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RESUMEN

El Virus del Oeste del Nilo (VON) es un retrovirus perteneciente a la familia
Flaviviridae, los integrantes de este grupo se caracterizan por ser fransmitidos
por artrépodos hematéfagos. El VON es el agente causal de encefalitis y/o
meningitis en los huéspedes susceptibles como son; aves, equinos, humanos,
entre otros. El principal vector del VON son los mosquitos del género Culex.

En este trabajo se analizd la presencia del VON en mosquitos, aves y humanos
en la ciudad de Ensenada, Baja California, durante la primavera y verano de
2009. Se utilizaron pruebas comerciales como VecTest y anticuerpos anti VON-
IgM, las muestras positivas se confirmaron por la técnica molecular de RT-PCR.

Se obtuvieron resultados positivos en una estacion de muestreo, en ella sé
encontraron las siguientes especies de mosquitos: Culex pipiens, Anopheles
punctipenis 'y Psophora cifiata. De las aves analizadas (Euphagus
cyanocephalus, Larus occidentalis, Passer domesticus, Pipilo crissalis, Gallus
gallus, Tyto alba y Carpodacus mexicanus) todas resultaron negativas. En
cuanto a la deteccion de anticuerpos anti VON-IgM en suero sanguineo humano,
todas las muestras fueron negativas. Este trabajo contribuye con el diagnéstico
de la presencia del VON en la ciudad de Ensenada, lo cual indica que existe un
probable riesgo epidemiolégico, por lo gue se hace el exhorto a tomar medidas
preventivas de fumigacion en cuerpos de agua y a evitar el acumulamiento de
agua en las aéreas residenciales.

Vo.Bo Dra.’ Teha Portillo Lopez
Directer de Tesis
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. INTRODUCCION

El Virus del Oeste del Nilo (VON) es un virus de la familia Flaviviridae, esta
incluye a tres géneros; Flavivirus (VON), Pestivirus y Hepacivirus. Los virus
pertenecientes a los flavivirus como el VON se cafacterizan por ser trasmitidos
por artrépodos en su mayoria y son los agentes causales de encefalitis y/o
meningitis en los huéspedes (vertebrados). Este género estd dividido en doce
sero complejos que incluyen el virus del dengue, la encefalitis japonesa,
Casipacore, Koutango, encefalitis del Valle de Murray, encefalitis de San Luis,
Usutu y la virosié Yaounde. El virus Kunjin, el cual es endémico en Australia es
actualmente considerado come un subtipo del VON. La secuenciacidn del
genoma del VON vy la realizacién de estudios filogenéticos han demostrado gue
el VON esta dividido en dos linajes genéticos mayores. El linaje 1 tiene una
distribucion mundial e incluye una virosis étenuada y virulenta. El linaje 1 se ha
dividido ademas en tres clases: Clase 1a, vque contiene aislados de Africa,
Europa, Asiay las Ameéricas; clase 1b, en el cual esta el virus Kunjin; clase 1c
que contiene los aislados de India. El linaje 2 que antes era exclusivo de Africa
Yy que estd asociado con infecciones asintomaticas, se ha aislado
recientemente en Europa (CDC, 2003; Trevejo et al., 2008).

El VON es una particula esférica recubierta de aproximadamente 50 nm de
diametro y cuya simetria es icosaedrica. La envoltura consiste de una bicapa
lipidica derivada del huésped y 180 copiaé de proteinas de la envoltura (E) y
membrana (M)._‘Ambas proteinas estan embebidas én la bicapa lipidica via su

dominio carboxilo terminal transmembranal. La proteina M es generada a partir




de su precursor (prM), por un rompimiento proteolitico mediado por una Furina
en la etapa tardia de la maduracién del virus. La proteina prM v la E interactdan
para formar heterodimeros que estan presentes en la superficie del virus como
60 picos trimeritos. EI rompimiento de la proteina prM capacita a la proteina E
para formar homodimeros de la cabeza al tailo y se encuentran en paralelo a la
bicapa lipidica. La envoltura rodea a la nucleocapside,.la que a su vez esta
compuesta de muitiples copias de la proteina de la capside (C) y de una copia
- del genoma. El genoma del VON es ARN de cadena sencilla de sentido
positivo, de ap_roximadamente 11 Kb, codifica a tres proteinas eétructurales
(capside, membrana, envoltura) y siete proteinas no estructurales 5 -C-prM
(M)-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5- 3’ en un solo marco de lectura

abierto (Tabla I).




Tabla I. Funcién de las proteinas de los flavivirus.

Proteinas  PM (kDa) Funcion
C 11 Se asocia con el ARN geonomico en la nicleo capside
prm 28 Protege a E de sufrir un cambio conformacional irreversible
mientras el virion es secretado a través de compartimientos
acidificados. :
M 10 Se desconoce
E 53 Receptor de union, fusién de membrana al huesped ensamblaje

viral, mejor determinante antigénico.

NS1 48 Actividad de cofactor para la replicasa viral,
NS2A 22 Inhibe Ias respuestas del interferon, ensambliaje viral y' libaracién.
NS2B 14 Cofactor para la actividad de la proteasa NS3. | |
NS3 70 Serina proteasa, bloqueo de ARN, helicaéa.
NS4A 16 Modula la seftalizacion del interfersn.
NS4B 27 Modula la la sefializacién del interferén.

N55 103 . ARN polimerésa dependiente de ARN, metiltransferasa.

PM, peso molecular; C, capside; prM, pre-membrana; M, membrana, E, envoltura; NS, no
estructural {Blitvich, 2008) .

El Virus del Oeste del Nilo se identifico por primera vez en 1937 en una mujer
febril en Uganda, proveniente del Oeste del rio Nilo (Smithburn et al., 1940).
Postériormente se registraron casos de encefalitis en humanos: por VON en
| Israel en 1957, desde entonces se han notificado epidemias en Africa, Europa
y Medio Oriente. En 1999, en Nueva York se comunicé un broté de encefalitis
en seres humanos que coincidié con broteé en cuervos y aves COh elevada
tasa de mortalidad, este evento marcéd la llegada d_el VON al cohtinente
Americano (Blitvich, 2008). Durante los seis afios siguientes se han presentado

brotes anuales a lo largo de Estados Unidos de América (EUA), Canadé, E




Caribe y Latinoamérica (Charrel ef al., 2003). Tan sélo en EUA se han
reportado mas de 100 especies dix;erentes de aves infectadas y 43 especies de
mosquitos portadores (Fernandez-Salas et al., 2007).

En seres humanos tan solo en los Estados Unidos de América se han
notificado 29,624 casos con 1,161 défunciones los cuales han ocurrido de 1998
a 2009 (CDC, 2010). Con el tiempo el nGmero de casos de infeccién por VON
se ha incrementado, situacion que indica que fa infecéién por VON se mantiene
en evolucién y que este viru.s se establece como endémico y epidémico en esta
area geografica (Grarnwehr etal., '2004; Fernandez-Salas et al., 2007).

En México se ha detectado el VON en aves en Baja California, Nuevo Leon,
zoologicos de Tabasco y Yucatan, en mosquit'ds en Mexicali, Baja California y
Nuevo Lebn, en caballos en Baja California, Coahuila, Nuevo Leén ¥ Yucatan y
en reptiles en Tabasco y Yucatan, asi como en otros mamiferos en el
zoologico de Yucatan. Los casos confirmados en humanos en México han sido
siete, 4 en Chihuahua, 2 en Sonora y 1 en Nuevo. Leén (Blitvich et al., 2003;

"Rappole et al,, 2003; Ramos y Falcon, 2004; Deardorff, 2006).

La infeccion en humanos se caracteriza por una serie de sintomas
inespecifi¢os los cuales no pueden ser difefenciados clinicamente de otras
énfermedades infecciosas. Estos sintomas incluyen un inicio abrupto de fiebre,
dolor de cabeza, mialgias (dolores musculares), néusea, fatiga, sensacion de
debilidad, voémito y diarrea. Usualmente los sintomas se desarrollah de2a14
dias después de la infeccion viral. La enfermedad dura de 2 a 5 dias, pero en

los casos severos se cbserva que la fatiga puede persistir hasta un mes.




Aproximadamente 1 de cada 150 pacientes (<1%) infectados con VON
presentaran enfermedad neuroinvasiva severa, esta se caracteriza. por
encefalitis, meningitis y/o poliomielitis (como paralisis flacida). En cuanto a los
desenlaces fatales estos son en prdmedio_del 10% y las secuelas a largo plazo
ocurren en mas del 50% de los pacientes y raramente se reporta en pacientes
de edades menores de_30 afios (Davis et.al., 2006; Séjvar et al., 20086, 2007
Blitvich; 2008).

En caballos las infecciones por VON generalmente s.on as'ir.ltométicas: se
observaron signos clinicos Unicamente en el 8%_‘ de los casos positivos. La
enfermedad se caracteriza por fiebre y una variedad de signos neurolégicos
tales como ataxia (pérdida de coordinacién motriz), debilidad muscular y
amaurosis (pérdida de la vision por anlamacién cerebral). Las lesiones en
tejidos extra neurales son raramente detectadas. En estos animales, la
enfermedad dura aproximadamente 3 serhanas, con un rango de mortalidad
del 23 al 43%. La vacunacién para prevenir la encefalitis equina reduce el
riesgo de muerte eh un 44% yrpresenta proteccion hacia los otros flavivirus.
Los caballos se han utilizado como centinelas para estimar el riesgo de
infecciones humanas de algunas virosis provenientes de mosquitos, como la
encefalitis equina del virds occidental. Los casos clinicos de VON en caballos
no se trasmiten a humanqs en la misma area (Salazar e_t al., 2004; Corrigan et
al,; 2006.). |

En las aves la patblog_ia se caracteriza por varios signos neuroldgicos,

incluyendo ataxia, paralisis y falta de coordinacion sumados a varios signos no




neurolégicos tales como depresion, letargia (estado de somnolencia profunda y
prolongada), plumas erizadas, pérdida de peso y rmiocarditis (inflamacion del
corazén). Los pajaros infectados por VON mueren frecuentemente durante las
primeras 24 horas desde el establecimiento de los signos clinicos. La vigilancia
de péjaros muertos ha demostrado ser un sistema de alarma temprana
eficiente para detectar el VON en humanos.‘En contraste con los caballos, la
infeccion del VON en péjaros causa lesiones en multiples téjidos y/Lr organos;
los infectados con mayor frecuehcia .son los rifiones, higado, corazén y bazo.
Con excepcfén de caballos y pajaros, el VON no es un patdogeno comdn en
ofros vertebrados. Sin embargo,. la enfermedad neurolégica ha sido
diagnosticada en ardillas, hamster, perros, lagartos y ratones. Estos ultimos se
han utilizado como modelos de laboratorio para el eétudio de encefalitis
inducida por VON (Bﬁtvich, 2008). |

El VON al igual que muchos cﬁrbs arbovirus tiene dos ciclos distintos de
transmisién; un pr’ifner ciclo que es enzootico (o éiclo de ampiificacién) que
involucra un grupo ‘de ve_ctores y aves huésped. El ciclo secundario que
involucra potencialmente diferentes artrépodos, hurhanoé Y caballos (Fig. 1).
En el ciclo primario los mosquitds omitofilicos, como Culex pipiens, se
alimentan de péjéros viremicos (.huéspedes amplificadores), a partir del cual se
infectan para posteriormente transmitir el virus a los demas huéspédes
amplificadores. Sf existen las condiciones propicias (temperatura, mosquitos:
vectores, densidad alta de pob!acicﬂn de mosquitos, nL':me_ro de huéspedes

susceptibles, etc.) se produce una epizootia en las aves. Si muchas aves




resultan infectadas esto no necesariamente termina én enfermedad en
humanos o equinos. Los vectores primarios mas eficientes de trasmision son
aquellos que se alimentan de aves que desarrolian un alto nivel de viremias.
Estos mosquitos pueden representar una gran amenaza para humanos y
equinos, y cuando es asi, a estos mosquitos se les considera mosquito puente
entre el ciclo ornitofilicos y los demas vertebrados, los cuales son huespedes
incidentales y producen viremias de magnitud insuficiente pafa infectar a otros
mosquitos. Generalmente un vertebrado infectado debe producir una viremia
210° pfu.ml™ (pfu= unidades formadofas_ de placa) para servir como reservorio
(Xiao ef al., 2001; Blitvich, 2008).

Los mosquitos vec.tores del VON que se han considerado mas importantes son
los de‘l género Culex, principalmente C. pipiens, aunque otras especies como
C. quinqdefaciatus, C. restuans, C. nfgripapalpus y C. salinarius éon
considerados (Kulasekera ef al., 2000; Turell ef al., 2001: Goddard et al., 2002;
DiMenna ef al,, 2006; Richards et al., 2_007; Styer et al., 2007; Trevejo et al,
2008). No obstante, Turell y colaboradores (2005), demostraron en laboratorio
que otros géneros de mosquitos, como Ib's que se sefialan en la Tabla II,.
presentaron una capacidad de trasmision alta cuando se infectaron con gallinas

inoculadas con VON y después se expusieron a aves susceptibles.




Trnshison
Humand 2 bunane
—p
o & Innsfusion sanguine. [

p Trnsmision
- AU & pyire
.

N & ol ' 4 L\
Papin i Pypro Hunanos  Leche madema  Hunancs
{inesped rsoreoRo] o |

Ckls da
wapliicacion

Masquie & { Hesquito
feectar weplficador) _ ) MR ) 7

F Gballos 4

e Imp_liictdor} - [ atres anmdes werlebrados ao-ares)

Mosquite
[vector puents]

Poes

A9
[huesped resencoria) . N
I X
Cicla
deanplficecion ?
i i s Hosquite
I'4

Ardllzs )
fr dgunis ofrs especis dt wHebrados no-es)

Fig. 1. Ciclo 'de transmisién del Virus del Oeste del Nilo. Las flechas sdlidas
muestran las rutas comunes, las flechas delgadas muestran las rutas de
transmision infrecuentes, las flechas punteadas muestran Iasirutas propuestas
de transmision en fa naturaleza que no han sido confirmadas (Blitvich, 2008).




Tabla Il. Mosquitos de Norte América con potencial de transmision de VON (Turrell et al., 2001)

Especies Aislamiento de Preferencia/Huésped  Competencia del Potencial como
VON® en campo vector por el VON®  vector puente®

Aedes albopictus + Oportunista 1+ PR,
A. vexans +++ Mamiferos + 4

C. nigripalpus 0 Oportunista ++ +

C. pipiens +bt Pajaros bk ++

C. quinquefasciatus 0 Péjaros +++ ++

C. restuans 4 Pajaros I ++

C. salinanus + Oportunistas +HHE Fa—
Ochlerotatus atropalpus 0 Mamiferos ++++ ++

O. canadensis 0 Mamiferos + +

O. cantor + Mamiferos + +

0. japonicus 4t Oportunista FHE o+
Q. solicitans 0 Grandes mamiferos ++ +

O. faeniorhynchus 0 Grandes mamiferos + +

O. triseriatus 4+ Mamiferos ++ e+

* Grupos detectados con VON 0= NINGUNO: += uno; +++++ = muchos.

® Eficiencia con la cual esta especie es capaz de transmitir VON en el laboratorio:

0= incompetente; + = ineficiente; ++++ = Extremadamente eficiente.

© Potencial para estas especies como vector puente. 0= poco a ningln riesgo, +++++ = el mayor rol.



En Mexico los estudios de vectores de trasmision del VON involucraren a las
siguientes especies de mosquitos (CENAVE, Centro Nacional de Vigilancia
Epidemiologica): Aedes vexans, Anopheles pseudopunctipennis, Culiseta
insidens, C. pipiens, C. ftarsalis, C. quinquefasciatus, C interrogator, C.
stigmatosoma, C. thriambus, y Psophora toltecum.

En cuanto a los efectos ambientales se ha observado que la temperatura y las
lluvias influencian los ciclos de transmisién de Ids arbovirus. Varios estudios de
laboratorio han 'demostrado'que los mosquitos son vectores mas eficientes de
flavivirosis cuando se les mantiene en témperaturas elevadas, C. pipiens ha
sido un vector significativamente mas eficiente cuando es mantenido a .3.0° C
en lugar de 18, 20, 0 26° C (Turell et al., 2001). Los mosquitos también difieren
en requerimientos de habitat, por ejemplo: C. pipiens es considerado una
especie urbana y suburbana, C. restuans és comuin en areas ruralés y urbanas
y C. tarsalis es considerado un vector rural primario del VON. (DeGroote et al,
2008).

La asociacién entre areas urbanas y caéos humanos posiﬁvos indica que las.
areas urbanas y suburbanas favorecen las condiciones para gque ocurra la
transmision enzootica y puente. Asimismo, se sabe que el mosquito se crfa en
aguas ricas en materia orgénica de contenedores artificiales en areas urbanas,
lo cual indica un foco urbano (Tureli et al., 2001; Molaei ef al., 20'QT§ DeGroote
et al., 2008; Brown et al., 2008;). Ademas se ha observado que. C. pipiens
exhibe tardiamente un cambio de huésped hacia el humano al final de Jé

~ estacién de verano. La ascciacion entre las areas urbanas/suburbanas y los

0




casos de VON en humanos indican un aumento en las condiciones 6ptimas
para las formas de transmisién enzooticas y de puente. Por otro lado, se ha
asociado a los casos de VON en humanos en residencias aledafias a areas
verdes (Brown ef al., 2008).

La infeccién por VON se reéonoce actualmente como la mayor epidemia de
enfermedad. heuroinvasiva arboviral en el hemisferio occidental, ya que el virus
ha causado de forma continua y significante una mortalidad y morbilidad en
EUA con mas de 2,500 casos cada afio en humanos én los afios de 2002 a
2007 (Blitvich, 2008). El aumento de casos en 2002 coincide con el surgimiento
de un nuevo gendtipo del VON (VONO2). Es.te genotipo fue descrito por
primera vez cuando se obtuvo la secuencia del gen E de 67 aislados de Nueva
York en 2002-2003. Posteriormente se utilizé et gen NS5 en 39 aislados (Ebel
et al., 2004). El VONO2 represento el 55% de los analizados en 2003, poco
después se demostrd que VONO2 habia emergido como el genotipo dominante
del VON en todos los Estados Unidos de América y Canada. El genotipo
temprano (NY99) no habia sido detectado en Norte América desde 2004 Io cual
sugiere que habia sido completamente desplazado por el VONO2. Todos los
virus con el genotipo VONO2 contienen 13 mutaciones cuando se comparan
con el prototipo de la cepa VON-NY99 incluyendo una mutacién no sinénima
" localizada en E-159. Ademas el tiempo de incubacion del genotipo viral VON02
en los mosquitos de las especies Cufex es de 4 dias, mas corto que en ei

genotipo NY99 el cual es de 14 dias (Blitvich, 2008).
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Desde el 2002 la vigilancia de |a infeccion en equinos y aves ha demostrado
una extensa circulacion de VON en México y el Caribe, y posteridrmente se
detecté por primera vez en Centroamérica, identificandose caballos
seropositivos (Lororio-Pino et al., 2003).

En Latinoamérica el primer virus de VON fue aislado en México y sé obtuvo dé
un pajaro muerto en el 2003, este virus poseia el genotipo VONOQ2 vy contenia
un cambio en el aminoacido E-156 el cual no presentaba una glicosilacion
altamente conservada en otros VON,' el cambio de éste aminoacido no se
habia observado en todos los clones, lo cual sugiere una poblac;on mlxta de
virus. Las variantes ghcosnadas fueron altamente letales en ratones mlentras
que las variantes no glicosiladas fueron atenuadas (Blitvich, 2008). Desde
entonces otros 15 VONs (12 de Mékico, y3 de-A'rgentina) se han identificado y
secuenciado (Beasly et al., 2004; Elizondo-Quiroga et al., 2005; Deardorff et

al., 2006).

Cabe sefalar que la deteccion del VON no necesariamente involucra su
_ genotipificacién, ya que se requiere de un laboratorio de nivel Il de
bioseguridad para SLJ cultivo y obtencion de ARN y ADNc suficiente para poder
secuenciarlo. En los casos los genotipos evaluados en México, estos se

llevaron a cabo en Estados Unidos de América.
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Il. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

El Virus del Oeste del Nilo es el agente causal de la enfermedad conocida
como Fiebre del Oeste del Nilo, aunque la enfermedad no es severa en el 20%
de los casos, recien.temente ha causado mortalidad importante en las personas
susceptibles como son los nifios, ancianos y peréonas inmuno compromeﬂdas.
La vigilancia epidemiolégica es fundamental para determinar tanfo la presencia
como la dispersiéon del patégeno y sus genotipos, dentro de los cuales
podemos encontrar unos mas agresivos que otros.

El presente trabajo evalu6 de forma preliminar la presencia del VON en la zona
urbana y sub-urbana de Ensenada, Baja Caiifornia, México para establecer la

necesidad de una vigilancia epidemiolégica en esta 4rea.
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Ill. OBJETIVOS

II1.1. Objetivo general:

Demostrar la presencia del VON en la ciudad de Ensenada, B. C. México.

[1.2. Objetivos particulares:

[11.2.1, Realizar un diagnostico molecular del VON en mosquitos, av'es, caballos
y humanos.

I11.2.2. Identificar los organismos positivos al VON.

I11.2.3. Corroborar la presencia del VON en las muestras positivas mediante

RT-PCR.
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IV. METODOLOGIA

iV.1. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

Los muestreos se llevaron a cabo en la ciudad de Ensenada B.C. la cual se

encuentra localizada a 32° 52’ de latitud Norte y a 116° 37’ de longitud Oeste,

posee un clima mediterrdneo calido y seco, con precipitaciones durante el

invierno. En la figura 2, se sefialan las estaciones de muestreo y en la Tabla |l

sus caracteristicas.

Tabla Ill. Estaciones de muestreo.

Estacion

Coordenadas geograficas

Caracteristicas de la Zona

1. La presa Emilio Lépez Zamora

2. El caifién de Doria Petra
3. Playa municipal

4. Campo de golf, Baja Country
Club.

5, PL_mta morre-UABC

6. CICECE

31°563'54.54"N

116°36'63.59"W

31°54'20.13"N
116°36'24.55"W

31°50'42.47"N
116°36'47.65"W

31°45'46.78"N
116°32'56.93"W

31°51'43.01"N
116°40'7.76"W

31°627.90"N
116°39'52.62"W

Cuerpo de agua rodeada de
vegetacion, zona urbana.

Area verde, riachuelo .
producto de aguas
domesticas tratadas,
estancamientos.

Zona urbana con
caballerizas, descarga de
aguas negras municipales
tratadas.

Zona sub-urbana con

cuerpos de agua, areas

verdes.

Zona urbana costera

Zona urbana

1 2




Figura 2. Estaciones de muestreo. 1) Presa Emilio Lépez Zamora, 2) caﬁén'de

Ddﬁa Petra, 3) playa municipal, 4) campo de golf "Baja Country C_iUb", 5) Punta

Morro-UABC, 6) CICECE.
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IV.2. RECOLECCION DE MOSQUITOS.

Se llevaron a cabo recolecciones de mosquitos durante primavera-verano del
2009. Estos muestreos se realizaron en las estaciones 1-5, como se indica en
la figura 2 y tabla lll.

Para la captura de mosquitos se utilizaron redes entomolégicas y una trampa
de luz (CO2-CDC miniature light trap modelo 512, John W. Hock). Las
~ recolectas se realizaron durante el atardec_er,-dejéndose la trampa por un
periodo de 8-12 hrs. f__os mosquitos fueron colocados en rebipi_ente_s
etiquetados con fecha y Iugar de recolecta y se guardaron a -80 °C hasta su
analisis. Una muestra de mosquitos de cada &rea se preservo en alcohol et‘ﬂico |

al 70% para su identificacion taxondémica.

IV.2.1, IDENTIFICACION DE MOSQUITOS:

Se analizaron los mosquitos bajo un microscopio estereoscopico Carl Zeiss
(Stemi DV4). Se agruparon por sexo y especie de acuerdo a sus caracteristicas
morfol6gicas para lo cual se utilizaron claves de identificacién (Carpenter y

LaCasse, 1974; Darsie y Ward, 2004).

IV.3. DETECCION DEL VON CON EL KIT VecTest

Se utilizo el kit VecTest (Microgenics Corporafion®) con ligeras modificaciones
para la deteccion del VON en mosquitos y aves (cerebro y faﬁnge).

Bajo observacién en un microscopio estereoscépico (Carl Zeiss, Stemi DV4)
se seleccionaron iorsrmosquitos hembras de cada estacién de.m.uestreo, se

colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL, posteriormente se agregaron 250 uL
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de la solucion de molienda proveida en el kit VecTest. Se llevo a cabo la
molienda de los mosquitos utilizando un homogeneizador de tejidos micro
grinder (Res. Products Inter. Corp. ® a maxima velocidad por periodos de 30
segundos, 5 veces cada una, en una cama de hielo. Se deié 5 minutos y
después se afiadieron 250 ml de solucion de molienda, se mezclé por vortex
por espacio de 30 segundos. El homogeneizado se centrifugd por 5 rhinutos a
14000 rpm en una micro centrifuga (Eppendorf, modelo 5415 C) a una
temperatura de 4°C, del SObrenadante se tomaron 250 pL y se pusieron en un
microthbo nuevo y se colocd una tira reactiva VecTest y se dejé 15 min. a
temperatura ambiente. Se interpreté el resultado siguiendo las instrucciones.del
kit VecTest (Fig. 3). Los resultados se léyéron antes de 30 min. Se guardd el
resto del sobrenadante de las muestras positivas a una temperatura de -70 °C,
péra posteriormente extraer el RNA viral y realizar la transcripbién reversa y la
reaccion de PCR para Ié confirmacion de Iarpresencia del virus. En el caso de
las aves, se procedié a extraer el cerebfo y un fragmento de 50 mg fue tratado

de igual forma que los mosquitos.
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Fig. 3. Interpretacion del resultado' de la prueba inmunolégica VecTest
(Microgenics Corporation) donde se muestra el resultado negativo, control y
deteccion del VON (WNV) y del virus de encefalitis de San Luis (SLE). La:
presencia solo de Ia linea de control indica un resultado negativo (1er tira ala
izquierda). La presencia de dos o tres lineas indica Ia presencia de uno o

ambos virus,
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IV.4. EXTRACCION DE ARN VIRAL

Se utilizc’) el kit QlAamp Viral RNA mini kit (Qiagen®), y se siguié el protocolo de
la casa comercial. Se utilizaron 140 uL del sobrenadante del homogeneizado
de mosrcos previamente utilizado en la prueba VecTest y que estaba

guardado a -70 °C. (Apéndice Il).

IV.5. REVERSO TRANSCRIPCION DE ARN VIRAL
La sintesis de DNAc viral sé.lle_vé a cabo siguiendo las instrucciones del kit -
comercial REVERSE TRANSCRIPTION SYSTEM (PROMEGA®). Para esta

reaccion se utilizaron Iosrcebardores al azar prdveid_os en el kit y Ibs cebadores

especificos de Lanciotti ef al. (2000). La reverso transcripcion fue efectuada a .
42 °C para la primera reaccién y a 50 °C para la segunda.

Los cebadores especificos de Lanciotti et al. (2000) fueron: WNV3F: 5" TTG

TGT TGG CTC TCT TGG CGT TCT T 3 y WNV4R: 5 CAG CCG ACA GCA

CTG GAC ATT CAT A 3, el tamario del fragmento de DNA es de 408 pb.

(Apéndice 1lI).
IV.6. DETECCION DEL VIRUS‘ DEL OESTE DEL NILO POR PCR ANIDADA

Se utilizé la mezcla de PCR 2X (PROMEGA®) y los cebadores especificos del
| VON, previamente elaborados por Shi et al. (2001). La mezcla se prepard con
? pL de agl_ua libre de DNAsas, 15 L .de ‘mezcla ZX, 6 pL de DNAc obtenido
previamente, 1 pl de cebador sentido F5 (25 pmol/uL): 5’ CAG TGC TGG ATC
GAT GGA G AGG 3.’, 1 L. cebador antisentido R6. (25 pmol/uL): 5; CCG CCG

ATT GAT AGCAC T GGT 3, en un volumen total de 30 pL. La programacion
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del termociclador (LABNET, modelo: TC020-24) fue de: un ciclo de 3 min a
94°C, 40 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 56°C, y un min a 72°C, mas un ciclo
de extension final de 10 min a 72°C. El controi positivo para el PCR anidado
fue sintético y se envié a sintetizar a la compafiia Allele Biotech, Estados
Unidos de América. Este se obtuvo a partir de la secuencia del genoma del
VON de la cepa NY99 con registro No. EU249803 del banco de genes (NCBE)
de la posicion 287 a 390 (fragmento de 104 pb) cdmo se muestra a
continuacion.. | | |

5' -cag tgc tgg atc gat gga gag otg .tga aca aac aaa cag cga tga aac écc ttc tga
gtt tta aga agg aac tag gga cct tga cca gtg cta tca atc ggc gg- 3'. |
Posteriofmente se realizd una electroforesis de poliacrilamida al 6% para

visualizar los productos de PCR obtenidos (Ausbel et al., 2002) (Apéndice V).

IV.7. DETERMINACION DEL GENOTIPO DEL VON PRESENTE EN ENSENADA.

Uno de los genes empleados en la determinacién_dei._genotipo del VON es el
gen NS5, por _eilo se obtuvieron cebadores de este gen, alineando las
secuencias de los genomas de los dos linajes del VON, obtenidos del banco de
genes NCBI (linaje 1: No. DQ211652, linaje 2. No. M122_94) con los Iprogramas
CLUSTALXY GENEDOC. Se obfuvieron secuencias conservadas en el 3’ para -
ambos cebadores teniendo variabilidad de bases en la reglon interna del
fragmento que se amplificaria, para poder diferenciar ambos genotlpos Ambos
cebadores no mostraron tener complementariedad anahzada en el programa
FASTPCR. Los cebadores disefiados mostraron tener el 100% de. similitud con

el VON en el Banco de genes (NCBI, BLAST).
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Se realizd un RT-PCR para determinar el genotipo del VON igual que en el’
punto IV.5. se utilizaron los cebadores; sentido NS5F (1381-1390): GTG GCC
ATT TTT GTC CAT GG, antisentido NS5R (1513-1532): TCC ACT GTC ACC

TCT CCA TA. Tamario del fragmento esperado: 152 pb.

IV.8. PROTOCOLO DEL KIT QIAQUICK (QIAGEN®) PARA PURIFICAR EL
PRODUCTO DE PCR DEL GEL DE AGAROSA.

Se llevd a cabo de acuerdo a la casa comercial una vez hecha la electroforesis

de ADN en agarosa (Apéndice V).

IV.9. CLONACION DEL PRODUCTO DE PCR, AMPLIFICADO CON LOS
CEBADORES NS5
Se utilizd el plasmido; pGEM®-T Easy Vectors (PROMEGA®) y se realizd de

acuerdo a la casa comercial (Apéndice VI).

w.10. TRANSFORMACJON'EN CELULAS COMPETENTES DE E.coli, (cepa DH5a)
Y SELECCION DE CLONAS POSITIVAS. '

Se utilizaron 50 uL de células competentes, a estas se les afadio 1 pL del
ADN plasmidico, permaneciendo en hielo por 30 min. Posteriormente se colocd
el tubo en un incubador en seco a 42°C por 90 seg después se regresaron al
hielo. Se adicioné 800 pL de caldo LB vy se incubd .por 45 min a 37°C con
agitacion. Se trasfirieron 100 L a una caja de petri con agar LB-ampicilina (50
ug/ml) y se incubd 18 horas a 37°C. Se seléCcidnafon las clonas positivas
resistentes. a émpicilina (Ausbel et al., 2002). Se corrobord que el plasmido

tuviera el inserto mediante un PCR y los cebadores NS5, una vez seleccionada
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la clona positiva se procedié a crecer la clona de nuevo con LB+ ampicilina por
18-24 hrs a 37 °C, despueés se purificd el ADN del plasmido con el Kit Qiaprep
Spin Miniprep (QIAGEN®). Una vez obtenido el ADN plasmidico se procedié a

enviar a secuenciar a la Universidad de San Diego (EUA).

1V.11. DETECCION DEL VIRUS DEL OESTE DEL NILO (VON) POR EL METODO

DE ELISA.

Mediante este método se llevaron a cabo detecciones de anticuerpos IgM-
antiVON de muestras sericas del Banco de sangre del Hospital Ge’heral de la
Ciudad de Ensenada, B.C. Las muestrés pertenecian a pacientes que donaron
sangre durante el periodo de primavera-verano del 2009. De estas muestras,
se realizd una seleccion ut_ilizando solo aquellas que presentaron cuentas de
leucocitos menores al valor normal (menos de 5000 por mm?®) por ser indicativo
de infeccién viral. La identificacion numerica de cada muestra fue de acuerdo a
‘como estaban en su registro original del banco de sangre y una numeracion
arabiga consecutiva. |

Para la deteccion se utilizd el reactivo: West Nile.Virus IgM capture DxSelect,
ELISA (Focus Diagnostics®). Se realizé la metodologia de acuerdo a la casa

comercial (Apéndice ).
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V. RESULTADOS

V.1. ANALISIS DE MOSQUITOS:

Se obtuvieron mosquitos de cinco estaciones de muestreo durante la p_rimavera
y verano de 2009 y primavera de 2010. De estas muestras résu!tc_ﬁ positiva la
estacion de muestreo localizada en el campo de Golf, Baja Country Club,
situado al sur de la Ciudad de Ensenada (Tabla IV). El analisis de identificacion
taxondmica mostré que la especie pred'ominante era Cufex pippiéns (_99%),
aunque se encontraron individuos de las especies: Anopheles punctipehis,
Posophora ciliata, Anopheles franéiscanus, y Ochlerotatus niphadopéis.

Las muestras positivas '(Tab_la lV,V muestras 1, 5-8) detectadas con el kit
VecTest fueron confirmadas por RT-PCR, para ello se obtuvo RNA viral del
conjunto de muestras, con una concentracion de 1.12 pg/uL. Se utilizaron 5
Hg para la sintesis de ADNCc. Posteriormente a la sintesis de ADNG se prosigui6
a confirmar la presencia del VON mediante un PCR anidado, dando como
resultado positivo la banda del taméﬁo empirico esperado de 104 pb, como se

aprecia en la Figura 4.
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Tabla IV. Resultados de deteccién del VON en mosquitos por la técnica de

VecTest.
No. Fechade
muestra ‘Recoleccion Estacion de Muestreo No, de Positivo  Negativo
_ Mosquitos
1 24,25/Ago/09  Campo de Golf, Baja 18 X
Country Club
2 - 18/Jul/20/Ago  Playa Municipal 20 X
3 » 2%3/\90/09 Campo de Golf, Baja 18 X
- Country Club
25/Jul/09 Cafion de Dofia Petra 30 ' X
18/Jul/09 Campo de Golf, Baja 18 X
Country Club . ,
-8 .4, 5/uli09 Campo de Golf, Baja 24 X
' ' Country Club
7 13/Jun/09 Campo de Golf, Baja 24 X
Country Club
8 13/Jun/09 Campo de Golf, Baja 19 . X
. _ Country Club ,
9 16/JuN09 Playa Municipal 19 X
10 09/May/6/Ju  Cafion de. Dofia Petra 23 . X
11 'i{g/?MarIOQ " Presa Emilio Lopez ST X
' ' Zamora _ | - -
12 18, Presa Emilio Lopez - 20 X
20/May/10 Zamora ' |
13 30/May/10 C'éﬁén de Dona Petra 30 X

14 17, 18un/10  UABC campus el Sauzal - 17 X

~ o
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Fig. 4. Gel de Poliacritamida (6%) que muestra el resﬁltado de PCR anidado. carril 1)
estandar de ADN, cérﬁl 2) resultado negativo utilizando el ADNc de Lanciotti et al,
(2000) a 42°C, carril 3) resultado positivo utilizando el ADNc de Lanciotti et al. (2000) a
50°C, carril 4) control positivo sintético, qarrii 3) control negativo con ADN de mosquito,

carril 8) control negativo, solo cebadores y mezcla de PCR.




Para determinar cual genotipo de VON se encuenira en Ensenada, Baja
California se amplificé un fragmento del génoma del VON con los cebadores
NSS y se obtuvo el fragmento del tamarfio esperado de 152 pb como se apreci'a

en el gel de poliacrilamida al 6% (Fig. 5).

Fig. 5. Gel de Poliacrilamida al 6% que muestra el resultado de PCR para
subsecuente identificacion del linaje del VON. Carriles: 1) Esténdar de ADN, 2)
resultado negativo utilizando ADNc sintetizado con cebadores al azar, 3)

resultado positivo con ADN¢ sintetizado éon cebadores especificos (NS5). |
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La secuencia del producto de PCR obtenido con los cebadores especificos

NS5, clonado y secuenciado dio el siguiente resultado:

5'-GAATTC GAT TIC CAC TGT CAC CTC TCC ATACTT GTT CGC TAT
CGG TCT CGT GGT GAT ATT TAG CTT TAG AAG GAG TTT ACC TCC CAC
TTT GTG CTG CAC TAT CAA GCAACA CGACTC CAT GGA CAA AAA TGG
CCA CAATCA CTA GTG AAT-3¥

Esta secuencia tiene un porcentaje de similitud en el banco de genes (NCBI)
con los siguientes mosquitos: Aedes aegypti (97%), Ochlerotatus nipponicus

(94%), Ochlerotatus japonicus (94%), entre otros y no con el VON. -

V.2. ANALISIS EN SUERO SANGUINEO HUMANO:
De las 36 muestrés de suero éanguineo rde_rhumano analizadas procedentes
del Banco de sangre- del Hospital General de Ensenada, las cuales
presentaban cuenta baja de leucocitos, mediante |a técnica de ELISA. Todas
ellas resultaron negativas como se puede apreciar en la Tabla V en la cual la
linea de corte para ser positivo es de una absorbancia superior a 0.487. La
lectura del blanco fue de 0.338, control negativo 0.328, control positivo 0.487 y

calibrador 0.390.
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Tabla V. Resultados de las absorbancias obtenidas en la técnica de ELISA

anti-Von IgM de las muestras analizadas.

No muestra
del Banco No.
de sangre arhitrario  Absorbancia N=A-B N/CAL  RESULTADO
10910 1 0.372 0.034 0.087 NEG
20410 2 0367 . 0.029 0.074 NEG
11310 3 0.334 -0.004 -0.010 NEG
210107 4 0.371 0.033 0.085 NEG
10310 5. 0.349 - 0.011 0.028 NEG
11010 6 0.359 0.021 0.054 NEG
12110 - 7 0.38 0.042 0.108 - NEG
10610 8 0.49 0.152 0.390 NEG
10110 9 0.341 0.003 0.008 NEG
1610 10 0.343 0.005 . 0.013 NEG
20610 11 0.359 0.021 0.054 NEG
10710 12 0.352 0.014 0.036 NEG
280507 13 0.344 - 0.006 0.015 NEG
210709 14 0.339 10,001 0.003 . NEG
300309 15 0.337 . -0.001 -0.003 NEG
20110 16 . 0.348 0.01 0.026 NEG
301109 17 0.33 -0.008 -0.021 NEG
231007 18 0.346 0.008 0.021 NEG
12010 19 0.321 -0.017 -0.044 NEG
20710 20 0.333 -0.005 -0.013 NEG
10410 21 0.326 -0.012 -0.031 NEG
281007 22 0.353 0.015 0.038 NEG
11810 23 0.33 ' -0.008 -0.021 NEG
11510 24 0.326 -0.012 -0.031 NEG
10810 25 0.375 0.037 0.095 NEG
300609 26 0341 0.003 0.008 NEG
240607 27 0.332 ' -0.006 . -0.015 NEG
11710 28 0.328 -0.01 -0.026 NEG
230607 29 0.322 -0.016 . -0.041 NEG
20210 30 0.333 -0.005 ~ -0.013 NEG
241007 31 0.356 0.018 © 0.046 NEG
10510 32 0.336 -0.002 - -0.005 NEG
- 210407 33 0.342 _ 0.004 0.010 NEG
280410 34 0.332 -0,006 -0,015 NEG
11910 35 0.34 0.002 ' 0.005 NEG
11410 36 . 0.35 0.012 0.031 NEG

{A = absorbancia, B = blanco; CAL = calibrador).




V.3. ANALISIS DE AVES:

Las aves recolectadas de diferentes areas de la ciudad de Ensenada, todas

ellas resultaron negativas al VON (Tabla V).

Tabla VI. Resultado de la deteccién del VON en aves.

Procedencia

R_esultado

Nombre comun. Cantidad Muestra
(Nombre clentifico)
Zanate 4
(Euphagus cyanocephalus) Maneadero Faringe = Negativo
_ 1 _ _
Gaviota occidental Presa Cerebro Negativo
(Laurus occidentalis) Emilio Lopez Zamora : :
Pelicano café 1 ' :
(Pelecanus occidentalis) Punta Morro Faringe Negativo
1
Gorrion Ingles Cafén de Dofia Petra Cerebro Negative
(Passer domesticus) :
: 1
Rascador de California (Pipilo Cafén de Doiia Petra Cerebro Negativo
crissalis) ' : '
1 _ .
Gallina doméstica Cafién de Dofa Petra  Cerebro Negativo
{Gallus gallus) : |
: 1
Lechuza de campanario {Tyto Cafon de Dofa Petra  Cerebro - Negativo
alba) : _
Gorrion Mexicano CICESE Cerebro Negativo

(Carpodacus mexicanus)




V1. DISCUSION

El presente estudio demuestra la presencia del VON en la ciudad de Ensenada
Baja California México, mediante la deteccion de mosquitos infectados los
cuales se localizaron en una de las estaciones de muestreo. Dicha estacion es
un club de golf ubicado al sur de la ciudad (campo de golf, Baja Country Cluby).
Este hallazgo corrobora la evidencia positiva de que el VON se enci.lentra en la
zona fronteriza de Méxibo con EUA. El haber encontrado el VON en C. pipiens
confirma su competencia como véctor, asi como fue ,s.eﬁalad'o por Turell et al.
(2005), Goddard et al. (2002) y Nielsen ef af. (2008), quienes démostraron
experimentalmente que los mosquitos del genero Culex se enicuentra entre los
vectores mas eficientes -en la transmision del VON. Bemard et al.. (2001) y
Turell ef al. (2005) encontraron que, C. pipiens, C. restuans y C. salinarius
fueron los mosquitos més predominantes durante el brote de Nueva York en
1999 y 2000. Asimismo, Kulasekera ef al. (2001) encontraron otros vectores
como: Anopheles vexans, A. crusians, A. quadrimaculatus, Coquillettidia
perturbans, Culex erraticus, C. territans, Ochlerotatus excrusians, O. intrudens,
O. taeniorhynchus, O. triseriatus, O. trivittatus, Psophora ferox, P. columbiae y
Uranotaenia sapphirina. En Ensehada, Baja California, aungque se encontraron
otras especies como; O. punctipenis, P. ciliata, A. franciscanus, O. niphadopsis
y 0. purpuriens, la especie C. pipjens fue la mas ébundante en las muestras
positivas de- VON. Cabe sefialar que los mosquitos con VON positivo.atrapados
en el c_am'po _de golf presentaban contenido de sangre en su abdomen en

especial los atrapados en la caseta de vigilancia, no obstante, no se
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practicaron examenes de sangre al personal de vigi!anc_ia para corroborar que
fuese de ellos o de algun otro organismo. Por otro lado, el analisis de Ia
presencia del VON en mosquitos fue realizado cinco meses después de Ia
colecta asi que el personal de vigilancia quiza para entonces ya se h_abrfa
recuperado de haber presentado algtn sintoma. Por o tanto, esta estacion de
muesfreo es de riesgo de infeccidn para las. aves, humanos y oftros
vertebrados. Se ha demostrado que las aéreas verdes_cohti_guas a‘c'uerpos de
agua son el hébitat de preferencia de los mosquitbé (Nielsen et a] .2008'
DeGroote ef al., 2008; DiMenna ef al., 2007) y se hace notar que el campo de
golf cuenta con estanques de aguay esta cublerto de pasto. En cuanto al clima
se ha encontrado que el rango de temperatura que prefiere C, pipiens es de 14
30°C (Soverow et al., 2009; Turell et af, 2001) y el campo de golf Baja
Country Club que fue positivo al VON, presenté una temperatura ambiental de
los 14 a los 25°C durante el verano, por lo que se encontré dentro del intervalo
Optimo 'de temperatura para su. reproduccién | pudiendo incrementar la
pomb:hdad de transmision del virus en humanos y otros orgamsmos
Bernard ef af, (2001) encontraron que C. pipiens, era el mosquito que
presentaba la mas alta tasa de infeccion por et VON en un estudio realizado en
la ciudad de Nueva York en el ano 2000, asimismo determinaron que el 67%
de las aves muertas anéliéadas eran el cuervo ‘americano (Corvus

brachyrhychos).
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Por otro lado, Hamer et al. (2009} investigaron si los mosquitos C. pipiens se
alimentaban selectivamente de ciertas especies de aves, y si estas variaciones
potenciales afectaban los patrones de transmisién del VON, encontrando que
C. pipiens se alimenté de 25 especies de aves siendo el mas frecuente el
zorzal pechirojo (Turdus migratorious) en un 48%, el gorrién inglés (Passer
domesticus) 15%, la paloma (Zenaida macroura) un 11% y el cardenal
(Cardinalis cardinalis) 8%. Lo anterior se contradice a lo observado en éi caso
del brote de Nueva York en 1999, donde eI cﬁervo aﬁericand_ (C.
brachyrhynchos) fue el mas afectado. |

Aun cuando se detecto positividad del VON con el kit mmunologlco de VecTest
y RT~PCR no se pudo determinar el genotipo de este virus en Ensenada ya
-que los cebadores utilizados, amplificaron DNA genomico del mosquito, esto
pudo debérse_ a que la muestra de ARN viral no fue tratada con DNAsas, ya
que el Kit de extracciéon de ARN viral (Qiagen®) seﬁalaba que era muy
especifico en la purificacién de ARN viral y no fue asi. Por otro ladé. en todos
los estudios donde se ha obtenido Ia secuencia ya sea del gen NS5 o del
gendma completo del VON, se lleva a cabo primero un cu!tivo_celular en
células Vero para obtener una gran concéntra_cién de ARN viral y poder
secuenciar el DNAc y_de’termfha'r, el linaje (Charrel ef al., 2003; Eiden ef al,,
2010), en éste trabajo no se contod con las instalaciones necesarias en cuestion
de bioseguridad (Laboratorio clase N1} para poder realizar el cultivo viral y porlo

tanto solo se trato con el ARN viral del conjunto de muestras, Cabe senalar que
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la banda positiva en el VecTest era muy tenue de tal forma que nos indicaba la
baja concentracion del virus en las muestras positivas.

En cuanto a la deteccidén del VON en aves en el presente estudio, sélo se
analizaron diez, las cuales se recolectaron de diferentes lugares de la ciudad.
Todas estas aves estaban muertas y en los casos de Ia.galrina domeéstica y el
pelicano ya presentaban signos de descomposicion, atn asi se analizaron
muestras de tejido encefalico y este se encontraba en buen estado. A pesar de
que el estudio contemplé la recolecta aves durante el afio 2009 y primavera de
2010, la mayor parte de aves recolectadas fue en el presente afio.

Cabe mencionar gue se llevaron ‘@ cabo acciones para involucrar.a la
comunidad en la recoleccion de aves, se les invitd a través de me.dios de
informacion como la Gaceta de la_Universidad Auténoma de Baja California
(UABC) y gaceta de CICESE (Centro de Investigacion Cientifica y de
Educacién Superior de E_nsénada). En dos ocasiones se participé en cabo dos
programas de radio en una estacion local de Ensenada, en la Gltima
divulgacion .se les dieron a conocer las instrucciones y medidas a realizar en
caso de encontrar aves muertas. Asimismo se puso a disposicion un nlimero
telefénico al cual podiah llamar para reportar, al respecto solo se tuvo una
llamada faisa.

Aungue este mecanismo ha dado resultados positivos en los Estados Uhidos
de América (California Department of Public Health, New York State Health

Department) esto no sucedié en'la ciudad de Ensenada.
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Las especies de aves analizadas en este estudio, todas ellas se encuentran
dentro de las especies reportadas en la literatura tanto nacional como
internacional con positividad at VON (CENAVE 2003, Wheeler ef al., 2009; Ebel
et al, 2002), lo cual indica que aunque éstas fueron negativas, existe la
posibilidad de que adquieran infeccién por VON. En la literatura la lista de aves
feportadas positivas @ VON es muy extensa y se ha encontrado gue el cuervo
americano es el mas sensible a dicha infeccion, por o que se le considera la
especie centinela (Smedley ef al, 2007). Aun asi dur_ante el presente estudio
no se encontro, ni se reportd algun cuervo. El ave que le sigue eh sensibilidad
es el gorrion domestico (Passer domesticus) (Komar et al., 2003), del cual se
analizd un individi_no en este trabajo sin embargo, fue negatiVo.'A ambas
especies se les ha considerado como centinelas porque desarrollan viremias
que exceden 10'° pfu mi"! (Komar et al., 2003). El analizar aves muertas es una
de las formas mas importantes para la deteccion del VON, al igual que
examinar muestras de 6rganos como, cerebro, corazén y rifiones, 1os que han
sido reportados como los tejidos que consistentemente se ha podido detectar y
aislar el VON -(Smedléy et 'al.,_2007),' por lo que concierne a la toma de
muestras con cotohletes ya sea de fibra de algodén. o de dacron se han .
reportado resultados positivos en muestras orales o cloacales obtenidas de
aves con menos de 24 Horas de muertas-(Komar et al., 2_002).'

Con respecto a los caballos no se analizé ninguno ya que para llevar a cabo el
diagnéstico de VON, éstos debian de estar cursando la énferfnedad o haber

muerto. Tampoco hubo algtin reporte de caballos muertos o enfermos por parte
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del médico veterinario zootecnista Luis Arce, quien trabaja en el departamento
de Epidemiologia de Ia Secretaria de Salud en Ensenada. Asimismo se
contacté al MVZ Daniel Luna Rubio quien es la persona encargada del VON en
Tijuana, y esta a cargo de! sub comite de vigilancia del VON en humanos dei.
estado de Baja California, quién tampoco reportd ningun caso Yy comentd 1a
ausencia de casos recientes. Sin embargo, en estudios previos en México, se
detectaron caballos positivos con VON en el Noroeste del hais en los estados
de Tamau!ipés Coahuila, Chihuahua, Sonora, Nuevo Ledn y Baja California en
el afo 2003 (Deardorff et al 2006' Fernéndez—SaIas et al., 2007; Medina-
Basulto et al., 2008). De lgua! forma debe mencionarse que en el vecino estado
de Cahforma (EUA) se han presentado 1,133 casos posntlvos en caba!los
desde el afo 2003 a 2009 segun el Departamento de Salud Publica de
Callforma (California Department of Public Health), lo .cual presenta un
escenario de notable prevalencia del VON, contrario a lo reportado para
México. |
Para el estudid de la presencia del VON eﬁ Humanos se analizaron 36
muestras de sangre con la técnica de ELISA para detectar anticuerpos anti
VON-IgM, los cuales solo se encuentran con titulos elevados (posmvos)
cuando se esta cursando con la enfermedad. Todas las muestras analizadas'
en este estudio, provinieron del Banco de Sangre del Hospital General de
‘Ensenada y de individuos donadores, cuya sangre presenta_ba una cuenta baja
de leucocitos indicativo de patologia viral, aun asi tddas las muestras fueron

negativas.
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La prueba de ELISA anti VON-IgM no es una prueha muy especifica del VON,
pues esta presenta reaccidén cruzada con otros retrovirus de la misma familia
del VON, como son la encefalitis de Sah Luis y el Dengue, entre otras
(Fernandez-Salas ef al.,, 2007). Es por ello que de haber resultédo alguna
positiva requeriria la confirmacién por RT-PCR, como se hizo en los mosquitos.
En este punto se debe comentar que en nuestro pai.s ya se ha investigado con
ésta fnisma técnica los casos positivos de VON, detectandose con la técnica de
ELISA los anticuerpos anti VON-IgM y anti VON-IgG, este Ultimo se ve poéitivo
cuando la persona cursd tiempo atrds una enfermedad por esta familia de
retrovirus. Sanchez-Guerrero y colaboradores (2006), detectaron anticuerpos
anti-VON IgG y anti-VON IgM, en un gran nlimero de pacientes donadores en
29 estados de la Repu‘blica Me_xicana entre los meses de Julio y Agosto de
2002 y 2004 y como resultado enco.ntraron un sold caso positivo de
ant'icue-rpos anti VON-IgM en el estado de Chihuahua, ademas registraron un
solo caso positivo de anticuerpbs anti-VON IgG en la ciudad de México. Ambos
anticuerpos | positivos representaron el 0.03% de ’un total 3856 muestras
analizadas a nivel nacional. |

Igualmente en otros paises Latino Americanos como Colombia se escogiefon
52 muestras de sangre éieatorias de trabajadores dedicados a.las labores de
agricultu'ra y cuyas edades fluctuaban e_htre- 16 y 65 afios; estas muestras se
analizaron con I'a_pr‘ueba de ELISA antf—VON lgG resﬁitando positivas 38
(73%). Las personas de quienes se tomaron las.muestras vivian en diferentes

municipios.  del Depart_amento de Sucre, este departamento tiene una
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temperatura anual promedio de 30°C y mas de la tercera parte de su territorio
es una depresion inundable, caracterizada por numerosas ciénagas donde‘
anidan aves autéctonas y migratorias provenientes del hemisferio norte,
caracteristicas propicias‘ para el desarrollo del vector y transmision del VON
(Mattar et al., 2005). En Puerto Rico, Hunsperger et al. (2009) encontraron tres
casos positivos de VON en humanos los cuales se detéctaron por la Crui Roja
Americana (ARC) mediante el analisis de Sangré de donédores, de éstos, dos
muestras se encontraron positivas mediante RT-PCR y una mediante
inmunofluorescencia. Por otra parte, en el. 2005 en Iran se eétudiaron 500
muestras de sangre de donadores para determinar anticuerpos Anti-VON IgG y
Anti-VON IgM mediahte el método de ELISA habiendo encontrado 25
muestras positivas (5%) a IgG y todas las muestras negativas a anti.cuerpos
IgM (Sharifi et al., 2010). |

Actualmente se ha estado analizando las- nuevas epidemias y/o pandemias
mundia!_és de diférentes microorganismos que estando confinados a una zona
endéemica, ahora se han diseminado por otras areas geograficas (Sutherst,
2004). Esto se le ha atribuido al cambrio climatico y la gran disponibilidad de
transporte comercial y/o turistico en el mundo (Sutherst., 2004; MacDonald,
2008). En e] caso del VON se ha documentado que las aves migratorias, asi
como el turismd han contribuido a su dispersién, no obstan_te aun no se
demuestra cientificamente este suceso (Kilpatrick et al., 2008; Soverow et al.,

2009).
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La presencia de muestras de mosquitos Culex pipiens positivas al VON en la
ciudad de Ensenada, B.C. indica que se deben de ampliar los monitoreos de
este agente patégeno en la zona para preveer riesgos de infeccién en la

poblacion local.
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VIl. CONCLUSIONES

1. Se demostrd la presencia del VON en la ciudad de Ensenada, Baja
California, México. |

2. Se diagnostico por técnicas moleculares (RT, PCR anidada y ELISA) la
positividad del VON tinicamente en mosquitos. No se detectd el VON en
aves, O human-os.

3. Los mosquitos positivos a VON fuérbn Culex pipiens,

4. Se corrobor6 por RT-PCR la presencia del VON en los mosquitos que

fueron positivos por la prueba inmunolégica VecTest.
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Vill. RECOMENDACIONES

Llevar a cabo programas de control mediante fumigacién de la zona
comprobada con presencia de mosquitos positivos al VON y establecer un
programa de deteccion y vigilancia epidemioldgica en humanos, aves, caballos

y otros vertebrados en la ciudad de Ensenada.
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X. APENDICES

Apéndice |. METODO INMUNOLOGICO DE ELISA: (FOCUS Diagnostics®)

1-

2.

Se hidraté el antigeno con 8 ml del diluyente de muestras.
lL.as muestras, calibrador y controles se diluyeron: 1:1000, para ello se
coloco 10 uL de la muestra (control y calibrador) y 990 ul de diluyente

de muesiras.

Procedimiento:

1-

2.

Se hidrataron los positos con 250 pL .del amortiguador de lavado 1x. -
l.uego se desechd el amortiguador de lavado, colocando Ids positos
boca abajo y golpeandolos sobre un papel secante. |

Enseguida se de_positarén 100 QL de cada muestra, estandares vy
controles en positos independientes. |

Sé taparon ‘los positos con papel adhesivo y se incubaron por 60+ 1
minuto a temperatura ambiente (20 a 25°C). _

Posteriormente se lavafon tres veces Jos positos éon amortiguador de
lavado, vy en‘el dltimo lavado se decantd y removid el remanente sobre
papél secante.

Enseguida se colocaron 100 ul del antigeno en cada posito.

Luego se lavaron por tres veces, igual gue el paso 5.

Se afadieron 100 ul de antigeno en cada posito y se taparon con papel
adhesivo y se incubaron por 2 horas a temperatura ambiente.

Después se lavé igual que en el paso 5.
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10- Se afiadieron 100 pL de conjugado y se tapéron con papel adhesivo y
se incubé por 30 minutos a temperatura ambiente.
11-Se lavaron de nuevo como el paso 5.
12- Posteriormente se afiadieron 100 pL del sustrato y se incubo por 10
minutos a temperatura ambiente.
13-La reacéién se detuvo afadiendo 100 pL de solucion de Parado.
14-Se cuantificé en un espectrofotometro a 450 nm ajustando a_cér_o con un
pozo vacio. - |
CALCULOS:
1. Célculo para el indice dé Eos_ Controles:
indicé péra con_tfoles (calibrador e indice de cbntrol) = DO “Ag"/ DO
calibrador. DO Ag=. Densidad optica del antigeno

DO calibrador= Densidad optica del calibrador

2. Calculo deilindice para las muestras de pacientes:
DO Neta del Paciente = DO muestra — DO del Blanco
indice para Muestra de Pacientes = DO Neta de Pacientes/ DO del |
calibrador.

3. Interpretacién: Usando los rangos de la seccién de interpretacion

Ejemplo: Negativo < 0.09, y positivo > 1.10
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Abéndice II. EXTRACCION DE ARN VIRAL DE MOSQUITOS (QIAGEN®)

1-

Se pipetearon 1120 pL de amortiguador AVL preparado con 11.2 uL del
amortiguador con el transportador de ARN-AVE

Se agreg6 280 yL dei sobrenadante del homogeneizado de rhosquitos y
se mezclo mediante pulsos de vortex bor 15 segundos.

Se Incub6 a temperatura ambiente (15- 25°C) por 10 min.

Enseguid_a se centrifugd brevemente

Se Agrego 560 pL de etanol (96 a 100%) a la muestra-y se mezclo |
medianté pulsos dé vortex de 15 seg. | .

Cuidadosamente se aplico 630 pL de eta‘nol a la mini columna QlAamp
sin humedecer el borde. Se centrifugd a 6000 x g (8000 rpm) por un
min. Se Colocod la columna dentro de un tubo colector de 2 ml, y se
vaci6 el filtrado del contenido del tubo.

Se répitié el-paso 6.

Cuidadosamente se agregaron 500 pL de amortiguador AW'I'. Después
sé centrifugé a 6000 x g (8000 rpm) por un min._ Se colocé la columna
en un tubo colector limpio de 2 ml, y se decanto el filtrado.

Para eluir el ARN, se coloco la columna en un tubo nuevo y se afiadio
60 pl de am'ortiguador AVE. Se incubd por un minuto y se ceh_trifugé a

6000 x g (8000 rpm) por un min.

10-La determinacion de la concentracion de RNA total se realizd por

espectrofotometria a 260 nm.

11- RNA (ug/ul) = Abs a 260 nm x Factor de dilucion x 40 pg RNA/ 1ml
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Apéndice Il TRANSCRIPCION REVERSA (Promega®)

Se prepard una reaccion de 50 pL mediante la adicién de los siguientes

reactivos:

Reacitivos Céntidad
( concentracion)
MgClz (25 Mm) 10 pL
Amortiguador (10X) de Reverso Transcripcion 5 pL |
Mezcla de dNTPs (10 mM, c/u) Byl
Inhibidor Recombinante de RNasin 1.25 pk
AMV Reverso Transcriptasa (25 UlpL) 1.5 HL
Cebador* sentido WNV 3F (0.5 Hg/uL) 2 pL
Cebador antisentido WNV 4R (0.5 pg/ul) 2yl
ARN total (0.756 ng/uL) | 10 yL
Agua libre de nucleadas 13.25 pL
Volumen final 50 uL

* También se utilizaron cebadores al azar en otra reaccion independ'iente. '
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Apéndice IV. PREPARACION Y TINCION DE UN GEL DE POLIACRILAMIDA

6% PARA LA VISUALIZACION DEL PRODUCTO DE PCR.

Se mezclo 1 mL de amortiguador TAE 10X (48.4 gr. TRIS BASE, 11.42 mi de
Ac. Acético glacial, 20 ml de EDTA 0.5M, pH 8.0), 6.757 mi de agua destilada,
8 uL TEMED vy 100 pL de Persulfato de amonio (10%). La electroforesis se
realizo a 100 Volts por 1.30 hrs. posteriormente se tinio.como se describe a
continuacion: |

ée coloco el gel en la solucién A (5 ml de etanol, 250 pL de Acido_ acetico,
44.75 mL de agua destilada) y se agito suavemente 4 min. Después se decant6
la solucion y se afiadié agua destilada y se agito suave’merite 1 min, enseguida
se decantd y se adiciond la solucion B (25 ml de Nitrato de Plata al 1%, 20 mi
de agua destilada), se dej6 10 miﬁ con agitacién suave. Se desecho [a solﬁcién
y se lavo con_agua déstilada, enseguida se agrego la solucion G (25 ml de
hidréxido de sodio al 3%, 25 ml de forrhaldehid_b a 0.3%), se revel6 en 6 min.
Se decanto la solucion y se coloco la Sol. D (5 mi de Carbonato de sodio al

7.5%, 45 ml con agua destilada).

55



Apéndice V. PROTOCOLO PARA PURIFICAR EL PRODUCTO DE PCR DEL

GEL DE AGAROSA DE ACUERDO AL KIT QIAQUICK (QIAGEN®)

1-

Cortar el fragmento de DNA del gel de agarosa con un bisturi limpio .y con
filo bajo {uz uv.

Pesar el gel y agregar 3 volimenes de buffer GC a un volumen de gel
(100mg~ 100pL).

Incubar a 50°C por 10 min (o hasta que el gel se haya disuelto).

Agregar a un volumen de gel en t_)n volumen de iSopropanoI'y mezclar.

Colocar una columna QlAquick en un tubo de coleccidn de 2 ml proveido

_por el Kif.

Apliéa_r la muestré a la columna y centrifugar por-un minuto.

Desechar el liquido y colocar la columna de regreso en el mismb tubo de
coleccion.

Agregar 0.5 mi de Buffer GQ a la c;olumna y centrifugar por 1 min.

Para lavar, adicionar 0.75 ml.de Buffer PE a la cdlumna y centrifugar por un

minuto.

10-Desechar el liquido y centrifugar la columna por un minuto adicional.

11-Colocar la columna dentro de un tube para micro centrifuga limpio de 1.5

mi. Para eIL_lir el DNA, afadir 50 pL de Bﬁffer EB en el centro de la

membrana de la columna y centrifugaria por 1 min.
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Apéndice VI. CLONACION DEL PRODUCTO DE PCR, AMPLIFICADO CON

LOS CEBADORES NS5 (pGEM®-T and pGEM®- T Easy Vector System).

La reaccién se realizé como se ‘describe a continuacion, mezclando los

siguientes reactivos:

Reactivos _ : Cantidad
Buffer 2X de Ligacion 5L
pGem®-T y pGEM®-T Easy V.ectors (5ng) o 1pL
Producto de PCR - 3L
T4 DNA Ligasa (3 U/uL) | | L
Agua Desionizada | | 0 puL
Volumen final 10l

Se incubo la reaccion toda la noche a 4°C,
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ANEXO

Procedimiento metodoldgico

Mosquitos | Aves (cerebro) | Humanos (sangre/suero) | Caballos |
VecTest VecTest ELISA No hubo muestras
' ' Anti VON IgM disponibles

L l

5 muestras - Todos o Todos
Positivas negativos | negativos
I - R
l ' ' : - Y
El 2do. RT-PCR
RT-PCR : —
{Lanciotti et &l., , NSS5F y NS5R
2000) _ 3
Cebadores: : 3
WNV 3F : Purificacién PCR
WNV 4R
: h 4
l Clonacion
PCR anidado ——
(Shi et al,, 2001). Transformacion
Cebadores: T
F5y R6 X
Purificacion de ADN
plasmidico
Secuenciacion
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