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RESUMEN

Objetivo. Determinar la circulacion del virus del Oeste del Nilo (VON) en caballos del oriente de
Yucatan, México. Materiales y métodos. Por conveniencia se estudiaron 184 caballos localizados en
23 unidades de produccion de los municipios de Tizimin y Panaba, Yucatan. De cada caballo se obtuvo
una muestra de suero sanguineo, la cual fue evaluada con un ensayo de inmunoabsorcidon enzimatica
de captura (MAC-ELISA) para detectar inmunoglobulinas de clase M (IgM) especificas contra VON.
Adicionalmente, los sueros seroreactores y los sospechosos fueron analizados con una reaccién en
cadena de la polimerasa por retrotranscripcion (RT-PCR) para detectar ARN viral. Resultados. Ocho
caballos estudiados fueron seroreactores en la ELISA-MAC (4.3%, 8/184) y dos fueron sospechosos
(1.1%, 2/184). Todos estos sueros fueron negativos a la RT-PCR. Conclusiones. La deteccién de
IgM especificas contra VON en los caballos estudiados, demuestra infecciones recientes e indica la
circulacion del virus en el oriente de Yucatan.

Palabras clave: Anticuerpos; MAC-ELISA; Flavivirus; 1gM; serologia (Fuente: DeSC).
ABSTRACT

Objective. To determine the circulation of West Nile virus (WNV) in horses from the eastern Yucatan,
Mexico. Materials and Methods. For convenience, 184 horses from 23 production units in the
municipalities of Tizimin and Panabad, Yucatan, were studied. A blood serum sample was obtained
from each studied horse and evaluated with an immunoglobulin M antibody-capture enzyme-linked
immunosorbent assay (MAC-ELISA) to detect immunoglobulin M (IgM) against WNV. Additionally,
positive reactor and suspect serum samples were analyzed by reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) to detect viral RNA. Results. Eight studied horses were seropositive (4.3%,
8/184) to WNV and two were suspects (1.1%, 2/184). All serum samples were negative by RT-PCR.
Conclusions. The detection of IgM specific against WNV in the studied horses shows recent infections
with the virus and indicates its circulation in eastern Yucatan, Mexico.

Keywords: Antibodies; MAC-ELISA; Flavivirus; 1gM; serology (Source: DeSC).
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INTRODUCCION

El virus del Oeste del Nilo (VON), clasificado
como un patégeno reemergente en el continente
americano por presentar un aumento en su
distribucion y en el nimero de infecciones (1,2), es
un virus ARN de polaridad positiva, perteneciente
al género Flavivirus, que representa un problema
de salud publica a nivel mundial (2,3). En el ciclo
de transmision, los mosquitos del género Culex
son los vectores bioldgicos y las aves silvestres
son los hospederos amplificadores (2,4).

Los seres humanos y los equinos, incluyendo
los caballos domésticos, son hospederos
finales y accidentales, por lo que en ellos las
manifestaciones de la infeccién van desde
cuadros asintomaticos (leves) hasta encefalitis
grave (2,4).

La deteccion de ARN viral o de inmunoglobulinas
de clase M (IgM) especificas contra el virus en
el suero sanguineo de hospederos afectados,
se emplea para determinar la circulacion o
infeccion reciente con VON (5,6), estrategia
que ayuda en la prevencion de brotes y evita la
extension de las areas endémicas (7). En este
sentido, en las regiones con climas tropicales con
poblaciones de mosquitos Culex, son relevantes
los caballos domésticos con infecciones recientes
porque, en ausencia de programas de vigilancia
epidemioldgica, actlan como centinelas en el
monitoreo del virus y el subsecuente riesgo de
transmision a los seres humanos (7,8).

En México, los primeros reportes de infecciones
con VON fueron en aves silvestres y caballos
domésticos con encefalitis en Coahuila,
Tamaulipas y Chihuahua, durante el verano de
2002 (1,9); no obstante, en todo el territorio
nacional se han reportado un ndmero bajo de
casos clinicos en seres humanos y caballos
domésticos (1). También se ha logrado la
deteccidn y el aislamiento del virus en cuervos
y gorriones americanos, capturados en areas
cercanas a la frontera con los Estados Unidos
de América (EUA) y el sureste de México (1,9).

En 2003, se informaron por primera vez caballos
seroreactores IgG contra VON en el estado de
Yucatan (10). Ademas, Lorofio-Pino et al (11)
describieron que 15% de una poblacion estudiada
de caballos en el oriente de este mismo estado,
presentaron IgG contra VON. Adicionalmente,
recientemente, Chaves et al (12) utilizando una
prueba de reaccion en cadena de la polimerasa
por retrotranscripciéon (RT-PCR por sus siglas
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en inglés), estimaron una frecuencia de VON de
6-27% en diferentes familias de aves residentes
de Yucatan, indicando la transmision activa del
virus. A pesar de estos estudios, en la regién
no se han detectado caballos seroreactores a
IgM contra el VON, lo cual indicaria la infeccién
reciente en estos animales (12).

El objetivo de este trabajo fue determinar la
circulacion del VON en caballos del oriente de
Yucatan, México.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio. El estudio se realizé en
los municipios de Tizimin y Panabd, ubicados
en el oriente del estado de Yucatan, México.
Ambos municipios presentan explotaciones
agropecuarias de extensiones variables que
cubren casi la mitad de su superficie (49%),
por lo que predominan zonas de pastizales,
cultivos introducidos y ganaderia de produccién
semi-extensiva. Su clima predominante es
calido subhiimedo con lluvias en verano con una
temperatura media anual de 26°C y precipitacién
pluvial anual de 1.228 mm (13).

Tipo de estudio y animales estudiados. Se
realizé6 un estudio observacional descriptivo
de tipo transversal, aplicando un muestreo no
aleatorio. Se eligieron por conveniencia 184
caballos de 23 unidades de produccién (de 7 a
10 animales por unidad). Los caballos fueron
considerados sin importar sexo, raza y funcién
zootécnica. Los criterios de inclusiéon fueron:
animales mayores de un afio, con buena
condicion corporal (segun la escala de Henneke)
y sin antecedentes de inmunizacion contra VON,
lo cual fue verificado con el médico veterinario
encargado de la unidad de produccion o con el
duefio del animal.

Durante el periodo de muestreo, todos los caballos
seleccionados fueron evaluados fisicamente por el
médico veterinario responsable, para identificar
signos clinicos asociados a la infeccién con VON,
tales como: fiebre, pérdida de apetito, estupor,
debilidad muscular en las extremidades traseras,
temblor muscular, irritabilidad, inestabilidad
postural y trastornos del movimiento (4,14).
Ademas, por cada caballo se obtuvo el historial
clinico, proporcionado por el médico veterinario.

Toma y procesamiento de muestras

bioloégicas. De cada caballo se recolectaron
hasta 5 ml de sangre completa mediante puncion
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de la vena yugular con aguja 21G x 1.5” (0.8
mm x 38 mm) y fueron depositados en un
tubo Vacutainer® sin anticoagulante (Becton,
Dickinson and Company®, Franklin Lakes, NJ,
Estados Unidos [EU]), los cuales se conservaron
en neveras de plastico con refrigerantes durante
su estancia en la unidad de produccién y hasta
su arribo al laboratorio para su procesamiento
posterior.

Cada muestra sanguinea se identifico con un
numero correspondiente al orden de muestreo.
Igualmente, en una base de datos digital se
registraron los nombres, edades, sexos y
coordenadas geograficas, como parte del control
interno de los datos.

Las muestras sanguineas se trasladaron al
Laboratorio de Enfermedades Emergentes
y Reemergentes (LEER) del Centro de
Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo Noguchi”
(CIR) de la Universidad Autonoma de Yucatan
(UADY). Todas las muestras se centrifugaron a
1,500 g durante cinco minutos para separar el
suero, el cual se colectd y depositd en viales de
crio-preservacion de 1.5 ml con la informacién
correspondiente al animal. Posteriormente, se
congelaron a -79°C hasta el momento de realizar
las pruebas para detectar la infeccion con VON.

Deteccion de inmunoglobulinas de clase M
(IgM) especificas contra VON, mediante un
ensayo de inmunoabsorcion enzimatica de
captura (MAC-ELISA). Los sueros sanguineos
de todos los caballos estudiados fueron analizados
[previa dilucion a una concentracion de 1:400,
segun lo recomendado por Long et al (15)] con
la prueba MAC-ELISA IDEXX IgM WNV Capture
ELISA Test® (IDEXX®, Westbrook, ME, EU), la
cual estd basada en la deteccion cualitativa de
anticuerpos de clase IgM contra VON en el suero
de equinos infectados. Esta prueba ha reportado
una sensibilidad de 91.7% y una especificidad
de 99.2% (15).

En cada microplaca se utilizaron cuatro pocillos
para los controles positivo y negativo incluidos
en el kit, y en los 92 restantes se dispensaron
por duplicado 46 sueros diluidos con un antigeno
inespecifico contra VON (en la fila superior de
la microplaca) y con un antigeno recombinante
contra VON (en la fila inferior).

Todas las microplacas se observaron a 450 nm
de longitud de onda. En los sueros reactivos, la
IgM contra VON queda fijada al revestimiento
(capa) de IgM anti-equinas colocado en los

Rev MVZ Cérdoba. 2021. Septiembre-Diciembre; 26(3):e2165
https://doi.org/10.21897/rmvz.2165

Ortiz-Esquivel et al - Virus del Oeste del Nilo en caballos

pocillos de la microplaca. La intensidad del color
es proporcional a la cantidad de anticuerpos
presentes en el suero problema. Para determinar
los sueros reactivos o sospechosos se calculd el
indice de respuesta inmune (ISR por sus siglas
en inglés) que es el coeficiente de interpretacion
entre densidades Opticas. Se consideré como
negativo <2.0, sospechoso =2.0-3.0 y positivo
>3.0, de acuerdo con escalas establecidas por
el fabricante.

Deteccion de ARN viral por reaccion en cadena
de la polimerasa por retrotranscripcion (RT-
PCR). Todos los sueros positivos o sospechosos
fueron evaluados por RT-PCR. La extraccién de
ARN viral en estos se realizd de acuerdo con el
protocolo descrito en el kit QIAamp Viral RNA
Mini Kit® (QIAGEN®, Barcelona, Espafa).

La reaccion de transcriptasa reversa (RT por
sus siglas en inglés) se llevd a cabo con el
protocolo del kit RevertAid H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit® (Thermo Fisher Scientific®,
Waltham, MA, EU), utilizando 5 pl de ARN.
Las condiciones en el termociclador fueron:
alineamiento a 42°C durante dos minutos,
amplificacion a 42°C durante 50 minutos y un
ciclo adicional a 70°C durante 15 minutos para
inactivar la enzima.

Para la deteccion de ARN viral se realizé una PCR
punto final, en ella se emplearon los oligonucleotidos
descritos por Lanciotti et al (16): sentido
5-TTGTGTTGGCTCTCTTGGCGTTCTT-3"y antisentido
5'-CAGCCGACAGCACTGGACATTCATA-3', los cuales
amplifican un fragmento conservado de 408
pares de bases (pb) ubicado entre los genes
de la proteina de la nucleocapside y de la pre-
membrana del VON.

Los reactivos empleados en la reaccion tuvieron
las siguientes concentraciones finales para un
volumen de 25 ul: 1X buffer, 0.2 mM de dNTP ’s,
2.5 mM de MgCl,, 0.4 uM de cada cebador, 1U de
Taq polimerasa (Promega®, Madison, WI, EUA), 3
pl de ADN complementario (ADNCc) y el volumen
correspondiente de agua ultra pura. El programa
del termociclador fue: desnaturalizacion inicial
a 95°C durante cinco minutos, seguido de 40
ciclos (desnaturalizacion a 95°C durante un
minuto, alineamiento a 60°C durante un minuto,
amplificacién a 72°C durante dos minutos) y una
elongacion final a 72°C durante cinco minutos.

En todas las reacciones se empled como control

positivo ADNc sintetizado a partir de ARN
inactivado de VON (contenido en una vacuna
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comercial y obtenido con el protocolo de RT
descrito previamente). El control negativo fue
una mezcla de todos los reactivos empleados
en la reaccién, pero sin ADNc. La electroforesis
de los productos de PCR se realizé en geles de
agarosa al 1.2% tefiidos con bromuro de etidio al
5%. Se utilizé un foto-documentador (Bio-Rad®,
Hercules, CA, EUA) para el registro de resultados.

RESULTADOS

Se muestrearon 184 caballos, de los cuales 123
pertenecieron al municipio de Tizimin y 63 al
municipio de Panaba.

La MAC-ELISA arrojé ocho (tres de Panaba y
cinco de Tizimin) caballos reactores positivos
(4.3%, 8/184) y dos (uno por municipio) como
sospechosos (1.1%, 2/184; Tabla 1). Todos
estos sueros resultaron negativos en la RT-PCR.
En el historial clinico otorgado por el médico
veterinario y en la evaluacion fisica realizada
durante el muestreo, no se detectaron signos
clinicos asociados a la infeccion con VON en
ningun caballo estudiado.

Tabla 1. Relacién de resultados positivos vy
sospechosos arrojados por la MAC-ELISA
realizada a los sueros sanguineos de caballos
estudiados de los municipios de Tizimin y
Panaba, Yucatan, México.

Municipio de Resultados MAC-ELISA

Ib I:._‘;Zi:ggédne all)acc;:ozdg%i;ri;*a IESL?Sd : Diagnéstico
95  Panaba  NORATOO8 1283 positivo
147 Panaba ‘| L% 858 positivo
90 Panaba V\&'\éRAAOOOé%I 4.07 Positivo
a9 Tizimin WA 202 730 positivo
65  Tizimin VVN'\‘CF;A::O%%%“ 6.24  Positivo
58 Tizimin WA 0374 567 positivo
168 Tizimin Ny oee. 439 Positivo
51 Tizimin WA OLIE 332 positivo
97 Panaba V\'l\ll\(l:RAA00121§93 2.38 Sospechoso
57 Tizimin W,ll\lg’::: g&gg 2.48 Sospechoso

ID: identificacion del caballo, ISR: indice de respuesta
inmune, *densidades dpticas (DO) leidas a 450 nm para
reactivos con WNRA (antigeno recombinante de VON) y con
NCA (antigeno inespecifico).
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DISCUSION

Los ocho caballos seroreactores a IgM contra
VON de este trabajo representan una frecuencia
de 4.3%. Anteriormente, Lorofio-Pino et al (10)
informaron una frecuencia (obtenida por prueba
de neutralizacion) de anticuerpos IgG contra
VON de 1.1% (3/252), en caballos de la zona
costera, centro y oriente de Yucatan, siendo de
Tizimin mas de la mitad de los casos positivos.
Asimismo, en otro estudio, Loroio-Pino et al (11)
obtuvieron (mediante una ELISA de bloqueo) una
frecuencia de anticuerpos IgG de 15% (28/186)
en caballos de municipios del oriente de Yucatan,
incluyendo Tizimin y Panaba. La diferencia
entre las frecuencias de caballos seroreactores
contra VON, identificadas en anos distintos,
puede deberse a la densidad poblacional
(menor o mayor) de caballos susceptibles y no
inmunizados en los sitios de estudio, asi como
por un aumento o disminucion en la tasa de
introduccion del virus por la migracion de aves
silvestres en el sureste de México (11).

En los trabajos de Lorofio-Pino et al (10,11),
se demostrd la infeccion con VON en caballos
domeésticos de Yucatan; sin embargo, estos no
indicaron infecciones recientes en los animales
afectados. En este contexto, Jod et al (14)
sefialan que los caballos infectados pueden
presentar titulos altos de IgG contra VON hasta
los tres afios post infeccion.

Por otra parte, Mattar et al (17) describieron,
empleando una prueba ELISA, IgM contra
VON en dos de 12 caballos estudiados en
Colombia, concluyendo que las infecciones
tenian probablemente un curso no mayor de 3
meses. Esta descripcion refuerza la evidencia
de que los caballos seroreactores identificados
en el presente trabajo, presentaban infecciones
recientes y que, aunado a los estudios pasados
(10,11), la circulacion de VON posee una
tendencia endémica en este tipo de animales.
En este sentido, Pérez-Ruiz et al (5) mencionan
que para establecer la circulacién del VON en
una regidn particular, es necesaria la deteccion
del agente viral y/o la demostracién de IgM
especifica contra VON en suero sanguineo o
liguido cefalorraquideo, hallazgos que también
sirven para detectar la circulacion temprana del
virus y evitar la generacion de brotes en animales
susceptibles o en seres humanos.

En este estudio también se identificaron dos

caballos seroreactores sospechosos (1.1%), lo
cual pudo deberse a que los titulos de IgM en
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estos animales no fueron lo suficientemente
altos para alcanzar el punto de corte establecido
en la MAC-ELISA y ser considerados positivos.
Este hallazgo es habitual en hospederos con
infecciones subagudas que se caracterizan por
una titulacién baja y por presentarse desde
los cuatro hasta los diez dias posteriores a la
exposicion inicial al virus (14,18). De igual
manera, se ha descrito que la IgM puede persistir
en niveles bajos hasta dos meses después de la
primera exposicion (14,19).

Es importante mencionar que la especificidad de
las pruebas ELISA ha mejorado con el implemento
de fragmentos de proteinas especificas de VON
para diferenciarlo entre los Flavivirus, siendo el
mas utilizado el dominio (DIII) de la proteina E
que sobresale en la superficie del virus (18).
Particularmente, la MAC-ELISA ha sido validada
para detectar IgM contra VON en un estudio
realizado con caballos de Florida, EU (15), en
el cual se concluyd que puede identificar la
exposicion reciente al virus con una especificidad
de 91.7% vy sensibilidad de 99.2%. Este tipo de
prueba también ha sido utilizada para detectar
caballos seroreactores en regiones endémicas
de otros paises como Croacia (20), Hungria e
Italia (14).

La MAC-ELISA (IDEXX IgM WNV Capture ELISA
Test®) empleada en la presente investigacion ha
sido evaluada por Joo et al (14), estableciendo
una sensibilidad y especificidad de 95% (tomando
la prueba de neutralizacidon como prueba de oro)
en una region endémica de VON (Hungria) donde
también circulan otros Flavivirus.

Tanto los caballos seroreactores positivos como
los sospechosos encontrados por MAC-ELISA
fueron negativos a la RT-PCR, lo cual muestra
gue no tenian una viremia detectable o activa en
el momento de la toma de muestra sanguinea. En
este sentido, la Organizaciéon Mundial de Sanidad
Animal (OIE por sus siglas en francés), sefala
que la viremia en caballos afectados es breve y
se produce durante el periodo de incubacion de
la enfermedad (de 3 a 15 dias) después de la
transmisién del VON por la picadura del mosquito
vector. Durante este tiempo, los anticuerpos son
escasos, debido a que se inicia su produccion,
la cual precede a la aparicion de signos clinicos
en caso de que se presenten (19).

Los municipios de Tizimin y Panabd tienen
una temperatura media anual de 26°C y
precipitacion pluvial anual de 1.228 mm (13).
Estas caracteristicas medioambientales, segun
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lo reportado por la Agencia de Proteccidn
Ambiental (EPA por sus siglas en inglés), son
las condiciones idoneas para el mantenimiento
de poblaciones de mosquitos vectores de VON,
sobre todo en zonas selvaticas y peridomésticas
(21), elementos que influyen en la circulacién
del virus (1). Otro factor que participa en esta
circulacion, son las poblaciones de hospederos
susceptibles, necesarias para que ocurra una
estabilidad enzodtica en las aves silvestres,
principales responsables del mantenimiento del
ciclo de transmision (1,22).

La infeccidn en los caballos y en otros hospederos
susceptibles como los seres humanos, se produce
por el desbordamiento del ciclo enzodtico propio
de zonas selvaticas de las regiones tropicales
(7). Este desbordamiento es favorecido por
la proximidad con los mosquitos vectores y
con las especies de aves reservorios (7, 21).
En este contexto, en Yucatan se ha descrito
una distribucion amplia (en zonas selvaticas y
peridomésticas) de mosquitos del género Culex
(23) que pudieran estar participando en la
transmisién de VON.

Por otra parte, segun Kilpatrick (24), en algunas
regiones de América del Norte, la incidencia de
VON en animales susceptibles como los caballos
domeésticos, aumentara debido a la urbanizacion
y la destruccion de habitats naturales, ya que
se ha demostrado que la distribucion del virus
estd asociada con el uso antropogénico de
la tierra y el incremento de las poblaciones
de animales domésticos y especies de aves
silvestres que toleran a los seres humanos. Estas
caracteristicas pueden influir en la infeccion
con VON de los caballos estudiados, ya que los
municipios de Tizimin y Panaba cuentan casi
con un 49% de su superficie destinada para la
ganaderia y agricultura (13).

En la evaluacién fisica y en el historial clinico
de los caballos seroreactores o sospechosos,
no se identificaron signos clinicos relacionados
con la enfermedad por VON, lo cual indica la
presencia de infecciones asintomaticas. En este
sentido, la OIE menciona que a nivel mundial
la mayoria de las infecciones en caballos
domeésticos son asintomaticos (19). Debido a
esto, se han formulado algunas hipdtesis sobre
las infecciones asintomaticas en hospederos
susceptibles de paises con climas tropicales
(incluyendo México) a diferencia de los paises
de Norte América (donde la mayor parte de las
infecciones son sintomaticas), siendo una de las
mas aceptadas la proteccion cruzada otorgada
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por la infeccidn con otros Flavivirus endémicos
(25) y la circulacién de cepas atenuadas en
virulencia de VON en México (25,26).

Los resultados de esta investigacion aportan
antecedentes recientes del comportamiento
del VON en caballos del oriente de Yucatan. Es
necesario realizar mas investigaciones para aislar
y caracterizar las cepas del virus que infectan
a otros hospederos susceptibles y vectores
bioldgicos de la regidon (27), que permitan
describir el riesgo de transmision, sobre todo, a
los habitantes del oriente del estado.

Se concluye que la deteccion de caballos
seroreactores a IgM contra VON, indica
infecciones recientes y la circulacion del virus
en los municipios de Tizimin y Panaba Yucatan,
México.
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