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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia de anticuerpos e
identificar factores de riesgo sobre la posible existencia del VON en caballos de tres
municipios de Tamaulipas durante la temporada de lluvias del afio 2006. Para esto se
obtuvo suero de 300 caballos en 45 unidades de produccién y se colecté informacion
sobre posibles factores de riesgo. Para el diagnostico serologico se utilizaron las
técnicas de ELISA y PRNT. Se analizd la concordancia entre las técnicas, se
determind la prevalencia en el tamafio minimo de muestra y se analizaron los factores
de riesgo mediante la razén de probabilidades, chi-cuadrada y regresion logistica.
Como resultado se obtuvo una baja concordancia entre las técnicas empleadas, la
prevalencia fue de 30%, en el analisis univariado resultaron relevantes las variables:
altitud, ausencia de depositos naturales de agua y la funcién zootécnica, aunque
mediante la regresidon logistica la Unica variable que se encontré significativa fue
altitud (p < 0.01). La prevalencia de anticuerpos encontrada es similar a la notificada
en otros estudios, en donde ademas se ha visto que el tipo de vegetacion, la presencia
de depodsitos artificiales de agua, la presencia de aves silvestres y de mosquitos estan
relacionados directamente con la transmisidn y permanencia del virus en el ambiente.
La positividad encontrada indica que los caballos en la zona de estudio han estado
expuestos al virus, sin embargo no es posible deducir si se encontraban infectados

durante el muestreo.

Palabras clave: Virus del Oeste del Nilo, ELISA, PRNT, factores de riesgo,

prevalencia.



ABSTRACT

The present study had as objective to determine the prevalence of antibodies and to
identify risk factors that condition the possible existence of the West Nile Virus in
horses of three counties of Tamaulipas during the season of rains of year 2006. For
this, serum samples of 300 horses in 45 production units was obtained and
guestionnaire information about possible risk factors was collected. For the serological
diagnostic were tested by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and plaque
reduction neutralization test (PRNT). The concordance between the techniques was
analyzed, the prevalence of antibodies was obtained and risk factors were assess by
the odds ratio, chi square and logistic regression.

As result, a low concordance between the techniques was obtained, the prevalence of
antibodies in the minimum size of sample was 30%. On the univariate analysis was
significant the altitude, absence of natural water deposits and zootechnical function. By
the logistic regression the only variable that was significant was the altitude ( P< 0.01).
The prevalence of antibodies found is similar to the ranks in other studies. Is known by
other studies that the vegetation, the presence of artificial water deposits, the presence
of wild birds and mosquitoes are related directly to the transmission and permanence
of the virus in the environment. The horses in the study zone have been exposed to the
virus, however deducing if they were become infected during the sampling is not

possible.

Key words : West Nile Virus; risk factors; enzyme-linked immunosorbent assay;

plaque reduction neutralization test; prevalence.
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1. INTRODUCCION

CARACTERISTICAS GENERALES DEL VIRUS.

El Virus del Oeste del Nilo (VON) es miembro de la Familia Flaviviridae, del género
Flavivirus y pertenece al grupo de los arbovirus, virus que se multiplican en artropodos

hemato6fagos (1,2).

Estd compuesto basicamente por dos partes: una nucleocépside icosahédrica, que
encierra en su interior una cadena simple de acido ribonucléico (ARN) de polaridad
positiva y la envoltura, la cual toma de la membrana celular. El virus se replica en el
citoplasma en asociacion muy estrecha con el reticulo endopldsmico rugoso. El diametro
del virion va de 45 a 50 nm. El genoma del virus, de unos doce mil nucledtidos, consiste
en una region no codificadora muy pequefia, un marco abierto de lectura que codifica una
poliproteina, que al ser procesada da lugar a tres proteinas estructurales: C (por
cépside), M (por membrana) y E (por envoltura) y siete no estructurales (NS1, NS2a,
NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5) y finalmente otra regiébn no codificadora grande. La
glicoproteina E (53 kDa) es inmunolégicamente la mas importante, actia como

hemoaglutinina viral e interviene en la unién del virus con la célula que infecta (2, 3).

En cuanto a sus caracteristicas fisicoquimicas, en virtud de los peplémeros glucoproteicos
que se proyectan de su envoltura, el virus hemoaglutina bajo muy restringidas condiciones
de pH y temperatura. Los eritrocitos de gansos, pichones y de pollos de un dia de nacidos
son los mas sensibles. El virus es susceptible a la inactivacion, tanto por el calor como por

los solventes de lipidos. (1).

Se ha demostrado que la capside del virus produce por si misma condensacion nuclear y
muerte celular en cultivos. Ademas, a través de las mitocondrias induce apoptosis. En
estudios experimentales, la inoculacién intracerebral del virus produce necrosis en las
células piramidales del hipocampo y con menor frecuencia en bulbos olfatorios, corteza

cerebral y células granulares del cerebelo (4).



El virus es miembro del complejo de la Encefalitis Japonesa, junto con el virus de la
encefalitis de San Luis, el de la fiebre del Valle de Murray y el de Kunijin. Todos los
flavivirus estan relacionados antigénicamente y puede haber reacciones cruzadas en
pruebas de laboratorio, por lo que se requiere de técnicas especializadas para su
identificacion (2). Asi mismo, el virus del Dengue tiene un alto espectro de antigenos y

epitopos compartidos con el VON (5).

El virus se divide genéticamente en dos linajes: el linaje | corresponde a cepas que han
sido aisladas de Africa, India, Europa, Asia, Medio Oriente y Norte América y que se
asocian con casos de encefalitis humana y equina asi como con mortalidad de aves. Las
cepas del linaje Il aparentemente se han mantenido de manera enzootica en Africa y no

se han asociado a casos de encefalitis humana (2,6).

ANTECEDENTES Y DISTRIBUCION DEL VON.

El virus fue aislado e identificado a partir de una mujer nativa del distrito Oeste del Nilo en
Uganda en 1937 (2). El primer reporte en el que se describe una epidemia por VON fue
hecha en Israel en 1951 (7). Pocos reportes de casos en equinos han sido publicados: en
Egipto hubo una prevalencia de 54% durante una vigilancia serolégica en caballos, burros
y mulas en 1959. Sélo ocurrié un caso fatal, el cual fue confirmado por aislamiento viral.
En Francia ocurrié un brote en 1962 y en Egipto otro en 1963 (7, 8). En Marruecos, 42
equinos murieron de 94 afectados en 1996. La enfermedad fue reportada en caballos de
todas las edades. En Italia, durante 1998 fueron confirmados 14 caballos como positivos,
6 de los cuales murieron. Ese mismo afio pero en Israel, 18 caballos con encefalomielitis
resultaron positivos serolégicamente para VON, y en 1999, miles de gansos fueron
sacrificados por identificarse el virus en naves comerciales. En Estados Unidos se
detectaron 20 caballos infectados en 1999, de los cuales 9 murieron. En el 2000 fueron
confirmados 63 casos equinos con aproximadamente 35% de letalidad. En Francia,

durante el brote del 2000, se observo un porcentaje de mortalidad de 28% (7).



Hasta 1999 la dispersion del virus estaba limitada a Africa, Asia, Medio Oriente y Europa,
pero en el verano de ese mismo afio se presentd en Nueva York, Estados Unidos y a

partir del primer caso, el virus se ha diseminado a otros lugares del continente (2,8).

El brote en Nueva York indica el movimiento del virus fuera de su distribucién geografica
habitual, ademas de presentarse clinicamente en humanos, caballos y aves (6). Se
desconoce cédmo o cuando el VON fue introducido a los E.U. Se han propuesto varias
rutas de entrada, incluyendo migracién, importacion y comercio ilegal de aves, o la
posibilidad de que mosquitos infectados hayan sido transportados por barco o avion (8,9).
La relacion genética que guarda el virus aislado en Israel y el virus aislado en Nueva York

sugiere que el virus fue trasladado de Medio Oriente hacia Norte América (2).

En 2002 se encontraron resultados seroldgicos positivos en caballos, pollos y aves de
corral en Republica Dominicana. En 2003, el VON se diseminé en México y parte norte de
Centroamérica en El Salvador y Guatemala, asi como en las Bahamas, Puerto Rico y
Cuba. La primera evidencia serolégica de actividad virica en ecosistemas sudamericanos
se detectd en 2004 en Colombia y Trinidad en animales domésticos (10). En América, el

ultimo caso oficial reportado en equinos fue en Argentina el 11 de mayo de 2006 (11).

CICLO DE TRANSMISION.

El principal ciclo de transmisién del VON involucra a los mosquitos ornitofilicos como
vectores y a las aves silvestres como reservorios (9). Los vectores potenciales son
aquellos que se alimentan exclusivamente de aves pues éstas, dependiendo de la
especie, desarrollan altos niveles de viremias con varios dias de duracion. De esta
manera, los mosquitos transmiten el virus a otro huésped amplificador y el ciclo se

completa (6, 12).

En un ciclo secundario, se involucran diferentes especies de artrépodos que se alimentan
tanto de aves como de otra clase de vertebrados y transmiten el virus a huéspedes entre

los que se encuentran mamiferos y reptiles (9,13).



VECTORES.

Durante el brote de 1999 en Nueva York, las especies de mosquitos en las que se
identific6 el virus fueron: Culex (C. pipiens, restuans, salinarius), Aedes vexans,
Ochlerotatus (j. japonicus, triseriatus, atropalpus), Anopheles (punctipennis, albopictus),

Culiseta melanura y Psorophora ferox (13).

La infeccién con el VON ha sido documentada en una gran variedad de especies de
moscos, pero el género Culex es clave en el mantenimiento de los ciclos locales de

transmision (9).

En zonas templadas, durante los meses de invierno, el virus se mantiene en los
mosquitos adultos durante su hibernacion (8). Cuando un mosquito se alimenta de un
huésped virémico, este ingiere el virus y si en su tracto digestivo estan presentes los
receptores apropiados, el proceso de infeccion inicia, de lo contrario es digerido y
excretado sin producir infeccion. El virus debe replicarse y pasar al hemocele, una vez
ahi, replicarse de nuevo en el cuerpo del mosquito hasta conseguir llegar a las glandulas
salivales en las cuales vuelve a replicarse y posteriormente es secretado en la saliva al

alimentase de un huésped susceptible (13).

Los arbovirus han logrado sobrevivir durante los periodos de inactividad de los vectores
(invierno y temporadas secas), debido a que entran en diapausa durante esos periodos.
Otro mecanismo de supervivencia es la transmisiéon vertical, en la cual el mosquito
hembra infectado transmite el virus a su progenie de forma transovarica o a través de los
huevos, esa progenie transmite el virus por picadura, iniciando un nuevo ciclo de

transmision (13).

En condiciones experimentales, el VON ha sido aislado de garrapatas del género Argas,
Ornithodoros y Dermacenter en Europa, y se ha demostrado que es capaz de transmitir la
enfermedad a las aves, sin embargo dichas pruebas como vector en Norteamérica han
sido negativas. Aunque la infeccion del VON ha sido observada en una gran variedad de

mamiferos, solo el lemur (Lemur fulvus) podria mantener ciclos de transmision locales (9).



La expansién del VON en América ha favorecido el contacto con numerosas especies de
mosquitos, muchas de las cuales nunca habian tenido contacto con el virus, es por ello
que debe investigarse si esas especies pueden actuar como vectores para transmitir el
VON (13).

RESERVORIOS.

En general, las especies de aves del orden Passeriformes parecen ser los reservorios
ideales para la transmision del VON; sin embargo, también intervienen otras ordenes (9).
La mortalidad varia en términos de especies, familias y ordenes afectadas, pero entre los
Corvidos es particularmente alta (8). Las aves que enferman muestran signos tales como
letargia, falta de postura, de control motor y ataxia, seguida de la muerte en 24 horas (9).

La mortalidad presentada por las aves afectadas en Norteamérica probablemente se deba
a la combinacion de varios factores, como la falta de exposicion previa al virus, ausencia
de inmunidad y posiblemente al aumento en la virulencia de la cepa del virus (9). Se ha
documentado la infeccién por VON en 138 especies de aves tan so6lo en Estados Unidos,
ésta gran diversidad de huéspedes puede explicar la facilidad del VON para diseminarse

a diferentes ecosistemas (14).

Estudios y observaciones realizadas en Europa, Africa y América, hacen suponer que la
migracién de aves tiene un papel importante en el mecanismo de diseminacién del VON
(15).

Andlisis genéticos indican un alto grado de relacion entre las cepas de VON aisladas de
sitios de partida y de arribo en las rutas de diferentes aves migratorias entre Africa y

Europa, regiones separadas por miles de km (14).

Considerando esto, las rutas migratorias son clave en la dindmica del virus. Las aves del
este de E.U. migran a gran parte del Caribe, Sudamérica y partes bajas del Atlantico. Las
aves del oeste de EU generalmente migran hacia México y América Central, siendo el

primero el punto de interconexidn entre varias rutas migratorias (9).



La costa del Golfo de México es la principal ruta migratoria de muchas especies de aves
provenientes del noreste, oeste y sur de los Estados Unidos, por lo que existe la hipotesis
de que el VON pudo haber sido introducido a México por este mecanismo o gradualmente
en una dispersién hacia el sur por el movimiento de aves a corta distancia y entonces

entrar por los Estados del Norte (16).

ESPECIES AFECTADAS.

El VON produce la enfermedad llamada Fiebre del Nilo Occidental (FNO) que afecta a
aves, mamiferos y humanos en diferente magnitud. Los caballos y humanos son
considerados huéspedes terminales y poco se conoce acerca de la duracion y magnitud

de la viremia (17).

Algunas infecciones en humanos y caballos son asintométicas o con signos febriles no
especificos; sin embargo, puede desarrollarse meningitis 0 encefalitis con porcentajes de

mortalidad reportados entre 26 y 43% en humanos y 9 a 16% en caballos (14).

Con respecto a la infeccién en caballos, hay estudios que sugieren que las viremias son
de baja magnitud y corta duracién. Como consecuencia, los caballos infectados no actdan
como amplificadores (8, 18). El periodo de incubacién es de 3 a 15 dias (19). La
encefalitis se presenta s6lo en un pequefio porcentaje de caballos por lo que pocos
desarrollan los signos clinicos de la enfermedad, los cuales incluyen varios grados de
ataxia, postracién, dificultad para incorporarse, fasciculacion muscular, labio colgante o
paralizado, espasmos faciales o del hocico, rechinido de dientes y ceguera. Los signos
clinicos progresan en cinco a diez dias (6,18,19) y el porcentaje de letalidad es de 33%
(29).

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL.
El diagnostico clinico diferencial incluye otras arbovirosis como encefalitis equina

venezolana, encefalitis equina del este, encefalitis equina del oeste y encefalitis de San

Luis, botulismo y rabia (8, 18).



TECNICAS DE DIAGNOSTICO.

El aislamiento del virus en equinos puede realizarse facilmente a partir de muestras de
cerebro y médula espinal de un animal afectado. Para aves se requiere de dichos tejidos,
incluyendo corazon e intestino. El virus debe propagarse en cultivos celulares
susceptibles tales como rifién de conejo (RK-13) o rifidn de mono verde africano (Vero) y
esperar a observar los efectos citopaticos. La confirmacion del aislamiento se hace por

anticuerpos fluorescentes o deteccién de acido nucleico (19).

La técnica de inmunohistoquimica a partir de tejidos fijados con formalina es confiable
para la identificacion de la infeccion por VON en aves; por el contrario, el 50% de los

casos en equinos resultan como falsos negativos (19).

Se utiliza la reaccion en cadena de la polimerasa por transcripcion reversa a partir de
cerebro y médula espinal fresca de caballos. Ademés, también se puede realizar la

extraccion de RNA viral a partir de los tejidos (19).

El diagnodstico serolégico de VON se realiza en el suero equino utilizando la técnica
inmunoenzimatica (ELISA) para deteccion de anticuerpos IgM e IgG asi como inhibicién a
la hemoaglutinacion (IH). La técnica de ELISA funciona como prueba tamiz para la
deteccién de VON. Los anticuerpos IgM especificos para VON en equinos son detectables
desde los 10 dias hasta 1 6 2 meses post-infeccion. Los anticuerpos neutralizantes
pueden persistir por mas de un afio. La prueba de neutralizacién por reduccion de placas
(PRNT) es utilizada para confirmacién por ser mas especifica. Para la interpretacion de

los resultados, se deben considerar los antecedentes de vacunacion (19).

INDICADORES DE RIESGO.

La epidemiologia del VON varia por region, pues es un reflejo de las condiciones
ambientales propias del lugar asi como de la presencia y abundancia tanto de huéspedes
como de vectores. En todas las areas donde se presenta la transmision viral, usualmente
ocurre durante las estaciones con altas temperaturas y temporada de lluvias, esto a su

vez se relaciona con una alta densidad de mosquitos (20, 21). Los vertebrados silvestres



son esenciales para el mantenimiento natural, amplificacién y diseminacién del VON y

deben sobrevivir para asegurar la transmision efectiva del virus (6,8).

Las condiciones propicias para que pueda ocurrir una epizootia en alguna poblacién de
aves incluyen la temperatura del lugar, las especies y la densidad de mosquitos
presentes, numero y distribucién de huéspedes susceptibles, asi como su estado

inmunolégico, entre otras (6,12,14).

SITUACION DEL VON EN MEXICO.

En México se tiene evidencia de la presencia del VON a través de informes serologicos en

diferentes Estados y por el aislamiento viral (22).

Se considera que Yucatan es un punto de incursion del VON hacia Latinoamérica porque
es una de las principales areas a las que arriban muchas especies de aves del noreste y
medio oeste de E.U. En este Estado se tuvo evidencia serologica en tres equinos
muestreados durante 2002. Ese mismo afio en Coahuila se encontraron 15 equinos

positivos, de éstos, 5 habian tenido manifestaciones nerviosas (22).

Los informes de Yucatan y Coahuila fueron los primeros estudios publicados acerca de la

actividad del VON en caballos en México (23).

Asi mismo en aves se obtuvo serologia positiva en el Estado de Nuevo Leb6n vy
Tamaulipas durante el 2003 (16,23).

Durante el verano de 2002 se recibieron informes de encefalitis en caballos de diferentes
lugares del pais por lo que se realizé un estudio serolégico de julio de 2002 a marzo de
2003. Se muestrearon 441 equinos de 14 Estados y en 97 (22%) muestras se detectaron
anticuerpos especificos contra el VON. El muestreo se llevo a cabo en hatos donde habia
animales con historias clinicas de encefalitis. Las muestras positivas provinieron de
diferentes municipios de los Estados de Tabasco, Coahuila, Tamaulipas, Chihuahua,

Veracruz y Yucatan (24).



En mayo de 2003, la CPA recibi6 el reporte de la muerte de un cuervo comuin en un
zoologico de Villa Hermosa, Tabasco, del cual se logré el primer aislamiento del VON en
el pais (23, 25). En ese afio se realizaron otros aislamientos en México: el 12 de
noviembre a partir de un encéfalo equino en el municipio de Aldama, Tamaulipas; el 27 de
noviembre se aisl6 de un zanate en Hermosillo, Sonora; el 28 de noviembre de un
pelicano en Altamira, Tamaulipas; el 5 de diciembre en 6 aves migratorias de Mexicali,
B.C; el 24 de diciembre en 2 lagartos de Tabasco. El dltimo aislamiento fue en un cuervo
de Tecate B.C el 7 de septiembre de 2004 (25).

Debido a esta situacion, en el 2003 las autoridades mexicanas a través de un Acuerdo,
declararon la presencia en el territorio nacional del Virus del Oeste del Nilo, motivo por el
cual se puso en operacion el Dispositivo Nacional de Emergencia en Sanidad Animal y se
instrument6 el Comité intersectorial conformado por la Secretaria de Salud, la Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacion y la Secretaria del Medio Ambiente y
Recursos Naturales, con el propésito de vigilar, diagnosticar, prevenir y controlar al virus y

disminuir el impacto econémico y social que pudiera causar al pais (27).

MEDIDAS DE VIGILANCIA, PREVENCION Y CONTROL.

Las medidas zoosanitarias de aplicacion coordinada para la vigilancia, prevencion y
control del VON en México, de conformidad con la Ley Federal de Sanidad Animal son: la
educacién en materia zoosanitaria; la inmunizacion de la poblacién equina, previa
autorizacion de la Secretaria. El reporte inmediato de casos sospechosos; control de la
movilizacién de equinos, aves domésticas y silvestres en cautiverio, de explotaciones con
resultados positivos al aislamiento viral. Diagnéstico e identificacion del VON; cuarentena
y aislamiento; participacion en programas de control de vectores en conjunto con la
Secretaria de Salud. Instrumentacion de un programa de centinelizacion en conjunto con
la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales. Vigilancia e investigacion
epidemioldgica y las deméas que conforme a la tecnologia y adelantos cientificos sean

eficientes para dicho fin (26, 27).



Para la prevencion de la enfermedad del VON existe la vacuna elaborada con la cepa TM-
171-03 inactivada con beta propiolactona. Puede ser utilizada en caballos, burros y mulas
via intramuscular en dosis de 2 ml. Puede administrarse a partir del 3er mes de edad, una
segunda dosis en un intervalo de 21 dias y revacunar cada afio. La Productora Nacional
de Bioldgicos Veterinarios (PRONABIVE) es la encargada de su produccién y distribucién

en todo el pais (28).

Por otro lado, los laboratorios Fort Dodge Animal Health importan a México vacuna contra
VON que estéa siendo utilizada en las campafias de control tanto de los Estados Unidos
como de Canada con gran eficacia. Dicha vacuna esté elaborada con virus inactivado y
los fabricantes afirman que es segura con hasta un 94% de efectividad.

Asi mismo, el Centro para el control y prevencion de enfermedades (CDC por sus siglas
en inglés) colaboré con dicha empresa para desarrollar la primera vacuna DNA, la cual es
la primera en el mundo con licencia que utiliza fragmentos especificos del material
genético del VON para estimular una respuesta inmune en los caballos. Entre las ventajas
de este producto se encuentran que es poco vulnerable a cambios de temperatura
ademas de que los caballos que han recibido la vacunacion pueden distinguirse de los

infectados con virus de campo, lo cual es importante en acciones de vigilancia (29).
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2. JUSTIFICACION
El VON es un agente cuyo comportamiento en México ha sido confuso pues a pesar de
haberse aislado de aves, lagartos y un equino en diferentes estados del pais, desde 2003
no ha afectado de manera importante a ninguna especie; sin embargo, su situacion es

incierta.

No existen estudios en los que se haya cuantificado realmente esta enfermedad en
alguna especie y en aquellos donde se describe serovigilancia es posible gque se
sobreestimen los resultados por estar basados en casos clinicos de encefalitis. Ademas,
los muestreos en los que basan sus resultados fueron realizados con largos intervalos de
tiempo, suficientes para permitir la variacion de condiciones ambientales que influyen en
la densidad de vectores y en la respuesta inmunoldgica de los animales. Los informes en
caballos, presentan carencia de la historia clinica, la consideracion de vacunados o no
contra VON y que los tamafios de muestra de animales son muy pequefios para llegar a

ser representativos de un Estado.

Es probable que la presentacién de la enfermedad en caballos no seria el problema
principal que produciria el VON en México, las consecuencias economicas podrian ser
altas debido a las medidas de restriccion de movimiento que se implementarian, asi como
a la cuarentena y aislamiento de los animales. Esto a su vez ocasionaria la cancelacién
de exhibiciones de caballos, caballadas y otras actividades ecuestres y labores de campo.
Debido a esto, es necesario reconocer aquellos indicadores que al estar presentes en un
ecosistema aumentan el riesgo de contacto de un equino con el VON, si es que éste

estuviera presente.

Por todo lo anterior, resulta importante explicar la situacién seroldgica y de riesgo actual
del VON en la region de Aldama, Tamaulipas, lugar en el que se realizé el Unico
aislamiento de VON en un caballo, lo cual daria pauta al inicio de una vigilancia confiable

de este agente en el pais.
Por otro lado, es necesario contar con técnicas de diagndstico que puedan ser

implementadas en laboratorios con Nivel 2 de bioseguridad, para el seguimiento y

vigilancia de éste agente.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de anticuerpos e identificar factores de riesgo que condicionan

la posible existencia del VON en caballos de la zona de Aldama, Tamaulipas, durante la

temporada de lluvias del afio 2006.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Establecer el tamafio minimo de muestra de caballos y el tipo de muestreo de
unidades de produccién de Aldama que se requieren para obtencion de suero.
Disefiar un cuestionario para obtener informacion sobre los posibles factores de
riesgo asi como datos de los animales muestreados.

Realizar muestreo seroldgico de caballos en Unidades de Produccién de Aldama,
Tamaulipas y colectar informacion sobre los posibles factores de riesgo.

Realizar el diagnoéstico serologico de las muestras utilizando las técnicas de ELISA
para deteccion de anticuerpos IgM e IgG y la técnica de PRNT.

Analizar la concordancia entre las técnicas de ELISA para IgG y PRNT.

Obtener la prevalencia de anticuerpos a partir de los resultados serolégicos.
Analizar e identificar los factores de riesgo asociados a la posible existencia de
VON en Aldama estimando la razén de probabilidades y mediante la prueba de
chi-cuadrada.

Analizar en un modelo de regresion logistica las variables significativas.
Determinar la distribucion geografica de UP con animales positivos a la serologia
para VON en la zona de estudio con el uso de un Sistema de Posicionamiento

Global y un Sistema de Informacion Geograéfica.

4. HIPOTESIS

Existen factores de riesgo que participan de manera importante en la prevalencia de

anticuerpos para el VON en el municipio de Aldama, Tamaulipas.
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5. MATERIAL Y METODOS

UBICACION ESPACIAL.

La investigacion, de tipo transversal, se realizd en el sureste del Estado de Tamaulipas,
México, en la zona donde convergen los municipios de Aldama, Altamira y Gonzalez
(Anexo 1). Los primeros dos municipios limitan al este con el Golfo de México. En la
region el clima es calido humedo y subhimedo. En las partes mas elevadas la vegetacion
es de tipo selva baja caducifolia mientras que en los valles o partes bajas esta constituida
de pastos naturales. La temperatura media anual fluctia de 24.6 °C a 26.5°C; las medias
mensuales mas altas se registran en junio y agosto con 29.4°C y la més baja en enero
con 19.4°C. La precipitacion anual varia de 788.6 mm a 1044.10 mm y el mes mas

lluvioso es junio con 218.90 mm (30, 31).

POBLACION.

La poblacion equina de los tres municipios se informo en 2006 de 15,000 animales,

segun datos oficiales de la Region 11l de la CPA.

OBTENCION DEL TAMANO MINIMO DE MUESTRA (TMM) DE CABALLOS Y TIPO DE
MUESTREO.

El nimero de animales necesarios para conformar el TMM se determiné utilizando la
siguiente ecuacioén (32):
n=(1-p)/(pV)
Donde:
p= proporcién esperada de que suceda el evento o prevalencia.
V= error estandar del estimador.
Se considerdé un 10% de prevalencia', y un error maximo de 0.03. De ésta forma se

determind evaluar 300 caballos.

! Basado en los resultados no publicados de un estudio piloto realizado en diciembre de 2003 por el INIFAP
en el cual, de 48 caballos muestreados, 5 resultaron positivos en Aldama, Tamps.

-13-



Para el muestreo se requirio visitar las unidades de produccién (UP) necesarias en la
zona de estudio para completar el TMM. La seleccion de las UP se realizé de manera no
probabilistica, por conveniencia con productores cooperantes que permitian realizar el
muestreo y dentro del area de influencia del Campo Experimental Aldama del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Se excluyeron
aquellos animales vacunados contra el VON de 2004 a la fecha asi como menores de 1

afio y animales de dificil manejo.

DISENO DEL CUESTIONARIO PARA LA IDENTIFICACION DE FACTORES DE
RIESGO.

Para identificar factores de riesgo asociados a la posible existencia del VON en el lugar de
estudio se disefid un cuestionario para colectar informacion en las UP donde serian

muestreados los caballos.

Dicha informacion se basoé en la historia natural de la enfermedad y las preguntas se

disefiaron de tal forma que se obtuviera facilmente la respuesta de las variables.

El cuestionario se tituld: Muestreo serologico de caballos, con la finalidad de que los
productores o0 personas a quienes se les aplicaba, no sesgaran sus respuestas si leian

algo sobre el VON al iniciar la entrevista.

La informacion considerada para el disefio de los cuestionarios se clasific6 en 2
secciones: |. Datos de la explotaciéon o unidad productiva y Il. Datos de los caballos
muestreados. Las variables probables a ser factores de riesgo fueron consideradas en
ambas secciones. Asi mismo se elaboré un instructivo para el llenado del cuestionario. El

cuestionario se muestra en el Anexo 2 y el instructivo de llenado en el Anexo 3.

También se especificé en una leyenda la confidencialidad de los datos brindados, de esta

manera también se garantizo cierta veracidad en las respuestas.
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OBTENCION DE MUESTRAS Y LEVANTAMIENTO DE CUESTIONARIOS.

El muestreo de los animales se realiz6 durante la Ultima semana del mes de septiembre y

la primera del mes de octubre de 2006, durante la época de lluvias.

Para la obtencion de los sueros se tomd una muestra de sangre de la vena yugular de los
animales utilizando tubos vaccutainer con vacio y agujas desechables. Una vez formado
el coagulo, los tubos fueron centrifugados a 1500 rpm durante 5 minutos. Los sueros
fueron separados en 2 viales cada uno, fueron identificados por nimero de UP y nimero
de animal y almacenados en congelacion; los sueros, se trasladaron en cadena fria a no

mas de 4°C y fueron almacenados a -70°C, hasta su procesamiento.

A su vez, en cada UP visitada se levantdé un cuestionario a la persona responsable. Los

cuestionarios, en todos los casos, fueron aplicados por la misma persona.

DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE MUESTRAS.

Deteccion de anticuerpos IgG:

Técnica de ELISA 1. La metodologia de la técnica de ELISA — Indirecto (ELISA-I) para
deteccion de anticuerpos IgG, fue adaptada para realizar el diagndstico del VON en un
laboratorio con bioseguridad de nivel 2. Para esto, el antigeno empleado fue inactivado
por dos métodos: inactivacion quimica con 0O-propiolactona e inactivacion fisica con

radiaciébn gamma.
Para realizar la técnica fueron utilizadas microplacas de poliestireno de 96 pozos con

fondo plano como fase inmunoadsorbente. Los sueros testigo (positivo, débil positivo y

negativo) fueron seleccionados de sueros probados por la técnica de PRNT.
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En cada ensayo se verificaron los tiempos de incubacion, el numero de lavados, se
controlé la temperatura y se utilizé el procedimiento descrito en el Anexo 4. Los sueros
fueron colocados como se muestra en el Anexo 5 y los reactivos utilizados se detallan en

el Anexo 6.

Técnica de ELISA 2. En el laboratorio de Alta Seguridad nivel 3 de la Comisién México
Estados Unidos para la Prevencion de la Fiebre Aftosa y otras enfermedades exéticas de
los animales (CPA), se procesaron todos los sueros con la técnica de ELISA-I, que se

utiliza de rutina para el diagnostico.

El procedimiento que se siguié fue el mismo que el de la ELISA ya descrito, pero los
sueros se trabajaron en el orden que muestra el Anexo 7. La lectura se realiz6 en un

lector automatico con filtro de 450 nm.

Deteccion de anticuerpos IgM:
Todos los sueros fueron probados por la técnica de ELISA para deteccion de anticuerpos

IgM siguiendo el procedimiento utilizado en el laboratorio de Alta Seguridad nivel 3.

Técnica confirmatoria Prueba de neutralizacion por reduccién de placas (PRNT):
Para su desarrollo se requirieron dos botellas de 25 cm? con cultivo de células VERO por
cada suero problema, dos botellas para el testigo positivo, dos para el testigo negativo,
una para el testigo de células, cinco para la dilucion de trabajo y una para la dilucién del

virus 107

Los cultivos celulares fueron sembrados 48 a 72 horas antes de trabajar los ensayos. Esto
se hizo en placas de fondo plano con 96 pozos donde se prepararon diluciones 1:10 y
1:100 del suero con medio celular y se mezclaron con una concentracion del virus titulada
en 100 unidades formadoras de placas (UFP). Estas diluciones se incubaron durantel
hora a 37°C.

-16 -



Posteriormente, la mezcla virus-suero se inoculd sobre los cultivos celulares y las botellas
se incubaron por una hora a 37°C sobre un agitador de placas. Terminada la incubacién
se afiadieron 5 ml de solucién con agar noble a cada botella y una vez solidificado sobre

el monoestrato, permanecieron en incubacion por dos dias a 37°C.

Por dltimo, se afiadié una segunda capa de agar, la cual contenia colorante rojo neutro
como indicador. Después de incubar otro dia a 37°C, se realizé la lectura de cada botella
observando la formacion de placas producidas por el virus en sueros negativos. En caso
de que el suero problema tuviera anticuerpos contra el VON, el nimero de placas se

reducia 90% o mas con respecto a las botellas de testigo negativo de virus.

Diagnéstico diferencial:
Por manejarse de rutina como diferencial para VON, en el laboratorio de Alta Seguridad
también se realizo la técnica de inhibicion a la hemoaglutinacion (IHA) para diagnéstico de

encefalitis equina del este (EEE) y venezolana (EEV).
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ANALISIS DE DATOS.

La informacién colectada en los cuestionarios y los resultados del diagnéstico fue
almacenada para su analisis en bases de datos elaboradas en hojas de céalculo del

Programa Microsoft Excel. Se construy6 una base de datos por individuo y una por UP.

En cuanto a las técnicas diagndsticas, se calcul6 la concordancia entre las técnicas ELISA
1y ELISA 2, asi como de éstas con respecto a la técnica de PRNT (Prueba de Oro) en

sus dos diluciones, utilizando la prueba de Kappa.

La prevalencia se determin6 con el nimero de animales positivos a la técnica
confirmatoria sobre el total de animales muestreados. Asi mismo, se determiné como
positiva aquella UP en la que se encontraba al menos un caballo positivo serol6gicamente
a la técnica confirmatoria. Una vez clasificadas las UP en positivas y negativas, se obtuvo

la prevalencia a nivel de UP en relacion al total de UP visitadas.

Se realiz6 un andlisis descriptivo de los individuos muestreados asi como de las UP,

considerando la informacion registrada en el cuestionario.

La variable dependiente fue el resultado del diagndstico serolégico por la técnica
confirmatoria de PRNT en dilucién 1:100. Esta variable fue de tipo dicotémico con valor de

positivo 0 negativo.

A nivel de individuo las variables independientes consideradas fueron: sexo, edad, funcién

zootécnica y movilizacion.

A nivel de UP, las variables independientes consideradas fueron: altitud, municipio,
finalidad de la UP, tipo de alojamiento de dia y de noche de los caballos, vegetacion
predominante en la UP, presencia de depdsitos naturales de agua y tipo (Iéntico —sin
movimiento propio como charcos y lagos-, I6tico —con movimiento propio como rios y
arroyos-, ambos o ninguno), presencia de depdsitos artificiales de agua y tipo
(cachivaches, bebederos, pozos, zanjas, presas), presencia de aves silvestres, presencia

de aves muertas y presencia de mosquitos.
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Posteriormente se midié la asociacibn entre un factor de riesgo determinado y la
presencia o ausencia de anticuerpos contra el VON. Mediante la elaboracion de tablas de
contingencia, se estimé la razén de probabilidades (OR) y la significancia estadistica fue

evaluada mediante la prueba de chi-cuadrada (Prueba de Independencia).

Finalmente, aquellas variables que resultaron significativas con valor de P < 0.1 fueron

consideradas para un modelo de regresion logistica.

El programa de computo estadistico utilizados fue Epiinfo version 3.4.1 (2007).

UBICACION GEOGRAFICA DE LAS UP CON ANIMALES POSITIVOS A LA

SEROLOGIA.

Durante el muestreo se registraron los datos de geoposicionamiento (longitud, latitud y

altitud) de cada UP a través de un Sistema de Posicionamiento Global (SPG) (Anexo 8).
Con la localizacion exacta de las UP visitadas y, una vez teniendo los resultados de la

serologia, se identificaron las UP con ausencia y presencia de anticuerpos para

establecer los posibles patrones espaciales del VON en la poblacién de estudio.
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6. RESULTADOS

Se evaluaron 300 sueros de caballo de 45 UP en tres municipios del Estado de
Tamaulipas. Dichas muestras corresponden al 2% del total de la poblacién equina de la
region. Aldama fue el municipio donde se obtuvieron el mayor nimero de muestras
(Cuadro 1). De acuerdo a su altitud, las UP estuvieron localizadas desde los 9 hasta los

144 msnm.

DESCRIPCION DE LAS UP.

Finalidad zootécnica de las UP visitadas. La principal actividad de las UP fue la engorda
de bovinos (93%). (Cuadro 2).

Casos. En ninguna UP se inform¢é de caballos con signos nerviosos en los Ultimos 3 afios.

Alojamiento de los caballos. En 8 UP (18%) los caballos eran alojados en caballerizas, de
éstas, en 7 era durante la noche y 1 durante el dia. Dichas caballerizas no contaban con
ninguna proteccion contra mosquitos. En el resto de las UP, los caballos permanecian a la

intemperie en corrales y potreros.

Vegetacién predominante en la UP. En 3 UP (7%) se encontrd vegetacion considerada
nativa y el resto (93%) contaba con vegetacion introducida, principalmente sabila y

pastura para los bovinos.

Depésitos naturales de agua. En 26 UP (57%) se observaron depdsitos naturales de agua

dentro de sus instalaciones. Cuadro 3.
Depositos artificiales de agua. En todas las UP visitadas se observé al menos algun tipo

de depoésito artificial de agua como cachivaches, bebederos, pozos, zanjas y presas.
(Cuadro 3).
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Presencia de aves silvestres o migratorias. En 35 UP (78%) se informé la presencia de
aves silvestres dentro de sus instalaciones, principalmente de gansos y pelicanos. Nueve
de dichas UP también mencionaron que habian encontrado este tipo de aves muertas

durante el afio del muestreo.

Presencia de mosquitos. Las 45 UP informaron de la presencia de mosquitos dentro de
sus instalaciones, aunque en 32 dijeron que habia “muchos” y en 13 que habia “pocos”,
esto fue con base en las molestias que les ocasionaba a las personas que vivian o

laboraban en ellas.

DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE MUESTRAS.

Todas las pruebas utilizadas para el diagnéstico mostraron variaciones en las frecuencias
de positividad del 30% al 66%, siendo la técnica de PRNT en dilucion 1:10 en la que se
obtuvo el mayor nimero de positivos. Aungue el diagnéstico definitivo se realizd con la

dilucion 1:100 resultando 89 (30%) sueros positivos. (Cuadro 4).

En cuanto a la deteccién de anticuerpos tempranos (IgM), se encontraron 15 (5%) sueros

positivos, de éstos, 8 (3%) fueron positivos a PRNT dilucién 1:100.

La concordancia entre las diferentes técnicas para el diagndstico del VON se muestra en
el Cuadro 5. La mejor concordancia obtenida fue entre la ELISA 2 y la técnica de PRNT
en dilucion 1:10 (Kappa= 0.716, P=0.00001). Con la técnica de PRNT en dilucién 1:100
(considerada Prueba de Oro) hubo una concordancia pobre (Kappa= 0.349, P=0.00001).

Para el diagndstico de otras encefalitis, resultaron positivos 14 (5%) sueros para

encefalitis equina del este y 14 (5%) para la encefalitis equina venezolana.
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ANALISIS ESTADISTICO DE LAS VARIABLES.

Con base en la técnica de PRNT dilucion 1:100, la prevalencia de anticuerpos en los
caballos estudiados fue de 30% (89 positivos). EI nimero promedio de animales

muestreados por rancho fue de 7 con un rango de 1y hasta 54.

En cuanto a las variables por individuo los resultados fueron:
Sexo. El nimero de hembras positivas fue de 41 (33%) y de machos fue de 48 (27%). No

se encontré diferencia significativa entre sexo y la positividad (P > 0.05). (Cuadro 6).

Funcion zootécnica. 76 (32%) animales utilizados para trabajo fueron positivos mientras
que de los utilizados para cria, 13 (20%) fueron positivos. La significancia estadistica

encontrada en relacion a la positividad con esta variable fue de P=0.053. (Cuadro 6).

Movilizacion. En cuanto a la fecha y lugar de movilizacion, del total de caballos, so6lo en 8
(3%) indicaron que habian sido movilizados durante el 2006, 6 de ellos durante febrero y 2
en marzo. Los caballos salieron del Estado a eventos llamados caballadas en los que
reunen caballos de diferentes zonas del pais. De los 8 animales 2 fueron positivos para
VON. No se encontré significancia estadistica en relacién a la positividad (P > 0.05)
(Cuadro 6).

Edad. La edad promedio de los animales fue de 10.5 afios (126 meses). Resalta el hecho

que sélo resultaron positivos aquellos de 36 meses de edad en adelante. (Cuadro 7).

La prevalencia obtenida a nivel de UP fue de 82% (37 UP). La positividad de caballos en
cada UP fue variable siendo 10 el nUmero maximo de animales positivos encontrados en

una misma UP.

En cuanto a las variables por UP:
Se encontr6 que a mayor altitud hubo una mayor frecuencia de positividad (P=0.0002).
Con relacién a los municipios, no se encontré diferencia significativa entre la frecuencia

de positividad de las UP en cada uno de ellos (P > 0.05). (Cuadro 8).
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El andlisis de las variables por individuo para determinar los factores de riesgo se
muestran en el Cuadro 9. La variable en la que se encontr6 diferencia significativa fue la

ausencia de depoésitos naturales de agua dentro de la UP (P= 0.016).

El andlisis por UP de las variables para determinar los factores de riesgo se muestran en
el Cuadro 10. No se encontr6 ninguna variable estadisticamente significativa para

considerarse como un riesgo a nivel de UP (P > 0.05).

Las variables consideradas para el modelo de regresion logistica fueron: ausencia de

depdsitos naturales de agua, funcién zootécnica y altitud (msnm).

De las tres variables consideradas, la Unica que mantuvo su significancia fue altitud
(msnm) (P=0.0035) (Cuadro 11), por lo que la funcién del analisis de regresion logistica se

expreso de la siguiente manera:

1+ exp (- 2.0589 — 0.0115 X1)

La ubicacién geografica de las UP con caballos positivos a la serologia en relacion a la

altitud se muestra en el Anexo 9.
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7. DISCUSION

La frecuencia del 30% de animales con anticuerpos para el VON calculada para la zona
de estudio se encuentra dentro del rango determinado en estudios realizados por Estrada
y col (24) y Blitvich y col (23) (22 y 62.5%) realizados en México, con la diferencia de que
sus resultados fueron basados en el diagndstico de casos clinicos, mientras que en el
presente estudio, fueron evaluados caballos asintomaticos de UP sin antecedentes de

signos nerviosos.

En otros paises, también se han muestreado caballos asintomaticos para estudios de
vigilancia y se han encontrado frecuencias de 53% en Cuba, 39% en Guatemala y 11% en
Colombia con tamafios de muestra de 210, 352 y 130 animales respectivamente (34, 35,
36).

La mayoria de las UP visitadas, tuvieron como principal actividad la engorda de bovinos,
lo cual coincide con lo informado por el Gobierno del Estado (37) ya que es la principal

actividad econdmica en la region.

En un estudio para determinar factores de riesgo en humanos (38), resultd significativo el
hecho de que en las casas no existiera 0 se mantuviera abierta la proteccién contra
mosquitos asi como la exposicion de la gente al aire libre durante el amanecer o el
atardecer. A pesar de lo anterior, la permanencia en caballerizas o a la intemperie de los

animales en el presente estudio no presenté diferencias significativas (P > 0.05).

La importancia del tipo de vegetacion en la UP es debida a que tiene gran influencia en la
cantidad y variedad de vectores ya que éstos se alimentan del néctar y fluidos vegetales
para su manutencion metabdlica (39). Esto se observé en Chicago en 2002, donde se
encontré que los casos de enfermedad humana se presentaban con mayor frecuencia en
areas con mas vegetacion (40) y coincide con un estudio hecho por Brownstein (44) en el
cual determin6 por un andlisis espacial y sistemas de informacién geografica, que
regiones con abundante vegetacién estaban asociadas a la presentacion de casos

humanos. Aln asi, en el presente estudio, no se encontro significativa esta variable.
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Con relacién a la presencia de depésitos naturales de agua como otro posible factor de
riesgo, la frecuencia de positividad en lugares sin este tipo de depdsitos resultd
significativo (P= 0.016). Esto podria en principio parecer contradictorio, sin embargo,
podria atribuirse a que en la zona son mas utilizadas las fuentes artificiales de agua. En
consecuencia, el factor de riesgo seria entonces la mayor presencia de depdsitos
artificiales de agua, lo cual no pudo demostrarse estadisticamente porque todas las UP
tuvieron al menos algun tipo de depdésito artificial, es por ello que seria recomendable

cuantificar la presencia de éste tipo de depdsitos.

Otra posible explicacion del menor riesgo en lugares con fuentes naturales es que los
observados en el estudio tienen movimiento, es decir, eran rios y arroyos los cuales
llevaban una corriente, ademas los charcos y pasto anegado, que circunstancialmente se
observaron en las UP, no son permanentes pues al ir cambiando la temperatura del
ambiente a lo largo del dia y del afio, puede ir disminuyendo el nivel del agua e incluso
desaparecer, condiciones que no son favorables para el ciclo del mosquito (39). Por el
contrario, los depositos artificiales de agua pueden almacenar y mantener estancada el
agua por lapsos mayores de tiempo, suficientes para completar uno o varios ciclos de
mosquitos (5, 39, 46).

Loeb y col (38) consideraron como factor de riesgo en humanos la presencia de todos los
objetos donde pudiera acumularse agua y consideraron la costumbre de drenar el agua
de dichos objetos, asi como mantener cunetas y desniveles limpios. Sin embargo, en sus
resultados no encontr6 diferencias significativas con aquellas que no lo hacian. Este
hecho difiere con los conocimientos sobre el tipo de manejo de los depdésitos, el cual es
basico para evitar la formacién de criaderos de mosquitos, no sélo para prevenir el VON
(8), sino otras enfermedades transmitidas por vectores, la mas importante en México para

el humano es el dengue (5, 46).

Las aves silvestres son otro factor potencial en la transmision, aunque no fue significativa
su presencia y la positividad en las UP estudiadas, Kormar y col (41) sefialan que son los
huéspedes més importantes para la amplificacion del virus. Cabe destacar que durante el
muestreo se observo que aves silvestres migratorias tales como pelicanos (Pelecanus sp)

y gansos (Anser sp), tienen estrecha convivencia con los animales en los potreros y
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corrales. A este respecto McLean y col (6) mencionan que los gansos pueden sufrir altas
viremias y pueden contribuir a la amplificacién del virus, lo cual contrasta con lo que
menciona Hayes y col (40), acerca de que los Anseriformes no desarrollan un nivel
suficiente de viremia para que un mosquito pueda diseminar la enfermedad. De cualquier

modo, en la zona estan presentes este tipo de aves.

El monitoreo de las aves es fundamental para la vigilancia y prevencidon de casos en
cualquier especie, Ramos y Falcon (42) mencionan que la presencia de aves infectadas
generalmente precede a la aparicion de casos en humanos y en otros animales. Este
hecho también fue observado en Ontario (2002) cuando ocurrio la muerte de cuervos 5

semanas antes de informarse casos humanos (38).

Segun Han, Hayes y Huhn (40, 43, 45), el factor de riesgo mas importante para adquirir la
infeccion por VON en humanos es la exposicion a mosquitos infectados, en caballos esta
variable no pudo ser analizada estadisticamente porque en todas las UP se informé la
presencia de mosquitos, lo cual no deja de ser relevante, pues bajo esta condicidn, todas

las UP podrian estar expuestas al riesgo de que éstos se encuentren infectados.

En un estudio que realiz6 el Centro Nacional de Vigilancia Epidemiolégica y Control de
Enfermedades (CENAVECE) en el afio 2002, se realiz6 la busqueda e identificacion de
mosquitos en diferentes municipios del Estado de Tamaulipas y, en el municipio de
Aldama, se encontraron las especies Aedes aegypti, Culex coronator y Culex sp las
cuales, segun estudios publicados, pueden actuar como vectores para el VON en América
(40, 46), sin olvidar que ademas Aedes aegypti es el principal vector de dengue (5,39, 46).
Estas especies se consideran domésticas pues se caracterizan por reproducirse en
recipientes artificiales alrededor del habitat humano y su radio de vuelo es de pocos
metros por lo que su presencia es un indicio de que los criaderos estan a los alrededores
(46).

Dada la existencia de éstas especies, es necesario desarrollar una linea de investigacion

que se enfoque a la captura e identificacion de mosquitos de diferentes zonas del pais y

tratar de aislar el virus en éstos. De hecho, en el Estado de Nuevo Ledn ya se aislo el
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virus a partir de mosquitos Culex quinquefasciatus colectados en 2003 (47). Dicha

especie es un vector reconocido en Estados Unidos para la transmisién del VON (40).

En el estudio, resaltd el hecho de no detectar animales positivos menores de 30 meses de
edad, esto aun cuando parece evidente que esta circulando el virus, ya que se encontré
serologia positiva para deteccion de IgM. En humanos, Nash y col (48) menciona que a
cualquier edad una persona es susceptible a la infeccién por VON, pero el riesgo para la
presentacién neuroinvasiva se incrementa con la edad del paciente, lo cual ha resultado
significativo en estudios hechos por Murray y col y Tsai y col (49, 50). Es recomendable
contar con la historia clinica completa de un equino cuando se presente un caso, para

llevar un registro completo y poder evaluar este tipo de aspectos.

En cuanto al riesgo por sexo, los resultados no fueron significativos y no se encontraron
estudios en los que se haya encontrado alguna relacion entre la positividad y el sexo de
los caballos. En humanos, Jean y col (51) encontré que los hombres tienen mayor riesgo

de presentar la enfermedad neuroinvasiva una vez infectados con VON.

Sobre la relacion que podria guardar la funcidon zootécnica de un caballo y la positividad
para VON, no se encontrd literatura al respecto, aunque cabe mencionar que el manejo
de los animales puede influir en la adquisicion de la infeccion ya que puede favorecer una
mayor exposicion a los mosquitos. Este fenbmeno fue observado por Loeb y col (38) en
humanos, pues se demostré que el permanecer fuera de las casas al amanecer o al
atardecer es un factor de riesgo, es decir, hay un mayor tiempo de exposicion al

ambiente en horas en las que se alimentan con mayor frecuencia los mosquitos hembra.

Considerando los datos de movilizacion de los animales, los caballos positivos fueron
infectados localmente porque de 8 que resultaron positivos a la serologia, 6 no fueron
movilizados el afio del muestreo. En este sentido, los datos de movilizacion han sido

considerados por otros autores para rastrear el origen de la infeccion o contacto viral (23).
Un factor importante para varios autores (40, 49, 52, 53) pero que no pudo ser

considerado fue el estado inmunologico. En el caso de los humanos, se tiene la hipotesis

de que existe cierto grado de proteccion en paises como México, en El Caribe, Centro y
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Sudameérica por la presencia del virus del dengue, éstos anticuerpos podrian conferir
proteccién temporal contra el VON o0 asociarse a casos poco severos (42). Una situacion
similar podria estar pasando en el caso de los caballos pero con el virus de la Encefalitis
de San Luis, lo cual permitiria explicar la ausencia de signologia en positivos (54). Este
supuesto, se apoya en un estudio hecho en pinzones, los cuales fueron expuestos al
virus de San Luis y en una inoculacién posterior con este virus se previno la viremia para
este virus y se redujo el titulo para la viremia de VON, se observd una gran respuesta

inmunolégica para este virus (55).

También se sabe, por la secuencia del genoma de la cepa TM171-03 aislada de un
cuervo en México, que el virus ha sufrido mutaciones comparado con la cepa 382-99 de
Nueva York y segun Barret, ha traido como consecuencia su atenuacion (40, 54),
probablemente también sea por eso que no ha tenido un fuerte impacto en la salud de los

animales y humanos.

El porcentaje de caballos infectados por VON que desarrollan signos de la enfermedad es
relativamente bajo (8), lo mismo encontré Murphy y col (56) en un estudio en humanos en
el que una minoria de personas infectadas por el VON desarrollaron sintomas de la
enfermedad, como consecuencia, segun un estudio hecho por Zohrabian y col (57), la
vacunacion para VON en humanos no es conveniente econémicamente a menos que la
incidencia de la enfermedad clinica resultara mas alta o el costo de la vacuna fuera

menor. En caballos no se encontré informacion al respecto.

En cuanto al diagndstico, en el caso de la dispersién de una enfermedad viral, Dinter (58)
menciona que generalmente es vigilada por métodos serolégicos tales como ELISA, pues
durante las investigaciones se colecta un gran nimero de sueros, que por las
caracteristicas de la prueba pueden trabajarse rapidamente, sin embargo, dichos

resultados deben verificarse.
A diferencia de otros estudios, en los cuales sélo los sueros positivos a ELISA (22, 23, 24)

fueron probados por PRNT, en este estudio fueron probados todos por ambas técnicas

con la finalidad de evaluar la concordancia y confirmar los diagnésticos.

-28 -



Esto es apoyado por Dinter (58), ya que menciona que las técnicas de elaboracién rapida
y/lo de nueva implementacion, tales como ELISA, usualmente son comparadas con los

resultados de la técnica de neutralizacién viral.

Lo recomendable seria realizar el aislamiento del virus en un caso clinico, hacer la
secuencia del genoma viral para determinar sus cambios y comprender su
comportamiento epidemiolégico. El ultimo estudio que se hizo de éste tipo fue en
Argentina, donde se aislo y secuenci6 el virus, de esta manera, se constaté que el VON

esta presente en Sudameérica (59).

La técnica de ELISA tiene muchas caracteristicas que le permiten ser la prueba de
eleccién para la vigilancia y seguimiento de casos de VON, entre éstas se sabe que es
de elaboracion rapida, los resultados del diagnéstico son obtenidos en un dia y se pueden
trabajar varias muestras en una misma placa; aunque se considera sensible, usualmente
detecta anticuerpos unidos a diferentes epitopos virales, 1o cual permite la reaccidn

cruzada con otros flavivirus (58, 60).

Por el contrario, la técnica de PRNT es una prueba serolégica con muy alta sensibilidad y
especificidad ya que puede detectar hasta 50 pg de anticuerpos especificos para la
neutralizacion viral. Esta técnica no es un procedimiento de rutina pues su gran
desventaja es que se requiere de varios dias para la obtencion del diagndstico, ademas
de la asesoria de personal con experiencia técnica y especializado en el uso de cultivos
celulares (58, 61). Cabe mencionar que, por utilizarse la cepa TM171 - 03 del virus debe
trabajarse con un nivel 3 de bioseguridad. Debido a esto, s6lo se utiliza para la

confirmacién de casos sospechosos.

Para el diagndstico de los flavivirus en equinos, se recomienda hacer el diferencial con la
encefalitis de San Luis como en los estudios realizados por Komar, Blitvich, Loeb y Mattar
(23, 36, 38, 41) pues es enzoobtica en América pero en México no se tiene este antigeno
para la técnica de PRNT.
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Los resultados que se obtuvieron en cuanto a la concordancia de las técnicas nos
mostraron que, aungue la tasa de coincidencia no difiere mucho entre las técnicas de
ELISA 1, ELISA 2 y PRNT en dilucion 1:10, el valor de concordancia fue diferente.

Los valores de concordancia que se obtuvieron de la ELISA 1 fueron negativos, lo cual
indica que dicha prueba tiende a discordar en sus resultados con respecto a las otras, por
lo que la coincidencia se debe mas al azar que al diagnéstico real; es recomendable la
revision de todo el proceso de ésta técnica desde la elaboracién del antigeno y se sugiere
continde la investigacion para considerarla como técnica de rutina en laboratorios con

nivel de bioseguridad 2.

En lo que respecta a la ELISA 2, ésta tuvo una buena concordancia con la técnica de
PRNT en dilucién 1:10 por lo que se considera, es aceptable para el diagndstico de rutina
y vigilancia del VON. La concordancia con respecto a la dilucion 1:100 fue pobre ya que
por ser la dilucion de trabajo confirmatoria para el diagnostico, descarta las reacciones

cruzadas con otras flavivirosis (61).

Por otro lado, en cuanto a la deteccion de anticuerpos contra la EEV y EEE, Estrada y col
(24) también detectaron reactores pero en Veracruz y Yucatan, por lo que se considera

gque también debe darse seguimiento a la circulacion de estos virus.

En cuanto a Salud Publica, en los casos de infeccion por VON, ademas de las
manifestaciones neuroldgicas, raramente han llegado a ocurrir otro tipo de padecimientos
como son hepatitis, pancreatitis, miocarditis, orquitis y problemas oculares (53, 62).
Ademdas se consideran como factores de riesgo padecimientos como la diabetes mellitus,
hipertension, enfermedades cardiovasculares e inmunosupresion (49, 51). En México no

ha tenido el impacto esperado.

Es por esto que, segun la OIE y el CDC de los Estados Unidos, se considera como
enfermedad emergente en el Continente Americano (14, 42). En México hay informes de
6 casos humanos entre el 2003 y 2004, 4 de éstos en Chihuahua, uno en Nuevo Leb6n y

uno en Sonora, pero ninguno fue fatal (63). De éste Ultimo se aislé el virus a partir del
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suero del paciente, una mujer de 62 afios con sintomas de fiebre, dolor de cabeza y
vomito (47).

En este estudio se hizo notorio que en la zona de Aldama existen condiciones ideales
para que se lleve a cabo la transmisién del VON y se establezca un ciclo enzodtico, por lo
que las poblaciones de aves, equinos y humanos no estan exentas de la presentacion de
la enfermedad Fiebre del Nilo. Se sugiere dar continuidad a la vigilancia a través de
seguimiento en las tres especies y considerarla en los diagnésticos diferenciales ya que
en Rumania, pais donde se tenia conocimiento de la presencia del VON, no se consideré
un problema importante hasta que en 1996 se presentd una epidemia con cerca de 400
casos donde 40 personas murieron y en 1999 el nimero de casos se incrementd hasta
1000 (64).

Es importante enfatizar que el control de vectores es crucial para la prevencion de la

infeccién y por tanto de la enfermedad en cualquier especie (46).
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8. CONCLUSIONES

De acuerdo a la concordancia obtenida entre las técnicas utilizadas, la que se recomienda

para continuar con la vigilancia de VON es la ELISA 2.

La positividad encontrada en el tamafio de muestra indica que los caballos en Aldama,
Tamaulipas han estado expuestos al VON, aunque no es posible deducir si en el
momento del muestreo estaban infectados. Se puede deducir que la exposicién al agente

en algunos animales fue reciente, ya que se detectaron anticuerpos IgM.

Existen factores de riesgo que participan de manera importante en la seroprevalencia del
VON en Aldama, Tamaulipas y, aunque no se encontraron estadisticamente significativos
en este estudio, se sabe que su presencia estd relacionada directamente con la

transmisién y permanencia de este agente.

Se recomienda aplicar los avances tecnologicos para la vigilancia utilizando los
conocimientos acerca de la epidemiologia de la enfermedad para de ésta manera
predecir aquellas zonas de mayor riesgo y aplicar con oportunidad las medidas

Zzoosanitarias necesarias a fin de prevenir y controlar el nUmero de casos.
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Cuadro 1. Frecuencia de muestras obtenidas por municipio para el diagnostico del
VON en Tamaulipas, México 2006.

No. ANIMALES .
MUNICIPIO | 2o 5ocy | No. UPY (%)
(%)

ALDAMA 165 (55%) 27 (60%)
ALTAMIRA 90 (30%) 11 (25%)

GONZALEZ 45 (15%) 7 (15%)

TOTAL 300 (100%) 45 (100%)

UP= Unidades de produccién
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Cuadro 2. Finalidad de 45 Unidades de Produccién (UP) en tres municipios de
Tamaulipas, México 2006.

FIN DE LAS UP No. UP Y (%) No. ANIMALES
MUESTREADOS Y (%)
ENGORDA DE BOVINOS EN PASTIZALES 42 (93%) 285 (95%)
TRASPATIO 2 (5%) 3 (1%)
CRIA DE CABALLOS 1 (2%) 12 (4%)
TOTAL 45 (100%) 300 (100%)

UP= Unidades de produccién
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Cuadro 3. Tipo de depdsitos naturales y artificiales de agua en 45 UP de la zona
de Aldama Tamaulipas, México 2006.

TIPO DE DEPOSITOS NATURALES FRECUENCIA EN LAS UP
(n=45)
Lénticos 22
Charcos 21
Pasto anegado 11
Léticos 2
Rios 1
Arroyos 1
Ambos 2
No tuvo 19
TIPO DE DEPOSITOS ARTIFICIALES FRECUENCIA EN LAS UP
(n=45)
Cachivaches 17
Bebederos 27
Pozos 5
Zanjas 3
Presas 30
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Cuadro 4. Resultado del diagnéstico seroldgico para VON por diferentes técnicas,
de 300 sueros de caballo de la zona de Aldama, Tamaulipas, México 2006.

No. POSITIVOS DE
TECNICA 300 SUEROS Y SU
(%)
ELISA 1 168 (56%)
ELISA 2 189 (63%)
PRNT dilucién 1:10 198 (66%)
PRNT dilucion 1:100 89 (30%)

ELISA 1= ELISA Indirecta para deteccion de anticuerpos IgG adaptada en un laboratorio con nivel
2 de bioseguridad.

ELISA 2= ELISA Indirecta para deteccion de anticuerpos IgG que se trabaja de rutina en un
laboratorio con nivel 3 de bioseguridad.

PRNT= Técnica de neutralizacién por reduccion de placasen dilucién 1:10 y 1:100.
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Cuadro 5. Concordancia entre las técnicas utilizadas para el diagndstico
serologico de Virus del Oeste del Nilo en 300 sueros de caballo de la zona de
Aldama, Tamaulipas, México 2006.

TECNICAS KAPPA | P
ELISA 1 — PRNT dil 1:10 -0.054 | 0.341

ELISA 1—PRNT dil :100 | -0.100 | 0.046
ELISA 2 — PRNT dil 1:10 0.716 | 0.00001

ELISA 2 - PRNT dil 1:100 0.349 | 0.00001

PRNT dil 1:10 — PRNT dil 1:100 | 0.357 | 0.00001

ELISA 1= ELISA Indirecta para deteccién de anticuerpos IgG adaptada en un laboratorio con nivel
2 de bioseguridad.

ELISA 2= ELISA Indirecta para deteccion de anticuerpos IgG que se trabaja de rutina en un
laboratorio con nivel 3 de bioseguridad.

PRNT= Técnica de neutralizacién por reduccién de placas en dilucién 1:10 y 1:100.
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Cuadro 6. Andlisis estadistico para determinar el riesgo de las variables medidas
en 300 caballos de la zona de Aldama, Tamaulipas, para diagnostico de VON,
México 2006.

ANIMALES
VARIABLE T(ETAL POSITIVOS | OR IC P
(n=300) (%)
Sexo
Machos 176 48 (27%) | 0.76 | (0.45, 1.29) | 0.279
Hembras 124 41 (33%)
Funcién zootécnica
Trabajo 235 76 (32%) | 1.91 | (0.94, 3.94) | 0.053
Cria 65 13 (20%)
Movilizacién
Si 8 2 (25%) | 0.79](0.11, 4.41) | 0.769
No 292 87 (30%)

OR= Odds ratio o razén de momios.
IC= Intervalo de confianza.
P= Significancia.
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Cuadro 7. Frecuencia de edad y diagnostico serologico para VON por la técnica
de PRNT de 300 caballos muestreados en la zona de Aldama, Tamaulipas,
México 2006.

EDAD | POSITIVOS | TOTAL | % POS
(afios)
1 0 22 0
2 0 19 0
3 0 43 23.25
4 14 25 56
5 10 22 45.45
6 10 27 37.03
7 4 14 28.57
8 17 48 35.41
9 2 6 33.33
10 17 53 32.07
11 1 2 50
12 1 9 11.11
13 1 2 50
14 0 1 0
15 1 5 20
16 1 1 100
20 0 1 0
TOTAL 89 300 -

% pos = porcentaje de positividad
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Cuadro 8. Unidades de produccion (UP) positivas para VON y analisis para
determinar el riesgo de infeccidén en tres municipios de Tamaulipas, México 2006.

No. DE UP
MUNICIPIO POSITIVAS OR IC P
(%)
Aldama 22 (81%) 1.30 |(0.76,2.22) | 0.3035
Altamira 9 (82%) 0.64 |(0.351.16)| 0.1159
Gonzalez 6 (86%) 1.22 |(0.59,2.52)| 0.5591

OR= Odds ratio o razén de momios.
IC= Intervalo de confianza.
P= Significancia.
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Cuadro 9. Andlisis de variables basado en el total de individuos (n=300)
muestreados para determinar el riesgo de infeccion para el VON en la zona de
Aldama, Tamaulipas, México 2006.

POSITIVOS | NEGATIVOS
VARIABLE (n=89) (n=011) | OR IC P
Alojamiento de dia
Intemperie 87 209 1 042 | (0.04,4.21) | 0.342
. 2 2
Caballerizas
Alojamiento de noche 20 181
Intemperie 0.61 | (0.31,1.21) | 0.126
: 19 30
Caballerizas
Vegetacion predominante 1 6
Nativa 0.39 | (0.02,3.32) | 0.333
: 88 205
Introducida
Depdsitos naturales de agua
en la UP
NoO 44 73 1.85 | (0.32,0.92) | 0.016
Si 45 138
Tipo de depdsitos naturales
Rios 5 13 0.91 | (0.27,2.84) | 0.856
Arroyos 2 10 0.46 | (0.07,2.31) | 0.255
Charcos 40 11 0.74 | (0.43,1.25) | 0.225
Pasto anegado 23 72 0.67 | (0.37,1.21) | 0.159
Presencia de depdsitos i i i
artificiales de agua en la UP 89 211
Tipo de depdsitos artificiales
Cachivaches 21 37 1.45 | (0.76,2.77) | 0.224
Bebederos 65 154 1.00 | 0.51,1.82) | 0.993
Pozos 16 59 0.56 | (0.29,1.09) | 0.068
Zanjas 9 14 1.58 | (0.60,4.09) | 0.301
Presas 71 179 0.71 | (0.36,1.40) | 0.282
Presencia de aves silvestres 75 184 0.79 | (0.37,1.68) | 0.499
Presencia de aves muertas 18 40 1.08 | (0.56,2.10) | 0.799
Presencia de mosquitos 89 211 ) ) )

OR= Odds ratio o razén de momios.

IC= Intervalo de confianza.
P= Significancia.
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Cuadro 10. Andlisis de variables basado en el total de UP muestreadas (n=45)
para determinar el riesgo de infeccion para el VON en la zona de Aldama,
Tamaulipas en 2006.

POSITIVOS | NEGATIVOS
VARIABLE (n=37) (n=8) OR IC P
Alojamiento de dia 36 8
Intemperie 0.00 | (0.00, 89.9) | 0.822
. 1 0
Caballerizas
Alojamiento de noche 31 -
Intemperie 6 1 0.74 | (0.03, 8.42) | 0.636
Caballerizas
Vegetacion predominante 1 5
Nativa 36 6 0.08 | (0.00, 1.48) | 0.076
Introducida
Presencia de depdésitos
naturales de agua en la UP 20 6 0.39 | (0.052.64) | 0.247
Tipo de depdsitos naturales
Rios 2 1 0.40 | (0.02,12.89) | 0.452
Arroyos 1 0 - - 0.822
Charcos 17 4 0.85 | (0.15,4.93) | 0.569
Pasto anegado 8 3 0.46 | (0.07,3.12) | 0.298
Presencia de depdsitos
artificiales de agua en la UP | 37 8 - - -
Tipo de depdsitos artificiales
Cachivaches 13 4 0.54 | (0.09,3.19) | 0.344
Bebederos 23 4 1.64 | (0.28,9.70) | 0.399
Pozos 4 1 0.85 | (0.07,23.13) | 0.643
Zanjas 3 0 - - 0.547
Presas 26 4 2.36 | (0.40,14.40) | 0.241
Presencia de aves silvestres 30 5 257 | (0.37,17.55) | 0.239
Presencia de aves muertas 8 1 1.93 | (0.18,47.98) | 0.488
Presencia de mosquitos 37 3 i i i

OR= Odds ratio o razén de momios.

IC= Intervalo de confianza.
P= Significancia.
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Cuadro 11. Regresion logistica de variables para determinar el riesgo de
infeccion para el VON en la zona de Aldama, Tamaulipas, México 2006.

Variable OR IC Coeficiente D.E z P
Depésitos naturales | 1.3725 | (0.7780, 2.4214) 0.3166 0.2897 | 1.0931 | 0.2743
de agua
Funcién zootécnica | 0.9756 | (0.4443,2.1422) -0.0248 0.4013 | -0.0617 | 0.9508
Altitud (msnm) 1.0116 | (1.0038, 1.0195) 0.0115 0.0040 | 2.9173 | 0.0035
Constante * * -2.0589 0.8257 | -2.4934 | 0.0127

OR= Odds ratio o razén de momios.

IC= Intervalo de confianza.
D.E = desviacién estandar.
Z = Valor de Z.

P= Significancia.
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ANEXO 1

MAPA DEL AREA DE ESTUDIO PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA
EL VIRUS DEL OESTE DEL NILO (ESTADO DE TAMAULIPAS, MEXICO)

ALDAMA

ALTAMIRA

GONZALEZ
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ANEXO 2
CUESTIONARIO PARA EL MUESTREO SEROLOGICO DE CABALLOS E

IDENTIFICACION DE FACTORES DE RIESGO PARA EL VIRUS DEL OESTE DEL NILO

MUESTREO SEROLOGICO DE CABALLOS

No. de Registro
Fecha:

Sr. Productor, los datos que a continuacion le solicitamos seran analizados en conjunto y no individualmente,
garantizando asi su confidencialidad.

DATOS DE LA EXPLOTACION O UNIDAD PRODUCTIVA:

1. Nombre de la explotacion o UP:
2. Ubicacion;
Calle NUmero Colonia o Localidad
Coordenadas: lat___ long altitud
Municipio Entidad NUmero de teléfono
3. Nombre del entrevistado: (duefio o encargado)
4. Principal especie animal en la explotacion:
5. Donde se alojan los animales durante el dia?: caballerizas () intemperie () otro ()
6. Dodnde se alojan los animales durante la noche?: caballerizas () intemperie () otro ()
7. Durante el 2005 y 2006 tuvo casos en los que sus caballos presentaran:
Falla en sus movimientos al caminar o comer? (si) (no) Movimientos masticatorios?: (si) (no)
Mucho suefio durante el dia? (si) (no) Labios colgados (si) (no) Caminata en circulos? (si) (no)
Otros
8. Qué animales se afectaron mas? Jovenes () viejos () adultos () de cualquier edad ()
9. Cual es la vegetacion predominante dentro del rancho? Natural o nativa () Modificada o introducida ()
10. Hay depositos de agua naturales dentro de la UP? (si) (no) (si la respuesta es NO, pasar a No. 12)
11. Cuales son los depositos de agua naturales dentro de la UP:
Léticos (rios, arroyos) (si)(no) Especifique Lenticos (charcos, pasto anegado)(si)(no) Especifique
12. Hay dep6sitos de agua naturales fuera de la UP a menos de 500 m: (si) (no) Especifique
13. Hay depositos de agua artificiales dentro de la UP: (si) (no), Cudles? Cachivaches (si) (no)
bebederos (si)(no); pozos, letrinas y cisternas abiertas(si) (no); jagueyes o zanjas (si) (no)
14. Hay dep6sitos de agua artificiales fuera de la UP a menos de 500 m: (si) (no) Especifique
15. Llegan aves silvestres o migratorias dentro de la UP? (si) (no) Dénde? ; y fuera a menos de 1
km? (si) (no)
16. Ha encontrado aves muertas dentro de la UP de enero de 2005 a la fecha? (si) (no)
17. En esta época hay muchos mosquitos por aqui? (si) (no)

*

**

DATOS DE LOS CABALLOS MUESTREADOS:
No Id Sexo | Edad Func | Movilizado? | Cuando? A Vacuna | Fecha

animal | HM | meses | zootec (si) (no) dd/mm/aa | donde? | (si)(no) | ultima
* ** Vac.

(1) trabajo (2) cria (3) deporte (4) turismo
(1) mismo municipio (2) otro municipio (3) otro Estado (4) otro pais
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ANEXO 3

INSTRUCTIVO DEL CUESTIONARIO PARA EL MUESTREO SEROLOGICO DE
CABALLOS E IDENTIFICACION DE FACTORES DE RIESGO PARA EL VIRUS DEL
OESTE DEL NILO

Escribir claramente y con letra de molde.

Llenar un cuestionario por cada Unidad de Produccion (UP) o ejido en el que sean muestreados caballos.
El nimero de registro serd consecutivo iniciando en 1 (uno).

Escribir la fecha en que se realice el muestreo de los animales y el levantamiento de informacion.

I. DATOS DE LA EXPLOTACION O UNIDAD PRODUCTIVA:

1. Escribir el nombre de la UP o ejido donde se muestrearon los animales.

2. Escribir la ubicacion con el nombre de la calle, nimero oficial, colonia o localidad, municipio y entidad,
namero de teléfono y coordenadas geogréficas, segun la lectura del SPG.

3. Escribir el nombre de la persona que proporcione los datos para el llenado del cuestionario.

4. Escribir la principal especie animal que se crie o a la que se dedique la explotacion.

5. Marcar s6lo una opcién, segin sea el caso.

6. Marcar solo una opcién, segin sea el caso.

7. Marcar una 0 mas opciones, es decir, las que sean necesarias y de faltar la adecuada, escribirla en el
espacio.

8. Marcar s6lo una opcion.

9. Marcar so6lo una opcién, natural cuando las areas verdes de la explotacion en su mayoria se trate de plantas
gue crecen sin ningun fin especifico. Modificada cuando se trate de cualquier especie de planta cultivada con
un fin especifico, por ejemplo, como fuente de alimento para el ganado.

10. Marcar s6lo una opcion, en caso negativo continuar con la pregunta no. 12.

11. Marcar l6ticos cuando en la explotacién se encuentren cuerpos de agua con movimiento propio como rios
y arroyos. Marcar lénticos en caso de que los cuerpos de agua no tengan movimiento propio, como el caso de
charcos, areas de pastoreo anegadas, lagunas y lagos, entre otros y especificar.

12. Marcar so6lo una opcién y especificar el tipo.

13. Elegir si 0 no y marcar una o varias de las opciones segln sea el caso, considerando como cachivaches
todo aquel objeto de cualquier tamafio en el que pueda acumularse agua como son llantas, macetas, tambos,
cubetas, entre otros.

14. Marcar so6lo una opcién, segin sea el caso y especificar.

15. Marcar s6lo una opcidn, segln sea el caso y de ser afirmativo especificar el lugar de arribo.

16. Marcar s6lo una opcion.

17. Marcar s6lo una opcion.

Il. DATOS DE LOS CABALLOS MUESTREADOS:

No. — Anote el nimero consecutivo de la muestra tomada en esa explotacion.

ID animal — Escriba la identificacion del caballo (nombre o nimero).

Sexo — registre H en caso de ser hembra 0 M en caso de ser macho.

Edad — Escriba meses la edad del caballo muestreado.

Funcion zootecnica — Registre para qué utilizan al animal muestreado en la explotacion usando s6lo una de las
cuatro opciones: 1. trabajo, 2. cria, 3. deportes, 4. turismo.

Ha sido movilizado? — Escribir si 6 no, segun sea el caso. En caso afirmativo continuar con las siguientes dos
preguntas.

Cuando? — Escribir la fecha de la Gltima vez que fue movilizado el caballo.

A doénde? Escribir del 1 al 4, segln corresponda.

Vacuna contra VON? — Escribir si 0 no, si el caballo ha sido o no vacunado.

Fecha ultima de vacunacion - Escribir la fecha de la Gltima vez que fue vacunado el caballo.
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ANEXO 4

PROCEDIMIENTO PARA LA TECNICA DE ELISA INDIRECTO PARA EL DIAGNOSTICO
DE VIRUS DEL OESTE DEL NILO ADAPTADA EN UN LABORATORIO CON NIVEL 2
DE BIOSEGURIDAD

1) Preparar dilucion del antigeno 1:1000 con PBS y colocar 100 ul en cada pozo de la
placa. Incubar a 4°C minimo 18 hrs.

2) Eliminar el antigeno no adsorbido y lavar 3 veces todos los pozos con 200 pl de
solucion de lavado.

3) Bloquear con 200 pl cada pozo con amortiguador para bloqueo e incubar 1 hora a
37°C.

4) Hacer diluciones 1:200 por cada suero en amortiguador para bloqueo, incluyendo
los sueros testigos. Por placa se pueden trabajar hasta 40 sueros problema.

5) Lavar 3 veces la placa con 200 pl de solucion de lavado.

6) Colocar 50 pyl en cada pozo de las diluciones de suero una vez agitadas en el
vortex, utilizando para el testigo de conjugado, Unicamente PBS.

7) Tapar e incubar 1 hora a 37°C utilizando el agitador de placas.

8) Diez minutos antes de terminar la incubacion, preparar la dilucion del conjugado
anti-lgG de caballo marcado con peroxidasa en PBS.

9) Terminada la incubacion de la placa con los sueros, tirar y lavar 4 veces.

10) Colocar el conjugado en dilucion 1:3000 en un volumen de 50 pl por pozo.

11) Tapar e incubar 1 hora a 37°C utilizando el agitador de placas. A su vez, incubar
100 ml de agua desionizada estéril.

12) Retirar de la incubadora el agua desionizada 10 min antes de terminar la
incubacién de la placa y disolver en ésta una capsula de buffer fosfato-citrato.
Pasar 10 ml del buffer a un frasco ambar y disolver una tableta del cromdgeno
TMB para formar la solucion de cromdgeno..

13) Terminada la incubacion de la placa, tirar el contenido y lavar 4 veces.

14) Colocar 95 pl de la solucién de cromo6geno en cada pozo.

15) Incubar 10 minutos a 37°C con el agitador de placas.

16) Detener la reaccion enzimatica con 95 pl de solucion de paro en cada pozo.

17) Leer la Densidad Optica (DO) con un filtro de 450 nm en el lector automatico de
ELISA con el programa de cémputo adaptado para el diagnostico de VON (33).
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ANEXO 5

ESQUEMA DE LA POSICION DE SUEROS EN LA PLACA PARA LA TECNICA DE
ELISA-I PARA DIAGNOSTICO DE VIRUS DEL OESTE DEL NILO EN UN
LABORATORIO DE NIVEL 2

sueros testigo muestras de suero en duplicado
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C.C testigo de conjugado
C++ suero testigo fuerte positivo
C+ suero testigo débil positivo

C- suero testigo negativo
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ANEXO 6
LISTA DE REACTIVOS PARA LA TECNICA DE ELISA — | PARA EL DIAGNOSTICO DE
VIRUS DEL OESTE DEL NILO EN UN LABORATORIO DE NIVEL 2

Amortiguador de fosfatos (PBS pH=7.4, 0.01M):

Disolver en un matraz aforado con un litro de agua desionizada estéril las siguientes

sustancias:

Fosfato de sodio 1.21 g/l
Fosfato de Potasio 0.20 g/l
Cloruro de sodio 8 g/l
Cloruro de Potasio 0.20 g/l

Solucién de lavado:

Para este amortiguador se requiere de 1 litro de PBS y 1 ml de Tween 20 al 0.1%.

Amortiguador para bloqueo, dilucién de sueros y conjugado:
Se prepara mezclando en un vaso de precipitado 5 g de leche descremada en 100 ml de
PBS.

Amortiguador de citratos con perborato de sodio, pH 5.0 + 0.05
Disolver una capsula de amortiguador de citratos (0.05 M Fosfato-Citrato, 0.03%
Perborato de Na) en 100 ml de agua desionizada incubada previamente a 37°C y agitar

enérgicamente. Es importante prepararlo 15 minutos antes de su utilizacion.

Cromégeno 3,3°,5,5" Tetrametilbencidina dihidrocloruro:
Para cada placa de ELISA, colocar 10 ml de amortiguador de citratos con perborato de
sodio en un frasco &mbar y disolver una tableta de TMB (1 mg) agitando ligeramente.

Preparar inmediatamente antes de su utilizacion.
Solucién de paro:

Adicionar lentamente 105 ml de &cido sulfurico 2 M a 895 ml de agua desionozada vy

mantener a temperatura ambiente.
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ANEXO 7

ESQUEMA DE LA POSICION DE SUEROS EN LA PLACA PARA LA TECNICA DE
ELISA-I PARA DIAGNOSTICO DE VIRUS DEL OESTE DEL NILO EN UN
LABORATORIO DE NIVEL 3

BESODES

FETe = |m
EE)

SEEIE)
SIS

Filas A, C, E y G con antigeno negativo
Filas B, D, F y H con antigeno positivo
CC Testigo de conjugado
CP suero testigo positivo

CN suero testigo negativo
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ANEXO 8

DISTRIBUCION DE LAS UP MUESTREADAS PARA OBTENCION DE PREVALENCIA E
IDENTIFICACION DE FACTORES DE RIESGO PARA VIRUS DEL OESTE DEL NILO EN
TRES MUNICIPIOS DE TAMAULIPAS, MEXICO.

GONZALEZ

ALTAMIRA W E
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ANEXO 9

UBICACION GEOGRAFICA DE UP CON CABALLOS POSITIVOS A LA SEROLOGIA
PARA VIRUS DEL OESTE DEL NILO EN RELACION A LA ALTITUD EN TAMAULIPAS,
MEXICO.

= pok s
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