se comunicé un brote de encefalitis en personas
en Nueva York, que coincidié con brotes en cuervos
y aves exéticas con una elevada tasa de mortalidad.>®
La llegada del VON al continente americano marco la
introduccién de un virus al Nuevo Mundo, la primera
en la historia reciente.

En los siguientes seis afios el virus ha presentado
brotes anuales y se ha esparcido a lo largo de Estados
Unidos (EUA) y Canadd, asi como el Caribe y Latino-
américa.” Tan s6lo en EUA se han informado mds de
100 especies diferentes de aves infectadas y 43 especies
de mosquitos.® Respecto de las infecciones en seres
humanos, hasta diciembre de 2006 se habian notifica-
do en EUA 23,886 casos de infecciones por VON, 934
fatales. El niimero de casos de infeccién con VON se
ha incrementado con el tiempo, lo que indica que la
transmisién del VON sigue en evolucién y que el virus
se ha establecido como un virus endémico y epidémico
en esta nueva drea geografica.’

El virus del oeste del Nilo es un miembro de la fa-
milia Flaviviridae (género Flavivirus), a la que también
pertenecen otros virus transmitidos por vectores, como
el virus del dengue (VD), el virus de la fiebre amarilla,
el virus de la encefalitis de San Luis, entre otros.>!%!1 Es
un virus de RNA de cadena sencilla y polaridad posi-
tiva de 11 Kb, que codifica tres proteinas estructurales
(cdpside, membrana y envoltura) y siete proteinas no
estructurales.!? Su ciclo natural incluye la participacién
de aves silvestres y domésticas, migratorias y residentes,
las cuales tienen el papel de reservorios y amplifican
de manera eficiente las poblaciones virales. Los mos-
quitos ornitofilicos (en particular del género Culex) se
alimentan de estas aves durante su tiempo de suefio.®
Los seres humanos y otros mamiferos se consideran
huéspedes incidentales y no son capaces de amplificar
el virus (viremias bajas). La mayoria de los pacientes
infectados (80%) no presenta sintomas, 20% desarrolla
una fiebre muy similar a otras fiebres por virus, como
el VD y el virus de la influenza. Menos de 1% de los
pacientes desarrolla sintomas neurolégicos variables,
desde una rigidez de nuca y desorientacién hasta una
parilisis flicida aguda, meningoencefalitis y muerte.53
Para el diagnéstico del VON se emplean pruebas
serolégicas y moleculares. El diagndstico serolégico
en personas incluye la deteccién de anticuerpos (Ac)
IgG e IgM por medio de ELISA de captura, en suero
y liquido cefalorraquideo (LCR); la deteccién de anti-
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cuerpos del tipo IgM en LCR y hallazgos clinicos que
concuerdan con una infeccién por VON confirman el
diagnéstico.®1%14 Uno de los principales problemas de
las pruebas seroldgicas en seres humanos es su elevada
reactividad cruzada con otros flavivirus, como el VD, lo
que complica el diagnéstico en zonas endémicas para
otros flavivirus.’* Una prueba muy ttil es la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Esta prueba molecular
permite identificar el VON a partir de suero, LCR o
cultivos en células vero.''” Las aves desempefian una
funcién muy importante en el mantenimiento del virus,
ya que acttian como reservorios, amplifican y dispersan
el virus a través de sus ciclos anuales de migracion.!® Se
han identificado més de 43 especies de mosquitos como
vectores probados del VON,® entre ellos las especies
Culex pipiens y quinquefasciatus.'” Estas dos especies
son también muy abundantes en el noreste de México
y sus sitios de oviposicién son los cuerpos de agua con
gran cantidad de materia organica.

Ademds de las aves también se han referido caballos
infectados con el VON.2 Cabe sefialar que los equinos
parecen presentar mayor sensibilidad al virus, dado
que segun los informes del Centro para Prevencién
y Control de Enfermedades (Atlanta), en el estado de
Texas la distribucién de equinos infectados sobrepasa
de manera muy evidente la de aves, mosquitos y seres
humanos.

Los primeros informes de actividad del VON en Méxi-
co se publicaron en julio de 2003, cuando se detectaron
anticuerpos contra el VON en caballos en los estados de
Coahuila y Yucatdn.**? Comunicaciones mds recientes
incluyen la identificacién de caballos, aves y mosquitos
infectados, asi como el informe de un caso confirmado
en una persona en el estado de Sonora >

En México, sobre todo en los estados del noreste (Ta-
maulipas, Nuevo Le6n y Coahuila) se activd un estado
de alarma epidemiolégica en los sistemas de salud por
los informes de casos humanos, equinos infectados, aves
silvestres y especies de mosquitos vectores positivos al
VON notificados enlos estados de Texas y Louisiana de
EUA, ya que constituyen un alto riesgo de potenciales
epidemias de VON en esta regién. Este hecho resalt6
la gran importancia de detectar de modo oportuno la
presencia de este agente viral. La Secretarfa de Salud de
Meéxico inici6 la vigilancia seroepidemiolégica del VON
desde el afio 2003. Hasta la fecha ya se han registrado
casos positivos en aves y equinos. En el caso de perso-
nas, la Secretaria de Salud ha muestreado sueros de 24
estados de la Reptiblica y todas las muestras resultaron
negativas.?®

En el noreste de México se ha establecido un grupo
de trabajo formado por investigadores y profesionales
de diversas instituciones y centros de investigacién con
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el objetivo de reconocer el VON en esa region. Para ello
se trazaron los siguientes objetivo: a) buscar anticuerpos
neutralizantes contra el VON en aves vivas y equinos
con sintomas sospechosos; b) identificar anticuerpos
neutralizantes contra el VON en equinos con sintomas
sospechosos; y ¢) reconocer la presencia del virus en
seres humanos.

Material y métodos

Area de estudio

Los municipios que colindan con el estado de Texas
se establecieron como estaciones de muestreo debido a
su cercania con la regién donde se registré la actividad
del VON. Ademads, se considerd que estos municipios
estaban cercanos al 4rea metropolitana en donde podian
representar riesgo potencial para dicha drea urbana. Es-
tos municipios tienen condiciones ecolégicas favorables
para la presencia de aves, mosquitos, caballos y cuerpos
de agua para la reproduccion de los mosquitos. Las
caracteristicas fisiograficas del norte de los tres estados
corresponden a climas semidesérticos, con vegetacion
espinosa baja y matorral medio perennifolio presente
sobre una topograffa de lomerios suaves y medianos.
La temperatura promedio anual es de 28° C y una
humedad relativa de 60-70%. La precipitacién media
anual es menor de 500 mm, distribuida en una estacién
corta de lluvias entre abril y mayo con lluvias sobre
todoenel el trimestre de septiembre a noviembre. Las
muestras de animales analizadas para la bisqueda del
VON recolectadas en los diferentes lugares de estudio
corresponden a un corte en el periodo comprendido
entre julio de 2003 y julio de 2006.

Muestreo de aves y equinos

Se recolectaron aves migratorias y residentes del drea de
estudio, en los mismos municipios, cada dos semanas.
Alrededor de 30 redes de niebla de 6 m cada una, que re-
comend6 la Asociacién Americana de Ornitologia, se co-
locaron ensitios estratégicos. A cada ave se le extrajeron
0.05y 0.1 ml de sangre, se identificé su especie y después
se liberaron.?” En las dreas donde habia poblaciones de
cuervos se utilizé un rifle de red para atraparlos. Cada
muestra de sangre se colect6 con jeringas de insulina y
luego se almacenaron con solucion de PBS y albimina
bovina al 1%. Estas muestras se enviaron al laboratorio
de virologifa de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
UANL, donde se analizaron con posterioridad los sueros
por una prueba de ELISA de bloqueo para anticuerpos
contra el VON. Las muestras que resultaron seropositi-
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vas al VON se confirmaron en el Laboratory of Arthopod
Infectious Diseases, Microbiology Department, Colorado
State University, mediante la prueba de neutralizacién
de la reduccién de placas (PNRP). Las muestras de
equinos enfermos o muertos con sintomas de VON se
recolectaron con apoyo de la Sagarpa y personal de la
Comisién México-Estados Unidos para la Prevencion de
la Fiebre Aftosa y otras Enfermedades Exdticas de los
Animales (CMEUPFAEEA). Los caballos sospechosos,
es decir, aquellos que mostraron sintomas de enferme-
dad neuralgica, se sometieron a extraccién de 10 ml de
sangre de la vena yugular. Tal y como se realiz6 con las
aves vivas, el suero de estas muestras se analizé con la
prueba de ELISA de bloqueo para identificar anticuerpos
contra el VON y confirmadas por PNRP.

Muestreo en seres humanos

El Comité de Investigacién y Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén
(UANL) evalué y aprobé el presente estudio en perso-
nas. Los pacientes recibieron informacion oral y escrita
del estudio y firmaron una carta de consentimiento
informado. De enero de 2005 a junio de 2006 se reco-
lectaron datos epidemioldgicos y muestras de suero y
LCR de sujetos atendidos por la Secretarfa de Salud del
Estado de Nuevo Le6n y el Hospital Universitario “José
Eleuterio Gonzdlez” de la UANL. Estas instituciones se
escogieron por la capacidad de atender y cubrir a una
proporcién considerable de poblacién en el noreste de
México. Las edades de los pacientes incluidos fueron
de 1 a73 afios, con un promedio de 29 afios de edad y
una media de 25 afos. Hasta 30% de los sujetos corres-
pondia a hombres y 70% a mujeres. Los pacientes estu-
diados se clasificaron en tres grupos, segtin fueran los
datos clinicos consistentes con una infeccién por VON
(fiebre y datos clinicos de neuroinfeccién). En el grupo
Asseincluyd a las personas con enfermedad neuroinva-
siva no bacteriana (aséptica); en el grupo B a pacientes
con sintomas indicativos de fiebre por VON o VD; y en
el grupo C a individuos con diagnéstico seroldgico de
infeccion con el VD. Este tdltimo grupo se incluyé para
analizar la reactividad cruzada de anticuerpos de los
tipos IgG e IgM de ambos virus. Las sujetos del grupo
A provenian de diferentes municipios del estado de
Nuevo Leén y sélo uno de ellos procedia del estado
de Tamaulipas; los pacientes de los grupos B y C eran
residentes del estado de Nuevo Leén.

Prueba de ELISA de bloqueo

Esta prueba sigui6 el protocolo de Hall y colaborado-
res® con algunas modificaciones. Los pozos de una
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microplaca se cubrieron con 100 ul de antigeno diluido
en amortiguador de bicarbonato de sodio (50 mM de
bicarbonato de sodio, pH de 9.6) y se utilizé como
antigeno control el sobrenadante de un cultivo celular
no infectado. Estas placas se incubaron toda la noche a
4° Cy después se lavaron con 250 ul de amortiguador
de lavado (PBST). Se agregaron a cada pozo 200 ul de
amortiguador bloqueador (PBS con 5.0% de leche en
polvo descremada) y se incubé por 40 minutos a 37° C.
Después se afiadieron 50 ul de suero de ave o caballo
diluido (1:10) a cada pozo y se incubaron por dos horas
a 37° C. Con posterioridad los pozos se lavaron seis
veces mas con 250 ul de amortiguador de lavado. Se
incubaron los pozos con anticuerpo monoclonal contra
la proteina NS1 (3.1112G), diluido en amortiguador
bloqueador (1:2 000) y se agregaron a cada pozo (50 yl).
Después se incubaron los pozos por una hora a 37° C.
Las placas se lavaron y se afiadieron 50 ul de peroxidasa
de rdbano conjugada con IgG antirratén preparada en
conejo, a una dilucién 1:2 000 en cada pozo y otra vez
se incubd por una hora a 37° C. Los pozos se lavaron de
nueva cuenta seis veces con amortiguador de lavado.
Se mezclaron volimenes iguales de ABTS [(4cido 2,2/
azino-bis [etilbenzitiazolino-6-sulfénico)] y soluciones
de peroxidasa del sistema de sustrato peroxidasa y de
esta soluci6én se tomaron 75 pl que se afiadieron a cada
pozo (KPL, Gaithersburg, MD). La densidad 6ptica
(DO) a una longitud de onda de 415 nm se determiné
mediante un lector automdtico de placas. El porcentaje
de inhibicién de la unién del anticuerpo monoclonal se
calcul6 con la siguiente férmula:

% de inhibicién = 100 - (TS-B) x 100
(CS-B)

donde TS = media de densidad éptica de sueros pro-
blemas,

CS = media de densidad éptica de suero control (de
aves no infectadas), y

B = densidad 6ptica del fondo.

Los sueros problema se analizaron por duplicado
o triplicado. El porcentaje de inhibicién se determing
cuando la media de densidad dptica en los pozos que
contenfan suero control era mayor de 0.3. Un valor de
inhibicién =30% se considerd indicador de la presencia
de anticuerpos virales.

Pruebas de ELISA de captura en seres humanos
Para realizar las pruebas de ELISA se utilizaron estuches

de la compaiifa Focus, los cuales emplean el antigeno
recombinante aprobado por la FDA para el diagnéstico
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de infecciones por VON en personas. Ademds de los
controles y calibradores de los estuches, se usaron sue-
ros controles positivos y negativos que proporcionaron
los CDC. La deteccién de anticuerpos IgG se realizé
en placas de poliestireno recubiertas con el antigeno
recombinante. Los anticuerpos IgM se detectaron en
placas de poliestireno recubiertas con anticuerpos anti-
IgM humana, la cual reacciond con las muestras de los
pacientes y después se agreg? el antigeno recombinante.
Cada muestra se analiz6 por duplicado segtin las espe-
cificaciones del proveedor.?

Pruebas de RT-PCR en seres humanos

Para la deteccién del genoma viral del VON se reali-
zaron pruebas de RT-PCR. EI RNA de las muestra de
suero y LCR se extrajo mediante el método TRIZOL LS
(Invitrogene) y con base en las recomendaciones del
proveedor. La sintesis del DNAc del VON se realizé a
42° C con la enzima Superscript II segtin las indicacio-
nes del proveedor (Invitrogene). Los oligonucledtidos
usados amplifican una region que incluye regiones de
la proteina C y la proteina pre-M.3! Se estandarizaron
las condiciones para reconocer el genoma del VON por
RT-PCR anidada a partir de suero y LCR (cuadro I). Se
utilizaron controles negativos de agua miliQ estéril y
como control positivo se usé un plasmido pCR 4 topo
(Invitrogene) que contiene un fragmento del genoma de
VON que corresponde a los genes de la protefnas C y
pre-M del VON. Los productos amplificados correspon-
den aun tamafio de 408 y 193 pb y se analizaron en geles
de agarosa al 2% tenidos con bromuro de etidio.

Prueba de neutralizacion de la reducciéon de
placas (PNRP)

La capacidad de muestras de suero de las aves para
neutralizar VON se determiné mediante PNRP. Las
muestras de suero se inactivaron por calor a 56° C por
30 minutos y después se hicieron diluciones seriadas en
diluyente BA1 (sales de Hank M-199, 50 mM Tris, pH
de 7.6, albtiimina de suero de bovino al 1%, bicarbonato
de sodio 0.35 g/1, 100 unidades de penicilina/ml, 100
mg/ml de estreptomicina, 1 mg/ml fungizona). En
seguida se mezclaron 100 pl de suero diluido con un
volumen igual de diluyente que contenfa 200 unidades
de virus formadores de placas. Se transfirieron 100 ul de
suspension de suero viral hacia monocapas de células
Vero en microplacas de seis pozos incubadas a 37° C por
60 minutos. A cada pozo se afladieron 3 ml de solucién
salina equilibrada de Earl, deficiente al rojo neutro,
que contenia 20 g/1 de extracto de levadura, 100 g/1 de
hidrolizato de lactabumina, 25% de FBS, 1% de fungi-
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Cuadro |
CONDICIONES DE AMPLIFICACION Y OLIGONUCLEGTIDOS
UTILIZADOS EN LA PCR PARA AMPLIFICAR LAS PROTEINAS
C Y Pre-M peL VON (DEepPARTAMENTO DE BioQuiMica,
FacuLtap pe Mebicina, UANL)

Iniciadores
VON | TTGTGTTGG CTCTCTTGG CGTTCTT
VON 2 CAGCCGACAGCACTGGACATTCATA
VONN 3 CAGTGCTGGATCGATGGAGAGG
VONN 4 CCGCCGATTGATAGCACTGGT
Condiciones de amplificacion (RT-PCR)
Concentracion final
Amortiguador 10 X I1X
dNTP [0 mM 0.4 mM
Oligo VONI yVON2 0.6_M
RT-DNA Taq Il
RNA 20 _I
Ciclos
| ciclo 50°C/30 min
| ciclo 95°C/15 min
35 ciclos 94°C/45 seg, 56° C/45 segy 72° C/l min
| ciclo 72°C/10 min
PCR anidado
Amortiguador 10 X IX
dNTP 10 mM 02 mM
Oligos VON3 y VON4 03_M
Taq polimerasa 0.625 U
Templado Il
Ciclos de amplificacion
| 94°C/3 min
22 94°C/45 seg, 58° C/45 segy 72° C/l min
| 72°C/10 min

zona/gentamicina y 0.5% de agarosa y las microplacas
se incubaron a 37° C por 48 horas. Se agregaron a cada
pozo 3 ml del mismo medio con 0.22% de rojo neutro
en los dias segundo o sexto, los periodos de incubacién
de PNRP para el virus del oeste del Nilo y la encefalitis
equina de San Luis, respectivamente. Las placas se con-
taron 24 horas después y los titulos se expresaron como
los reciprocos de la dilucion de los sueros que producian
menos reduccion del ndamero de placas (PNRP90). Todos
los sueros se analizaron por duplicado.
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Resultados

Presencia del virus del oeste del Nilo en aves. Se encontraron
aves seropositivas para el VON. Tres (2.25%) de las 133
muestras de suero de aves colectadas en Lampazos,
Nuevo Ledn, resultaron positivas en la prueba de ELISA
de bloqueo (cuadro II). En la especie conocida como
residente Passer domesticus (gorrién doméstico) se de-
mostré la presencia de anticuerpos. Se encontré también
seropositivadad en Spizella palida (gorrién color arcilla),
conocida por ser una especie migratoria con habitos
invernales en México. Otra de las especies seropositiva
fue Zonotrichia leucophrys (gorrién de corona blanca),
que también es una especie migratoria.

Presencia del VON en equinos. En octubre de 2002, perso-
nal de la CMEUPFAEEA notificd la presencia de caballos
con sintomas de encefalitis en el norte de Coahuila. En
este estudio se recolectaron las muestras y se analiza-
ron en el laboratorio de microbiologia y virologfa de
la UANL. Se utiliz6 la prueba de ELISA de bloqueo, la
cual registr6 15 muestras seropositivas al VON (62.5%)
(cuadroIII). Las muestras se enviaron ala Universidad
de Colorado en donde se realizé la prueba confirma-
toria de PNRP y sus resultados coincidieron con los de
la prueba de bloque de ELISA. Es de interés que sdlo
20.8% de los equinos mostré sintomas de dafio neuro-
légico, como incoordinacién, temblores en los flancos y
dificultades para caminar. La mayor parte de los equinos
provenia de Ciudad Acufia y un menor porcentaje de
Jiménez, Coahuila, ambas localidades situadas a menos
de 100 km una de la otra, aunque a menos de 50 km de
la frontera con Texas.

Pruebas para VON en seres humanos

Para conocer la prevalencia del VON en seres humanos
se estandarizo en el Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Medicina de la UANLIa deteccién del RNA
viral por medio de RT-PCR y los anticuerpos IgG e IgM
contra el VON en muestras de suero y LCR. Todas las
muestras se analizaron por RT-PCR y la totalidad fue
negativas para el RNA del VON. Sélo se detectaron las
bandas de 408 y 193 pb del control positivo mediante
el pldsmido pCR 4 topo. Los resultados serolégicos
analizados hasta la fecha muestran que existe una gran
reactividad cruzada en los sujetos con probable infeccién
con VON y aquellos que han padecido infeccién con el
virus del dengue. Se incluyeron muestras de suero y
LCR de individuos con probable infeccién por el VON
(fiebres y meningoencefalitis asépticas) y muestras de
suero de pacientes con infeccién activa con el virus del
dengue (VD) para evaluar el fenémeno de reactividad

salud piiblica de méxico [ vol.49, no.3, mayo-junio de 2007



Virus del oeste del Nilo en el noreste de México

Cuadro Il
Especies DE AVEs sERoPOSITIVAS ALVON EN Lampazos, NL, (RECOLECCION, |3 A 16 DE ABRIL DE 2004)

Especie Nombre comin Familia Orden Estatus
Zonotrichia leucophrys Gorrion de corona blanca Emberizidae Passeriformes Migratorio
Spizella palida Gorrion color arcilla Emberizidae Passeriformes Migratorio
Passer domesticus Gorrién doméstico Passeridae Passeriformes Residente
Cuadro I

RESUMEN DE DATOS SEROLOGICOS ENCONTRADOS EN EQUINOS ANALIZADOS PARA VON EN CoAHUILA, MExico
(RECOLECCION, ABRIL-MAYO DE 2004)

PRNP,, titulos*

Caballo Localidad Sintomas %* de inhibicion por ELISA VON Diagndstico PRNP
H-1 Cd.Acuiia No 90 >320 VON
H-2 Cd.Acufia No 5 - negativo
H-3 Cd.Acufia No 0 - negativo
H-4 Cd.Acuia No 0 - Negativo
H-5 Cd.Acufia No 90 >320 VON
H-6 Cd.Acufia No 93 >320 VON
H-7 Cd.Acufia No 93 >320 VON
H-8 Cd.Acufia Si 93 >320 VON
H-9 Cd.Acufia Si 86 >320 VON
H-10 Cd.Acuiia Si 90 >320 VON
H-11 Cd.Acuna No 89 >320 VON
H-12 Cd.Acuiia No 92 >320 VON
H-13 Cd.Acuiia Si 9l >320 VON
H-14 Cd.Acufia Si 78 >320 VON
H-15 Jiménez No 82 >320 VON
H-16 Jiménez No 25 40 VON
H-17 Jiménez No 7 - negativo
H-18 Jiménez No 93 >320 VON
H-19 Jiménez No 0 20 negativo
H-20 Jiménez No 47 40 VON
H-21 Saltillo No 9 - negativo
H-22 Saltillo No I5 - negativo
H-23 Saltillo No 12 - negativo
H-24 Saltillo No I - negativo

ELISA, ensayo de enzima ligada a un sustrato; PRNP, prueba de neutralizacion de reduccion de placas

* Valores de inhibicion >30% se consideran  significativos
* La presencia de anticuerpos neutralizantes en estos caballos también se reconocié en el Centro para Control de Enfermedades por PNRP.
§ Denota <20
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cruzada entre los anticuerpos del VON y el VD. Se rea-
lizaron pruebas serolégicas de ELISA para la deteccion
de anticuerpos IgG e IgM contra el VON. Hasta la fecha
se ha incluido a 44 personas con infeccién activa por el
dengue, 169 pacientes con sintomas clinicos consistentes
con fiebre por VON y 24 sujetos con dafio en SNC de
causa viral (meningitis [12], encefalitis [4], meningo-
encefalitis [3] y otros [6]). Estas muestras se analizaron
para anticuerpos IgG e IgM. Hasta 40% de los sueros
fueron positivos para anticuerpos IgG contra el VON y
0% positivos para anticuerpos IgM contra el VON. Los
resultados de la deteccién de anticuerpos indican que la
elevada prevalencia del VD en México (40%) complica el
diagndstico para el VON (cuadro IV). En relacién conlos
resultados del grupo control de pacientes con infeccién
activa por dengue, se encontré que 79.5% de los sueros
fue positivo para anticuerpos IgG contra el VON, lo
que confirma una reaccién cruzada por anticuerpos
entre ambos virus.

Discusion

En cuanto a los hallazgos en aves, se demostrd la pre-
sencia de anticuerpos en la especie Passer domesticus
(gorrién doméstico), lo cual es importante desde el
punto de vista epidemioldgico, ya que esta especie es
residente (refs). Este hallazgo indic6 por primera vez
la actividad viral en niveles prevalentes/endémicos en
el norte de Nuevo Leon (refs). Como dato interesante,
se encontré también seropositivadad en Spizella palida
(gorrién color arcilla) conocido por ser una especie mi-
gratoria con hdbitos invernales en México. Esta especie
presenta ademds actividad de reproduccién y veraniega
en el norte de Estados Unidos, en Minnesota e Illinois,
donde en 2002 se registr6 gran actividad del VON.?

Cuadro IV
DeTeccION DE Acs IGG E IGM conTRA ELVON
EN LAS TRES POBLACIONES DE PACIENTES
Pacientes (n)

% IgG positivos % IgM positivos

Grupo A (24) 41.6 0
Grupo B (169) 40.4 0
Grupo C (44) 79.5 0

Grupo A: pacientes con enfermedad neuroinvasiva no bacteriana
Grupo B: pacientes con sintomas consistentes de fiebre por VON yVD
Grupo C: pacientes con infeccién por VD
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Laelevada prevalencia de seropositividad en caba-
llos indica que, desde el punto de vista epidemioldgico,
la cercanfa del sur de Estados Unidos es el principal
factor de riesgo, dado que en los mismos meses se no-
tificaron en Texas casi 1 800 equinos con comprobada
infeccidén al virus del oeste del Nilo; ain més, las ciu-
dades fronterizas de Eagle Pass y Del Rio activaron la
alarma epidemiolégica por la identificacion también
de equinos infectados. La presencia de éstos antes de
identificar aves muertas como indicadores de la llegada
del virus no es nueva, toda vez que en Estados Unidos
29% de casi2 800 condados informaron el mismo patrén
epidemiolégico, incluso antes del conocimiento de casos
humanos.*

Hasta antes de noviembre de 2002, el reconocimiento
del virus del Nilo en México no se habia comprobado en
seres humanos o equinos. Resultados similares han pre-
cedido alos hallazgos de este estudio, en la Peninsula de
Yucatdn. Farfdn y colaboradores (comunicacién personal)
han encontrado aves, equinos y aun dos probables casos
humanos seropositivos al VON. Este punto geografico en
el sur de México es un ecosistema importante dentro de
la segunda ruta de migracién de aves en Norteamérica.
Indudablemente, la llegada del virus del Nilo a México
se suma a otras enfermedades emergentes y transmitidas
por estos vectores y representan un reto a la investigacién
y los programas de prevencion y control de vectores del
sector salud.

Otra observacion importante es la gran prevalencia
de seropositividad para anticuerpos IgG contra el VON
en personas. Se observé que el diagndstico serolégico
de pacientes infectados con el VON se complica en la
poblacién del norte de México debido a que las pruebas
para la deteccién de anticuerpos sufre reaccion cruzada
con el virus del dengue, el cual es endémico en esta
region. Estos hallazgos concuerdan con los datos de
estudios seroepidemiolégicos informados hasta el 20
de diciembre de 2006 por la Secretarfa de Salud; segtin
estas notificaciones, se registraron 202 casos negativos
en sujetos analizados en 24 estados de la Reptiblica Me-
xicana entre 2003 y 2006.%

En el caso de la pruebas en seres humanos es nece-
sario realizar un diagnéstico confirmatorio por medio
de pruebas de anticuerpos de neutralizacién en placa o
ensayos con microesferas que permitan diferenciar entre
varios tipos de flavivirus. La deteccién del genoma viral
en estas muestras permitirfa realizar la confirmacién
de casos positivos, aunque debido a la baja viremia en
personas ésta se detecta s6lo en 10% de las muestras de
suero de pacientes con infeccién reciente por VON y
55% de las muestras de LCR, lo que complica el diag-
néstico de este arbovirus. La vigilancia epidemiolégica
se realiza ain de manera continua para validar la teorfa
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de una seroproteccién al VON en sujetos con infecciones
previas por VD.
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