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RESUMEN

Introduccion: las primeras infecciones por el virus del Nilo Occidental en Cuba se reportaron en 2004. Objetivo: monitorear
y conocer la prevalencia del virus del Nilo Occidental en éreas con casos confirmados de este. M étodos: €l estudio se llevé a cabo
en la municipalidad de Jatibonico y en la ciudad de Sancti Spiritus. Un total de 14 personas, 8 caballos y 41 aves se estudiaron para
la deteccién de anticuerpos a flavivirus y especificos a virus del Nilo Occidental. Resultados: se confirmé la presencia de
anticuerpos especificos a virus del Nilo Occidental en 4 muestras de suero de aves y 4 de caballos. Una persona se confirmé como
1 caso de infeccién por virus del Nilo Occidental asintomético. Conclusiones: la presencia de anticuerpos especificos al virus del
Nilo Occidental en aves residentes, caballos y humanos en areas con casos confirmados demuestran el establecimiento de un ciclo

de amplificacion loca establecido en Cuba antes de este estudio.
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INTRODUCCION

El virusdel Nilo Occidental (VNO) pertenece
alafamiliaFHaviviridaey essimilar aotrosflavivirus
transmitidos por artropodos causantes de encefa-
litis como el virus de la encefalitis de San Luis
(VESL), encefalitisjaponesay €l virusdel vallede
Murray. El VNO estransmitido por mosquitoshem-
bra, usualmentedel género Culex, queinfectaaves,
eguinosy humanos. Su expansion haocurrido r&
pido através de EE. UU. y Canada,' y desde es-
tos a diferentes paises de Américay el Caribe.?
Lavigilanciaepidemiol6gicaen avesy equinosha
demostrado su amplia circulacién en México,
el Caribe, Centro Américay Sur América34513
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Lamayoriade los aislamientos virales han sido a
partir de mosquitos, aves y mamiferos** y lami-
noria a partir de muestras humanas. Es por ello
gue las pruebas serolégicas en el diagnéstico del
VNO en humanos ha sido la clave para docu-
mentar la exposicion en estas regiones y generar
informacion adicional sobre la emergenciay ex-
pansion del VNO en América Latinay el Ca-
ribe.41316

METODOS

El estudio fue conducido en la municipalidad
de Jatibonico y en laCiudad de Santi Spiritus. En
estas, habian sido confirmado dos casos y uno
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diagnosticado como sospechoso durante lavigi-
lancia del VNO en 2003 y 2004, respectiva-
mente.® Se estudiaron 11 personas, 8 caballosy 41
aves relacionados con ambos casos confirmados,
asi como 2 personas asociadas a caso sospechoso
de infeccion al VNO. Ninguno de ellos presentd
sintomas clinicos antes el estudio o durante este.

DETECCION DEANTICUERPOSIGGESPECIFICOS
ALVNOY AL VIRUSDENGUE (DEN) ENMUESTRAS
HUMANAS

Los sueros humanos se estudiaron para la
determinacion de anticuerpos IgM elgG a VNO,
mediante un juego diagnostico comercia (Focus
Technologies, Cypress, CA, USA) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. También se estu-
diaron para anticuerpos 1gG especificos a Den
por el método de ELISA de inhibicién (MEI)
previamente descrito.'’

El juego comercial Focus Diagnostics IgM
captura Dx SelectTM e 1gG esta basado en
microplacas de poliestireno recubiertas con anti
IgM humano (chain |1) especifica parala captura
de la IgM a partir de las muestras. En este, se
utiliza un antigeno recombinante del VNO y un
conjugado compuesto por un anticuerpo monoclonal
anti-flavivirus conjugado con peroxidasa. El valor
indice (V1) es é resultado de la densidad Optica
(DO) de la muestra dividida por la DO de los
calibradores. Valores mayores que 1,10 son consi-
derados positivos.

En la deteccién de anticuerpos IgG aDen las
placas de poliestireno (Costar No. 3591) fueron
adsorbidas con |gG humanaanti-dengue; después
del bloqueo, se afiadi6 el antigeno de Den 2
previamentediluido 1/40 en tampén fosfato (PBS)
y Tween-20 0,05 % a cada pozo. Posteriormente
seahadieron 100 pL delamuestrade suero diluida
1/20, seguido tras laiincubacion de la adicion del
conjugado de 1gG humanaanti-dengue peroxidasa
1/3000 en PBS-Tween 20 0,05 %y 2 % de suero
fetal bovino. La ortofenilendiamina (OPD) vy €
peroxido de hidrogeno se agregaron como sustrato.
Lareaccion se detuvo tras 30 min de incubacion
y lalecturaserealizd a492 nm. Las muestras con
un porcentaje deinhibicion mayor oigual que50 se
consideraron positivas.

DETECCION DEANTICUERPOSANTI-FLAVIVIRUS
Y ANTI-VNOEN CABALLOSY AVES. ELISA
DEBLOQUEO(C-ELISA)

Las muestras de suero de cabalos 'y aves se
estudiaron por c-ELISA utilizando los anticuerpos
monoclonales anti-flavivirusy anti-VNO 6B6C-1
y 3.1112G, respectivamente.®

En la deteccion de anticuerpos en muestras
de caballos, se recubrieron placas de 96 pozos
(Costar) con un antigeno semipurificado de VNO
(amablemente donado por €l doctor JF Contreras
de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn,
Monterrey, México) a una dilucion de 1:100 en
PBS eincubadas a 4 °C durante todala noche. Se
sigui6 el mismo protocolo a estudiar las muestras
de aves, pero en este caso se utilizé el antigeno de
VNO a partir de cerebro de ratones lactantes
(atentamente ofrecido por NML. Health Canada).

Después del bloqueo se adicionaron las
muestras aunadilucién 1:10y seincubaron du-
rante 2 h. Como conjugado se utilizd el AcM 6B6
conjugado con peroxidasadiluido 1:3 000. y laOPD
y peréxido de hidrégeno como sustrato. La reac-
cion fue detenidacon laadicion de 12,5 % H,SO,
y seley6 laabsorbanciaa 492 nm. Losvalores de
inhibicién mayores que 30 % se consideraron como
criterio diagnéstico para identificar anticuerpos
anti-flavivirus.

Todas las muestras reactivas se estudiaron en
un formato similar usando el AcM especifico a
VNO 3.1112Gy un conjugado anti-raton peroxidasa
(Amersham).

L os sueros humanos, de caballosy aves posi-
tivasalgG al VNO se probaron mediante el ensa-
yo de neutralizacién por reduccion del nimero de
placas (NRNP).

NEUTRALIZACION PORREDUCCION DEL NUMERO
DEPLACAS(NRNP)

La NRNP fue desarrollada para confirmar la
presencia de anticuerpos especificosa VNO usando
el procedimiento de ladoble capa con rojo neutro
(18) y las cepas (NY 99, Ontario, Canada, 2001),
SLEV (Parton strain, American Type Culture
Collection catadlog No. (VR-1265) y Den (dengue 2,
cepa NG-C). Las muestras se consideraron posi-
tivas a un flavivirus particular s € titulo a 90 %



NRNP result6 4 veces mayor que €l titulo neutra-
lizante para cualquiera de | os otros aplicados en
el estudio. Latitulacion a punto final fue definida
como la mayor dilucién del suero que redujo la
formacion de placas mayor que 90 %.

INHIBICION DELA HEMAGLUTINACION (IH)

LalH conlosvirus VNOy VESL seredlizd
segun describieron previamente Clark y Casals.*®
El antigeno de VNO (NY99) y VESL (Parton)
fueron donados solicitamente por € Laboratorio
Nacional de MicrobiologiaNML, Health Canada.

RESULTADOS

A los flavivirus probados mostraron anti-
cuerpos |gG, 7 individuos epidemiol 6gicamente
relacionados o0 que residian en areas cercanas a
los casos confirmados a VNO. Uno de ellos pre-
sentd anticuerpos neutralizantesa VESL y uno a
virus Den. Ninguno fue positivo a VNO por €
ensayo de neutralizacion y no reportaron ninguin
signo de laenfermedad en el momento delatoma
de muestra. Una persona, asociada al caso sospe-
choso de VNO, fue positiva a anti cuerpos especi-
ficos a este virus en el ensayo.

El 75 % de los caballos pertenecientes a uno
de los casos confirmados presentaron anticuerpos
a VESL ya VNOene c-ELISA yenlalH, de
ellos4 resultaron positivosfrentea VNO. Deigua
forma ningun caballo mostré signos de la enfer-
medad a tiempo delatomade muestra. Enlatablal
semuestran losresultados serol 6gicos en lasmues-
tras de caballos.

Tabla 1. Resultados de los ensayos seroldgicos en sueros de caballos
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Delas41 avesestudiadas sol o 4 fueron positi-
vasaflavivirus, 3 delascuaestuvieron anticuerpos
neutralizantes a VNO. En latabla 2 se resumen
los resultados de estos ensayos.

Tabla 2. Resultados seroldgicos de las aves estudiadas

LocalidadNo. c-ELISA% inhibicion
Anti-flavivirus Anti- VNO Interpretacién

Jatibonico

1 84,6 61,9 VNO

4 83,8 53,6 VNO

11 66,7 20 Anticuerpos a
flavivirus

Pn 1 90,3 42,5 VNO

VNO: virus del Nilo Occidental, c-ELISA: valores de inhibicion
mayores que 30 % se consideraron como criterio de positividad.

DISCUSION

El primer caso humano y equino de infeccion
al VNO en Cubafuereportado en 2005.2* Un modo
potencial deintroduccion del VNO en Cubapudo
ser a través de aves migratorias infectadas. De
hecho, muchas especies de ellas migran desde la
costade EE. UU. hacia € Caribe;?% no obstante,
laverdaderaformade introduccion se desconoce.

La vigilancia del VNO en aves fue imple-
mentada en Cuba a partir de 2002 hasta 2003
y ningunamuestrade avefuepositivaa VNO. En
2003 se confirmo serol 6gicamente €l primer caso
humano deinfeccion por VNO, motivo por el cual
lavigilanciaen aves seinterrumpi6. Estos resul-
tados sugirieron laintroduccion del VNO en Cuba
anterior a esta fecha

L os resultados actuales demuestran la pre-
sencia de anticuerpos en aves y equinos relacio-
nados con los primeros casosdeinfecciéna VNO,

Localidad No. c-ELISA inhibicién % NRNP 90 % IH Interpretacion
Anti-flavivirus Anti-VNO VNO ESL VNO ESL

J 10 85,7 68 20 80 40 VNO

J11 - - - <20 20 Negativo

J12 88,5 52,5 >80 - 20 40 VNO

J13 92,15 - MS 30 40 160 Probable VESL

J14 60,7 - 40 10 <20 40 VNO

J15 71,1 - - - <20 <20 Anticuerpos a flavivirus

J 16 65,8 40 40 14 40 80 VNO

J17 - - - - 20 40 Negativo

NRNP: neutralizacion por reduccion del nimero de placas, VNO: virus del Nilo Occidental, IH: virus del Nilo Occidental, ESL: encefalitis
de San Luis, MS: muestra insuficiente, c-ELISA: valores de inhibicion mayores que 30 % se consideraron como criterio de positividad.
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que confirman el establecimiento de un ciclo de
amplificacion zoonGtica desde aves residentes a
equinosy a hombre, entre 2002 y 2003. A pesar
de que en este trabajo no fue incluido un estudio
entomol dgico lapresenciaen estas areasdel vector
ha sido documentada.?? Diferentes especies de
mosquitos Culex se hanidentificado en Jatibonico,
especificamente Cx. quinquefasciatus, Cx . nigripalpus
y también Ochlerotatus taeniorhynchus, 10 cua
indicasu posible papel amplificador y(0) de vector
puente.

SEROLOGICAL STUDY CARRIED OUT INCUBAN
LOCALITIESWHERECONFIRMEDWESTERNNILE
VIRUSINFECTIONISPRESENT

ABSTRACT

Introduction: first infected cases caused by West Nile virus
were reported in Cuba in 2004. Objective: to monitor and learn
about the prevalence of the West Nile virus in those areas with
confirmed cases. M ethods: the study was conducted in Jatibonico
municipality and in the city of Sancti Spiritus. A total number of
14 persons, 8 horses and 41 birds were researched to detect
antibodies to flavivirus and specific antibodies to West Nile
virus. Results: the presence of specific antibodies to West Nile
virus was confirmed in 4 samples of serafrom birds and in 4 from
horses. One person was confirmed as one case of asymptomatic
West Nile virus infection. Conclusions: the presence of specific
antibodies to West Nile virus in birds, horses and persons residing
in areas where there are confirmed cases showed that a local
amplification cycle had been established in Cuba before this
study.

Key words: serology, humans, horses, birds, West Nile virus
infection.
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