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RESUMEN

El Virus del Nilo Occidental (VON) es un miembro de la familia Flaviviridae. género
Flavivirus. Pertenece taxonomicamente al serocomplejo de la Encefalitis Japonesa. que
incluye el Virus del Dengue. virus de la Encefalitis de San Luis. virus de la Encefalitis
Japonesa, el virus Kunjin y el virus del Valle de Murray. entre otros. La enfermedad por el
VON es una infeccion viral transmitida por la picadura de mosquitos infectados, que afecta
a aves. equinos y humanos. En el humano cursa con fiebre, malestar general y

Py

. . T e e (2
ocasionalmente con sintomas graves como encefalitis o meningitis.””

El virus puede ser dividido genéticamente en dos linajes. Solamente los virus del linaje 1.
han sido asociados con enfermedad humana. Estos virus han sido aislados de Africa, India.
Europa. Asia y Norteamérica. Los virus del linaje 2, se mantienen en Africa y no estan

asociados con enfermedad humana.¥

El Virus del Nilo Occidental ha circulado durante mucho tiempo en diferentes partes del
mundo, principalmente en Africa, Asia, Sur de Europa y Australia, siendo el responsable de

epidemias importantes.”’

En 1999 el VON se introduce al Continente Americano ocasionando una epidemia en la
ciudad de Nueva York.” lo que lleva a ser importante el conocimiento y el estudio del
VON en nuestro pais, debido a que podria propagarse mediante la migracion de aves
infectadas provenientes de Estados Unidos representando una amenaza a la salud publica.

la salud equina y la salud de las poblaciones de aves.”

El diagnostico utilizado para la deteccion del VON en humanos es el método serologico

MAC-ELISA y como prueba confirmatoria NTRP.**’



De los datos emitidos por CENAVE, CPA, AUADY y UANL que abarcan de Enero al 5
Septiembre del 2003 y de Enero al 27 de Mayo del 2004 en humanos. equinos y aves:
obtuvieron un total de casos estudiados en humanos de 556, en equinos 4770 y en aves
13795. Hasta el momento se ha mostrando una baja positividad al VON, ya que en
humanos no se obtuvo ninglin caso positivo, en equinos un total de 911 casos positivos y en

. . 2
aves un total de 49 casos positivos.””’

Lo que lleva a plantearse que debe existir alguna explicacion del porque en nuestro pais atn
no se detectan casos de la enfermedad en humanos, al igual que en equinos y aves donde en
estos resulta una tasa muy baja de afectacion, por lo que la secretaria de salud ha planteado
dos hipotesis tratando de explicar porque no se ha detectado la transmision del VON en

humanos, y muy poco en equinos y aves.

Por lo tanto, lo que queda es seguir llevando el sistema de vigilancia del VON y poder ver

el comportamiento que este puede seguir en nuestro pais para evitar infecciones futuras.




ABREVIATURAS

e VON: Virus del Nilo Occidental

e RNA: Acido Ribonucleico

e ORF: Marco de lectura abierto

e NTR: Regiones no transcritas

e NS: No estructurales

e SNC: Sistema Nervioso Central

e RNAm: RNA mensajero

e HI Inhibicion de la hemaglutinacion

o FC: Fijacion de Complemento

e RT-PCR: Transcriptasa inversa de la reaccion en cadena de la polimerasa
o NASBA: Amplificacion basada en la secuencia de acidos nucleicos
e NTRP: Neutralizacion por Reduccion en Placa

o MAC-ELISA: Ensayo inmunoenzimatico para IgM de captura

e [HC: Inmunohistoquimica

e CENAVECE: Centro Nacional de Vigilancia Epidemiolégica y Control de.
Enfermedades.

e SEMARNAT: Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales

o SAGARPA: Secretaria de Agricultura. Ganaderia. Desarrollo Rural y Pesca



CPA:

Comision México-Estados Unidos para la eliminacion de Ia fiebre aftosa

y otras enfermedades exoticas de los animales

InDRE:

UANL:

UADY:

IPN:

UNID:

DEN:

TMB:

HRP:

Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiologicos
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

Universidad Autonoma de Yucatan

Instituto Politécnico Nacional

Unidad

Dengue

Tetrametilbencidina

Peroxidasa de rabano



1.- OBJETIVOS E HIPOTESIS

1.1 Objetivo General

Documentar la enfermedad por el Virus del Nilo Occidental (VON) en México.

1.2 Objetivos Particulares

1.2.1 Describir al agente etiologico
1.2.2 Describir las manifestaciones clinicas de la infeccién por VON
1.2.3 Describir el comportamiento epidemioldgico del agente

1.2.4 Describir la problematica presente en México

1.3 HIPOTESIS

Si la enfermedad causada por el Virus del Nilo Occidental se localiza en Estados Unidos
provocando una gran afectacion, probablemente este se encontrard presente en México

afectando de igual manera.



2.- INTRODUCCION

2.1 CAPITULO1

VIRUS DEL NILO OCCIDENTAL



2.1.1 Agente etiologico

El Virus del Nilo Occidental es un miembro de la familia Flaviviridae, género Flavivirus;
seroldgicamente forma parte del complejo del virus de la Encefalitis Japonesa, que incluye
los virus de la encefalitis de San Luis, Virus del Dengue, de Kunjin y del Valle de Murray,

entre otros."?

Es trasmitido a hospederos vertebrados por vectores artropodos, mosquitos o garrapatas,

dentro de los cuales es replicado.”’

El virus puede ser dividido genéticamente en dos linajes. Solamente los virus del linaje 1,
han sido asociados con enfermedad humana. Estos virus han sido aislados de Africa, India,
Europa, Asia y Norteamérica. Los virus del linaje 2, se mantienen en Africa y no estan

asociados con enfermedad humana.”

2.1.1.1 Morfologia

Las particulas del virus son esféricas con un diametro de 40-50 nm, presenta un nucleo
icosahédrico y contienen una capa lipidica. Dos formas del virus pueden ser distinguidas.
Los viriones maduros que contienen dos proteinas asociadas a membrana, E y M. Los

viriones inmaduros que contienen el precursor prM en vez de M. (Figura 1).

2.1.1.2 Acido Nucleico y Proteinas

El genoma consiste de una molécula de cadena sencilla y de polaridad positiva, RNA,

infeccioso, de 10 Kb.?¥




)
El genoma RNA consiste de un solo ORF (marco de lectura abierto) que esta protegido por

2 regiones no transcritas (5° NTR y 3" NTR, responsables de la estructura del RNA) y
codifica una proteina “precursora” que. luego de ser seccionada por enzimas. da origen a
tres proteinas estructurales: C (capside). M (membrana), E (envoltura) y siete proteinas no

estructurales: NS1, NS2A. NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5.*" (Figura 1)

La estructura inmunologica mas importante es la proteina E. la cual es la sustancia
neutralizadora de los anticuerpos.”’ y media la conexion y la neuroinvasion a la célula y

. . . . 3
parece ser un factor primario de virulencia.”’

Las proteinas no estructurales contienen secuencias caracteristicas de una serin proteasa
(NS3), RNA helicasa (NS3) y RNA polimerasa (NS5). Siendo NS3 una proteina

multifuncional !

2.1.1.3 Replicacién del VON

Los mecanismos y los sitios de la replicacion del Virus del Nilo Occidental después de la
picadura del mosquito infectado se desconocen; sin embargo. se piensa que la replicacion
inicial ocurre en la piel y en los nodos linfaticos regionales para producir la viremia
primaria que se disemina 3l sistema reticulo endotelial (SER). Dependiendo del nivel de la
viremia secundaria que resulta de la replicacion en el SER. e'l virus puede entonces
diseminarse al SNC.*

"«
Una vez que el virus penetra en la célula se deshace de su cubierta, su acido nucleico queda
libre y se produce la transcripcion y la subsiguiente sintesis de proteinas viricas. EI genoma
viral se replica y las nuevas particulas se ensamblan y son liberadas para que infecten a

otras células y tejidos adyacentes."



El RNA genémico también sirve como RNAm. La replicacion del RNA empieza con la
sintesis de una cadena negativa complementaria. que es entonces usada como plantilla para
producir una molécula adicional del genoma de cadena positiva. La sintesis de cadenas
négaxivas en las células infectadas por el flavivirus contintia a lo largo del ciclo de
replicacion. La poliproteina es procesada por proteasas celulares y la serin proteasa viral
NS2B-NS3 da lugar a la maduracion de las proteinas esctructurales y no estructurales. Las
particulas virales primero pueden ser observadas en el reticulo endoplasmico rugoso. que
se cree es el sitio del ensamble viral. Estos viriones inmaduros son transportados a través de
la membrana del hospedero a la superficie celular. Posteriormente ¢l virion es liberado. la
proteina prM es cortada por la proteasa celular furina o una proteasa celular semejante a la

furina para generar viriones maduros."”’

Los factores del huésped que permiten la entrada del virus del Nilo Occidental al SNC
siguen sin conocerse pero se pueden incluir factores que promuevan la entrada del virus y
la replicacion en el endotelio a la barrera hemato-encefalica. Otros mecanismos propuestos
de la entrada viral al SNC incluyen el transporte axonal a través de las neuronas olfativas.
diapedesis de leucocitos a través del espacio endotelial, o el vertimento viral a través de los

plexos coroideos."”’



Structural NCR NCR NCR

)] )

NS1-NS2ANS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5

L

Serin protessa RNA palimerasa
RNA helicass

Fig. 1. Proteinas y Estructura del virus del Nilo Occidental **
Se presenta la forma del virién maduro e inmadure y las proteinas estructurales y no

estructurales del VON



2.1.2 Ciclo biolégico de Transmision del VON

Los principales vectores del virus son los mosquitos. predominantemente de los géneros
Culex y Aedes. dependiendo las especies principales del continente donde se encuentra el
virus. Ocasionalmente, es posible aislar al virus a partir de otros artropodos hematofagos.
. 6) . : : ) soe wonsfinven S

como las garrapatas.”’ FEl hombre. los equinos, ovinos y bovinos constituyen solo

; . ‘ . 3 % 7.5 4 e

huéspedes accidentales del virus, y no intervienen en el ciclo basico del agente' (Fig. 2).
El virus no se transmite directamente de persona a persona. es decir. el hombre es su
hospedero final y como dato de interés, no se han dado casos de transmision directa de las

7.8
aves a los seres humanos.'™'

Han sido documentadas otras vias de transmision tales como: transplantes. transfusiones.
leche materna, de la madre al hijo a través de la placenta y exposicion laboral

. 9
(laboratorios)."”

Su ciclo en la naturaleza es generalmente entre aves silvestres y mosquitos que gustan de
alimentarse de aves (ornitofilicos); las aves son consideradas principalmente
amplificadores. ya que en estos animales la viremia es persistente. lo que permite que se
infecten los mosquitos.‘“” Por tanto, los mosquitos constituyen el vector primario para la

propagacion de la entidad y por lo general la fuente de los brotes.”!

11



t’ Aves silvestres Aves silvest res Q

Animales domésticos

Fig. 2. Ciclo biolégico de Transmision del VONY



2.1.3 Enfermedad Producida por el VON

La mayoria de las infecciones producidas en humanos por el VON son asintomaticas. El
periodo de la incubacion es aproximadamente de 2-6 dias. pero puede extenderse hasta 14

, 57
dias.”™"

Comienza tipicamente con el inicio repentino de la fiebre (generalmente igual 6 mayor a
39° C). dolor de cabeza. mialgia. acompafiado a menudo por sintomas gastrointestinales
(nauseas y vomito) y erupcion roseolar (rash) en cuello, tronco. brazos y piernas que
desaparece sin presentar descamacion. La enfermedad aguda dura generalmente una

. . 57
semana, pero la fatiga prolongada es coman “*”

. La enfermedad mas severa que resulta es
la meningoencefalitis en humanos y caballos. asi como tambi¢n ciertas aves domesticas y

. (ST
salvajes.”"!

La encefalitis tiene mayor incidencia que la meningitis, por tal motivo es la complicacion

mas frecuente de la infeccion por el VON.¥

La encefalitis presenta prodromos dz fiebre. cefalalgia, y otros sintomas inespecificos que
suelen durar pocos dias. Los signos sugestivos son cambios en el estado mental y vomitos,
acompaiiados de debilidad muscular, hiporreflexia, paralisis flacida. falla respiratoria y

15
coma.™

Todas las categorias de edad y ambos sexos parecen ser igualmente susceptibles a la
infeccion viral del VON. pero la incidencia de la encefalitis y la muerte aumentan con la

edad" (para meningitis es de 40 afios y para encefalitis s de 50 a 70 afos)."""

Los hallazgos citoquimicos en el liquido cefalorraquideo son los mismos que en otras
A g M o . - 3 . .
infecciones virales. con aumento en la celularidad. (30/100células/mm’”). Leucocitosis con

predominio de linfocitos (de 0 a 1800 células/mm?). niveles de proteinas elevados de 51 a



105 mg/dl (en pocas ocasiones rebasan 1900 mg/dl) v los niveles de glucosa son normales.
(5.12.13)

El conteo de células en sangre periférica es menos notable. aunque la cuenta total de
leucocitos es normal o elevada hasta 30.000 células/mm™ en el 50% de los pacientes, la
linfocitopenia también se puede presentar en menor porcentaje (10 a 15%). Otro hallazgo

s 5 (S.12.13)
tipico es anemia leve.

Los equinos presentan signologia que incluye ataxia (caracterizada por dificultad para
caminar, tropiezos. tambaleo. andar titubeante o incoordinacion) o por lo menos dos de los
siguientes signos: caminar en circulos. debilidad en los miembros posteriores, incapacidad
para estar de pie, pardlisis multiple en los miembros. fasciculacion del musculo. ceguera,
caida o pardlisis del labio, rechinido de dientes o muerte aguda. en algunas ocasiones se

- . o 3 2 i
presenta, fiebre, anorexia o deficiencias en los nervios centrales.""”!

2.1.4 Epidemiologia y Distribucion del VON

El ciclo de transmision enzodtica puede darse a baja intensidad entre ciertos hospederos
vertebrados y especies vectoras, focalizado en habitats especificos en ambientes rurales y
semiurbanos. Si algunos factores externos ocurren simultaneamente (baja inmunidad en
hospederos, abundancia de hospederos y especies vectoras. condiciones climatologicas
favorables), el alcance y la intensidad del ciclo de transmision se acentian. produciendo
una epizootia. Si la epizootia se da al inicio de la temporada de transmision y si el foco se
extiende a centros urbanos con vectores y hospederos adecuados. el riesgo de contagio

humano (brote o epidemia) aumenta.'*

El virus del Nilo Occidental fue aislado por primera vez en una mujer adulta en el Distrito
del Nilo Occidental de Uganda en 1937. Las primeras epidemias registradas de la fiebre del
Nilo Occidental ocurrieron en lIsrael durante los afios cincuenta. Durante esta época, el

virus se reconocio como causante de la meningoencefalitis humana grave. Posteriormente,



se observo su presencia en Egipto, Israel. India y algunas areas de Africa. En 1974, la

epidemia mas grande bien conocida causada por el VON ocurrié en Sudafrica.

Han ocurrido brotes recientes de la encefalitis virica del Nilo Occidental en seres humanos
en Argelia en 1994, Rumania en 1996-1997. Republica Checa en 1997, Republica
Democratica del Congo en 1998, Rusia en 1999, Estados Unidos en 1999-2000 e Israel en
2000"'*'% (Fig. 3).

En el Continente Americano, la primera epidemia registrada de la encefalitis virica del Nilo
Occidental ocurrié en el drea metropolitana de Nueva York al final del verano de 1999. Se
notificaron un total de 62 casos de enfermedad neuroldgica y 7 defunciones. Ademas de los
seres humanos. ocurrieron epizootias concurrentes en aves y caballos. afectando de manera
especial al cuervo Americano."¥ Durante esta epidemia, el virus se detectd en 4 estados:
Connecticut, Maryland, New Jersey y Nueva York. En 2000, hubieron 18 casos y una
muerte registrados en 12 estados (Connecticut. Delaware. Maryland. Massachussets.
Nuevo Hampshire. New Jersey, Nueva York. Carolina del Norte. Pensilvania. Rhode

Island, Vermont. Virginia) y el Distrito de Columbia.*"’

En el 2002 hubieron 4156 casos con 284 muertes, en el 2003 fueron 9862 casos en
humanos con 264 muertes y hasta el 17 de Agosto del 2004 han habido 689 casos en

humanos con 20 muertes en Estados Unidos. "

En agosto del 2002 aparecen en Canada los primeros casos en humanos y al cierre del ano
se registraron 315 casos en humanos con 17 defunciones. 356 casos en equinos y 55 aves

muertas.” En el 2004 de Julio a Septiembre ha habido un total de 77 de casos clinicos."

15



Fig. 3. Distribucién Geogrifica del VON
El VON se ha aislado en el hombre, aves y artropodos en Africa (Egipto, Uganda,

Zaire, Mozambique, Republica Centroafricana, Nigeria y Sudifrica), Asia (Israel,
Pakistan, y la ex URSS), Europa (Francia y Chipre), Oceania y recientemente en
América del Norte extendiéndose en un lapso de tres afios desde Nueva York hasta

Texas. ©

En México:

En 2001 se inician actividades de vigilancia epidemiologica.

En Agosto del 2002 fue confirmado un caso, en Saltillo Coahuila, en un hombre de 72 afios
de edad. Esta persona habia visitado Houston, Texas, desde el 13 de Julio y regreso al pais
ya enfermo el dia 2 de Agosto. El paciente fue internado en un hospital privado de dicha

ciudad y fallecio el 20 de Agosto.” '

A finales de 2002 se confirman 21 equinos, | en Tamaulipas, 17 Coahuila y 3 en Yucatan.
En 2003 se han confirmado 21 equinos y 3 aves en Nuevo Ledn, 2 aves en Yucatan y 2

5. 3
aves en Tamaulipas.”’

Entre 2002 y hasta abril del 2003 se han estudiado: 125 casos humanos probables, todos

negativos a VON. 1,707 equinos, siendo 44 positivos. 9.344 aves, confirmando 7 de ellas.”’

16



2.2 CAPITULO 11

METODOS DE DIAGNOSTICO DEL
VON

TR



2.2.1 Métodos de Diagnéstico

Para obtener un resultado acertado acerca de la presencia del virus en los seres humanos se
requieren pruebas de diagndstico especializadas y la disponibilidad de laboratorios que

. 2 3 2
puedan proveer el soporte de laboratorio minimo.””

Los métodos de diagnostico serologicos utilizados para el virus son inhibicion de la
hemaglutinacion (HI), fijacion de complemento (CF). neutralizacion por reduccion de la
placa (NTRP).? sin embargo la prueba de preferencia es el ELISA para IgM de captura
también conocido como MAC-ELISA, (por sus siglas en inglés. antibody capture IgM

. . 2
enzyme-linked immunosorbent assay).””

Los métodos para detectar virus son la transcripcion inversa seguida de reaccion en cadena
de la polimerasa “RT-PCR”™ (por sus siglas en inglés, reverse transcription polymerase
chain reaction), amplificacion basada en la secuencia de acidos nucleicos (NASBA por sus
siglas en inglés, nucleic acid sequence-based amplification) o aislamiento en cultivo

>
celular."'2"

Muestras del parénquima cerebral analizadas post-mortem en casos fatales de encefalitis
son utiles para la deteccion del acido nucleico viral por PCR o la deteccion de anticuerpos

por inmunohistoquimica (IHC) en equinos y aves. ¥



2.2.1.1 Método MAC-ELISA
1) Fundamento

El inmunoensayo enzimatico se basa en la fijacion del antigeno o anticuerpo a una fase
solida, generalmente placas de microtitulacion antes de su interaccion con el reactante
complementario. La lectura es colorimétrica y. en la actualidad. estos métodos estan
perfectamente automatizados, pudiendo detectar IgG o IgM. Hay varias técnicas: ELISA de

. - 5
captura, en sandwich. competitivo, etc.*"

La capacidad para medir IgM es importante para el diagndstico de infecciones recientes,
mientras que la deteccion de 1gG es importante en el diagnostico de infecciones pasadas
por VON.?® En humanos no se realiza el diagnostico de IgG para VON debido a que no se

han presentado casos positivos en estos siendo mas importante la deteccion de IgM.

La deteccion de IgM emplea, en el caso de ELISA de captura, la unién a la cadena pesada

anti-mu en el fragmento Fab. con lo que se evitan falsos positivos.

Las técnicas de ELISA detectan anticuerpos en la fase inicial de la enfermedad y son
adecuadas tanto para el diagndstico de la infeccion como para reconocer el estado
inmunitario. Hay que tener en cuenta la posible reaccion cruzada con otros virus que

pueden originar valores bajos de IgM. falsamente positivos.

El método de anti-IgM puede ser util en aquellos casos en que el anticuerpo especifico [gM

constituye una gran proporcion del suero total I[gM.



2) Metodologia (Fig. 4):

1) Cubrir las placas con 75 uL de anti IgM humana en buffer. pH 9.6. Cubrir los pozos ¢
incubar durante toda la noche a 4°C. Lavar las placas en el lavador microplacas 5 veces con

el buffer de lavado.”

2) Bloquear las placas con 300 uL de buffer bloqueador. Incubar cubriendo las placas por

30 min. Repetir el paso de lavado.””

3) Agregar 50 puL del suero del (los) paciente(s) diluido 1:400 en buffer de lavado o LCR
del (los) paciente(s) no diluido. Incubar por 1 hr. a 37°C. También probar los controles

positivos y negativos. Repetir el paso de lavado.””

4) Diluir el antigéno (PATENTE) del virus-infectante en buffer de lavado. Agregar 50 ul. a

los pozos de cada muestra de la prueba. Incubar durante toda la noche a 4°C. Repetir el

paso de lavado.””

5) Agregar 50 pL a los pozos el anticuerpo conjugado-HRP. Incubar 1 hr a 37°C.%"

6) Repetir el paso de lavado dos veces.””!

7) Agregar 75 pL a los pozos el substrato TMB. Incubar por 10 min.””’

8) Agregar 50 pL a los pozos de H,SO4 1M para parar la reaccion. Esperar 1 min. Leer los
pozos en el lector de placa microtitulo usando 450 nm.?”



Las soluciones para dilucion de los reactantes y lavado de los pozos son variadas. la mas
utilizada es el regulador de fosfatos 0.01M en solucion salina 0.15 N a pH 7.4 (PBS). Un
paso que no se debe obviar en las técnicas de ELISA es el bloqueo de los pozos con
soluciones de proteina ajenas al sistema en estudio. Los bloqueadores mas utilizados son

albimina (bovina, humana o de huevo), gelatina, caseina y leche descremada.”

Las enzimas de mayor uso son la peroxidasa de rabano, la fosfatasa alcalina y -
galactosidasa. Para el revelado del sistema se utiliza el sustrato de la enzima: a veces se
requiere del uso simultaneo de un cromogeno. en otras ocasiones el cromogeno forma parte
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del sustrato.””’



ESQUEMA DEL METODO MAC-ELISA
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Fig. 4 Diagrama del Método del MAC-ELISA™Y
Muestra los pasos importantes de la metodelogia para el diagnostico del anticuerpo

IgM, donde el sustrato utilizado es TMB para peroxidasa.
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Interpretacion de Resultados ELISA de IgM, usando proporcion de unidades
VON/DEN.

e UNID VON/UNID DEN: DO muestra/DO Suero Control Pos

POSITIVO a VON

e UNID VON/UNID DEN >3

e UNID VON/UNID DEN < 5 = NEGATIVO

Proporcionado por INDRE.?



2.2.1.2 Método de Neutralizacién por Reducciéon en Placas (NTRP)
1) Fundamento

Cuando los virus son mezclados con antisueros conteniendo anticuerpos especificos contra
antigenos de la cubierta viral, en la mayoria de los casos se tornan no infecciosos. El efecto

puede ser producido por una sola molécula de anticuerpo de las clases IgG. IgM o IgA.?"

El mecanismo de la neutralizacion viral requiere combinaciones de los anticuerpos con las
proteinas de la cubierta viral. Los anticuerpos pueden prevenir la adsorcion y penetracion
del virus, probablemente a través de un cambio en la conformacion estructural de la

superficie viral o un bloqueo de receptores.”"

Con reactivos conocidos estandarizados, la prueba de neutralizacion puede ser usada para:

1. Identificacion de un virus o de un anticuerpo
2. Cuantificacion de virus y anticuerpos
3. Determinacion de la relacion antigénica entre dos o mas virus en caso de antigenicidad

cruzada

La prueba puede llevarse a cabo en cualquier sistema, incluyendo animales, embriones de

pollo y cultivos celulares.*"

En general, la prueba de neutralizacion es la mas especifica de todas las reacciones virus-

anticuerpo, y otros tipos de pruebas serologicas.
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2) Metodologia

1. Virus Semilla. Es la cepa viral que se va a trabajar y debe mantenerse a -70°C. Para usar

un nimero determinado de unidades formadoras de placa (UFP) en la prueba.*"

2. Titulacion de las Semillas Virales. La titulacion del virus requiere que sea hecha bajo las
condiciones de la prueba de neutralizacion. Por lo tanto se realizan diluciones de virus en
medio de mantenimiento de cultivos celulares y se mezcla con iguales cantidades de suero
normal a la dilucion mas concentrada que se vaya a usar en la prueba de antisuero. Estas
mezclas son incubadas a la misma temperatura y por el mismo tiempo que como seran

usadas en la prueBa y luego aplicado el sistema de placas.m’

3. Procedimiento de las muestras séricas. Utilizando cajas petri se adiciona un medio

solido (agarosa) y mantenerlas en la estufa de CO,.*"

4. Se ajustan las células por mL. mezclandolas con agarosa y adicionar a las cajas petri.
distribuyendo las células uniformemente sobre la caja. Las cajas se siguen manteniendo en

la estufa de CO,.*"

5. Se infectan las cajas con la suspension de virus. Para la seroneutralizacion se deja actuar

al virus y al suero durante 60 minutos en la estufa de CO; antes de infectar las cajas.”"

6. Incubar las cajas en la estufa de CO,, posteriormente se tifien y se lee (conteo de placas

. 24
virales).”"

Para cada suero se cuenta el nimero de placas virales en cada dilucion y se determina el %

. s . 24
de reduccion por cada muestra en relacion con el virus control.!
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2.3 CAPITULO 111

PREVENCION Y CONTROL DEL
VON
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2.3.1 Prevencion y Control del VON

Es poco el adelanto que se ha logrado en cuanto a vacunas o tratamiento. Ya que no hay
tratamiento especifico para la infeccion del VON, y como con otras enfermedades virales.

se da cuidado de apoyo y terapia sintomatica.'"”

Tampoco hay vacuna para el VON en los humanos, aunque si hay una vacuna disponible
para equinos, por lo que la prevencion eficaz de las infecciones virales de VON depende

del desarrollo de la vigilancia y de los programas de control del mosquito."”’

2.3.1.1 Control y erradicaciéon del mosquito

1) La eliminacion o reduccion de los criaderos mediante la canalizacion de estanques y

pantanos.”

2) La destruccion de las larvas del mosquito mediante la introduccion de peces larvifagos,
que pertenecen sobre todo al género Ganbusia los cuales consumen grandes cantidades de

larvas y pupas de mosquitos.""

3) La eliminacion de mosquitos adultos con insecticidas en aerosol tanto dentro como fuera

de casa.¥)

2.3.1.2 Sistema de Vigilancia Epidemiolégica

En enero del 2003 se conformé el comité intersectorial para la vigilancia. prevencion y
control del VON integrado por 3 secretarias: Secretaria de Salud. representado por el
Centro Nacional de Vigilancia Epidemiologica y Control de Enfermedades (CENAVECE),
Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), representado por la
Direccion General de Vida Silvestre: y la Secretaria de Agricultura. Ganaderia, Desarrollo
Rural y Pesca (SAGARPA) representada por la Comision México-Estados Unidos para la

eliminacion de la fiebre aftosa y otras enfermedades exoticas de los animales (CPA)."”



Estados de Baja California. Baja California Sur, Campeche. Chiapas. Quintana Roo,
Sinaloa, Sonora. Tabasco. Tamaulipas, Veracruz y Yucatan representan areas a las cuales
llegan al menos 11 diferentes especies de aves provenientes de Nueva York y que podrian
funcionar como transporte del VON directamente a nuestro pais, por lo que deben
considerarse areas prioritarias para establecimiento de unidades centinela y monitoreo. "’

Las entidades de Coahuila, Chihuahua y Nuevo Leon, también seran incluidas como areas
prioritarias para el establecimiento de unidades centinela y monitoreo por la relevancia que
tienen como parte de la region fronteriza y el importante movimiento migratorio de México

a Estados Unidos."'"

Esta priorizacion obedece a la presencia de distintas especies de aves migratorias (garzas.
gaviotas, palomas, cuervos, gorriones, entre otras) que se relacionan con la presencia del

VON en Estados Unidos y por los antecedentes de enzootias y epizootias. "'

El Sistema de Vigilancia del VON consisten:

1) Diagndstico en Humanos (que se realiza en el Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemiologicos InDRE de la Secretaria de Salud)
2) Diagnostico en Vectores, Huéspedes y Reservorios (InDRE, UANL. UADY. IPN)

3) Vigilancia Epidemioldgica (Direccion General de Epidemiologia):

3.1 Vigilancia Clinica: incluye la deteccion, notificacion, estudio. seguimiento y
clasificacion de casos y defunciones. Se han elaborado definiciones operacionales de caso
que permiten detectar la mayoria de los casos a través de los signos y sintomas mas

7

frecuentes de la enfermedad y la especificidad del diagnostico esta dada por los estudios de

. (14
laboratorio.'"
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Definicidnes Operativas de Caso:

1. Caso Sospechoso. Caso en que se sufre de enfermedad viral, con manifestaciones
generales y compromiso neurolégico parecido o sugestivo de meningitis, encefalitis o

meningoencefalitis, franco o en evolucién.”

2. Caso Probable. Caso sospechoso que ademas tiene serologia para VON positiva,'”

3. Caso Confirmado. Caso probable confirmado por diferentes pruebas (aislamiento, RT-
PCR,NTRP).?

Donde cabe destacar que la definicion de caso confirmado para los Estados Unidos solo
incluye el cuadro clinico y la prueba seroldgica positiva al VON. A diferencia, en México,
el caso confirmado no puede ser dado como bueno s6lo por tener una serologia positiva, ya
que la existencia de otras enfermedades arbovirales producidas por flavivirus en México,

especialmente el dengue, producen reacciones cruzadas en las pruebas seroldgicas de VON.
(2)

3.2 Vigilancia Entomoldgica: ésta se basa en la identificacion y mapeo de habitat
larvarios y monitoreo de poblaciones adultas de mosquitos en el cual se utilizan diferentés
métodos de captura, asi como el aislamiento viral. El primero permite tener un estimado de
las poblaciones vectoriales futuras; y a veces permite actuar directamente en su
eliminacion. El segundo tiene el proposito de vigilar las variaciones en la densidad
poblacional y el ultimo para detenhinar que especies estan involucradas en el ciclo de
transmision. (CENAVECE).""
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3.3 Vigilancia Ornitologica: este se lleva a cabo mediante aves centinelas en las que se
dividen en centinelas cautivos (por ejemplo: aves domésticas, palomas y colecciones de
aves en zoologicos) y captura de aves silvestres considerando dos opciones. el capturar
individuos muertos o individuos vivos que posteriormente han de ser liberados. Las
bandadas de centinelas cautivos deben ser ubicadas en focos de transmision parecidos es
decir cerca de criaderos o de congregacion de mosquitos adultos. El uso de aves vivas de
vuelo libre o aves silvestres, proporcionan la oportunidad de realizar muestreo de especies
huéspedes de reservorios importantes y pueden usarse a la vez para la deteccion precoz y

para monitorear l?l actividad del virus. (SEMARNAT).“‘“

3.4 Vigilancia en Equinos: El ganado equino en especial es un huésped importante
en la permanencia de esta enfermedad y su calidad como amplificador es conocida por lo
que es importante la vigilancia sobre esta especie. Llevando a cabo el diagnostico
basandose en los signos clinicos y su confirmacion por el aislamiento del VON.
SAGARPA-CPA."'




2.4 CAPITULO IV

EPIDEMIOLO’GiA DEL VON EN
MEXICO
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2.4.1 EPIDEMIOLOGIA DEL VON EN MEXICO

Los datos emitidos por CENAVECE, CPA, UADY Y AUNL abarcan de Enero al 5 de
Septiembre del 2003 y de Enero al 27 de Mayo del 2004 de los cuales se tiene que
estudiaron un total de 556 casos en humanos, 4770 casos en equinos con 911 casos

positivos y 13795 con 49 casos positivos en aves.?

El diagnostico serologico realizado en humanos es el método MAC-ELISA y en equinos y
aves el método utilizado es ELISA de bloqueo para IgG. En humanos no se realiza la

determinacion de IgG debido a que no ha habido casos positivos en estos.

Sin embargo no se cuenta con los datos del cierre del 2003 y del 2004, donde los del 2003
estan todavia por emitir. Por lo que no se puede establecer una distribucion estacional del
VON vy saber cuantos casos se presentaron en cada mes. Asi como tampoco se tiene la

informacion si los casos positivos estan confirmados.

Por lo que los datos emitidos que se tienen dan la informacion del grado de afectacion que

hay en México y la incidencia que se tiene en cada estado del pais afectado por el VON.




La Figura 5 indica las muestras

que fueron estudiadas abarcando de Enero al 5 de

Septiembre del 2003 con un total de 416 casos en humanos, provenientes de diferentes

estados del pais, de los cuales ninguno resulto positivo para el VON.
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Figura 5. Epidemiologia del VON en humanos.
Fuente: CENAVECE, CPA, UADY y UANL.?
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De Enero al 27 de Mayo del 2004 las muestras que estudiaron fueron un total de 140 casos en
humanos, provenientes de diferentes estados del pais, de los cuales ninguno resulto positivo

para el VON, observandose en la figura 6.

HUMANOS 2004
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Figura 6. Epidemiologia de VON en humanos.
Fuente: CENAVECE, CPA, UADY y UANL.?
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Las muestras que estudiaron en equinos de Enero al 5 de Septiembre del 2003 fueron un total
de 3477 casos, provenientes de diferentes estados del pais. de los cuales 624 resultaron
positivos para el VON siendo Coahuila (6), Chiapas (54), Chihuahua (3), DF (1), Guerrero
(1), Nuevo Ledn (84). Quintana Roo (153), Sn. Luis Potosi (2), Tabasco (269). Tamaulipas
(31). Veracruz (6) y Yucatan (14) donde se localizaron los casos positivos mostrandose en la

figura 7.

Las muestras que estudiaron de Enero al 27 de Mayo del 2004 fueron un total de 1293 casos
en equinos, provenientes de diferentes estados del pais. de los cuales 287 resultaron positivos
para el VON siendo Baja California Sur (5), Chiapas (5), Durango (16), Guanajuato (1).
Guerrero (1), Jalisco (8), Michoacan (1), Nayarit (2). Oaxaca (3). Puebla (4). San Luis Potosi
(8). Sonora (157). Tabasco (8), Tamaulipas (1). Veracruz (55) y Zacatecas (12), donde se

localizaron los casos positivos mostrandose en la figura 8.
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Fig 7. Epidemiologia de VON en Equinos.

Fuente: CENAVECE, CPA,



EQUINOS 2004
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200
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NUMERD DECASOS

ESTADO % INCIDENCIA
Baja California Sur 0.39
Chiapas 0.39 |
Durango 1.24 |
Guanajuato 0.08 ?
Guerrero 0.08 |
Jalisco 0.62
Michoacéan 0.08
Nayarit 0.15
Oaxaca 0.23 i
Puebla 0.31 |
Sn Luis Potosi 0.62 |
Sonora 12.1 |
ig 8. Epidemiologia de VON en Equinos. Tabasco 0.62 |
Fuente: CENAVECE, CPA, UADY y UANL.® Tamaulipas T 008 ‘
Veracruz 4.25
Zacatecas 0.93
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La figura 9 indica las muestras que fueron estudiadas de Enero al 5 de Septiembre del 2003

con un total de 13630 casos en aves, provenientes de diferentes estados del pais. de los cuales

31 resultaron positivos para el VON siendo Coahuila (5). Nuevo Leon (11). Tabasco (12).

Tamaulipas (2) y Yucatan (1). donde se localizaron los casos positivos.
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Fig 9. Epidemiologia de VON en Aves.
Fuente: CENAVECE, CPA, UADY y UANL?
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NUMERO DE CASOS

La figura 10 indica las muestras que fueron estudiadas de Enero al 27 de Mayo del 2004 con

un total de 165 casos en aves. provenientes de diferentes estados del pais. de los cuales 18

resultaron positivos para el VON siendo Nuevo Leon (18). donde se localizaron los casos

positivos.
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Las tablas 1 y 2 muestran el numero de casos totales que se han estudiado provenientes de

diferentes estados del pais tanto en humanos, equinos y aves. Asi como los casos que se

detectaron positivos para VON en estos. Siendo de Enero a Septiembre del 2003 y de Enero
a Mayo del 2004.

Tabla 1. EPIDEMIOLOGIA DE ENERO AL 5 DE SEPTIEMBRE DEL 2003

HUMANOS EQUINOS AVES

ESTADO MTAS. MTAS. MTAS. MTAS. MTAS. MTAS.

ESTUDIADAS | POSITIVAS | ESTUDIADAS | POSITIVAS | ESTUDIADAS | POSITIVAS

AGUASCALIENTES 4 0 0 0 0 0
BAJA CALIFORNIA 5 0 0 0 0 0]
BAJA CALIFORNIA 0 0 0 0 0 0
SUR .
CAMPECHE 0 0 8 0 0 0]
COAHUILA 6 0 407 6 250 5|
COLIMA 0 0 0 0 0 0

CHIAPAS 3 0 308 54 0 0

CHIHUAHUA 34 0 5 3 0 0
DISTRITO FEDERAL 7 0 31 1 0 0
DURANGO 0 0 25 0 0 0
GUANAJUATO > 0 0 0 - 0 0
GUERRERO 0 0 14 1 0 0
HIDALGO 0 0 6 0 0 0|
TALISCO 6 0 6 0 138 0 |
EDO. MEXICO 4 0 0 0 0 0
MICHOACAN 0 0 0 0 0 0]
MORELOS 0 0 1 0 0 0 j
NAYARIT 0 0 0 0 0 0
NUEVO LEON 84 0 760 84 5069 11|
OAXACA 1 0 8 0 0 0]
PUEBLA 0 0 8 0 0 0
QUERETARO 2 0 0 0 0 0
QUINTANA ROO 4 0 260 153 64 0!
SAN LUIS POTOSI Z. 0 64 2 0 0!
SINALOA 103 0 0 0 0 0
SONORA 75 0 0 0 0 0
TABASCO 38 0 727 269 137 IZ]
TAMAULIPAS 2] 0 450 31 2000 2|
ILAXCALA 0 0 0 0 0 0]
VERACRUZ 3 0 148 6 0 0]
YUCATAN 9 0 240 14 6000 1|
ZACATECAS 0 0 0 0 0 0
TOTAL 416 0 3477 624 13630 31 |
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Tabla 2. EPIDEMIOLOGIA DE ENERO AL 27 DE MAYO DEL 2004

Fuente: CENAVECE, CPA, UADY y UANL.®

41

HUMANOS EQUINOS AVES
ESTADO MTAS. MTAS. MTAS. MTAS. MTAS. MTAS.
ESTUDIADAS | POSITIVAS | ESTUDIADAS | POSITIVAS | ESTUDIADAS | POSITIVAS
AGUASCALIENTES 0 O 36 0 € {
BAJA CALIFORNIA 6 0 b 0 )
BAJA CALIFORNIA 0 0 20 5 0 0
SUR
CAMPECHE 4 0 0 0 0 0
COAHUILA 2 0 0 43 0 {
COLIMA 2 0 0 0 0 0
CHIAPAS 5 o 16 5 0 0
CHIHUAHUA ) 1) 0 0 [§] (4
DISTRITO FEDERAL 4 0 0 o ( 0!
| DURANGO 0 0 60) 16 0 0
CGUANARVATO 0 O 105 I 0 63
GUERRERO 3 0 15 L 0 0
TIDALGO 3 0 3 0 0 T
JALISCO 3 ) 33 g 0 0.
EDO. MEXICO T 0 0 i} 0 5]
MICHOACAN I 0 7 } 0 0
MORELOS 0 0 0 0 ol 0
NAYARIT 1 0 3 B 0 0
NUEVO LEON 30 0 10 0 134 18
OANXACA 3L 0 3 3 0. 0.
PULBLA 0 0 74 4 0 0
TQUERETARO - 5 0 82 0 31 0
QUINTANA ROO 0 0 0 0 0 0
CSANLUIS POTOSI 0 0 27 8 0 0
| SINALOA 3 0 0 ) 0 0]
SOHNORA 6 0 464 157 0 0
TABASCO 36 0 9 8 0 0
TAMAULIPAS 4 0 1 t 0 0!
TLAXCALA i 0 32 0 0 0
VERACRUZ 11 0 77 55 6] 07
YLCATAN 3 0 0 0 0 g
ZACATECAS 0 [} 202 12 0] 0
TOTAL., 140 0 1293 | 28771 165 | 18



3.- DISCUSION

Uno de los aspectos mas relevantes del VON en México, es la deteccion serologica para el
VON , ya que los anticuerpos para Dengue dan positivo también para el VON. Siendo esto un
problema técnico muy importante. porque no son compatibles los criterios de Estados Unidos

y México en las definiciones de los casos operativos.

Como consecuencia de la vigilancia epidemioldgica y epizootioldgica establecida en el pais
para la deteccion del VON, se ha encontrado que de Enero al 5 de Septiembre del 2003 y de
Enero al 27 de Mayo del 2004, se detectaron 911 casos positivos en Equinos y 49 casos en
aves afectando 22 estados, de entre de los de mayor importancia se encuentran Chiapas,
Durango. Nuevo Leon, Quintana Roo. San Luis Potosi. Sonora, Tabasco. Tamaulipas.

Veracruz, Yucatan y Zacatecas. "

En la mayoria de estos estados se realizan actividades de monitoreo, debido a la migracion de
diferentes especies de aves provenientes de regiones del norte de los Estados Unidos a
distintos estados del territorio mexicano durante la temporada invernal."" Ademas de que
nuestro pais presenta condiciones climaticas adecuadas, a niveles locales, presencia de

vectores y vertebrados susceptibles a VON para que el virus logre amplificarse. '

Sin embargo, también se han observado que no hay casos positivos para VON en humanos en
los datos que se tienen, sin embargo si hay un caso positivo en humanos en el 2002 y se ha
planteado que debe existir alguna explicacion del porque en nuestro pais atn no se detectan
casos de la enfermedad en humanos en la magnitud de lo observado en los EUA, siendo que
la vigilancia que se realiza comprende la mayor parte de las unidades de salud estudiandose
un numero de casos clinicos de encefalitis o meningitis y la mayor parte han resultado

. (D
negativos.”
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Una de las hipotesis que el grupo del Programa Nacional de Enfermedades Transmitidas por
Vector, del CENAVECE. Secretaria de Salud de la Secretaria de Salud ha planteado es que el
panorama actual del VON en México, pudiera ser la etapa previa a la aparicion de brotes y

que el virus se esté adecuando a la ecologia de los diferentes escenarios del pais."”’

La otra hipotesis se ha planteado en intercambio con expertos del estado de Texas, ¢l
Programa Nacional de Enfermedades Transmitidas por Vector, de la Secretaria de Salud de
Meéxico, planteo la posibilidad de que la circulacion amplia que han tenido los cuatro
serotipos de virus del dengue podria jugar algin papel en la respuesta al VON. ya que las
estructuras de ambos virus son muy similares y las pruebas diagnosticas tienen una reaccion
cruzada casi de la misma magnitud. Es decir cualquier persona que hubiera sufrido dengue en
el pasado tendra un resultado positivo a IgM o IgG a VON. Por esta razon se busca en
conjunto realizar estudios que pudieran explicar la ausencia hasta ahora casos humanos.
Alguna situacion similar debe haber con los equinos y aves ya que en el pais resulta una tasa

. .. 2
muy baja de afectacion tanto en enfermedad como en muerte."”’

Por tanto en cualquier poblacion afectada por el VON, las proporciones de diversos sindromes
clinicos observados dependeran de la historia anterior de la actividad viral del VON en el area
y el nivel de la inmunidad del fondo de la poblacion (posiblemente incluyendo inmunidad a
los flavivirus de cerca relacionados), la estructura de edad de la poblacion. y el foco y lo

. . 5
completo de los esfuerzos de vigilancia.”’

Asi también cabe mencionar la importancia del sistema de vigilancia. prevencion y control del
VON realizado por un Grupo Intersectorial, que a cargo de la Secretaria de Salud, incluye
ademas la participacion de SAGARPA y SEMARNAT asi como instituciones académicas y
de investigacion (UNAM. IPN, UAM. UADY, UANL, etc). Secretaria de Turismo entre otras.
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Y aunque es poco el adelanto que se ha logrado en cuanto a vacunas o tratamiento. se
vislumbran vacunas contra el RNA del VON o derivados quiméricos de la vacuna de la fiebre

amarilla por lo que aun se encuentran en experimentacion.’"’

La ribavirina tiene algo de actividad in vitro pero no ha dado buenos resultados en modelo
hamster. Las pruebas con interferon fracasaron con la encefalitis B japonesa y son vistas con
escepticismo. Pero se tiene un protocolo presentado por el Dr. Whitely aprobado por el NIH
(Nacional Institutes of Health) con IVIG (inmunoglobulina intravenosa) hiperinmune, que ha
mostrado tasas de respuesta de 100% cn un modelo animal y se utiliza clinicamente en

Israel.""
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4.- CONCLUSIONES

El virus del Oeste del Nilo pertenece a la familia Flaviviridae género flavivirus que junto con
otros virus forman el serocomplejo de la Encefalitis Japonesa. Es transmitido por la picadura

del mosquito a las aves, los animales y el hombre.

Las manifestaciones clinicas que produce la enfermedad por VON comienza con el inicio de
fiebre y malestar general donde la enfermedad mas severa que resulta es la encefalitis o

meningitis.

En cuanto a los resultados emitidos se pudo apreciar que el VON se encuentra en nuestro pais
afectando principalmente a equinos, y a las aves, aunque en una tasa muy baja de afectacion,
y donde en humanos cabe sefialar que no ha habido cases positivos por este. dejando todavia
inconcluso del porque en México no se detectan casos de la enfermedad en humanos. Al
contrario de lo que pasa en Estados Unidos con una mayor propagacion del virus. ademas de

una alta tasa de afectacion tanto en humanos como en animales.
Por tanto hasta ahora la importancia del sistema de vigilancia, prevencion y control en

Meéxico permitira establecer si en una region existe o no actividad viral y asi poder detectar a

tiempo nuevos brotes que pudieran presentarse en el pais y evitar que se propague el VON.
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