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Resumen

Obijetivo. Determinar la prevalencia de infeccién por el
virus del Nilo Occidental (VNO) en animales, mosquitos y
personal que labora en dos zoolégicos del estado de Tabasco,
en México. Material y métodos. Con la utilizacion de ELISA
de bloqueo se detectaron anticuerpos en sueros de animales:
se busco un fragmento del genoma del VNO por RT-PCR en
el suero de animales, empleados y mosquitos. Resultados.
En el zooldgico “LaVenta” se encontrd una seroprevalencia
de 25.67% (19/74) en aves y de 85.71% (6/7) en reptiles. En
el zoologico “Yum-Ka”,31.25% (50/160) de las aves y 34.48%
(16/29,) de los mamiferos, tuvieron anticuerpos contra el
VNO. En un grupo de mosquitos (Culex quinquefasciatus) se
detect6 el genoma del virus. Conclusiones. La deteccion de
anticuerpos contra el VNO en animales de ambos zoolégicos
y del genoma viral en mosquitos demuestra la presencia del
virus, lo cual representa un riesgo potencial de infeccion para
animales y humanos.
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Abstract

Obijective. To determine the prevalence of West Nile Virus
(WNV) infection in animals, mosquitoes and employees from
two zoos of Tabasco state, Mexico. Material and Methods.
WNV antibodies were detected by blocking ELISA in serum
samples from animals.Viral RNA was detected by RT-PCR
from mosquitoes and serum samples from employees at
“Yum-Ka” zoo. Results. Seroprevalence in birds was 25.65%
(19/74) and 85% (6/7) in reptiles from “La Venta” zoo.
Thirty-one percent of birds (50/160) and 34.48% mammals
(16/29) at the “Yum-K3” zoo, were seropositive. All human
serum samples from Yum-kd zoo were negative by RT-PCR.
A pool of mosquitoes (Culex quinquefasciatus) was positive
for WNV. Conclusions. The presence of WNV antibodies
in animals from both zoos and the detection of viral genome
in mosquitoes demonstrate the presence of WNV in this
region and indicates a potential risk of infection in animals
and humans.
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1 virus del Nilo Occidental (VNO), perteneciente al

género Flavivirus de la familia Flaviviridae y que for-
ma parte del serocomplejo de la Encefalitis Japonesa,' se
transmite por la picadura de mosquitos, particularmente
del género Culex sp. Su ciclo biol6gico (enzodtico) en la
naturaleza se mantiene entre mosquitos infectados y
aves susceptibles; sin embargo, puede transmitirse a una
diversidad de especies, sobre todo mamiferos, reptiles
y seres humanos.!# Recientemente se han reconocido
otras vias de transmision,, en particular por transfusién
sanguinea, transplacentaria, leche materna, trasplantes
de 6rganos y accidentes de laboratorio.>!!

En 1937, en el distrito de West Nile, en Uganda, se
detectd y aisl6 por primera vez el VNO.!? La fiebre que
ocasiona (FVNO) constituye hoy en dia una enfermedad
ampliamente distribuida en paises de Africa, Asia, Eu-
ropa y Australia.”*** En 1999 se descubrié la circulacion
del virus en América y actualmente hay evidencia de
infeccién en animales en varios paises de Centroamérica,
el Caribe y Sudamérica.?'*

La mayoria de las personas infectadas con el VNO,
presentan un cuadro febril, y alrededor de 1% desa-
rrollan alteraciones del sistema nervioso central, sobre
todo los adultos mayores.?**° En 1999, se presentaron en
Nueva York los primeros casos de FVNO, incluyendo
pacientes con encefalitis, y se notificaron una diversidad
de animales infectados, en particular equinos y aves.
Hoy en dia la infeccién se ha distribuido en todo el
territorio de los Estados Unidos (EUA), donde se han
notificado mds de 16 000 casos en humanos y una cifra
considerable en animales domésticos y silvestres.

Se desconoce la forma en que el VNO se transmite
de una regién a otra; sin embargo, se propone que las
aves migratorias puedan tener un papel importante en
la introduccién y diseminacién del virus.* En el ciclo
enzodtico, la infeccién generalmente no causa la muerte
de las aves,® no obstante, en algunas aves susceptibles,
como el cuervo americano, se pueden producir viremias
elevadas que permiten la diseminacién del virus a otras
especies, incluyendo al hombre.3% El ciclo de trans-
misién del VNO es complejo e implica varios factores
como la densidad de la poblacién de aves susceptibles,
la capacidad de replicacion, transmisién y densidad de
poblacién de los mosquitos vectores, las condiciones
climdticas y la susceptibilidad de los huéspedes, entre
otros.¥%

Por su situacién geografica, México representa una
zona de riesgo; algunos de los factores que contribuyen
aello son lamovilizacién de personas en la frontera con
los EUA, la abundancia de mosquitos transmisores del
virus y las rutas de aves migratorias provenientes del
norte del continente americano que encuentran sitios
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de anidamiento y reposo en algunas zonas del pais o
en otras regiones del continente.

El comportamiento de la transmisiéon del VNO en
México difiere de lo observado en los EUA, ya que a
pesar de existir un sistema de vigilancia epidemiolé-
gica en seres humanos y animales, no existen técnicas
de diagndstico adecuadas para uso en humanos y la
infraestructura (Laboratorios de Seguridad Bioldgica)
para el aislamiento del virus es insuficiente.

Diversos estudios realizados en México han no-
tificado prevalencias elevadas de anticuerpos contra
VNO, en particular en aves y equinos.**# Actualmente,
el nimero de casos en seres humanos es reducido y
no se han informado casos con afectacién neurolégica
o muerte. En 2003 se publicé el aislamiento del VNO
de un cuervo (Corvus corax) del zoolégico Yum-Kd
de Villahermosa, Tabasco® que realizara la Comisién
Meéxico-Estados Unidos para la Prevencién de la Fiebre
Aftosa y otras Enfermedades Exéticas de los Animales
(CPA), en colaboracién con el Instituto de Diagnéstico y
Referencia Epidemiolégicos (InDRE). Por otro lado, en
2004 se aislé y secuencié el VNO de una paciente febril
del estado de Sonora, sin sintomas neuroldgicos.*

Los zooldgicos ubicados en zonas endémicas o
de riesgo son sitios adecuados para el monitoreo del
VNO, ya que los animales que ahi se encuentran estdn
expuestos a la picadura de mosquitos. En 2001 se pro-
puso un sistema de vigilancia epidemiolégica donde
participaron 64 zool6gicos de 34 estados de los EUA;
se obtuvieron datos importantes sobre los principales
mosquitos vectores del virus y las especies animales
susceptibles a la infeccién, lo cual permitié fortalecer
las acciones de prevencién y control.

El objetivo de este trabajo fue determinar la pre-
valencia de infecciéon por VNO en animales, mosquitos
y personal que labora en dos zoolégicos del estado de
Tabasco, México.

Material y métodos

Area de estudio

Diversos trabajos han demostrado que la mayoria de las
infecciones causadas por el VNO ocurren en el verano, o
bien, al inicio del otofio.3%40 Este estudio se llevé a cabo
en el estado de Tabasco, al sureste de México, donde se
presenta una precipitacién media anual de 2 750 mm
y se distinguen tres tipos de clima: cdlido htimedo con
abundantes lluvias en verano (Am); calido himedo con
lluvias todo el afio (Af), y célido sub-himedo con lluvias
en verano (Cs). Se llevé a cabo un muestreo bietdpico
(mayo y octubre de 2005) en dos zooldgicos: a) el Parque-
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Museo La Venta, con una superficie de ocho hectéreas, y
ubicado a orillas de la Laguna de las Ilusiones, en la ciu-
dad de Villahermosa, situado a 18°00°04"" N, 92°52°07""
W (coordenadas de Global Positioning System, GPS 12
marca GARMIN), y b) el Centro de Interpretacion y
Convivencia con la Naturaleza (CICN) Yum-K34, situado
a17 Km de Villahermosa, (GPS 18°0022"" N, 92°48°30"
W), con una superficie de 101 hectéreas que representa
los tres principales ecosistemas de Tabasco (selva, saba-
na y lagunas) y donde se encuentran diversas especies
animales en vida silvestre.

Coleccion de muestras bioldgicas

Para la colecta de las muestras, los investigadores del
Centro de Investigaciones Regionales Dr. Hideyo Nogu-
chi de la Universidad Auténoma de Yucatdn (UADY),
en Mérida, Yucatdn, y del Instituto Nacional de Salud
Pablica (INSP), en Cuernavaca, Morelos, solicitaron
por escrito la autorizacién de los directores de ambos
zooldgicos. Se explicé el objetivo del estudio y se esta-
blecié el compromiso de entregar los resultados del
estudio. Se colectaron muestras sanguineas de 74 de las
100 aves y de los siete reptiles del zoolégico La Venta.
En el zoolégico Yum-K4 se obtuvieron 160 muestras de
232 aves, y otras 29 de 335 mamiferos; ninguno de los
animales manifesté enfermedad alguna en los tres meses
previos a la toma de la muestra.

De acuerdo con los procedimientos aprobados por
las comisiones de Etica y Bioseguridad del INSP, en la
obtencién de la muestra de sangre de cada animal o per-
sona se utiliz6 material estéril desechable. Las muestras
se colocaron en tubos estériles y el suero se separé por
centrifugacién a 1 500 rpm durante 10 minutos, a 4° C.
En los casos donde la muestra de sangre de algunas aves
fue escasa, ésta se diluyo6 1:5 en PBS estéril que contenia
1.5% de albumina bovina, 100 U/ml de penicilina, 100
ug/ml de estreptomicina y 250 tig / ml de amfotericina B.
Personal del INSP transportd las muestras en contende-
dores cerrados a 4° C, en condiciones estandarizadas de
bioseguridad y almacenadas a -70° C hasta su procesa-
miento en el Departamento de Arbovirus del Centro de
Investigaciones Sobre Enfermedades Infecciosas (CISEI)
del INSP en Cuernavaca, Morelos.

Se colectaron muestras sanguineas de 55 de los
100 trabajadores del zoolégico Yum-K4 que aceptaron
participar en este estudio. Los trabajadores fueron
informados del objetivo del estudio y de los posibles
riesgos en la toma de la muestra; posteriormente,
firmaron una carta de consentimiento aprobado por
la Comisién de Etica del INSP. Ninguno de los parti-
cipantes manifestd tener alguna condicién de salud
que impidiera la toma de la muestra; por otro lado, se
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estableci6 el compromiso de entregar oportunamente los
resultados del estudio y de mantener la confidencialidad
de los mismos. No se obtuvieron muestras de suero de
trabajadores del zoolégico “La Venta”, debido a que
decidieron no participar en el estudio.

En los dos periodos de muestreo se colocé una
trampa automadtica (Mosquito Magnet, Modelo “Li-
berty”, Rhode Island, EUA) durante 24 horas, por
siete dfas, cerca de las dreas donde se encontraban los
animales de ambos zooldgicos incluidos en el estudio.
Después se identificaron el género, la especie y el sexo
de los mosquitos colectados, de acuerdo con las claves
dicotémicas de Darsie y Carpenter’’ y se formaron
grupos de cerca de 35 mosquitos que se conservaron
en crioviales y se transportaron en nitrégeno liquido
hasta su procesamiento en el Centro de Investigaciones
Regionales Dr. Hideyo Noguchi de la UADY, en Mérida,
Yucatan.

Deteccion de anticuerpos contra el VNO
mediante la técnica de ELISA de bloqueo

La técnica de ELISA de bloqueo se realizé de acuerdo
con el procedimiento descrito por Blitvich y colabo-
radores.*™" Se utilizaron placas de 96 pozos de fondo
plano (Costar, Mod 3590), que fueron sensibilizadas con
el antigeno del VNO mediante incubacién durante 24
horas a 4° C; se afiadieron 100 ul de antigeno por pozo,
diluido 1:1 000 en amortiguador de carbonatos, pH 9.0.
La placa se lavé cuatro veces con 250 ul de PBS, pH
7.4 que contiene Tween 20 al 0.1%. Posteriormente, se
agregaron 200 ul de amortiguador de bloqueo (PBS
que contiene 5% de leche descremada) y se incubaron
por 40 minutos a 37° C. Se retir6 el amortiguador de
bloqueo y se afiadieron 50 yl de los sueros diluidos
1:10 en PBS; o 1:5 de las aves, la placa se incubé por
dos horas a 37° C y se lavé cuatro veces con 250 ul
de PBS, pH 7.4 que contiene Tween 20 al 0.1%. Se
agregaron 50ul del anticuerpo monoclonal 3.1112G
dirigido contra la proteina NS1 del VNO (Chemicon
Internacional, Temecula, CA, EUA) diluido 1:2 000 en
amortiguador de bloqueo y se incubé por una hora a
37°C. La placa se lavo cuatro veces y se agregaron 50 yl
de anticuerpo anti-ratén (IgG) marcado con peroxidasa
(Zymed), diluido 1:2 000 en amortiguador de bloqueo
y se incub6 durante una hora a 37° C. Posteriormente,
se lav6 con PBS pH 7.4 que contiene Tween20al 0.1% y
se agregaron 75 il del sustrato ABTS (2,2’-azino-bis-[3-
etilbenzotiazol-6-sulfénico]) (KPL, Gaithersburg, MD,
EUA); la placa se incub6 de 7 a 12 minutos a 37° C. La
densidad 6ptica se determiné a una longitud de onda
de 405nm en un lector de ELISA (marca OpsysMR). Los
sueros se analizaron por duplicado y el ensayo se repiti6
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por lo menos dos veces. El Laboratorio de Arbovirologia
del Centro de Investigaciones Regionales Dr. Hideyo
Noguchi de la UADY proporcion6 los sueros controles
positivos y negativos de diversos animales

El doctor José Arturo Farfén, del Centro de Inves-
tigaciones Regionales Dr. Hideyo Noguchi, doné el an-
tigeno utilizado en este estudio. Por otra parte, algunos
datos fueron confirmados con un antigeno preparado
por uno de los autores de este trabajo, en la Universidad
de Hokkaido, en Sapporo, Japén, siguiendo el procedi-
miento descrito por Blitvich y colaboradores.*

El porcentaje de inhibicién se calculé mediante la
siguiente formula: % de Inhibicién=100- (TS-B)/(CS-B)
x 100, donde TS= densidad 6ptica del suero problema,
CS= densidad 6ptica del suero control negativo, B=
densidad dptica del “fondo”. Se consideré como positivo
un suero con valor de inhibicién =30% de acuerdo con lo
descrito por Blitvich y colaboradores.*** Los resultados
de esta técnica son comparables a los que se obtienen
por el método de neutralizacién por reduccién de placa
litica (Plaque Reduction Neutralization Test, PRNT).#

Extracciéon de ARN y deteccion de ARN
viral por RT-PCR

La extraccién del ARN total de las muestras de los
sueros se hizo de acuerdo con protocolo descrito en el
kit de extraccién QIAamp viral de Quiagen (Qiagen
Inc, Valencia CA, EUA). El ARN de los mosquitos se
extrajo siguiendo las instrucciones del Mini kit RNeasy
de Qiagen.

En el Laboratorio de Arbovirologia del Centro
de Investigaciones Regionales Dr. Hideyo Noguchi
de la UADY se llevé a cabo el procedimiento de RT-
PCR en dos pasos, de acuerdo con la descripcién de
Lanciotti y colaboradores.’! Se utilizaron 5 ul de ARN
y los siguientes oligonucleétidos (50 pmol): sentido
5-TTGTGTTGGCTCTCTTGGCGTTCTT-3" (233 a 257
nt) y antisentido 5-CAGCCGACAGCACTGGACA-
TTCATA-3" (640 a 616 nt) que flanquean una regién de
408 pb entre los genes de la proteina de la cdpside (C)
y de la pre-membrana (prM). La reaccién de Transcrip-
tasa Reversa (RT) se llevé a cabo del modo siguiente:
desnaturalizacion: un minuto a 95° C; alineamiento: dos
minutos a 42° C; amplificacién: 50 minutos a 42° Cy un
ciclo adicional de 15 minutos a 70° C para inactivar la
enzima. Para la reaccion de PCR se utiliz6 el siguiente
esquema: desnaturalizacién: un minuto a 95° C, 35 ciclos
(alineamiento: un minuto a 50° C; amplificacién: dos
minutos a 72° C) y una extension final de ocho minutos
a 72° C. Como control positivo se utilizé un pldsmido
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con genes que codifican para una region de la protei-
na de la cdpside y de pre-membrana (prM) del VNO
(pCR®4-TOPO® (TOPO TA Cloning Kit for sequencing,
Invitrogen). El producto amplificado fue de 408 pb y se
observé en un gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro
de etidio.

Resultados

Seroprevalencia de VNO en animales
del zoolégico La Venta

Durante el mes de mayo de 2005 se tomaron muestras
sanguineas de 24 aves correspondientes a 10 géneros y
12 especies, de las cuales 5 (20.83%) fueron positivas;
por otra parte, 6 de 7 reptiles de la especie (Crocodylus
moreletti) (85.71%) presentaron anticuerpos contra VNO.
En octubre de 2005 se colectaron 50 muestras de aves
correspondientes a 10 géneros y 13 especies; 14 (28%)
muestras de aves presentaban anticuerpos contra el
virus (cuadro I).

Seroprevalencia de VNO en animales
del zoolégico Yum-Ka

Se obtuvieron 87 muestras de sangre de aves corres-
pondientes a 19 géneros y 22 especies durante mayo de
2005; 25 (28.73%) de las aves tenian anticuerpos contra
VNO (cuadro II). Asimismo, en esa etapa se analizaron
21 muestras de mamiferos pertenecientes a 10 géneros
y 11 especies, de los cuales 10 (47.61%) fueron positivos
a anticuerpos contra VNO (cuadro II). En octubre de
2005 se tomaron muestras sanguineas de 73 aves (13
géneros, 17 especies), de las cuales 25 (34.24%) fueron
positivas (cuadro III); en el mismo mes, 6 (75%) de los
ocho mamiferos a los que se les tom¢ sangre presenta-
ron anticuerpos contra el VNO (cuadro III).

En el andlisis estadistico de las seroprevalencias
entre los zoolégicos y las etapas de muestreo, a pesar
que existe mayor nimero de animales positivos en el
zooldgico Yum-Ké comparado con La Venta, la diferen-
cia no fue estadisticamente significativa (p= 0.32).

Muestras de sueros de aves, mamiferos
y reptiles analizadas por RT-PCR

Se analizaron 234 muestras de sueros de aves, 29 de
mamiferos y 7 de reptiles correspondientes a 37, 11 y
1 especies, respectivamente. No se detectd la presen-
cia del genoma del virus en ninguna de las muestras
analizadas.
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Cuadro |
AVES Y REPTILES MUESTREADOS. Z0OOLOGICO LA VENTA,
ViLLAHERMOSA, TABAsco, MExIco.
Mavo Y ocTuBre DE 2005

Nombre comin Nombre cientifico Positivos/analizados
Mayo -aves
Loro frente blanca ~ Amazona albifrons 2
Loro cabeza azul Amazona farinosa 1/6
Pelicano blanco Pelecanus erythrorhynchos 212
Loro frente roja Amazona autumnales 2
Aracari Pteroglossus aracari 2
Perico azteca Aratinga nana 2
Guacamaya roja Ara macao 2
Tucan azufrado Ramphastos sulfuratus |
Halcon Buteo albicaudatus |
Halcon negro comin Buteogallus anthracinus |
Zopilote rey Sarcoramphus papa |
Quebranta huesos  Caracara plancus 22
Octubre-aves
Loro frente blanca ~ Amazona albifrons 2/8
Loro cabeza azul Amazona farinosa 3
Loro cachete amarillo Amazona autumnales 3
Pijije Dendrocygna autumnalis 114
Pelicano blanco Pelecanus erythrorhynchos I/
Pelicano gris Pelecanus accidentalis 212
Pato Pekin Ana platyrhynchos 4/5
Aracari Pteroglossus aracari 3
Chachalaca Ortalis vetula 116
Guacamaya verde Ara militaris 113
Loro pecho sucio Aratinga nana aztek 4
Tucan Ramphastos sulfuratus |
Pato real mexicano  Cairina moschata 217
Total 19/74 (25.67%)
Mayo - reptiles
Cocodrilo Crocodylus moreletii 6/7 (85.71%)

Mezcla de mosquitos analizados
por RT-PCR

Se capturaron 1 202 mosquitos que se clasificaron taxo-
némicamente y se agruparon en 35 mosquitos (cuadro
IV). En un grupo de mosquitos Culex quinquefasciatus
capturados en el zoolégico Yum-Kd en octubre de 2005,
se detect6 un fragmento de 408 pb del genoma de VNO
(figura 1).

Muestras de sueros de humanos analizadas
por RT-PCR

A través de la técnica de RT-PCR se analizaron las
muestras de suero de 55 empleados del zoolégico Yum-
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Cuadro Il
AVES Y MAMIFEROS MUESTREADOS. Z00L6GICO YUM-KA,
ViLLAHERMOSA, TABAScO, MExico. Mavo 2005

Nombre comin Nombre cientifico Positivos/analizados
Aves
Loro cachete amarillo  Amazona autumnalis 1/5
Loro frente blanca Amazona albifrons 5
Loro cabeza azul Amazona farinosa 12
Loro corona blanca Pionus seniles 1/5
Hocofaisan Crax rubra 2/6
Ganso egipcio Alopochen aegyptiacus 314
Pijije Dendrocygna autumnalis 2/6
Ganso canadiense Branta canadensis 33
Ganso chino Anser cygnoides 11
Faisan de collar Phasianus colchicus 171
Faisan dorado Phasianus colchicus |
Pava corolita Penélope purpurascens 112
Pato carolina Aix sponsa 2
Perdiz chucar Alectoris chucar |
Algarabi Dendrocygna bicolor |
Pelicano blanco Pelecanus erythrorhynchos I/
Cisne negro Cygnus atratus |
Pavo real Pavo cristatus 23
Faisan plateado Lophura nycthemera |
Gallina guinea Numida meleagris 2
Pato cimarrén Cairina moschata 3/19
Pato Pekin Ana platyrhynchos 2/4
Cuervo Corvus brachyrhynchos 11
Total 25/87 (28.73%)
Mamiferos
Antilope Taurotragus oryx |
Tigrillo Leopardos wiedii 2/2
Jaguarundi Herpailurus yaguarondi 33
Chivo negro Capra walie 3
Burro siciliano Equus asinus asinus 212
Antilope cuello negro  Antilope cervicapra 4
Tigre Pantera tigres 11
Jaguar Pantera onca I/
Guanaco Lama guanicoe 11
Antilope acuatico Kobus ellipsiprymnus |
Mapache Procyon lotor 2
Total 10721 (47.61%)

Kd -8 (16.37%) de mujeres y 46 (83.63%) de hombres-y
en ninguna se detect6 el genoma del virus.

Discusion
La infecci6n ocasionada por el VNO consitituye hoy en
dia un problema de salud ptiblica en los EUAy el Sur de

Canadé4,%>>® donde muchos de los enfermos presentan
alteraciones neurolégicas. Algunos estudios serolégicos
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Cuadro Il

AVES Y MAMIFEROS MUESTREADOS. Z00LOGICO YUM-KA,
ViLLAHERMOSA, TABAsco, MExico. OcTuBre 2005

Nombre comiin

Nombre cientifico

Positivos/analizados

Cuadro IV
MosQuITOS CAPTURADOS EN DOS ZOOLOGICOS
DE VILLAHERMOSA, TABASsco. MExico, 2005

Género Especie Sexo # Mosquitos

Aves Culex quinquefasciatus H 424

Loro cachete amarillo  Amazona autumnalis 7 Culex quinquefasciatus M 7

Loro cabeza amarilla  Amazona ochrocephala | Anopheles punctimacula H 18

Loro frente blanca Amazona albifrons | Ochlerotatus taeniorhynchus H 304

Loro corona blanca Pionus seniles 2 Psorophora ciliata H 40

Ganso egipcio Alopochen aegyptiacus 6

Pijije Dendrocygna autumnalis 2/4 Total 1202

Ganso canadiense Branta canadensis 33

Ganso chino Anser cygnoides I/

Pato carolina Aix sponsa |

Faisén plateado Lophura nycthemera I y colaboradores informaron una prevalencia de 2.7% en

Pato dmarron Cafrina moschata 13/32 aves del zool6gico de Mérida, Yucatdn.* Los hallazgos

Zacua mayor Psarocolus montezuma I del presente estudio coinciden con otros informes en

Guacamaya escarlata__ Ara macao 25 los cuales se ha detectado una seroprevalencia elevada

Guacamaya azul Ara ararauna 12 (34%) en aves en cautiverio en los EUA.%” Asimismo,

Chachalaca Ortals vetulo 2 estudios realizados en 2003 por CPA en aves del zool6-

Loro africano Psitiacus erithacus 2 gico Yum-K4d arrojaron una prevalencia de anticuerpos

Pato algarabi Dendrocygna bicolor 2 de 30% (SAGARPA/CPA). Por otro lado, también se

han notificado prevalencias elevadas de anticuerpos

Tomll 23I73 (34.24%) contra el VNO en diferentes especies de mamiferos en
Mam'f.eros ‘ cautiverio, como es el caso del zoolégico del Bronx en

Chivo negro Capra walie 22 Nueva York, EUA, donde 8% de los mamiferos mues-

Burro siciliano Equus asinus asinus 1 treados tuvieron anticuerpos contra VNO;” este dato

Antilope cuello negro _ Antilope cervicapra 33 contrasta con el hallazgo de este estudio que fue de

Mapache Procyon lotor 2 34.48% en ambos zool6gicos del estado de Tabasco, y
Total 6/8 (75%)

realizados en Centroamérica, el Caribe y Sudamérica
indican la presencia del virus principalmente en aves y
caballos.?!"*” En México, la infeccién por VNO se conoce
por estudios llevados a cabo principalmente en aves,
equinos y mosquitos.“*? Hasta la fecha se han aislado
y caracterizado genéticamente una variedad de virus de
seres humanos, animales y mosquitos. 044545

Los zoolégicos incluidos en este estudio se encuen-
tran ubicados en sitios donde la densidad vectorial y el
flujo de aves migratorias susceptibles a la infeccién son
considerables, lo cual representa un riesgo de infeccién
por VNO en diversas especies.

Los datos de este estudio indican que la prevalencia
de anticuerpos contra el VNO en las aves de dos zoo-
16gicos del estado de Tabasco fue de 29.48%, cifra que
difiere con las de otros estudios similares; asi, Farfan-Ale

salud piiblica de méxico | vol. 50, no. 1, enero-febrero de 2008

L2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 I3

408pb

Carril | grupo de mosquitos (Culex quinquefasciatus) positivo; carril 2-10
grupo de mosquitos negativos; carril || control negativo; carril 12 control
positivo (plasmido pCR®4-TOPO®); carril 13 marcador de peso molecular
(1 Kb Plus DNA Ladder)

FiGura |. GENoMA DELVNO EN UN GRUPO DE MOSQUITOS
(CULEX QUINQUEFASCIATUS) CAPTURADOS EN EL ZOOLOGICO
YumM-KA ,ViLLAHERMOSA, TABASco.OcTuBRE 2005
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del estudio realizado en el zool6gico de Mérida, Yucatdn,
donde sélo 3.8% de los mamiferos tuvieron anticuerpos
contra el virus.”® Una posible explicacién de la elevada
prevalencia de infeccion en los mamiferos analizados
en este estudio es que estan ubicados en sitios donde el
VNO, ademés de haber sido detectado, seguramente ha
persistido, ya que en 2003 se aislé el virus de un cuervo
muerto del zooldgico Yum-K4,# y estudios realizados
por CPA en el mismo afio analizaron 166 equinos de
los ejidos aledafios a ese zooldgico, de los cuales 83
(50%) presentaron anticuerpos contra VNO, sin tener
antecedentes de vacunacién (SAGARPA /CPA). Por otra
parte, el zool6gico Yum-K4 estd inserto en un sitio de
anidamiento de aves migratorias, rodeado de grandes la-
gunas y cuenta con una gran diversidad de flora y fauna,
ademds de que abundan los mosquitos potencialmente
vectores del virus.

Cabe destacar que en algunos mamiferos (Capra
walie y Antilope cervicapra) se observé una seroconver-
sién cinco meses después de la primera toma; en 2003,
la CPA notific6 cuatro burros sicilianos (Equus asinus
asinus) del zoolégico Yum-kd negativos a anticuerpos
contra VNO 'y, tres afios después, en la presente inves-
tigacion, se detectaron anticuerpos contra el virus en
uno de esos animales, lo cual confirma la circulacion del
VNO en el zoolégico Yum-K4d. Otros estudios realizados
en Egipto y los EUA han notificado seroconversién en
diferentes especies de animales. %

Otros hospederos accidentales de la infeccién por
el VNO son los reptiles:®* en 2001-2002 se notificé que
méds de mil lagartos (Alligator mississippiensis) murieron
a causa de una infeccién con el VNO en una granja de
Georgia, EUA (60); en 2003, en una granja del munici-
pio de Paraiso, estado de Tabasco, 67% de los reptiles
analizados (Crocodylus moreletii) presentaron anticuer-
pos contra el VNO. Adicionalmente, la Subsecretarfa
de Agricultura y Ganaderia del estado de Tabasco
notificé en 2003 una diversidad de lagartos enfermos
y fallecidos en los municipios de Centla y Centro, en
dos de los cuales la CPA detecté el VNO por RT-PCR.
Otros estudios similares realizados por el Instituto
Politécnico Nacional, CPA y la Secretarfa de Medio
Ambiente y Recursos Naturales(SEMARNAT) confir-
man la presencia de anticuerpos y virus en cocodrilos
de Chiapas (UMA Cocodrilos de Chiapas S.A. de C.V,
Tapachula, Chiapas) y Oaxaca (Centros para la Conser-
vacion e Investigacion de la Vida Silvestre, Chacahua,
San Pedro Tututepec, Oaxaca). En el presente estudio la
prevalencia de anticuerpos contra VNO en los reptiles
analizados (Crocodylus moreletii) (85.71%), es similar a la
observada en cocodrilos de una granja de Ciudad del
Carmen, Campeche (México) donde 86% de las mues-
tras analizadas tuvieron anticuerpos contra el virus.*
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Una posible explicacién de estos hallazgos es que los
cocodrilos pueden ser amplificadores del virus, como
lo demostraran Klenk y colaboradores.®! Sin embargo,
Jacobson y colaboradores notificaron titulos bajos de
anticuerpos en Alligator mississipiensis.** Una posible
via de infeccion de los reptiles en cautiverio podria
ser a través de la alimentacién con carne de gallinas,
pollos o caballos infectados, como lo informaran Miller
y colaboradores.*

Los primeros estudios que implicaron a los mosqui-
tos como vectores del VNO se llevaron a cabo en Egipto
durante 1952-1954,%4 y confirmados posteriormente
en Sudafrica, Israel, Francia, India y Pakistan, de tal
manera que se pudo definir su papel en la transmisién
y diseminacion del virus.®*¢7

Debido a la informacién limitada sobre los vectores
que participan en la transmisién del VNO en México,
actualmente se desconocen los vectores més eficientes y
que pudieran tener un papel importante en la transmi-
sién del virus en México. En este estudio se detecté un
fragmento del genoma del virus (408 bp) en un grupo
de mosquitos (Culex quinquefasciatus) colectados en el
zoolégico Yum-K4 en octubre de 2005. Dicho hallazgo
requiere confirmacion mediante la secuencia de nucled-
tidos del fragmento, a fin de ubicar al virus en alguno de
los dos linajes conocidos; asi, los virus que pertenecen al
linaje I se han aislado en dreas endémicas y aquellos del
linaje I se han asociado con brotes epidémicos y casos
severos de encefalitis.®” De acuerdo con la informacion
disponible, el VNO se ha aislado en més de 43 especies
de mosquitos de 11 géneros. Los Cx. pipiens, Cx. restuans
y Cx. quinquefasciatus son los vectores mds eficientes en
el mantenimiento del virus en EUA.% La presencia del
virus en una gran diversidad de mosquitos en la unién
americana puede ser una explicacién de la rdpida dis-
persion del virus, ya que a la fecha se han notificado
mas de 16 000 casos de infeccién por VNO y mds de 800
muertes en seres humanos.”

En México las manifestaciones clinicas de los ca-
sos diagnosticados por técnicas seroldgicas han sido
leves* y contrastan con las manifestaciones clinicas
de los pacientes notificados en EUA, donde prevalecen
las afectaciones neurolégicas e, inclusive, la ocurrencia
de casos fatales.’% En este estudio sélo se analizaron
sueros de trabajadores del zoolégico Yum-kd; sin em-
bargo, no se identific6 el genoma del virus en ninguna
de las muestras. No se hizo la bisqueda de anticuerpos
contra el VNO en los sueros de humanos debido a que
no existen procedimientos serolégicos aceptables y
accesibles.

La deteccién de anticuerpos contra el VNO en
animales de ambos zool6gicos del estado de Tabasco
y del fragmento del genoma del virus en mosquitos,
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demuestra la persistencia del virus en la region, y es un
indicador de riesgo de infeccién tanto para humanos
como para animales domésticos y silvestres. Por esta
razén es importante fortalecer la vigilancia epidemio-
légica del VNO en zonas de riesgo en el pafs, ya que las
condiciones climdticas y la abundancia de mosquitos
vectores y de animales susceptibles pueden permitir
y facilitar la dispersion del virus a otras regiones de
México. De igual manera, es importante el aislamiento
y caracterizacién genética del virus a fin de explicar
el comportamiento epidemiolégico de la infeccion
en México. A pesar de que en México se reconoce la
presencia del virus desde el afio 2002, no han ocurrido
brotes de la magnitud que se notifican en otras nacio-
nes.® En un estudio reciente que llevaran a cabo los
autores del presente trabajo, se demostré la presencia
de anticuerpos contra el VNO en quirépteros captu-
rados en Jalisco y Veracruz, México, que confirma la
presencia del virus en nuestro pafs en una diversidad
de animales.

En diversas instituciones gubernamentales mexica-
nas, como el Centro Nacional de Vigilancia Epidemiolé-
gicay Control de Enfermedades (CENAVECE/SSA), la
Secretarfa de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacién (SAGARPA), la SEMARNAT y la
CPA, han tomado acuerdos para activar el Dispositivo
Nacional de Emergencia de Sanidad Animal, con el ob-
jeto de vigilar, diagnosticar, prevenir y controlar al virus
del Nilo Occidental (Diario Oficial de la Federacién,14
de julio 2003).

Por esta razén, es importante fortalecer la vigilan-
cia epidemioldgica del VNO en México, incluyendo los
zooldgicos, particularmente aquellos ubicados en dreas
de riesgo, a fin de prevenir la transmisién y disemina-
ci6n a los animales y al hombre.
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