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Resumen

El virus de Influenza aviar (IA) pertenece a la familia Orhtomixoviridae, su genoma
es un acido ribonucleico, dividido en 8 segmentos que codifican para 12 proteinas,
los virus se clasifican en subtipos basados en la antigenicidad de sus moléculas
de superficie (Tong et al., 2013). Las especies de aves silvestres acuaticas son el
reservorio natural de 1A y se ha demostrado su participacién como dispersoras del
virus mediante sus migraciones (Morens et al., 2012). La creciente tasa de
contacto entre seres humanos- animales silvestres / domésticos aumenta la
susceptibilidad a enfermedades emergentes y reemergentes (Saggese, 2007,
Garcia, 2008).

El objetivo de este estudio fue detectar la presencia del gen M del virus de
influenza A, conocer la frecuencia serologica y la determinacion de posibles
factores de riesgo asociados a la exposicion del virus de IA. Durante el periodo de
los meses de Junio a Octubre del 2013, se muestre6 un total de 81 aves de los
ordenes filogenéticos Psittaciforme, Strigiforme y Falconiforme; de las cuales se
estudiaron 79 muestras de suero sanguineo, 48 muestras de hisopados
orofaringeos y 46 hisopados cloacales; las diferencias entre el namero de
muestras de sueros e hisopados se debi6é a la disponibilidad de ejemplares y a
que se descartaron algunas aves muy pequefas para evitar dafio al manipularlas.
Para determinar la frecuencia de anticuerpos se utilizé la técnica de inhibicion de
la hemoaglutinacién, usando un virus de referencia de IA subtipo H5N2. Se obtuvo
el total de 50 sueros positivos (63%) con titulos mayor o igual a 16, presentandose
titulos hasta 1:512 (1 suero), siendo la mayor proporcion en 1:64 (13 sueros). El
100% de los Psittaciformes fueron seropositivas (10 aves), 78.57% son
Strigiformes (11 de 14 aves) y el 53.7% Falconiformes (29 de 55 aves) resultaron

positivas.

La deteccion del gen M del virus de IA se realiz6 por RT-PCR en tiempo real, se
obtuvo la frecuencia global del 84 % de muestras positivas: con Ct >35 de 48
hisopados orofaringeos se obtuvieron 40 positivos (32 aves correspondian a los

Falconiformes, 6 aves Strigiformes y 2 aves Psittaciformes); mientras que de 46



muestras de hisopados cloacales 39 resultaron positivas (32 aves Falconiformes,
5 Strigiformes y 2 Psittaciformes). El total de las muestras positivas (79 hisopados)
se inocularon en embriones de pollo, donde dos liquidos alantoideos obtenidos del
segundo pase, resultaron positivos a la prueba de hemoaglutinacion y a la RT-
PCR en tiempo real. Los aislamientos virales se realizaron a partir de muestras
cloacales de un ejemplar de aguililla cola roja (Buteo jamaicensis) y de un aguililla

de harris (Parabuteo unicintus).

Finalmente los factores de riesgo asociados a la exposicion a IA H5N2
encontrados como significativos (valores de P<0.05 y OR>1) fueron: el tipo de
manejo que se le da a los Psittaciformes (OR = 1.73) y el tipo de alimento que se

les proporciona (frutos / granos) (OR = 1.58).

En conclusién, en este estudio se observo la prevalencia del subtipo H5N2 de
influenza A en aves silvestres de los ordenes filogenéticos Psittaciforme,
Strigiforme y Falconiforme, indicando una circulacién viral activa en los centros de
rehabilitacion de fauna silvestre muestreados, esto representa la primera

notificacion del virus de influenza Aviar en estas aves en México.

Vi
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1. INTRODUCCION

1.1 Definicién de la enfermedad.

La Influenza Aviar (IA) también llamada Peste Aviar o Gripe Aviar, es una
enfermedad infecto-contagiosa de etiologia viral que varia entre una infeccién leve
0 asintomatica hasta una enfermedad aguda y fatal, que afecta a la mayoria de las
aves. Las aves acuaticas migratorias, constituyen el reservorio natural de los virus
de IA, en cambio las aves de corral domésticas (en particular los pollos y los
pavos) son especialmente vulnerables a las epidemias (Garcia et al., 2006;
Taubenberger et al., 2006).

La primera descripcion de un padecimiento identificable como Influenza la realizé
Hipocrates en el afio 492 a.c. En América, la Influenza fue documentada en
Texcoco en 1552 y se le denominé “pestilencia catarral”; en Italia se documenté en
el afio 1580 y se describid como la “influencia planetaria” por una asociacion que
hicieron con fendmenos astrales observados antes del brote, de donde se deriva
el nombre actual de Influenza. El término “grippe”, proviene de Francia siendo mas

descriptivo ya que alude al “agarrotamiento” del pecho (CFSPH, 2010).

1.2 CARACTERISTICAS DEL AGENTE ETIOLOGICO

1.2.1 Descripcién molecular

Los virus de la Influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae (del
griego orthos, ‘correcto’, y myxo, ‘mucus’), comprende los géneros: Influenzavirus
A, B, C (afectan animales vertebrados), Isavirus (afecta al salmén) y Thogotovirus
(afecta mosquitos). Pertenecen al grupo de virus ARN de cadena simple, polaridad
negativa y genoma segmentado. Son virus neumotrépicos con afinidad selectiva
por las células epiteliales traqueobronquiales (Jiménez, 2012). La composicién
global de la particula viral es 1% de ARN, 5-8% de carbohidratos, 20% de lipidos y

-1-
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cerca de 70% de proteinas. Son virus esféricos o pleomorficos de hasta 120 nm
de didmetro; la particula viral tiene una masa de 250 x 106 Daltons (Talledo et al.,
2009).

La resistencia de los virus aviares en el medio ambiente es escasa, rayos
ultravioletas los inactivan rapidamente, son sensibles al calor, solventes de lipidos,
detergentes no idénicos, formaldehido, agentes oxidantes y a pH acidos, y son
relativamente estables sélo a pH comprendido en un rango de entre 6 y 8
(SENASA, 2014). Sin embargo, algunos virus de IA en su forma patdégena pueden
permanecer viables en las heces de las aves durante al menos 35 dias a baja
temperatura (4°C) y a temperaturas mas altas (37°C), puede sobrevivir en
muestras fecales durante 6 dias (OIE, 2013).

Presentan una envoltura derivada de la célula huésped que alberga la
hemoaglutinina (HA), la neuraminidasa (NA) y la proteina M. La HA se encuentra
en una proporcion de 4-5 a 1 con respecto a la NA, tiene de 4 a 6 nm de didmetro
y se proyecta por encima de la envoltura hasta 10 a 14 nm. Hacia el interior de la
particula viral, existe una capa formada por la proteina de matriz (M) y mas al
interior, esta la nucleocapside de simetria helicoidal, constituida por los complejos
polimerasa y nucleoprotéico que incluye el genoma viral. (Talledo et al., 2009).

1.2.2 Caracteristicas del genoma viral.

El genoma completo tiene 13600 nucledtidos y esta constituido por ARN
de polaridad negativa dividido en ocho segmentos que codifican para once
proteinas. Los tres primeros codifican el complejo polimerasa que tiene actividad
endonucleasa; proteina basica (PB1 y PB2) y la proteina &cida (PA). Los
segmentos cuatro y seis codifican glicoproteinas de superficie de envoltura; La
hemoaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA) que constituyen los antigenos virales

mayores. El segmento cinco codifica para la nucleoproteina (NP), la cual se une al
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ARN viral. El segmento siete o0 Gen M codifica dos proteinas que comparten una
region corta: la proteina de matriz M1 que le da estructura a la capside viral y la
proteina de matriz M2 que funciona como un canal de iones. Finalmente, el
segmento ocho codifica las proteinas NS1 y NEP que estan vinculadas con el
transporte, transcripcion y empalme del ARN (Figura 1) (Furuse et al., 2009;
Jiménez, 2012).

M2

M1

HA
NP

NA

Figura 1. Diagrama estructural del virus de la Influenza. HA:
hemoaglutinina; M: matriz; NA: neuraminidasa; NP: nucleoproteina;
NS: proteina no estructural; PA: polimerasa éacida; PB1 y PB2:
polimerasa basica (Noda et al., 2007).

Los virus de la Influeza A se clasifican en subtipos basados en la antigenicidad de
sus moléculas de superficie: 18 hemoaglutininas (subtipos: H1 a H18) y 11
neuraminidasas (subtipos: N1 a N11), incluidas las recientemente encontradas en
murciélagos (Tong et al., 2013).

Los subtipos de los virus de IA se clasifican en cepas, que se describen de
acuerdo a su tipo, su huésped, el lugar del primer aislamiento, el nUmero de cepa
(si lo hubiera), el afio de aislamiento y el subtipo antigénico; por ejemplo, un virus
H5N1 aislado de los pollos en Hong Kong en 1997 es un A/pollo/Hong
Kong/y385/97 (H5N1). En el caso de las cepas de humanos, el huésped
generalmente se omite (Talledo et al., 2009; Kim et al., 2010).
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1.2.3 Ciclo de replicacién del virus

La duracion de cada ciclo de replicacion es entre 4 y 6 horas, el virus por
medio de la hemoaglutinina HA (HA), se une por endocitosis a los receptores de
acido sidlico ubicados en la superficie de la célula hospedera, para ingresar por
endocitosis, posteriormente la proteina M2 inicia el ciclo de replicacién con el
intercambio de protones entre el endosoma vy el virus, induciendo su disminucién
de pH y generando cambios conformacionales en la HA. Una vez fusionada la
membrana viral con la membrana del endosoma, la nucleocépside viral es liberada
dentro del citoplasma y es transportada al nucleo de la célula hospedera. Alli, el
ARN (-) es copiado por la ARN polimerasa viral a ARNm viral adquiriendo
terminaciones cap 5 de los pre-ARNm del hospedero. Los ARNmM son
transportados al citoplasma y traducidos en proteinas virales tanto estructurales
como reguladoras (Talledo et al., 2009; Polo, 2009)

Los ARNm se traducen para generar las proteinas de la envoltura viral (HA, NA 'y
M2) en los ribosomas unidos al reticulo endoplasmico, ingresando a la via
secretora de la célula hospedera donde la HA y NA son glicosiladas. Los ARNm
restantes son traducidos por ribosomas en el citoplasma y las proteinas PA, PB1,
PB2 son importadas al nucleo, donde participan en la sintesis de cadenas
positivas de ARN (+) que sirven de molde para las cadenas de ARN (-) viral,
algunas de estas ingresan a la via de la sintesis de ARNm, mientras que la
proteina NP va a conformar las nucleocapsides. Las proteinas M1 y NS1 son
transportadas al nucleo, esta unién a las nuevas cadenas de ARN (-) detiene la
sintesis de ARNm viral y junto con la proteina NEP induce la exportacion de la
progenie de las nucleocépsides al citoplasma. Posteriormente, las nucleocapsides
del virién asociadas con las proteinas M1 y NEP, son transportadas a la superficie
celular junto con las proteinas HA, NA 'y M2, para que en la membrana plasmatica
se mantengan unidas. Finalmente, el empalme de los viriones se completa una
vez que ocurre la gemacion desde la membrana plasmatica de la célula infectada
(Polo, 2009; Jiménez, 2012).
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El proceso de replicacion y sintesis de proteinas no estructurales virales dispara
los factores de transduccion de sefiales que inducen a la expresion de los genes
de citoquinas proinflamatorias, como por ejemplo el Factor de Necrosis Tumoral -
alfa (TNF-alfa), iniciando la comunmente llamada "tormenta de citoquinas" y la
formacion de anticuerpos en secreciones respiratorias (IgA) y en el suero (IgY en
aves e lgG en mamiferos).

Los anticuerpos producidos en el hospedador desempefian dos funciones
principales: neutralizacion de la infeccion e interferencia en la liberacion de nuevas
particulas virales de la membrana de las células infectadas (Garcia et al., 1996;
Garcia et al., 2006).
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Figura 2. Esquema del ciclo de replicacion del virus de la Influenza (Polo, 2009).
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1.2.4 Mutaciones y el origen de nuevas cepas virales

Los virus de la IA se mantienen en las aves reservorio en estasis
evolutivo, Unicamente cuando el virus entra en contacto con aves susceptibles
como los pollos o gallinas pueden modificar sus caracteristicas genéticas
mediante los siguientes procesos denominados:

1.-Drift antigénico o deriva antigénica: las mutaciones en el sitio antigénico de la
proteina HA reduce o inhibe la union de anticuerpos neutralizantes, formandose un
nuevo subtipo. Las proteinas del virus (HA y NA) pueden tolerar mutaciones
puntuales en su secuencia de aminoacidos sin afectar necesariamente la
capacidad del virus para replicarse, es decir por errores en la replicacion del ARN
puede revertir una cepa de baja patogenicidad a una de alta patogenicidad
(Talledo y Zumaeta, 2009; Polo, 2009).

2.-Shift antigénico o reacomodo gendémico: ocurre cuando la célula es infectada
por dos diferentes virus al mismo tiempo y sus segmentos gendmicos son
intercambiados durante la replicaciéon. Debido a que este genoma es segmentado
y habiendo dos cepas virales en proceso dentro de la misma célula, es
relativamente frecuente que se introduzcan segmentos genémicos en la capside
del virus no correspondiente, o que por lo general, genera particulas no viables.
Aunqgue algunas veces el producto de esta recombinacién, pueden aparecer cepas
con caracteristicas nuevas (Polo, 2009; SENASICA et al., 2011).

H2N2
“Gripe asiatica™
Humano Humano

H3NZ
"Gripe de
Hong Kong”

Aviar 1 Aviar 2

Figura 3. Ejemplo del reacomodo genético en el virus de la
Influenza (Talledo et al., 2009).
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1.3 ECOLOGIA[ul] DE LOS VIRUS DE INFLUENZA.

Los virus de Influenza A se describieron en 1933, afectan animales y al
hombre; son factor causal de epidemias y pandemias. Los virus de Influenza B se
identificaron en 1940, afectan a los humanos causando epidemias moderadas,
incluso se han encontrado anticuerpos en focas. Los virus de Influenza C se
describieron en 1950, infectan de manera limitada a humanos y existen evidencias
seroldgicas de infeccién en cerdos y perros (Garcia et al., 2006; Gonzalez et al.,
2012) e incluso recientemente se ha aislado un virus de Influenza C a partir de
cerdos en el afio 2013 (Hause et al., 2013)/[E2]

Las aves acuaticas migratorias tanto de lagos como costeras, son los reservorios
naturales de toda la gama de virus de Influenza; en particular las especies del
orden Anseriforme (patos), Passeriforme (golondrinas) y el orden Charadriforme
(gaviotas y golondrinas marinas, entre otras) (Taubenberger y Morens, 2006). Sin
embargo, se ha reportado en Psittaciformes (loros, guacamayas), Galliformes
(Faisanes, gallina de guinea) e inclusive ha sido documentada que afecta una gran
variedad de especies de reptiles, mamiferos y al hombre. Todos los subtipos de
HA, incluidos los identificados en los ultimos 16 afios (HAs 14, 15, y 16) se
aislaron de patos y gaviotas, lo que demuestra que ocurrieron mayores cambios

genéticos virales en estas aves (Morens et al., 2012).

1.3.1 Ciclo de transmision

Las aves acuaticas migratorias normalmente introducen el virus a una
parvada, una vez dentro se disemina de una poblacién a otra; en cambio las aves
domésticas se consideran especies aberrantes, lo que origina mutaciones en los
virus como un mecanismo de adaptacion para una Optima replicacion y
transmision en la nueva especie (Garcia et al., 2006; CENAVECE, 2013).

La transmision y diseminacion del virus se produce por el contacto directo entre

aves afectadas y aves susceptibles. Las aves se infectan facilmente por instilacién
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del virus hacia el saco conjuntival, narinas o la trdquea (CENAVECE, 2013). Las
1.3 ECOLOGIA DE LOS VIRUS DE INFLUENZA.

Los virus de A se describieron en 1933, afectan animales y al hombre; son factor
causal de epidemias y pandemias. Los virus de B se identificaron en 1940,
afectan a los humanos causando epidemias moderadas, incluso se han
encontrado anticuerpos en focas. Los virus de C se describieron en 1950, infectan
de manera limitada a humanos y existen evidencias serologicas de infeccion en
cerdos y perros (Garcia y Ramos, 2006; Gonzalez et al., 2012; PANAFTOSA et
al., 2010)

Las aves silvestres acuaticas migratorias tanto de lagos como costeras, son los
reservorios naturales de toda la gama de virus de : en particular las especies del
orden Anseriforme (patos), Passeriforme (gansos) y el orden Charadriforme
(gaviotas y golondrinas marinas, entre otras) (Taubenberger y Morens, 2006); Sin
embargo se ha reportado en Psittaciformes (Loros, guacamayas), Galliformes
(Faisanes, gallina de guinea), inclusive ha sido documentada que afecta una gran
variedad de especies de reptiles, mamiferos, y al hombre. Todos los subtipos de
HA, incluidos los identificados en los ultimos 16 afios (HAs 14, 15, y 16) se
aislaron de patos y gaviotas, lo que demuestra que ocurrieron mayores cambios
genéticos virales en estas aves (Morens y Taubenberger, 2012).

1.3.1 Ciclo de transmision

En las aves acuéticas migratorias generalmente introducen el virus en una
parvada, una vez dentro se disemina de una poblacion a otra; En cambio las aves
domésticas se consideran especies aberrantes, lo que origina mutaciones en los
virus como un mecanismo de adaptacion para una Optima replicacion y
transmision en la nueva especie (CENAVECE, 2013; Garcia y Ramos, 2006).

La transmision y diseminacion del virus se produce por el contacto directo entre
aves afectadas y aves susceptibles. Las aves se infectan facilmente por instilacion
del virus hacia el saco conjuntival, narinas o la trdquea (CENAVECE, 2013). Las
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aves afectadas eliminan el virus mediante los aerosoles y secreciones corporales,
especialmente por las heces, las cuales son la principal fuente de diseminacién de
cepas entéricas avirulentas, llegando asi a contaminar el agua de bebida y otros
fomites (Garcia et al., 2006; PANAFTOSA et al., 2010; Loza-Rubio et al., 2012).
En los patos silvestres los virus se replican primero en las células del tracto
intestinal y se excretan por las heces en altas concentraciones (hasta 10 ' dosis
infectante en embrion de pollo 50% (DIEP 50%/g) (Webster et al., 1992).

1.3.2-Patogenicidad

Los términos utilizados para describir a los virus de IA, cominmente se

definen sobre la base de su patogenicidad, virulencia y letalidad (Cox et al., 1999;
Céardenas, 2006). El periodo de incubacion de la enfermedad depende de la
especie, edad del ave y la cepa del virus, sin embargo el periodo es generalmente
de 3 a 7 dias, no obstante puede prolongarse hasta 21 dias (SENASICA et al.,
2011).
Los virus de IA se dividen en virus de alta patogenicidad (IAAP) y de baja
patogenicidad (IABP) (OIE, 2013; SENASA, 2014). Los signos clinicos asociados
varian dependiendo el subtipo, siendo la mayoria completamente asintomaticos
(Soriano 2009; Hénaux et al., 2011).

A) Influenza Aviar de baja patogenicidad (IABP)
Han sido identificados en aves y su replicacién se limita a células de los tractos
respiratorio y digestivo. La infeccion por el virus de Influenza en su fase primaria
causa una enfermedad respiratoria febril con signos clinicos leves o imperceptibles
(OIE, 2013).

Las infecciones bacterianas por Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Neisseria meningitidis y Haemophilus Influezae
son causas secundarias de neumonia, empiema, abceso pulmonar, choque toxico,
meningitis y sepsis, incluso llegan aumentar el nimero de muertes (PANAFTOSA

et al., 2010). La infeccibn combinada de virus y bacterias produce efectos
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fisiopatoldgicos determinantes en la neumonia viral-bacteriana que conduce a la
muerte en individuos que se hallan en grupos de riesgo; estos efectos incluyen
barreras fisicas destruidas o dafiadas, adherencia incrementada (mediada por
anticuerpos neutralizantes, actividad mucociliar disminuida, disfuncién de células
del sistema inmune, desregulacion del sistema inmune y hasta expresion génica

sobre regulada (Talledo et al., 2009; Jiménez, 2012;).

B) Influenza Aviar de alta patogenicidad (IAAP)
Los virus IAAP para casos sobreagudos y agudos presentan tasas de morbilidad y
mortalidad cercanas al 100%, ocurriendo después de la expresién de signos
clinicos iniciales de la enfermedad (entre los 2 y 12 dias) y frecuentemente en las
siguientes 48 horas (Martin et al., 2007).

En su forma grave el virus adquiere la capacidad de causar infecciones
sistémicas, incluso producir hemorragia interna masiva. Las aves se observan
marcadamente deprimidas, con una disminucidon en el consumo de alimento y
agua; plumas erizadas; presencia de sinusitis, lagrimeo, cianosis en la cabeza, la
cresta y la barbilla; edema en la cabeza y diarrea verde blancuzca; enfermedades
neuroldgicas, disminucién en la produccion de huevos, pérdida en la pigmentacién

de los huevos y huevos deformes o sin cascara (CFSP, 2010; OIE, 2013).

1.4 HOSPEDADORES

Los virus de Influenza tienen un rango de hospederos limitado a individuos
de la misma especie, lo que hace que ni siquiera pueda infectar a las aves de
otras especies, menos aun a miembros de otras clases. Por lo tanto, el virus tiene
gue pasar obligadamente por un proceso de mutacion progresiva antes de dar el
salto a los humanos (Talledo et al., 2009).
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1.4.1 Hospedadores naturales

El huésped natural de los virus de Influenza A (subtipos: H1-H16, N1-N9) son las
aves acuaticas silvestres y especialmente a las aves del orden Anseniformes y
Caradriformes, la infeccion ocurre a nivel del intestino donde causa una infeccion
subclinica y el virus es evolutivamente estable (Talledo et al., 2009; SENASA,
2014). En las aves terrestres: gallinas, pollos y pavos tanto de tipo aviar (Siaa2-3
Gal) y de tipo humano (Siaa2-6Gal) los receptores se detectan en las células
epiteliales de la traquea (Suzuki, 2013).

La migraciébn es una estrategia comdn para las aves que ocupan habitats
estacionales y pueden extenderse desde desplazamientos cortos hasta
intercontinentales, las aves migratorias se mantienen como portadoras de
patégenos que particularmente no afectan su estado de salud ni interfieren con su
traslado; ésta actividad conecta muchas poblaciones de aves en espacio y tiempo,
tanto en las éareas de crianza comunes como en las de alimentacion.
Consecuentemente las aves infectadas con el virus pueden transmitir sus
patégenos a otras poblaciones que puedan traer posteriormente l0s virus a nuevas
areas (Simonsen, 1999; Soriano, 2009; Ventocilla et al., 2011).

Las aves domésticas que entran en contacto con aves migratorias 0 Sus
deposiciones son el enlace mediante el cual el virus pasa de generar una infeccién
intestinal subclinica a una infeccion avirulenta del tracto respiratorio (Talledo et al.,
2009). Los pollos son las especies de aves mas susceptibles, en menor frecuencia
otras especies de aves domésticas: como codornices, faisanes, patos, gansos y
las palomas (Garcia et al., 2006; Taubenberger et al., 2006).

Las cepas de virus poco virulentas y los virus vacunales inactivados generan una
inmunidad que protege sélo contra el mismo subtipo. Las aves inmunizadas
pueden enfermarse, sin embargo los signos y lesiones que desarrollan son menos
graves asi como también es menor la cantidad de virus que excretan y diseminan
en el medio ambiente (SENASA, 2014).

-11 -
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1.4.2 Hospedadores no convencionales.

Los virus de IA experimentan un proceso de reordenamiento génico mediado por
mutaciones que les permite adaptarse al hospedero y a las condiciones del
ambiente, lo cual se conoce como presion selectiva o evolucion obligada. Las
mutaciones que ocurren en la regiéon de unién de la HA parecen determinar la
capacidad para que los virus de Influenza crucen la barrera de especie de aves a
los mamiferos (Cox et al., 1999; Garcia et al., 2006; Talledo et al., 2009).

Se han encontrado anticuerpos en diferentes especies de mamiferos de manera
directa o a través de aves domésticas: mamiferos marinos como focas y ballenas,
mamiferos terrestres como cerdos, caballos, visones, tigres, leopardos, hurones e
incluso perros han sido algunos de los animales que han presentado
seropositivadad a IA (Figura 4) (Garcia et al., 2006; Hénaux, 2011).

Desde el afio 1997 se conoce que a partir de los virus de alta patogenicidad, en
aves, los subtipos H5N1, H7N7, H7N9 se han transmitido de aves domésticas a
los seres humanos, y los virus HIN2 se transmitieron de codornices a los seres
humanos (Suzuki, 2013). EI hombre desempefia un papel importante como
transmisor directo o indirecto del virus, ya sea por transporte mecanico a través de
la ropa, equipos o vehiculos contaminados, o bien, por el contrabando de aves
silvestres, de ornato, de pelea y comerciales (Simonsen, 1999; Viesca, 2001;
Claas, 2002). Receptores de tipo Aviar y humano también se han detectado en el

tracto respiratorio del cerdo (Suzuki, 2013).

Para llegar a infectarse una persona debe tener contacto directo y estrecho con
aves enfermas o sus secreciones. En la mayoria de los casos la infeccion en
personas con los virus de Influenza Aviar de alta patogenicidad provoca una
conjuntivitis sin afectacién general. Sin embargo, aunque se ha mostrado que
algunas veces las cepas altamente patdgenas de este virus pueden infectar al
hombre, esta enfermedad no debe confundirse con la gripe humana estacional
(causada generalmente por los virus H1 y H3) (Dennis, 2000; Valdez, 2002;
Garcia et al., 2006; OIE, 2013).

212 -
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Figura 4. Los diferentes subtipos del virus de Influenza A y sus hospedadores,

incluidos los recientemente encontrados en muerciélagos.

1.5 DISTRIBUCION MUNDIAL DEL VIRUS DE INFLUENZA A

Durante la historia se han registrado los siguientes eventos donde algunos

subtipos de Influenza han afectado gravemente a la humanidad., Cuadro 1.

Cuadro 1.
Pandemias en humanos registradas a lo largo de la historia
~ Nombre L :
Afio Coman Descripcion Subtipo de IA
1918 Gr|~pe " Pandemia de origen porcino. HIN1
espafiola
“Gripe Origen aviar. Pseudopandemia,
1947 . p” variacion antigénica subtipica. H1N1
italiana”s/n
extrema
1957 Inf.IL,JPTnZ,‘? Pandemia de origen aviar. H2N2
asiatica
1968 Influenza d? Pandemia de origen aviar. H3N2
Hong Kong
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Ao Nompre Descripcion Subtipo de IA
Comun

Pandemia potencial abortiva,

1976 Sin nombre epidemia de virus de Influenza H1N1
porcina.
Pandemia restringida a la edad
1977 “Gripe rusa” juvenil, retorno del HIN1 H1N1
humano.
Influenza
A/HIN1”
2009 “Influenza Pandemia de origen porcino. H1N1
humana de

origen porcino”
Cuadro 1. Pandemias en humanos causadas por diferentes subtipos de Influenza, que se han

registrado a lo largo de la historia (Basado en informacion de la OIE, 2013).

La mayoria de los casos en humanos se han detectado en areas rurales y semi-
rurales donde se mantenia un pequefio nimero de aves, pero curiosamente, entre
el personal sometido a riesgo alto, como veterinarios, personal de rastros,
trabajadores de mercados de aves vivas o sanitarios al cuidado de pacientes, se
han producido muy pocos casos. Actualmente los subtipos que estan circulando
en humanos corresponde a H1 y H3, los cuales siguen experimentando cambios
antigénicos (OIE, 2013). Después de complejas investigaciones hoy se conoce el
genoma del virus que causoé la gripe espafiola en 1918-1919, contenia el mismo
acido nucleico proveniente de los porcinos, aves y del humano (Talledo et al.,
2009; SENASA 2014).

Algunos de los subtipos que se han registrado en aves y mamiferos de todo el

mundo, a continuacién se describen brevemente.

Europa: en octubre de 2005 se confirmé el primer caso de H5N1 en la Unién
Europea, el virus fue aislado de un loro de procedencia ilegal a Siria.procedente
de Surinam, que se encontraba en cuarentena al ser un ejemplar de procedencia
ilegal. Dias posteriores otro caso del virus de IA volvidé a detectarse, esta vez en
Croacia cuando fueron examinados doce cisnes hallados muertos hallados en un

estanque de peces; consecuentemente el personal del Instituto Friedrich Loeffler,
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en Francia, aislo un virus de IA en un hurén vivo con sintomas evidentes de
enfermedad respiratoria (EFE, 2005).

En Alemania, afio 2006, se detectaron casos positivos a H5N1 IAAP, donde una
proporcién significativa del numero de aves silvestres fueron infectadas, inclusive

se confirmd el aislamiento viral en un gato (Mettenleiter, 2006).

Asia: desde el afio 2003, en Corea, han sucedido cuatro brotes de IAAP H5N1
causados por diferentes genotipos del virus IA, donde un gran nimero de aves
domésticas comerciales, pollos y patos fueron sacrificados y destruidos para
detener los brotes. Posteriormente, el incidente ocurrido durante la temporada de
invierno del 2010 y 2011, causado igualmente por el virus de IAAP H5N1 presenté
altas tasas de infeccibn y mortalidad causadas por el virus IAAP H5N1 en ,
especies de aves silvestres acuaticas: patos mandarin (Aix galericulata), anade
real (Anas platyrhynchos) y cercetas del Baikal (Anas formosa) y las aves de
presa: buho (Bubo bubo), gavilan (Accipiter nisus) y el cernicalo (Falco
tinnunculus), fueron las mas afectadas .(Kim et al., 2012; Choi et. al., 2013).

EAIl sur de China, en el afio 2005 al sur de China,, el subtipo de IA H5N1 fue
aislado por primera vez de un loro enfermo, al ser analizado el genoma completo
de esta cepa reveld6 que, los 8 segmentos de genes de las secuencias de
nucleotidos del virus tenian el 99% de homologia con A/chicken/Henan/12/2004
(H5N1); es decir, el virus filogenéticamente pertenecia al linaje eurasiatico (Cao et
al., 2012).

América: [u3]a principios de 2006 los paises de la regiéon de América Latina y el
Caribe solicitaron a la FAO el apoyo técnico para la prevencion y el control ante el
eventual ingreso de IAAP. En Mayo de ese mismo afio el Director General de la
FAO aprob6 el establecimiento de cuatro proyectos subregionales bajo la
coordinacion del Centro de Emergencias para el Control de la Enfermedades
Transfronterizas (ECTAD), en la sede de la Oficina Regional de América Latina y
el Caribe de la FAO (OIE, 2013).
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En marzo del 2006 en el pargue nacional de Inagua, una isla del sur del
archipiélago de Bahamas, se notifico la muerte de 10 flamencos rosados
(Phoenicopterus ruber), 5 espatulas rosadas (Platalea ajaja) y algunos cormoranes
(Phalacrocorax carbo), éste pudo ser el primer caso de H5N1 en América pero no
fue confirmado por las autoridades correspondientes.En el mismo afio se detecto
un brote en aves de corral en zonas rurales del Estado Mexicano de Chiapas, la
cepa fue aislada (H5) y se determin6 como “no transmisible a los humanos”
(Soriano, 2009).

En el mismo afio ( afio 2006) fueron aislados del medio ambiente nueve virus de
IA, subtipos de hemoaglutinina H3, H4, H10, y H13, de entre 2405 muestras
fecales que fueron recogidas en bandadas de aves acuaticas a lo largo de la costa
central de Perl, en especies de aves como: vuelvepiedra (Arenaria interpres),
ostrero americano (Haematopus palliatus), pelicano peruano (Pelecanus
occidentalis thagus), zarapito trinador (Numenius phaeopus), gaviota (Larus
dominicanus), patos rojizos (Anas bahamensis) y pato colorado (Anas cyanoptera)
(Ghersi et al., 2009[u4]).

En Republica Dominicana (2008), se anuncio la aparicion de la cepa de gripe aviar
H5N1 de baja patogenicidad, los casos se descubrieron cuando unos productores
avicolas solicitaron permiso oficial para exportar gallos de pelea a Colombia
(Pannwitz et al., 2009).

En 2006, E. U. A. dio el primer reporte de ingreso de IA subtipo H5N2, cuando se
aislo el virus de un ejemplar de loro cachetes amarillos (Amazona autumnalis), de
3 meses de edad, de un ejemplar de Loro cachetes amarillos (Amazona
autumnalis) producto del tréfico ilegal de especies. El ave ingresé al hospital
veterinario con signos clinicos de letargo, al realizarse estudios de serologia
(inhibicion de la hemoaglutinacion), RT-PCR y aislamiento en embrion de pollo, los
resultados fueron positivos,. EL virus aislado fue secuenciado y se determin6 que
estaba estrechamente relacionado con un linaje de virus (subtipo H5N2) que
solamente Olo habia sido registrado en México y América Central. El ave se
recupero favorablemente en cuarentena a las 9 semanas (Hawkins, 2006).
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En 2012, las autoridades de salud animal de México confirmaron la presencia de
la IAAP subtipo H7N3 en tres granjas avicolas comerciales de los municipios de
Tepatitldn y Acatic, en el Estado de Jalisco, murieron por la 1A aprox. 200 mil aves
y se sacrificaron 600 mil mas para el control de la enfermedad (FAO, 2014).

En 1994, en granjas comerciales del centro de México se detectd por primera vez
el virus de IABP subtipo H5N2, que posteriormente se convirtio en IAAP, desde
entonces se continda con un programa de acciéon contra IA. Actualmemte el
territorio Mexicano se encuentra libre del virus de Influenza Aviar de alta

patogenicidad desde junio de 1995.

El Dispositivo Nacional de Emergencia de Sanidad Animal (DINESA), de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién
(SAGARPA), participan en la vigilancia de la Influenza Aviar y en las acciones de
control-erradicacion., ya que desde 1994, en granjas comerciales del centro de
México se detectd6 por primera vez el virus de IABP subtipo H5N2, que
posteriormente se convirtié en IAAP. El brote fue rapidamente controlado y el virus
de la IAAP fue erradicado en junio de 1995. En el mismo afio se cre6 la NOM-044-
Z00-1995: Campaia Nacional contra la Influenza aAviar, que estuvo vigente
hasta el 21 de junio de 2011 (SENASICA, 2014).

En el afio 2012 las autoridades de salud animal confirmaron la presencia de IAAP
subtipo H7N3 en tres granjas avicolas comerciales de los municipios de Tepatitlan
y Acatic, en el Estado de Jalisco (principal productor de huevo a nivel nacional),
las aves presentaron sinologia clinica de caracter agudo y muerte, entre las 32 y
94 semanas de edad, murieron cerca de 200 mil aves; el brote en poco tiempo fue
controlado por el DINESA (FAO, 2014). De acuerdo a estimaciones de la OMS y
de la OIE, el pais se encuentra catalogado como de bajo o moderado riesgo de
infeccion con 1A (FAO, 2014). México actualmente tienen clasificadas como libres
a 15 entidades mexicanas; los Estados de Coahuila y Durango, asi como la
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Region Lagunera se encuentran suspendidos en su reconocimiento de fase libre;
las 17 entidades restantes se encuentran en fase de erradicacion de esta
campafia contra la IA. La poblacion avicola en la zona libre representa
aproximadamente un 27%, la cual produce el 38% y 30% de la carne de pollo y
huevo del total nacional (SAGARPA, 2014).

Actualmente para las regulaciones relacionadas con el control y erradicacion de la

Influenza Aviar existe:

1.-Campafia Nacional contra la Influenza Aviar. campafa y las medidas
zoosanitarias que deberan aplicarse para el diagnéstico, prevencion, control y
erradicacion de la IA.

2.- NOM-056-Z00-1995. Especificaciones técnicas para las pruebas diagnosticas
gue realicen los laboratorios de pruebas aprobados en materia zoosanitaria
(SENASICA, 2014).

[u5]

1[u6].6 FACTORES DE RIESGO[u7]

En México, son pocos los estudios que han investigado los factores

involucrados en la propagacion del virus de Influenza entre aves silvestres.

La presencia de enfermedades respiratorias no solo esta influenciada por la
presencia de microorganismos especificos, sino por la compleja interaccion entre
los factores relacionados al agente, al hospedador y al ambiente. Las aves vivas
rsobreepresentan el mayor riesgo para la transmision de la IA, pero algunos
elementos como por ejemplo: los cadaveres con plumas de aves infectadas,
huevos de gallinas infectadas, desperdicios de aves de corral u otros fomites son
contaminados con excremento, convirtiéndolos en fuentes importantes de

infeccion (Figura 5) (Saavedra, 2010).
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Figura 5. Hipétesis del modelo de asociacion entre los factores de riesgo para la presentacion de la

enfermedad de Influenza Aviar (Basado en Stark, 2000).

El conocimiento de estos factores es esencial para el control y prevencion de las
enfermedades, para ello para ello es muy importante primero determinar
matematicamente los factores de riesgo (FR) potenciales (medio-ambientales y de
manejo), posteriormente se calcula la relacién de estas dos variables, es decir,
gué tanto cuando se presenta una variable también se presenta la otra, en este
caso se estara estableciendo la fuerza de asociacion, la cual puedo obtenerse

mediante procedimientos denominados medidas de asociacion (Stark, 2000).

Se llama factor de riesgo a una variable que se "cree gue esta relacionada" con la
probabilidad de que se desarrolle la enfermedad en un grupo de individuos
expuestos con relacién a el grupo de no expuestos. Las medidas de asociacion
nos indican la fuerza de asociacion entre dos variables, tales como la exposicién y

la enfermedad (Jaramillo et al., 2010).
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Las dos medidas de asociacibn para respuestas categoricas que se usan
frecuentemente son: el riesgo relativo (RR) y la razéon de momios 6 Odds ratio
(OR) (Thrusfield, 1991; De Irala et al., 1997; Anderson et al, 2006).

El OR es importante en epidemiologia, porque representa una estimacion del

riesgo relativo en un estudio de casos y controles.

La RR y la OR se interpreta de la siguiente manera (Anderson et al., 2006):

a) Cuando la RR u OR = 1: la exposicién no tiene asociacion con la enfermedad.
b) Cuando la RR u OR > 1: la exposicién puede estar positivamente asociada a la
enfermedad.

c) Cuando la RR u OR < 1: la exposicion puede estar negativamente asociada a la

enfermedad y ser de hecho, un factor de prevencion.

1.7 DIAGNOSTICO

Debido a la variabilidad de los signos clinicos, el diagnéstico clinico soélo puede
ser considerado presuntivo. El diagnostico definitivo del virus de Influenza puede
estar dado por métodos viroldgicos y serolégicos, siendo positivo cuando se
realiza el aislamiento e identificacion viral (PANAFTOSA et al., 2010).

Todas las pruebas oficiales de diagndstico deberan realizarse en los laboratorios
oficiales, Laboratorio de bioseguridad 3 (LSB-3) de la CPA (Comision México-
Estados Unidos para la Prevencion de la Fiebre Aftosa y otras Enfermedades
Exoéticas de los Animales, SENASA (Servicio Nacional de Salud Animal) y en los
laboratorios Regionales de CPA y LSB-2 de la CPA (SENASICA et al., 2011).

. Diagnéstico serologico: inhibicion de la hemoaglutinacion, ,inmunodifusion
en gel de agar (IDGA) y ensayo inmuno-enzimatico (ELISA).
. Diagndstico viroldgico: aislamiento viral en embrién de pollo. indice de

patogenicidad intravenoso (IP1V).
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. Diagnéstico molecular: RT-PCRB (Retrotranscripcion - reaccion en cadena
de la polimerasa) y secuenciaciéon (PANAFTOSA et al., 2010, SENASICA et al.,
2011).

Todas las pruebas oficiales de diagndéstico deberan realizarse en los laboratorios
oficiales LSB-3 (Laboratorio de bioseguridad 3) de la CPA (Comision México-
Estados Unidos para la Prevencién de la Fiebre Aftosa y otras Enfermedades
Exoticas de los Animales), SENASA (Servicio Nacional de Salud Animal), y en los
laboratorios Regionales de CPA y LSB-2 de la CPA (SENASICA et al., 2011)

1.7.1 Diagndstico seroldgico.

El diagndstico se basa en la deteccion y medida de niveles de anticuerpos
en suero, el resultado demuestra solamente la exposicién del individuo a la

enfermedad.

a) Técnicas de inmunodifusion en gel de agar (IDGA). SLa técnica de IDGA se
basa en la migracién del antigeno y el anticuerpo uno hacia el otro, en un medio
de agar. El medio tiene una alta concentracion de sales de facilita la precitacion
del complejo antigeno-anticuerpo. Para la realizacién de la técnica se perforan
pocillos sobre el agar de unos 5 mm de diametro separados entre si (2.5 mm), a. A
uno de los pocillos se les afiade el antigeno de referencia (nucleocapside) y al
resto, las muestras de suero problema; se incuban 24-48 hrs. y se observan las
lineas de confluencia formadas. Un resultado es positivo cuando una linea de
precipitacion se forma entre el antigeno positivo y la muestra de suero contiguos
(PANAFTOSA et al., 2010).

b) ELISA (Ensayo inmuno-enzimatico / Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay). Es la técnica en la cual un antigeno inmovilizado se detecta mediante un
anticuerpo enlazado a una enzima, capaz de generar un producto detectable como
cambio de color. La mayoria de los estuches comerciales usan un anticuerpo

monoclonal contra la nucleoproteina (NP) y pueden realizarse sin equipo especial
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de laboratorio y los resultados estan disponibles de 15 a 20 minutos. Las
desventajas es la falta de sensibilidad y el que alin no han sido validados para
todas las aves y mamiferos (PANAFTOSA et al., 2010).

C) Inhibicibn de la hemoaglutinacion (IH). Se basa en la pérdida de la
capacidad hemoaglutinante de un virus al formarse el complejo antigeno-
anticuerpo. Cuando se enfrentan anticuerpos conocidos a un virus problema, estos
se unen impidiendo la hemoaglutinacién viral (provocando la IH). Esta técnica
determina los niveles de anticuerpos especificos (IgG) para diferentes subtipos
especificos de Influenza A. Los titulos iguales o superiores a 16 son considerados
positivos (PANAFTOSA et al., 2010).

1.7.2 Diagnéstico viroldgico

Basados en la deteccion del agente viral por aislamiento en cultivos
celulares o huevos embrionados, deteccion de antigeno y amplificacion parcial del

genoma viral.

o Aislamiento en embriones de gallinas libres de patégenos especificos (SPF:
Specific Pathogens Free). Los virus solamente pueden cultivarse en células vivas,
ésta necesidad puede satisfacerse disponiendo de células que actian como
hospedadoras. El embrién de pollo (EP) fue utilizado por primera vez en 1911 por
Rous y Murphy para la propagacién de un virus oncogénico de las aves, en la
actualidad se sigue utilizado por la buena cantidad de virus que se cosechan en el
liquido alantoideo, por ejemplo para la produccion de vacunas y la propagacion de
antigenos experimentalmente para diagnostico.

La técnica se basa en obtener muestras de hisopados cloacales y/o traqueales,
materia fecal y/o el pool de 6rganos (bazo, higado, pulmén, cerebro, etc.) que
posteriormente son procesados e inoculados en la cavidad alantoidea de al menos
tres huevos embrionados de gallina SPF de 9 a 11 dias de edad; luego de su
incubacion y pasajes ciegos, los fluidos alantoideos/amnioticos se someten a la
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prueba de hemoaglutinacion (HA) para evaluar el crecimiento viral, siendo positivo
cuando ocurre la HA, es decir, se observan granulos finos de glébulos rojos
aglutinados (PANAFTOSA et al., 2010).

. indice de patogenicidad intravenoso (IPIV): los subtipos de Influenza Aviar
producen infecciones asintomaticas o muy leves en aves silvestres y/o
domesticas. Sélo algunas cepas de virus de Influenza que contienen los subtipos
H5 o H7 han demostrado alta virulencia causando una alta morbilidad y mortalidad
en aves. La caracterizacion de la patogenicidad se realiza mediante la inoculacién
del liquido alantoideo estéril de los embriones inoculados, por via intravenosa en
aves SPF de 4 a 6 semanas de edad (0.2 ml de virus, titulo 1:16 y diluido 1:10).
Se considerara una cepa de alta patogenicidad aquella que cause letalidad mayor
al 75% o un indice de patogenicidad igual o superior a 1.2 dentro de los 10 dias
post-inoculacién. Este criterio es apoyado con el aislamiento de virus de Influenza
Ay el andlisis gendémico para identificar cambios en la secuencia de AA en el sitio
de escision proteolitica de la HA (PANAFTOSA et al., 2010; OIE, 2013; SENASA,
2014).

1.7.3 Diagnostico molecular

Los métodos moleculares permiten detectar el virus directamente en la
muestra clinica asi como su caracterizacion genética, el protocolo de manipulacién

requieren contencién bioldgica nivel 2 utilizando normas de seguridad nivel 3.

. RT-PCR (Retrotranscripcion - Reaccion en cadena de la polimerasa). La
RT-PCR se diferencia de la PCR s6lo por la adicién de un paso preliminar, la
conversion inicial por una polimerasa de ARN en ADN (transcriptasa inversa)
(Bustin et al., 2005). La deteccion cualitativa de virus de Influenza A H5 y H7 de
alta patogenicidad en especimenes del tracto respiratorio de humanos, aves
domesticas y cultivos celulares utilizando RT-PCR en tiempo real fue disefiado por
Spackman et al. (2002); ha sido optimizada utilizando un panel especifico de
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oligonucleétidos partidores, sondas de hidrdlisis y el estuche de QIAGEN OneStep
RT-PCR (Bustin et al., 2005). En la RT-PCR OneStep (de 1 paso), se puede
realizar la transcripcion reversa y la PCR en un solo sistema de tampoén; la
reaccion se realiza sin necesidad de afiadir reactivos entre los pasos de RT y
PCR. Este método es cémodo ya que existen kits comerciales que contienen
todos los reactivos necesarios, incluyendo la enzima transcriptasa reversa, por lo
gue solamente se necesita la preparacién de un tubo para la amplificacion de RT.
La Unica desventaja es que tiene una reducida o no sensibilidad para la deteccién
de nuevos subtipos o variantes debido a la alta variabilidad genética
especialmente en los genes de la HA y NA (Spackman et al., 2002; Bustin et al.,
2005).

La prueba consiste en la amplificacion de un segmento especifico del genoma del
virus, Unico y caracteristico para cada tipo de microorganismo que se quiera
diagnosticar, Permite visualizar de forma inmediata cada ciclo de amplificacion a
través de la aparicion de una sefal de fluorescencia, mediada por SYBR Green o
sondas marcadas, que determina la concentracion de ADN o concentracion de un
gen presente en una muestra mediante el valor Ct (cycle threshold é Ciclo umbral).
Lo que significa que una alta concentracion de ADN tendra un valor Ct menor que
se expresa y visualiza en un ciclo de amplificacion temprano (sefal de
fluorescencia) (SENASA, 2014; FAO, 2014).

La eficiencia de una reaccion de RT-PCR se determina con una curva de
calibracién con diluciones seriadas de una concentracion de ADN conocida y sus
valores de Ct. La cuantificacion de ADN puede ser absoluta o relativa; en la
cuantificacion absoluta, la curva de calibracién es utilizada para determinar la
concentracion de ADN en una muestra, puesto que dicha concentracion se infiere
segun el valor de Ct encontrado. En la cuantificacién relativa, la concentracion de
ADN de un gen o de un microorganismo de interés se halla en relacién con un gen
de referencia. En este tipo de cuantificacion se usa la curva de calibracién como
control de calidad, entonces la concentracion de ADN en una muestra se
determina calculando un valor de DCt, el cual corresponde a la diferencia entre los
valores de Ct del grupo de interés y el de referencia (Phandanouvong et al., 2010).
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. Secuenciacion. Es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es la determinacién del orden de los nucleétidos (A, C, Gy T) en un
oligonucleétido de ADN. En 1977, se reportaron dos protocolos para la
secuenciacion de ADN; en ambos métodos se obtiene una autoradiografia y la
diferencia esta en la secuencia de la molécula que se determina por diferencias en
los tamafos de los fragmentos generados.

-Método Maxam y Gilbert 6 secuenciacion quimica: determina la secuencia de una
molécula de ADN, utilizando quimicos que cortan en posiciones especificas
fragmentos marcados en sus extremos 5°.

-Método Sanger (utiliza dideoxynucleotidos), mediante un templado de ADN de
cadena sencilla sintetiza la hebra complementaria, la cual se termina en
posiciones especificas fragmentos de polinucleétidos que traslapan el punto de
corte en la primera serie (PANAFTOSA et al., 2010.

La estrategia basica de la secuenciacion de acidos nucléicos involucra: 1.- La
degradacion especifica y el fraccionamiento de los polinucledtidos de interés a
fragmentos suficientemente pequefios para ser secuenciados; 2.- La
secuenciacion de los fragmentos pequefos; 3.- El ordenamiento de los fragmentos
a través de la repeticiébn de los pasos anteriores, usando un procedimiento de
degradacion que produce una serie de fragmentos de polinucleétidos que
traslapan el punto de corte en la primera serie (Spackman et al. 2002;
PANAFTOSA et al., 2010).
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2. JUSTIFICACION

El ecosistema consiste en multiples formas de flora y fauna, siendo las
aves una de las especies mas prolificas e importantes en el habitat, juegan un
papel importante en la relacion depredador - presa en el ecosistema forestal. Las
aves silvestres han sido admiradas por su plumaje, su capacidad de caza y los
diversos mitos que en torno a ellas han surgido; estas mismas razones han
causado que sean constantemente perseguidas, capturadas y vendidas como
aves de ornato o mascotas. El resultado de ello pone a muchas especies en
alguna categoria de riesgo (CONABIO, 2014). Sumado a esto, los cambios de
origen humano en los ambientes naturales, el constante aumento de la poblacién
humana y la creciente tasa de contacto entre seres humanos - animales silvestres
/ domésticos, aumenta la susceptibilidad a enfermedades emergentes vy
reemergentes de macroparasitos (helmintos y artrépodos) y microparasitos
(bacterias, virus y , protozoos) (Saggese, 2007, Garcia, 2008). Las enfermedades
de tipo emergentes son predominantemente virales (virus ARN 37%), seguidos por
las bacterias (Dabanch, 2003).

El virus de Influenza Aviar actualmente sigue presente en multiples paises, esto es
interpretado por organismos sanitarios internacionales como evidencia de la
debilidad de los sistemas de vigilancia para advertir el peligro de introduccién y
difusion de la enfermedad (Zamora, 2008).

Las especies de aves silvestres acuaticas son reservorio natural del virus, por lo
que una gran cantidad de estudios han demostrado su participacion como
dispersoras del virus a nuevas regiones geograficas, esto mediante sus
migraciones (Morens et al., 2012). En el presente estudio se buscé analizar
especies de aves silvestres albergadas en centros de conservacion y
rehabilitacion, para conocer la prevalencia de Influenza A subtipo H5NZ2.
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3. OBJETIVOS:

3.1 Objetivo general:

o Identificar una regién del gen M mediante RT-PCR en tiempo real a partir de
hisopados orofaringeos y cloacales, asi como establecer la frecuencia de
anticuerpos contra Influenza A en suero de aves silvestres albergadas en dos

centros de rehabilitacidon de fauna en el Estado de México.

3.2 Objetivos especificos:

o Identificar una regién el gen M especifico para el virus de Influenza Aviar
H5N2 mediante la técnica RT-PCR en tiempo real, a partir de muestras de
hisopados orofaringeos y cloacales.

o Intentar el aislamiento viral en embridn de pollo, mediante la inoculacion con
muestras de hisopados elegidos en base al resultado de RT-PCR en tiempo real.

o Conocer si existe evidencia serologica del virus de Influenza Aviar HSN2
mediante la prueba de Inhibicion de la Hemoaglutinacion.

o Determinar los parametros epidemioldgicos que pudieran existir, usando la

informacién obtenida de ambos centros de rehabilitacion de fauna.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Areade estudio

Para el presente estudio se muestrearon dos sitios de rehabilitacion de fauna del
Estado de México, importantes en manejo, rehabilitacion (fisica, clinica y

conductual), reubicacion y liberacién de aves silvestres.

Centro para la Conservacion e Investigacién de la Vida Silvestre (CIVS) “Los
Reyes”, ubicado en el Municipio La Paz del Estado de México; es una zona
semidrida, registra temperaturas en invierno de 21°C - 4.3 °C con menos de 5% de
lluvia. En verano la T° es de 28.1°C - 10°C (CONAGUA, 2014).

El zoologico de Zacango estd ubicado en el municipio de Calimaya de Diaz
Gonzélez a 14 km de la Ciudad de Toluca, Estado de México, en una zona rural
apartada de la civilizacion. El clima es templado y semiseco de altura, con una
temperatura media anual de 13.5 °C y humedad anual relativa es de 63 %. En
primavera se alcanzan las temperaturas mas altas de hasta 27 °C, mientras que
las mas frias se dan entre diciembre y febrero, presentdndose heladas durante el
invierno pero siendo raras las temperaturas minimas por debajo de -3°C
(CONAGUA, 2014).

4.2 Muestras bioldgicas

Para la selecciébn de los ejemplares se optd por un estudio transversal no
probabilistico (muestreo de ejemplares disponibles). El tamafio de muestra se
basé en el numero total de aves silvestres ingresadas al programa de
recuperacion, rehabilitacion y conservacién de especies clave o0 en riesgo; es
decir, se tom6 en cuenta ejemplares que son producto de rescate, entregas

voluntarias o aseguramientos federales.
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Las aves muestreadas se dividieron en tres grupos de acuerdo al orden
filogenético del ejemplar: Falconiforme, Strigiforme o y Psittaciforme; por cada
individuo muestreado se reportaron datos para establecer antecedentes conocidos
y las caracteristicas de manejo del ejemplar en el centro de albergue (Anexo 1).

4.3 Coleccibn, preservacion y transporte de muestras biolégicas.

Al ser tomadas las siguientes muestras bioldgicas se transportaron en
cadena en frio al Laboratorio del departamento de Biotecnologia en Salud Animal
del Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias del INIFAP, para su

conservacion y utilizacion posterior.

4.3.1 Obtencion y conservacion del suero sanguineo

La extraccion de sangre (1% de su peso vivo) se realizo por la técnica de
puncion en vena braquial, o yugular de las aves, se utilizaron jeringas
hipodérmicas de 1 mL, 3 mL o 5 mL, con agujas calibre variado (30G x 13mm,
25G x 16mm, 23G x 25mm, 21G x 32 mm), dependiendo el tamafio del ejemplar a
muestrear. El procedimiento se llevo a cabo en tubos vacutainer sin anticoagulante
gue se conservaron a temperatura ambiente hasta la extraccién del suero. Para la
obtencién del mismo se centrifugé la sangre a 1500 rpm 10 min. a 4 °C y se
transfirid el suero (sobrenadante) a un vial estéril previamente rotulado con el
namero de identificacion del animal. Se almacenaron a una temperatura de -20°C,

para su posterior uso.
4.3.2 Obtencién y conservacion de hisopados orofaringeos y cloacales

Se tomaron muestras de mucosa orofaringea y mucosa cloacal, que se
colocaron en 3 mL de medio Leibovitz (In vitro, México) con albumina sérica
bovina al 0.5% y antibidtico-antimicotico 1x (Penicilina 1000 Ul/ Estreptomicina

1000 ucg / Amfotericina B 0.25 pug/mL en solucion de NaCl al 0.85% 100X, in vitro,
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México). Posteriormente en el laboratorio, los viales con hisopos fueron
homogenizados en vortex por 30 segundos para desprender los viriones, se retird
el hisopo y se centrifugaron los tubos a 1500 rpm por 15 min., el sobrenadante se
recolecté con una jeringa para ser filtrado con membranas Corning® (0.45um de
didmetro del poro) a un vial estéril, la conservacion de la muestra fue a una

temperatura de -70 °C.

4.4  Procedimientos y técnicas utilizados para el andlisis de muestras:

4.4.1 Deteccion del Gen M del virus Influenza A.

-Fase 1: Extraccién de ARN
Para la extraccion de ARN a partir del hisopado orofaringeo y cloacal se utilizaron
200 pl de la muestra, a las cuales se les agregd 750 ul de Trizol (Reagent
Invitrogen, USA.), el procedimiento de extraccibn se realiz6 siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI ARN extraido fue almacenado a -70°C hasta su

utilizacion.

- Fase 2: RT-PCR en tiempo real (One-step).
Para detectar una region del gen M del virus de Influenza, se utilizé la técnica RT-
PCR en tiempo real en muestras de hisopados orofaringeo y cloacal (ARN),
respectivamente. El protocolo utilizado fue el reportado por Spackman et al.,
(2002), adaptado a las condiciones de laboratorio por el personal de la FAO y la
OIE (PANAFTOSA et al., 2010).

La amplificacion se llevd a cabo utilizando un termociclador Light Cycler 480 I
(Roche, Espafia), con iniciadores especificos para el gen My el subtipo H5 de IA.
Se utiliz6 una gradilla para termociclador Light Cycler de 96 pozos, en cada pozo
se colocaron 8.5 ul de la mezcla de reactivos del Kit Ag Path-ID ™ One-step.

Consecuentemente se agregaron 4 uyl de ARN de las muestras (una muestra
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distinta por pozo). Una vez cargada la placa se cubrié con una mica adhesiva Light
Cycler 480 y se introduce al termociclador (Anexo 2).

El programa utilizado para el termociclado fue: 48°C, 30 min.; 95° 10 min., 40
ciclos: 95°C 15 seg., 60°C 1 min.

Es importante mencionar que el Kit Ag Path-ID ™ One-step que se utilizé contiene
una mezcla de enzimas, la retrotranscriptasa y la polimerasa, esta ultima es
termoestable y por lo tanto no se desnaturaliza durante el primer ciclo del
programa, ya que tiene actividad de “hot start” que ocurre a mas de 80°C, por lo

gue empieza a polimerizar cuando inicia el alineamiento de los iniciadores a 60°C.

Cuadro 2. Programa del termociclado

T° Tiempo Etapa Descripcion

Genera una copia de la hebra de RNA, pero
esta copia es ADNCc:

48°C 30 min. Transcripcion reversa | Union del primer a la secuencia del ARNm.
La transcriptasa reversa copia la primera
cadena de ADNCc; posteriormente remueve el
ARNmMmy copia la segunda cadena de ADNCc.

El templado, ADNc, comienza el proceso de
PCR:

95°C 10 min Inactivacion Rtasa 1.-DESNATURALIZACION: Se separan las
dos cadenas de ADNc por ruptura de
enlaces de hidrégeno.

15 2.-HIBRIDACION: Los primers se alinean al

95°C seg. 40 e extremo 3y 5°del templado (Ocurre a 60°C).

60°C } 1 ciclos Amplificacion del DNA *La sonda hibrida junto con la secuencia de
min. interés.

EXTENSION: La polimerasa actta en el
complejo primers-templado y empieza su
funcién catalitica, para crear cadenas
Paso extra de complementarias, la extension va del
elongacion extremo 5’a 3.

*La polimerasa corta al fotocromo del resto
de la sonda, permitiendo la emisién de sefial
fluorescente

72°C 7 min.
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4.4.2 Aislamiento viral en embrién de pollo

-Fase 1: Inoculacion de embrion de pollo: técnica de inoculacion en
cavidad alantoidea.
El procedimiento de la técnica se basé en lo descrito por el Manual de Diagndstico
de virus de Influenza en mamiferos y aves de la PANAFTOSA et al., 2010.
Los embriones de pollo SPF (libre de patdgenos especificos), de 9-11 dias de
edad (procedentes de industrias ALPES 7, Puebla, Méx.), se inocularon via
cavidad alantoidea (0.2 mL), 3 EP por cada muestra de hisopados cloacal y
orofaringea determinada previamente positiva a la RT-PCR en tiempo real
(PANAFTOSA et al., 2010).

Los embriones se incubaron a una temperatura de 37.7 °C y 55% de humedad
relativa (Incubadora Jamesway), fueron ovoscopiados diariamente para determinar
la viabilidad y notificar cambios o muerte. Los embriones muertos a las primeras

24 hrs. posteriores a la inoculacion fueron eliminados.

Se recolecté con una jeringa de 10 mL el liquido alantoideo de los embriones
muertos a las 48 hrs y vivos a las 72 hrs., transfiriendo 1 mL a un vial estéril
(alicuota) y el resto a un tubo de 10 mL, para su conservacién a una T° de -70°C.
Al momento de la extraccién del liquido alantoideo se realizé la evaluacion del
crecimiento viral usando la prueba de hemoaglutinacion (HA), de la manera

siguiente:

Sobre una placa de acrilico, con una pipeta se deposita una gota de liquido
alantoideo y una gota de glébulos rojos al 1%, se mezclaron con un palillo
haciendo movimientos circulares. La lectura se hizo en un maximo de 3 minutos
(NOM-044-Z00-1995; NOM-056-Z0O0-1995).

Interpretacion:

Reaccién positiva (+): la hemoaglutinacién consiste en la formacion de granulos

finos de glébulos rojos aglutinados.
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Reaccion negativa (-): la mezcla permanece sin cambios.

Posteriormente a la recoleccién del liquido alantoideo, se siguieron nuevamente
los pasos ya descritos para realizar la prueba de RT — PCR en tiempo real y
determinar las muestras positivas (Ct <35) y la posterior inoculacion (un segundo
pase) en embridon de pollo SFP (PANAFTOSA et al., 2010).

-Fase 2 Titulacion y cuantificacion viral absoluta
Para valorar la infectividad del virus aislado primero se prepararon diluciones
logaritmicas decimales (décuples seriadas) en medio PBS con el virus de
referencia: IABP subtipo H5N2.
Por cada dilucién (10° hasta 1079 se realiz6 la inoculacién de 5 embriones de
pollo SFP, cada uno con el volumen de 0.2 mL siguiendo la técnica de inoculacién
en cavidad alantoidea. Los embriones fueron incubados hasta 72 hrs. a 37.7°C, se
revisaron cada dia y se descartaron los que murieron durante las primeras 24 hrs.
post- inoculacién (PANAFTOSA et al., 2010).
Se anotaron y tabularon los resultados de mortalidad y sobrevivencia de los
embriones por cada dilucion, tomando como positivos aquellos que fueron
positivos a la prueba de Hemoaglutinacién en placa (NOM-044-ZO0-1995; NOM-
056-Z200-1995).
Para determinar la Dosis Letal en Embrion de Pollo 50% (DLEP 50%) se utilizaron
los datos tabulados de los resultados de la inoculacién en EP, para desarrollar el
método de Reed y Muench (NOM-044-Z0O0-1995).

a) DP= Distancia proporcional.
DP = % mayor al 50% - 50%

% mayor al 50% - %menor al 50%

b) Correccién del logaritmo de dilucién de base 10= Suma de los exponentes:
(Yomayor al 50%) + (DP) =DLEP 50%/mL.
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Posteriormente en el programa de LighCycler 480® se realiz6 una curva de
calibracion o curva estandar, para determinar el Ct y la cuantificacién viral absoluta

(escala logaritmica) de las muestras positivas al aislamiento viral.

4.5 Serologia

La identificacion de los anticuerpos en el suero se realiz6 mediante la prueba de
inhibicion de la hemoaglutinacion (IH), se empled el antigeno de referencia del
virus de Influenza Aviar subtipo H5N2 con 4 unidades hemoaglutinantes y 25 pl de
suero problema de cada ave (FAO, 2014; PANAFTOSA et al., 2010).

Para realizar la prueba se utilizé una microplaca de 96 pozos de fondo “U”, a todos
los pozos se les agregd 25 upl de PBS (solucién de fosfatos con pH de 7.2),
posteriormente en el primer pozo de cada fila se colocaron 25 pl de suero
problema, considerando dos pozos mas, para colocar los controles positivo y
negativo. Se pipete6 7 veces cada pozo y se diluyé 25 pl de la ler columna a la
Gltima, al final se eliminaron 25 ul. Posteriormente se agregaron 25 ul de antigeno
con 4 UHA en cada pozo; se cubri la placa con un trozo de papel aluminio y se
incubo durante 30 minutos a T° ambiente. Consecuentemente se colocan 25 pl de
PBS y posteriormente 25 ul de eritrocitos de ave al 1% en toda la placa.
Posteriormente, se volvié a cubrir la placa y se incubé por 60min. Finalmente se
hizo la lectura.

Control Positivo: Hay una union antigeno anticuerpo por lo que se observa
sedimentacion de eritrocitos (PANAFTOSA et al., 2010).

Control Negativo: No hay anticuerpos por lo que el antigeno se une a los

eritrocitos observandose hemaglutinacion.

Interpretacion: Se consideraron como muestras seropositivas si la reaccion de IH
se observaba a una dilucion 21:16; es decir, cuando ocurre la reaccién

antigeno/anticuerpo, la hemoaglutinacion de los glébulos rojos es inhibida. El
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anticuerpo impide que el antigeno adsorba al glébulo rojo (PANAFTOSA et al.,
2010).

4.6 Metodologia estadistica

Los datos por orden filogenético (Falconiformes, Strigiformes vy
Psittaciformes) e individual por cada especie fueron analizados, para determinar
las frecuencias y posibles factores de riesgo asociados.

Para los resultados de RT-PCR en tiempo real, se elaboraron tablas de
contingencia y medidas de tendencia central por cada tipo de muestra (hisopado

orofaringeo e hisopado cloacal) y su valor de Ct (ciclo umbral).

Se utiliz6 un andlisis bivariado para el analisis de los resultados del estudio
seroldgico; la determinacion de posibles factores de riesgo asociados a la
exposicion del virus, se realiz6 por medio de pruebas de homogeneidad de
proporciones por Chi-Cuadrada (X?) y el procedimiento de medida de asociacién
para determinar el factor de riesgo relativo, mayor a 1 (OR>1) con una
significancia del 0.05. Los analisis se realizaron con el programa de cémputo Epi
Info ™ (Version 2007).

La determinacion de las variables independientes o posibles factores de riesgo
fueron obtenidos de informacion recopilada por el personal que labora y maneja
las aves en los centros muestreados (Cuadro 3). Las variables dependientes son
el resultado del estudio seroldgico (estado positivo/negativo a la enfermedad).
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Cuadro 3. Factores de riesgo obtenidos de la informacién de los sitios de muestreo ysus posibles

categorias de estudio.

Factor de Riesgo

Descripcion

Categoria

1.- TIPO DE MANEJO
(ORDEN
FILOGENETICO)

Manejo y procedimientos de rehabilitacion
enfocados al grupo taxonémico al que
pertenece

PSITTACIFORME*

STRIGIFORME

FALCONIFORME

2.- ALBERGUE

Lugar donde son albergadas las aves

ZOOLOGICO ZACANGO

CIVS "LOS REYES™

3.- PROCEDENCIA

Tipo de procedimiento para el ingreso del
ave. Si procede del rescate del trafico ilegal
de aves o es entregado woluntariamente
por particulares

RESCATE /ASEGURAMIENTO*

ENTREGA VOLUNTARIA

Tipo de instalacio I b | CAJA /JAULA*
4.- RECINTO Ipo ae instalacion Z\r;ee que se alberga a
RECINTO DE CEMENTO
i . SI*
5.- ESPECIES Albergue relacionado con otras especies
VECINAS contiguas
NO

6.- CONDICION DE
ALBERGUE

Albergue Unico para un ejemplar o es
compartido con otras aves.

UNICO/PERCHA INDIVIDUAL

GRUPO

7.- MANEJO

Frecuencia de contacto cercano con el ser
humano

POCO/NULO

MANEJO DIARIO*

8.- CONDICIONES DE
INSTALACION

La mayor parte del dia el ave se encuentra
confinada en una instalacién o porlo
contrario la mayor parte del tiempo esta en
condiciones de exposicion al ambiente

CONFINADO

EXPUESTAAL AMBIENTE*

9.-ALIMENTACION

Tipo de alimento ymanejo previo de éste
antes de ser proporcionado al ejemplar

FRUGIVOROS / GRANIVOROS*

CARNIVOROS / INSECTIVOROS

(*) Ejemplo de la informacién obtenida sobre el manejo de cada ejemplar muestreado.
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5. RESULTADOS

Durante el periodo comprendido entre los meses de Junio a Octubre del
2013, se muestrearon un total de 79 aves del orden filogenético Psittaciforme,
Strigiforme y Falconiforme albergadas en dos centros de rehabilitacion de fauna
en el Estado de México (Figura 6 y Cuadro 4); a 48 se les tomé muestras de
hisopados orofaringeo y 46 muestras de hisopados cloacales.

Es importante mencionar que las diferencias entre el nUmero de muestras de
sueros e hisopados orofaringeos / cloacales, se debi6 a la disponibilidad de
ejemplares proporcionados por los centros de captura, aunado a ello se

descartaron algunas aves muy pequefias para evitar dafio al manipularlas.

AVES MUESTREADAS
60 55
50
40
30
20 14
10

10 -

0 -

Psittaciformes Strigiformes Falconiformes
m Orden filogenético

Figura 6. Nimero de ejemplares muestreados por orden filogenético
muestreadas en dos centros de rehabilitacion de fauna en el Estado de
México.
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Cuadro 4. Ejemplares muestreados

Orden Filogenético

Especie

Nombre Comun

Psittaciformes

Ara macao

guacamaya roja

Ara militaris

guacamaya verde

Amazona finschi

loro occidental

Amazona albifrons

loro frente blanca

Amazona autumnalis

loro cachetes amarillos

Strigiformes

Tyto alba

lechuza de campanario

Bubo virginianus

buho real

Megascops asio

tecolote oriental

Megascops trichopsis

tecolote ritmico

Falconiformes

Buteo jamaicensis

aguililla cola roja

Parabuteo unicintus

aguililla de harris

Caracara cheriway

caracara

Aquila chrysaetos

aguila real

Buteogallus anthracinus

aguililla negra

Falco peregrinus

halcén peregrino

Cuadro 4. Orden filogenético, Especie y nombre comun de los ejemplares estudiados.

Para la deteccion del virus de Influenza por RT-PCR en tiempo real se
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a)

Hisopados orofaringeos: De 48 muestras se obtuvieron 40 de ellas positivas

(83%), de las cuales 32 de 38 aves correspondian a los Falconiformes, 6 de 8

aves fueron Strigiformes y las 2 aves Psittaciformes lo fueron (Cuadro 5).

Cuadro 5. Prueba de PCR en tiempo real: Resultados de Ct de muestras de hisopados orofaringeos.

Orden N. de cr
Fil St Género Especie hisopados NEGAT IVO POSITIVOS
rlogenetico Orofaringeos ) 35 34 33 32
Ara A. macao 1 1
Psittacidos
Amazona | A.autumnalis 1 1
Bubo B. virginianus 6 1 1 2 1 1
Strigiformes M. asio 1 1
Megascops
M. trichopsis 1 1
Buteo B. Jamaicensis 13 5 6 2
Parabuteo P. unicintus 12 3 2 7 0
Caracara C. cherinvay 8 1 3 4
Falconiformes
Aquila A. chrysaetos 3 2 1
Buteogallus | B. anthracinus 1 1
Falco F. peregrinus 1 1
) ) MEDIA | MEDIANA| MODA
Medidas de tendencia central de valores de Ct
Ct32 Ct 33 Ct 33

Ct =Ciclo umbiral
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b) Hisopados cloacales: de 46 muestras 39 resultaron positivas, donde 32 de
ellas (69.5%) corresponden a el orden filogenético de los Falconiformes, 5 aves
(10.87%) fueron Strigiformes y 2 aves (4.347%) Psittaciformes (Cuadro 6).

Cuadro 6. Prueba de PCR en tiempo real: Resultados de Ct de muestras de hisopados cloacales.
. N. de CT
Orden , , . : =
, " Género Especie hisopados Negativo Positivo
Filogenético
cloacales (=) 35 34 33 32
Ara A. macao 1 1
Psittaciformes
Amazona | A.autumnalis 1 1
Strigiformes Bubo B. Virginianus 6 1 2 1 2
Buteo B. Jamaicensis 13 1 9 3
Parabuteo | P. unicintus 12 3 2 6 1
Caracara C. cherinvay 8 1 3 3 1
Falconiformes
Aquila A. chrysaetos 3 1 1 1
Buteogallus | B. anthracinus 1 1
Falco F. peregrinus 1 1
Medidas de tendenci tral de val dect MEDIA |MEDIANA| MODA
edidas de tendencia central de valores de REAREIARTEE

Ct =Ciclo umbiral

5.2 Aislamiento viral

Un total de 79 hisopados positivos obtenidos en RT-PCR en tiempo real se
inocularon en embriones de pollo (SPF), posteriormente se recolectd el liquido
alantoideo de los embriones de pollo y se realiz6 nuevamente la prueba de RT-
PCR en tiempo real, donde solamente resultaron dos muestras positivas. Con el
proposito de verificar los resultados, se realizé un segundo pase en embrion de
pollo (EP).
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Los liquidos alantoideos del primer pase positivos a RT-PCR en tiempo real se
inocularon nuevamente en EP, donde fue posible el aislamiento viral. Los liquidos
alantoideos obtenidos del segundo pase en EP dieron resultdos positivos a la
prueba de hemoaglutinacién y a la técnica de RT-PCR en tiempo real. Los
aislamientos fueron realizados a partir de muestras cloacales, correspondieron a
ejemplares albergados en el CIVS “Los Reyes” 1) aguililla cola roja (Buteo
jamaicensis) y 2) aguililla de harris (Parabuteo unicintus), ambos especimenes
resultaron seropositivos a la prueba de IH con titulos de 1:64.

Con el propdsito de calcular la concentracion viral de las muestras, primero se
realizé la titulacién viral absoluta en EP de un virus de Influenza Aviar de baja
patogenicidad (IABP) subtipo H5N2, el resultado obtenido fue 10™" DLEPso / mL.
Posteriormente se realiz6 una curva estandar para la cuantificacién viral, y los dos
aislamientos positivos en EP se sometieron nuevamente a la prueba de RT-PCR
en tiempo real para determinar los valores de Ct y la cuantificacién de las dosis
letales (Cuadro 7).

En la Figura [u8]7 se puede observar la amplificacion de los genes controles
(Diluciones logaritmicas del virus IA) en ciclos muy tempranos, en comparacion a

la amplificacion del aislamiento viral de las muestras de las aves.

Cuadro 7.
Cuantificacion viral de muestras positivas a aislamiento viral.
Especie Tipo de muestra inicial ?j/:lg: DLEPso/mL
Par_a_buteo Muestra de hisopado 23,27 4.7 x10*7
unicintus cloacal
. BL_Jteo _ Muestra de hisopado 18,63 4.24 x10*7
jamaicensis cloacal

Ct = ciclo umbral.
DLEPso/ mL = Dosis letales en embrién de Pollo 50%

-4] -


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Figura 7. Curva de amplificacion estandar en RT-PCR en tiempo real con

muestras positivas al aislamiento viral.
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A= Corresponde a muestra de aguililla cola roja (Buteo jamaicensis).
B= Corresponde a muestra de aguililla de harris (Parabuteo unicintus).
-1 a-10 = Corresponde a la amplificacién de las diluciones décuples del virus de IABP H5N2 (107 a 107).
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5.3 Serologia

De las 79 aves muestreadas, 50 resultaron seropositivas para el subtipo
H5N2 de IA, es decir, el 63.2% de los sueros presentaron titulos = 16 (Cuadro 8).
Por centro de procedencia: en el CIVS “Los Reyes” el 69% es decir 36 de las 52
aves fueron seropositivas al subtipo H5N2 de la IA; mientras que en el zoologico
de Zacango el 51%, es decir 14 de 27 aves positivas.

Cuadro 8. Frecuencias Seroldgicas
) Titulo seroldgico
Orden , , =
Filogenético Especie Negativo Positivo
] 12 L4 18 116 L3 164 | L1128 | 1,25 | 1512
A. macao 1
A. militaris 1
Psittaciformes A. finschi 1
A. albifrons 1
A. autumnalis 1 5
T. alba 1 2
Strigiformes
B. Virginianus 2 3 1 4 1
B. Jamaicensis 2 2 5 1 4 1 1 2
P. unicintus 6 1 3 2 3 2 2
C. cheriway 3 1 1 1 2 3 1 1
Falconiformes
A. chrysaetos 1 2
B. anthracinus 1
F. peregrinus 1
Total de muestras 11 3 : 1 S 0] 80 7 1

Como se observo en el Cuadro 8, la mayor frecuencia seroldgica se presento en el
titulo de 1:64 (13 sueros) y el titulo mas alto se observé sélo en 1 suero en la
dilucién 1:512. Para el orden filogenético de Psittaciformes el 100% de las aves

fueron seropositivas (10 aves), los Strigiformes el 78.57% (11 de 14 aves) y para

los Falconiformes el 52.7% (29 de 55 aves resultaron positivas).
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Es importante mencionar que el CENID Microbiologia notific6 a la SAGARPA-
SENASICA los hallazgos y aislamientos; acatando lo establecido por la legislacién
en la Norma Oficial Mexicana NOM-056-Z0O0-1995. Especificaciones técnicas
para las pruebas diagndsticas que realicen los laboratorios de pruebas aprobados
en materia zoosanitaria (SENASICA, 2014).

5.4.-Determinacion de factores de riesgo: Andlisis Bivariado.

Los factores de riesgo significativos encontrados que pueden estar
asociados a la exposicion a IA H5N2 en las aves muestreadas, las cuales
presentaron una P<0.05 y un OR>1 fueron: tipo de manejo que se le da a los
Psittaciformes (OR = 1.73) y el tipo de alimento que se les proporciona (Frutos /
Granos) (OR = 1.58).

Por el contrario, el factor de proteccion que se encontrd significativo (P<0.05) con
un ORK<1 fue: el tipo de manejo de los Falconiformes (OR = 0.6) (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Valores de Chi-cuadrada para los diferentes factores de riesgo por exposicion al subtipo HSN2 de 1A

OR
FACTOR DE . No. TOTAL DE | No. DE SERO-
CATEGORIA (ODDS X? P
RIESGO AVES POSITIVAS RADIO)
PSITTACIFORMES 10 10 1.73 (FR) 6.64 0.01
1.- TIPO DE
MANEJO (ORDEN STRIGIFORMES 14 1 1.31 1.71 0.19
FILOGENETICO)
FALCONIFORMES 55 29 0.6 (FP 8.7 0.00
ZOOLOGICO ZACANGO 27 14 0.48
2.- ALBERGUE 2.31 0.13
CIVS "LOS REYES" 52 36 2.09
RESCATE 40 28 1.8
3.- PROCEDENCIA 1.57 0.21
ENTREGA VOLUNTARIA 39 22 0.55
CAJA/JAULA INDIV. 42 26 0.88
4.- RECINTO 0.07 0.79
RECINTO DE CEMENTO 37 24 1.14
5.- ESPECIES St n 4 3.26 555 011
VECINAS ‘ ‘
NO 8 3 0.31
6.- CONDICIONES | UNICO/ PERCHA INDIVIDUAL 21 16 2.26 ) osse o1
DE ALBERGUE ' '
GRUPO 58 34 1.4
POCO / NULO 46 30 1.22
7.- MANEJO 0.18 0.67
MANEJO DIARIO 33 20 0.82
8.- CONDICIONES CONFINADO 47 30 1.06 _ o5
DE INSTALACION ‘ :
EXPUESTA AL AMBIENTE 27 20 0.5
9.~ HABITOS FRUGIVORO / GRANIVORO 10 10 1.58 (FR) e .
ALIMENTICIOS . i == ==
— | CARNIVOROS / INSECTIVOROS 69 40 0

ER= Factor de riesgo
EP =Factor de proteccién
OR= Razén de momios

X2 = Chi cuadrada
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6. DISCUSION

México es uno de los paises con mayor diversidad de aves, pero tiene el
inconveniente del trafico ilegal de especies, este simboliza el segundo negocio
ilegal mas redituable en el mundo (después del narcotréafico), siendo las aves y
sus productos las mas comercializables, o que representa un alto riesgo para la
trasmision de enfermedades a nivel mundial (Zamora et al., 2008).

La explosiva y casi simultanea aparicion de Influenza Aviar (IA) en multiples
paises, ha sido interpretada por organismos sanitarios internacionales como
evidencia de la debilidad de los sistemas de vigilancia y alerta temprana para
advertir el peligro de introduccion y difusion de la enfermedad (Tracey et al., 2004).

En el presente estudio se buscé analizar la presencia de IA en aves silvestres

albergadas en centros de rehabilitacion.

En este estudio, se obtuvieron dos aislamientos virales replicados en liquido
alantoideo de embriones de pollo SPF a partir de muestras de hisopados
cloacales. Las muestras corresponden a dos ejemplares del grupo taxonémico
Falconiforme: aguililla cola roja (Buteo jamaicensis) y aguililla de harris
(Parabuteo[u9] unicintus). Es remarcable el contraste entre el aislamiento en
embrion de pollo y la prueba de RT- PCR en tiempo real, en donde de un total de
48 hisopados orofaringeos 40 resultaron positivos, mientras que de 46 hisopados
cloacales 39 lo fueron.

Las diferencias encontradas en el nimero de muestras positivas por aislamiento
viral y por RT-PCR en tiempo real pueden deberse a que el RT-PCR detecta al
genoma viral, cualquiera que sea su estado (particula viable o no); mientras que el
aislamiento muestra la viabilidad del virus en el huésped. Por otra parte, éstas
diferencias pudieran también verse influenciadas por la temporada de muestreo,
es decir, el reducido periodo de excrecion viral a través de las secreciones

orofaringea y cloacal por 14 dias, aunque la concentracion del virus alcanza un
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maximo a las 24 hrs y empieza a reducirse al cabo de 72 hrs, por lo que las
muestras deben ser tomadas en la fase aguda de la enfermedad, lo que dificulta
su aislamiento (Webster et al., 1992; Austin and Webster 1993; CENAVECE,
2013). Es importante mencionar que este estudio fue realizado con animales
clinicamente sanos y no dirigido a casos clinicos, sino que se realizé un monitoreo
general para conocer la distribucién epidemiolégica de Influenza Aviar en aves

albergadas en los centros de rehabilitacion (CIVS y zooldgico).

El alto nimero de muestras positivas determinadas por la RT-PCR en tiempo real
pueden deberse a la alta sensibilidad que tiene la prueba, para detectar tanto
fragmentos de genoma de particulas virales viables y no viables. Un factor
importante para la obtencion del aislamiento, son las buenas practicas de manejo
posteriores a la toma de muestras, ya que su exposicion a temperaturas calidas
puede afectar la viabilidad del virus. En este caso, las muestras se manejaron
siempre en cadena fria, sin embargo, las particulas virales son sensibles a

cambios de temperatura por ser virus con envoltura lipidica (Talledo et al., 2009).

Probablemente el haber solamente aislado el virus de muestras de hisopados
cloacales se debe a que los virus de IABP infectan preferentemente las células
epiteliales que recubren el tracto intestinal, los cuales posteriormente son
excretados en altas concentraciones en las heces, convirtiéndose en el principal
mecanismo de transmision via fecal-oral (Garcia et al., 2006; PANAFTOSA et al.,
2010; Loza-Rubio et al., 2012). En relacion a ello, la transmision respiratoria
representa menos importancia para las aves, aungue posiblemente esta via tenga
un rol importante en algunas especies, particularmente las que viven en tierra
(aves domésticas de produccién) (CFSPH, 2010; Morens et al.,, 2012). No
obstante aislamientos recientes de virus del linaje asiatico H5SN1 (IAAP) han sido
encontrados en mayores cantidades en las secreciones respiratorias, que en las
heces. Esto sugiere que al menos en algunas aves silvestres, éstas cepas ya no
son transmitidas primariamente por la via fecal - oral (Fouchier et al., 2009).[u10]

En patos silvestres los virus de Influenza A se replican preferentemente en las

células que recubren el tracto intestinal, no causan signos de enfermedad y se
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excretan en grandes concentraciones en las heces (hasta 10 ' dosis infectante en
embrion de pollo 50%/g; (Webster R. et al., 1992). En un estudio llevado a cabo
por la CPA en México (afio 2004), se estableci6é la técnica de RT-PCR para la
deteccion del virus de Influenza Aviar en tejidos de aves infectadas
experimentalmente, previamente fue titulado el virus en embriones de pollo de 9-
11 dias, donde se obtuvo y fue determinado el titulo viral de 10®’ dosis letales en
embrion de pollo al 50% (DLEPsy /mL) del subtipo H5N2 de IAAP:
A/Ck/Querétaro/20/95 (Padilla et al., 2004).

En cuanto a los resultados de la prueba de titulacion viral obtenidos en el presente
estudio, los virus aislados del liquido alantoideo de embriones de pollo (EP)
inoculados con muestras de hisopados cloacales, presentaron titulos de 4.7 x10*’
(aislado de un Parabuteo unicintus) y 4.24 x10*’ (aislado de Buteo jamaicensis),
estas cantidades representan un titulo menor al encontrado en el virus de
referencia IABP subtipo H5N2 (10 **" DLEPs,/ mL) inoculado experimentalmente,
es decir, que las DLEPso/mL de los virus aislados de aves silvestres representan
cantidades menores de dosis letales requeridas para matar el 50% de ejemplares
inoculados (Embridon de pollo).

Algunos otros estudios realizados por diferentes autores, también notifican una
baja frecuencia de aislamientos virales, en relacion a la positividad de las
muestras en RT-PCR. En el afio 2006, en la zona costera de Noreste de Alemania
se examinaron un total de 1,991 muestras de heces frescas de aves acuaticas,
para determinar la presencia del virus de IA, los resultados obtenidos de la prueba
de RT-PCR en tiempo real determin6 11 aves positivas (0.9 %) de 1,268 (gansos y
cisnes), al ser inoculadas las muestras en embrion de pollo, sélo se obtuvieron dos
aislamientos virales del subtipo H5N2 de IABP (Mettenleiter, 2006). De manera
parecida un estudio en aves silvestres acuaticas en Noruega (periodo 2008 -
2009), las pruebas serologicas determinaron que el 70 % de las aves adultas
habian desarrollado anticuerpos contra el virus de Influenza, a pesar de ello
Unicamente se obtuvo un aislamiento viral de una gaviota (Rissa tridactyla)

(Tonnessen, 2013). En ambos estudios dejan claro la epidemiologia y la
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adaptacién del virus de IA para no causar signos clinicos relevantes en los

hospedadores.

La serologia tiene la ventaja de revelar evidencias de infeccion durante
mayor tiempo respecto a las técnicas virolégicas, en consecuencia, ofrece
mayores oportunidades de deteccion en los individuos infectados (PANAFTOSA et
al., 2010).

Para la determinacion de las frecuencias serolégicas de cada ejemplar aviar se
utilizé la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion, que proporciona informacién
de valor ante mortem sobre la dinamica de infeccion del virus de Influenza en
aves; sin embargo, genera poca explicaciébn sobre la infeccion clinica en los
animales, por lo que detecta el nivel de anticuerpos ante la exposicion con el

antigeno, pero no necesariamente la presencia de la enfermedad (Janke, 2000).

En el presente estudio realizado, la exposicién al subtipo de Influenza A/H5N2
representd que 50 sueros de 79 aves fueron positivos, es decir el 63.3%. En
cuanto al orden filogenético correspondi6 a lo siguiente: 20% fueron Psittaciformes
(10 aves), 22% Strigiformes (11 aves) y el 58% Falconiformes (29 aves). Los
titulos positivos registrados de estas aves, representan como valor de titulo
minimo encontrado de 1:16 (9 sueros), el valor de frecuencia mas repetido fue de
13 sueros con 1:164 y el valor maximo fue de un ave del orden falconiforme (Falco
peregrinus) con un titulo de 1:512.

La raz6n que probablemente pueda explicar estos resultados, es que los
ejemplares seropositivos durante su vida libre o incluso en cautividad, cazaron o
recibieron como alimento aves de produccion vivas, que pudiesen ser
hospedadoras de algun subtipo del virus de influenza aviar, ya que es importante
tener en cuenta que hay regiones del territorio mexicano donde aun no ha sido
posible la erradicacion del virus de IA en su forma patégena (IAAP).
Esporadicamente en zooldgicos y centros de rescate se alimenta a las aves de
presa con carne de pollo fresca, que procede de planteles avicolas, la cual no es
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sometida a ningun andlisis jparaull] Influenza A u otra enfermedad antes de ser
entregada como alimento (Gonzalez et al., 2012). Un estudio realizado por la
Universidad Autbnoma de Barcelona, Espafia, demostré experimentalmente que
los halcones hibridos gyr — sacre (Falco rusticolus x Falco cherrug) son altamente
susceptibles a la infeccion por el virus HS5N1 de la gripe Aviar, desempefando asi
un papel importante en la propagacién de los virus, ya que lograron por primera
vez con éxito la infeccién natural al alimentar a las aves (halcones hibridos) con
presas infectadas experimentalmente con virus de IABP e IAAP, con ello se
demuestra que el adquirir aves de presa silvestres para cetreria 0 como mascotas,

propicia una situacién de riesgo para el ser humano (Bertran et al., 2012).

Una hipétesis sobre la seropositividad de las aves, va dirigida al analisis y
descripcion del tipo de albergue de las aves, ya que pueden existir factores que
pudieran influir a la transmision de IA. En los centros de rehabilitaciéon los
ejemplares en su mayoria estan separados por tipo de especie y basado en ello
las instalaciones son diferentes para satisfacer al minimo las necesidades de
vuelo y de espacio; por ejemplo para el albergue de las aguilillas de harris
(Parabuteo unicintus) las medidas oscilan entre 10m x 5m aproximadamente, para
los de la especie caraca (Caracara cheriway), aguilillas cola roja (Buteo
jamaicensis), lechuza de campanario (Tyto alba) y buho real (Bubo virginianus);

las instalaciones cuentan con medidas aproximadas por albergue de 4 x 4 m.

En el caso especifico de aves que estan albergadas individualmente en una jaula
0 caja transportadora (como es el caso de la mayoria de Psittaciformes, el halcén
peregrino (Falco peregrinus), tecolote oriental (Megascops asio) y tecolote ritmico
(Megascops trichopsis), éste tipo de instalacion es para albergar solamente un
ejemplar, son pequefias, metélicas y contienen aditamentos plésticos para ofrecer
el agua de bebida y alimento. ComUnmente las aves son acomodadas
contiguamente, dejando asi que los ejemplares en posiciones cercanas, unos con
otros, resaltando aqui que cada ave tiene diferente origen geografico,
procedimiento de traslado y manejo sanitario previo a ser albergado. Esta

situacion expone a ejemplares sanos a adquirir el virus de IA de aves vecinas, a
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través del contacto directo con secreciones de aves hospedadoras del virus de I1A
(DGVS, 2010).

Un hecho documentado, describe que al hacerse un monitoreo virolégico de rutina
en aves importadas a Japén, se aislaron dos virus de IA en embriones de pollo
inoculados con muestras de periquitos cuello anillado (Psittacula krameri
manillensis) importados de Pakistan. El primer virus, A / perico /Chiba/1/97, se
aislo de la traquea de un pajaro que muri6 en una tienda de animales dentro de los
10 dias posteriores a ser importadas, en marzo de 1997. El segundo virus, A /
perico /Narita/92A/98, también aislado de 6rganos respiratorios, provino de un ave
gue murié en la estacion de cuarentena del aeropuerto de Narita, en Japon, en
junio de 1998; ambos aislados fueron identificados mediante la técnica de
inhibicién de la hemoaglutinacién convencional como virus de la gripe A del
subtipo HON2 (Mase et al., 2001).

El estar en contacto estrecho con la instalacién, aunado con la cualidad del virus
para sobrevivir en diferentes fomites, puede ser que los ejemplares absorban las
particulas virales directamente del fomite (Garcia et al., 2006; PANAFTOSA et al.,
2010; Loza-Rubio et al.,, 2012; Gonzalez et al., 2012). Uno de los factores en
comun en diferentes tipos de albergue es la presencia de vehiculos que pudieran
diseminar particulas de virus de una instalacion a otra, un ejemplo son los
insectos, caso particular de las moscas, que pueden diseminar particulas virales a
través del contacto directo (CFSPH, 2010).

Otra hipotesis del modo en que pudieron estar expuestas las aves a IA
previamente a ser ingresadas a un centro de rehabilitacion de fauna, es el
comportamiento de las aves en vida silvestre, ya que para algunas aves es normal
el volar largas distancias para migrar en invierno, reproducirse o anidar en
diferentes sitios (CONABIO, 2014). De ahi que pueden intercambiar virus con
otras poblaciones en los sitios donde realicen escalas o paradas, incluyendo los
lugares donde pasan el invierno (CFSPH, 2010).
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Por ejemplo, en el caso de los ejemplares de aguilillas cola roja (Buteo
jamaicensis) y aguilillas de harris (Parabuteo unicintus) se distribuyen en México
desde Baja California y el limite norte de México hacia el sur hasta Veracruz y
Chiapas. Migrando en épocas de apareamiento hacia el norte y en invierno para la
época de anidacién se trasladan al sur del pais (CONABIO, 2014). Un ejemplo de
lo ya descrito, estd documentado en un estudio realizado en Minnesota, E.U. A
durante el periodo 2007 y 2008, donde se obtuvo dos aislamientos del virus de IA
(H13N9) en pelicanos blancos americanos (Pelecanus erythrorhynchos), al
analizar la particula viral genéticamente se demostré que el primer virus estaba
relacionado con el virus de IA en gaviotas y aves costeras en América del Norte y
el segundo virus presentaba un linaje relacionado con los virus de Eurasia. Lo que
demuestra el movimiento global de los virus y la recombinacion de ellos en

diferentes especies de aves (Lebarbenchon et al., 2010).

Los tres requisitos que deben estar presentes para la transmision de
patdégenos causantes de enfermedades respiratorias entre animales es: 1.- la
excrecion del agente viral por animales infectados, 2.- concentracion critica del
virus en secreciones y excreciones del hospedador y 3.- el contacto entre
animales susceptibles y el agente causal (Maes, 1997).

Hay una gran variedad de aves que ingresa a los centros de rehabilitacién por
diferentes vias: por ejemplo, las entregas voluntarias a través de particulares,
brigada de proteccién animal (H. cuerpo de bomberos) o bien por conducto de
decomisos de la PROFEPA (Procuraduria Federal de Proteccién al Ambiente) y de
la UEIDAPLE (unidad dependiente de la PGR), en todos estos diferentes casos se
desconoce la informacion sobre el tipo de manejo que se le dio al ejemplar antes
de su ingreso al centro (DGVS, 2010).

En este estudio los factores de riesgo asociados a la exposicién de IA subtipo
A/H5N2 encontrados, fueron los que presentaron valores de riesgo relativo mayor

a 1 (OR>1y P<0.05): tipo de manejo que se le da a los Psittaciformes (OR = 1.73)

-52-


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

y el tipo de alimento que se les proporcionan (frutos / granos) (OR = 1.58). Por lo
contrario, el factor de proteccion encontrado fue el tipo de manejo de los
Falconiformes (OR = 0.6).

Los Psittaciformes son la especie que mas comunmente se comercializa
ilegalmente en México (65,000 a 78,500 ejemplares anualmente). El proceso
implica la extraccién directa de la vida silvestre (estrés), traslado y distribucién en
condiciones de hacinamiento con ejemplares enfermos, todo esto antes de llegar
al consumidor y posteriormente su ingreso a los centros de albergue
(CIVS/zooldgico). En el proceso se presenta una mortalidad del 77%, los
ejemplares sobrevivientes quedan susceptibles a agentes patdgenos virales, ya
gue sus sistema inmune se encuentra disminuido, sumado a esto la mayoria de
las veces el duefio no les proporcionan condiciones de albergue, alimento o
manejo sanitario adecuado (DGVS, 2010; Cantu et al., 2014).

El manejo que se proporciona a estos ejemplares en un CIVS, es el alojarlos en
recintos individuales (jaula), relativamente pequefio, lo que puede provocar que el
ave tenga estrecho contacto con su albergue. Algunas veces en este tipo de
recintos no se aplican efectivamente normas de bioseguridad, tales como, el
aislamiento de las nuevas aves (cuarentena), limpieza y desinfeccion de las jaulas;
el resultado de ello es la sobrevivencia de las particulas virales en el albergue
(Alfonso, 2010; PANAFTOSA et al., 2010; Gonzélez et al., 2012).

El siguiente factor de riesgo significativo correspondio al tipo de alimento que se
les proporciona, que presentd 0.58 mas posibilidades de ser positivo al virus de
Influenza respecto a las demas categorias analizadas. Este factor no incluye como
tal a lo que comen, sino que va enfocado a las practicas de manejo de estos
alimentos, antes de ser proporcionado e ingerido. Describiendo un poco, el hecho
de preparar el alimento incluye un nimero variado de personal que realice esta
practica, desde el momento en que se corta el alimento (frutos), se sirve en los
utensilios plasticos y se distribuye a cada uno de los ejemplares. Esto es
importante ya que puede existir la posibilidad del transporte del virus, al tener
contacto directo y/o dispersion de éste a través del humano (participando como
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vehiculos transmisores) ya que una misma persona puede tener contacto directo
con secreciones / heces de enfermos, materiales (utensilios dentro de la jaula),
semillas, agua, equipo y ropa contaminados, todo esto previo a alimentar a un
ejemplar (Garcia et al., 2006; OIE, 2013).

El manejo en general que se les da a los ejemplares del orden filogenético
Falconiforme, en este estudio fue considerado como un factor de proteccién para
la positividad seroldgica del virus de Influenza Aviar, ya que se disminuye hasta
un 40% las posibilidades de adquirir el virus de IA.

Este tipo de aves en los CIVS se les considera como las especies con mayor éxito
para la rehabilitacién (fisica, conductual y clinica) y la liberacién en el medio
silvestre. La mayoria de las aves de presa necesitan un manejo de rehabilitacién
especifico, el manejo esta dirigido en cuidar el aspecto de que el ejemplar en lo
posible debe permanecer aislado y evitando asi cualquier fuente de estrés (no
toleran la presencia humana ni la manipulacion). Uno de los procedimientos
comunes es el ingresar a los ejemplares en una camara de muda (camara cubierta
con plastico oscuro en su interior y exterior, para aislar el ruido, factores

ambientales) y la asignacion de un percha o posadero individual (DGVS, 2010).

Una caracteristica igualmente importante de manejo de estas aves, es el tipo de
alimento que se les proporciona, es decir no se les alimenta con aves vivas,
aspecto que evita el factor de riesgo de ingerir carne o visceras infectadas con
virus de IA. Un ejemplo de ello fue lo ocurrido en la clinica Falcon Al Safa en
Dubai, Emiratos Arabes, a la cual se ingres6 un halcén peregrino (Falco
peregrinus) y posterior a las 48 hrs. de ser hospitalizada murié6 a pesar de la
atencion y del tratamiento proporcionado. El halcén de 2 afios, por ser un ave
utilizada para cetreria, antes de su muerte habia estado en un viaje de caza en
Siria con su duefio. El cadaver fue sometido a un examen post-mortem, y las
investigaciones dieron como resultado el aislamiento de un subtipo H7N3 del virus
de IA (Manvell, et al 2000).
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El dar éste tipo de manejo a estas aves de alguna manera evita o disminuye
posibilidades de exposicion hacia los virus de IA. Es decir, en éste procedimiento
se observa que una enfermedad no solo estd influenciada con la presencia de
agentes infecciosos especificos, sino también por la compleja interaccion entre los
factores relacionados al agente, al hospedador y al ambiente (Jaramillo y
Martinez, 2010; CENAVECE, 2013).

En estudio realizado en aves de presa, durante dos temporadas de caza
(2006/2007 y 2007/ 2008) en Alemania, los cetreros tomaron hisopos traqueales y
cloacales de 1.080 aves de presa que fueron capturados por sus aves de cetreria
(un total de 54 aves). Al realizar la prueba de RT-PCR detectaron que 74 gaviotas,
es decir, el 4.1 % y 53 patos (3.8 %) fueron positivas a Influenza Aviar (subtipos
H6, H9, o H13). Las pruebas de serologia realizadas a las aves de cetreria
resultaron negativas para virus de Influenza Aviar, al igual que las muestras de
suero de los 43 cetreros resultaron positivos para Influenza A en la prueba de
ELISA, pero siendo negativos a la prueba microneutralizacion contra los subtipos
H5 y H7 y la inhibicion de la hemoaglutinacion contra los subtipos H6, H9 y H13.
En conclusién el estudio demostrd la participacion de las aves acuaticas como
reservorios para los virus de IA, en cambio las aves de caza y los cetreros no
parecen tener un alto riesgo de contraer el virus al tener contacto con las presas
de caza (Kohls et al., 2011).
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7. CONCLUSIONES

En conclusion, en este estudio se observd la prevalencia de Influenza
Aviar subtipo H5N2 en aves silvestres del orden filogenético Psittaciformes,
Strigiformes y Falconiformes, indicando una circulacion viral activa en los centros
de rehabilitacién de fauna silvetre muestreados. El principal factor de riesgo para
la exposicion de las aves es la constante movilizacion e introduccion de animales
sanos y/o enfermos dentro de ambos centros de conservacion. Es importante
resaltar que las aves de las cuales se obtuvo el aislamiento viral no presentaban
signos clinicos visibles, por ello, se debe considerar en la manera de lo posible el
implemento de vigilancia cuarentenal para los ejemplares de nuevo ingreso. Este
estudio representa la primera notificacion del virus de Influenza en este tipo de

aves en México.

8. RECOMENDACIONES

Se debe promover informacidén sobre los riesgos para la salud de la
poblacién humana y animal, al seguir participando en el trafico ilegal de especies,
al comprar ejemplares extraidos del medio silvestre. También es importante
incrementar el monitoreo serolégico para los subtipos de Influenza circulantes en
los centros de rehabilitacion, pues una deteccion y confirmacion diagnostica de
casos son fundamentales para asegurar un tratamiento adecuado y oportuno, y
asi evitar la propagacion y la mutacion del agente viral en otras especies. Por lo
tanto, se debe considerar un manejo sanitario adecuado en las instalaciones,
hacer uso de la correcta desinfeccion y en la manera de lo posible poner en
vigilancia (cuarentena) los nuevos ejemplares a ingresar. Es importante se
capacite el personal para que conozca el papel de las aves silvestres como
reservorios naturales de Influenza, factores de riesgo asociados a la enfermedad y
la aplicacion de las medidas de bioseguridad y manejo para reducir en gran

medida la transmisién de los virus de Influenza Aviar.
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10.1 Formato de registro de aves muestreadas.
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10.2 Protocolo para la RT — PCR en tiempo real

a) Materiales y equipo.

e Campana para PCR

e Micropipetas 1-1000 pl y puntas con filtro

e Termociclador Light Cycler 480

e Gradilla fria para tubos de PCR

e Gradilla de 96 tubos

e Placa de 96 pozos y placa adhesiva Light Cycler 480
e Mica adhesiva Light Cycler 480

e Kit Ag Path-ID ™ OneStep RT PCR 100 rx

b) Partidores y sondas para la RT-PCR en un paso

e Iniciador Inf+ Fw 5" AGA TGA GTC TTC TAA CCG AGG TCG 3’ (Escala de
sintesis 50 nmol; Purificacién: Desalados)

e Iniciador Inf- Rv 5° TGC AAA AAC ATC TTC AAG TCT CTG 3 (Escala de
sintesis 50 nmol; Purificacion: Desalados)

e Sonda InA-M 5 - FAM-TCA GGC CCC CTC AAA GCC GA —-BHQ1- 3’(Escala
de sintesis 1000nmol; Purificacion: HPLC)

c) Muestras controles
e Control positivo: ARN del Virus influenza A.

e Control Negativo: Agua libre de nucleasas.

Procedimiento:

1. Colocar los reactivos contenidos en el Kit Ag Path-ID™ OnStep , en hielo.

2. Una vez descongelados se vortexean los reactivos.
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3. Colocar las muestras de ARN problema en una gradilla sobre hielo en el
orden deseado, facilitando la adicion de las muestras en la placa de RT
PCR.

4. Colocar la placa de RT-PCR en una platina congelada para mantenerla fria.

5. Preparar la mezcla de reaccién en el orden designado en un vial estéril de
2ml. (Hacer célculo previo para el nimero de reacciones requeridas (1rx por

pozo de placa a utilizar)

En el siguiente cuadro se observa el volumen requerido por cada reactivo a

utilizar del Kit Ag Path-ID ™ OneStep para una Reaccion.

Reactivos ul
Agua libre de nucleasas 0.29
Buffer 2X 6.25
potencializador 0.835

25x Mezcla de enzimas RT-

PCR -
Primer de partida 0.25
Primer de reversa 0.25
Sonda 0.125

6. Vortexear y centrifugar a 20 seg.
7. Colocar 8.5 pl de la mezcla anterior en cada pozo.
8. Colocar los controles (+) y (-) en las ultimas dos posiciones de la placa.

9. Una vez cargada toda la placa, deberian cubrirse los pozos con una mica
adhesiva LightCycler 480.
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10.Cubrir adicionalmente con papel aluminio, para posteriormente centrifugarse a
750 rpm durante 1 minuto.

11. Mantener la placa cubierta de aluminio sobre la platina fria, durante el

transporte.

NOTA [: La placa debe cargarse en un sitio con la minima luz que permita
depositar los reactivos correctamente, esto para evitar la inactivacion de algunos

componentes de los reactivos.

NOTA II: En caso que no se corra la placa el mismo dia debe ser almacenada una
temperatura de -20°C hasta su uso y no mas de 7 dias. (Antes de ser usada debe
de centrifugarse nuevamente).

(PANAFTOSA et al., 2010; FAO, 2012)
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10.3 NOTIFICACION DE RESULTADOS A SENASICA-SAGARPA
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' I n l {pa
SECRF'(‘ARI‘A DE AGRICULTURA,
G.‘\NA[)[Ri.K\, [)}':SARROLLO‘RUKAL 3
PESCA Y ALIMENTACION Instituto Nacional de Investigaciones

Forestales, Agricolas y Pecuarias

Centro Nacional de Investigacién Disciplinaria en Microbiologia Animal
Direccién
JAG.003.E.038

Asunto: Aislamientos de virus de influenza aviar
Marzo 6 de 2014

DR. PEDRO BRAJCICH GALLEGOS
DIRECTOR GENERAL DEL INIFAP
PRESENTE

Por este conducto hago de su conocimiento que un grupo de investigadores, encabezados por la Dra.
Elizabeth Loza Rubio, lograron tres aislamientos de virus de influenza aviar caracterizados como
pertenecientes al tipo H5N2 de baja patogenicidad. Dos de los aislamientos correspondieron a
muestras de aves rapaces y el tercero a muestras procedentes de un mono arafia.

Estas investigaciones se realizan dentro del proyecto “Estudio gendémico de los virus de influenza
porcina y aviar y sus posibles implicaciones en una salud” que se realiza en el CENID-
Microbiologia Animal y el estudio animal silvestre se llevo a cabo atendiendo [a solicitud del ex
director de Investigacion de Vida Silvestre de la SEMARNAT, MVZ. Fernando Cortés, quien
proporcioné las muestras a los investigadores de este Centro.

En los estudios realizados con las muestras se incluyeron pruebas seroldgicas, la técnica de PCR en
tiempo real y el aislamiento en embriones de pollo. Los aislados virales fueron secuenciados en el
Instituto de Biotecnologia de la UNAM, lo que permiti6é confirmar que los tres corresponden al tipo
HS5N2 de baja patogenicidad. Considerando la importancia que representa la identificacién de la
presencia de este virus en animales silvestres, los investigadores responsables del proyecto tienen la
intencion de elaborar un articulo para su publicaciéon en una revista cientifica; sin embargo, es
necesario en primera instancia, que el INIFAP notifique a las autoridades de SENASICA los
resultados que se mencionan en este documento y se determine la conveniencia o no de publicar esta
informacion.

Sin otro particular, aprovecho la ocasion para enviarle un saludo cordial.

ATENTAMENTE
g

N

SCASTRO

=

DR. RICARDO FLORE
DIRECTOR

c.c.p.- Dr. Salvador Fernandez Rivera.- Coordinador de Investigacion, Innovacién y Vinculacion del INIFAP.

Carretera México-Toluca, Km. 15.5, Col. Palo Alto, Cuajimalpa, C.P. 05110, México, DF, Tel. 0155 3618 0803
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Resumen

El virus de Influenza aviar (IA) pertenece a la familia Orhtomixoviridae, su genoma
es un acido ribonucleico, dividido en 8 segmentos que codifican para 12 proteinas,
los virus se clasifican en subtipos basados en la antigenicidad de sus moléculas
de superficie (Tong et al., 2013). Las especies de aves silvestres acuaticas son el
reservorio natural de 1A y se ha demostrado su participacion como dispersoras del
virus mediante sus migraciones (Morens et al., 2012). La creciente tasa de
contacto entre seres humanos- animales silvestres / domésticos aumenta la
susceptibilidad a enfermedades emergentes y reemergentes (Saggese, 2007,
Garcia, 2008).

El objetivo de este estudio fue detectar la presencia del gen M del virus de
influenza A, conocer la frecuencia serologica y la determinacion de posibles
factores de riesgo asociados a la exposicion del virus de 1A. Durante el periodo de
los meses de Junio a Octubre del 2013, se muestred un total de 81 aves de los
ordenes filogenéticos Psittaciforme, Strigiforme y Falconiforme; de las cuales se
estudiaron 79 muestras de suero sanguineo, 48 muestras de hisopados
orofaringeos y 46 hisopados cloacales; las diferencias entre el numero de
muestras de sueros e hisopados se debid a la disponibilidad de ejemplares y a
gue se descartaron algunas aves muy pequeias para evitar dafio al manipularlas.
Para determinar la frecuencia de anticuerpos se utilizo la técnica de inhibicion de
la hemoaglutinacion, usando un virus de referencia de 1A subtipo H5N2. Se obtuvo
el total de 50 sueros positivos (63%) con titulos mayor o igual a 16, presentandose
titulos hasta 1:512 (1 suero), siendo la mayor proporcion en 1:64 (13 sueros). El
100% de los Psittaciformes fueron seropositivas (10 aves), 78.57% son
Strigiformes (11 de 14 aves) y el 53.7% Falconiformes (29 de 55 aves) resultaron

positivas.

La deteccion del gen M del virus de IA se realiz6 por RT-PCR en tiempo real, se
obtuvo la frecuencia global del 84 % de muestras positivas: con Ct >35 de 48
hisopados orofaringeos se obtuvieron 40 positivos (32 aves correspondian a los

Falconiformes, 6 aves Strigiformes y 2 aves Psittaciformes); mientras que de 46



muestras de hisopados cloacales 39 resultaron positivas (32 aves Falconiformes,
5 Strigiformes y 2 Psittaciformes). El total de las muestras positivas (79 hisopados)
se inocularon en embriones de pollo, donde dos liquidos alantoideos obtenidos del
segundo pase, resultaron positivos a la prueba de hemoaglutinacion y a la RT-
PCR en tiempo real. Los aislamientos virales se realizaron a partir de muestras
cloacales de un ejemplar de aguililla cola roja (Buteo jamaicensis) y de un aguililla

de harris (Parabuteo unicintus).

Finalmente los factores de riesgo asociados a la exposicion a IA H5N2
encontrados como significativos (valores de P<0.05 y OR>1) fueron: el tipo de
manejo que se le da a los Psittaciformes (OR = 1.73) y el tipo de alimento que se
les proporciona (frutos / granos) (OR = 1.58).

En conclusién, en este estudio se observé la prevalencia del subtipo H5N2 de
influenza A en aves silvestres de los ordenes filogenéticos Psittaciforme,
Strigiforme y Falconiforme, indicando una circulacién viral activa en los centros de
rehabilitacion de fauna silvestre muestreados, esto representa la primera

notificacion del virus de influenza Aviar en estas aves en México.

\
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1. INTRODUCCION

1.1 Definicién de la enfermedad.

La Influenza Aviar (IA) también llamada Peste Aviar o Gripe Aviar, es una
enfermedad infecto-contagiosa de etiologia viral que varia entre una infeccion leve
o asintomatica hasta una enfermedad aguda y fatal, que afecta a la mayoria de las
aves. Las aves acuaticas migratorias, constituyen el reservorio natural de los virus
de IA, en cambio las aves de corral domésticas (en particular los pollos y los
pavos) son especialmente vulnerables a las epidemias (Garcia et al., 2006;

Taubenberger et al., 2006).

La primera descripcion de un padecimiento identificable como Influenza la realizé
Hipocrates en el afio 492 a.c. En América, la Influenza fue documentada en
Texcoco en 1552 y se le denomind “pestilencia catarral’; en Italia se documento en
el afio 1580 y se describié como la “influencia planetaria” por una asociacién que
hicieron con fenébmenos astrales observados antes del brote, de donde se deriva
el nombre actual de Influenza. El término “grippe”, proviene de Francia siendo mas

descriptivo ya que alude al “agarrotamiento” del pecho (CFSPH, 2010).

1.2 CARACTERISTICAS DEL AGENTE ETIOLOGICO

1.2.1 Descripcion molecular

Los virus de la Influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae (del
griego orthos, ‘correcto’, y myxo, ‘mucus’), comprende los géneros: Influenzavirus
A, B, C (afectan animales vertebrados), Isavirus (afecta al salmén) y Thogotovirus
(afecta mosquitos). Pertenecen al grupo de virus ARN de cadena simple, polaridad
negativa y genoma segmentado. Son virus neumotrépicos con afinidad selectiva
por las células epiteliales traqueobronquiales (Jiménez, 2012). La composicion
global de la particula viral es 1% de ARN, 5-8% de carbohidratos, 20% de lipidos y



cerca de 70% de proteinas. Son virus esféricos o pleomorficos de hasta 120 nm
de diametro; la particula viral tiene una masa de 250 x 106 Daltons (Talledo et al.,
2009).

La resistencia de los virus aviares en el medio ambiente es escasa, rayos
ultravioletas los inactivan rapidamente, son sensibles al calor, solventes de lipidos,
detergentes no idnicos, formaldehido, agentes oxidantes y a pH acidos, y son
relativamente estables s6lo a pH comprendido en un rango de entre 6 y 8
(SENASA, 2014). Sin embargo, algunos virus de IA en su forma patégena pueden
permanecer viables en las heces de las aves durante al menos 35 dias a baja
temperatura (4°C) y a temperaturas mas altas (37°C), puede sobrevivir en

muestras fecales durante 6 dias (OIE, 2013).

Presentan una envoltura derivada de la célula huésped que alberga la
hemoaglutinina (HA), la neuraminidasa (NA) y la proteina M. La HA se encuentra
en una proporcion de 4-5 a 1 con respecto a la NA, tiene de 4 a 6 nm de diametro
y se proyecta por encima de la envoltura hasta 10 a 14 nm. Hacia el interior de la
particula viral, existe una capa formada por la proteina de matriz (M) y mas al
interior, esta la nucleocapside de simetria helicoidal, constituida por los complejos

polimerasa y nucleoprotéico que incluye el genoma viral. (Talledo et al., 2009).

1.2.2 Caracteristicas del genoma viral.

El genoma completo tiene 13600 nucledtidos y esta constituido por ARN
de polaridad negativa dividido en ocho segmentos que codifican para once
proteinas. Los tres primeros codifican el complejo polimerasa que tiene actividad
endonucleasa; proteina basica (PB1 y PB2) y la proteina acida (PA). Los
segmentos cuatro y seis codifican glicoproteinas de superficie de envoltura; La
hemoaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA) que constituyen los antigenos virales

mayores. El segmento cinco codifica para la nucleoproteina (NP), la cual se une al



ARN viral. El segmento siete 0 Gen M codifica dos proteinas que comparten una
region corta: la proteina de matriz M1 que le da estructura a la capside viral y la
proteina de matriz M2 que funciona como un canal de iones. Finalmente, el
segmento ocho codifica las proteinas NS1 y NEP que estan vinculadas con el
transporte, transcripcion y empalme del ARN (Figura 1) (Furuse et al., 2009;
Jiménez, 2012).

M2

Ml

HA

MNA

Figura 1. Diagrama estructural del virus de la Influenza. HA:
hemoaglutinina; M: matriz; NA: neuraminidasa; NP: nucleoproteina;
NS: proteina no estructural; PA: polimerasa &cida; PB1 y PB2:
polimerasa basica (Noda et al., 2007).

Los virus de la Influeza A se clasifican en subtipos basados en la antigenicidad de
sus moléculas de superficie: 18 hemoaglutininas (subtipos: H1 a H18) y 11
neuraminidasas (subtipos: N1 a N11), incluidas las recientemente encontradas en
murciélagos (Tong et al., 2013).

Los subtipos de los virus de |IA se clasifican en cepas, que se describen de
acuerdo a su tipo, su huésped, el lugar del primer aislamiento, el nUmero de cepa
(si lo hubiera), el afio de aislamiento y el subtipo antigénico; por ejemplo, un virus
H5N1 aislado de los pollos en Hong Kong en 1997 es un A/pollo/Hong
Kong/y385/97 (H5N1). En el caso de las cepas de humanos, el huésped

generalmente se omite (Talledo et al., 2009; Kim et al., 2010).



1.2.3 Ciclo de replicacion del virus

La duracion de cada ciclo de replicacion es entre 4 y 6 horas, el virus por

medio de la_hemoaglutinina-HA_(HA); se une por endocitosis a los receptores de

acido sialico ubicados en la superficie de la célula hospedera,—para—ingresarper
endoecitosis;_posteriormente la proteina M2 inicia el ciclo de replicacion con el
intercambio de protones entre el endosoma y el virus, induciendo su disminucion
de pH y generando cambios conformacionales en la HA. Una vez fusionada la
membrana viral con la membrana del endosoma, la nucleocapside viral es liberada
dentro del citoplasma y es transportada al nucleo de la célula hospedera. Alli, el
ARN (-) es copiado por la ARN polimerasa viral a ARNm viral adquiriendo
terminaciones cap 5 de los pre-ARNm del hospedero. Los ARNm son
transportados al citoplasma y traducidos en proteinas virales tanto estructurales
como reguladoras (Talledo et al., 2009; Polo, 2009)

Los ARNm se traducen para generar las proteinas de la envoltura viral (HA, NA y
M2) en los ribosomas unidos al reticulo endoplasmico, ingresando a la via
secretora de la célula hospedera donde la HA y NA son glicosiladas. Los ARNm
restantes son traducidos por ribosomas en el citoplasma y las proteinas PA, PB1,
PB2 son importadas al nucleo, donde participan en la sintesis de cadenas
positivas de ARN (+) que sirven de molde para las cadenas de ARN (-) viral;
algunas de estas ingresan a la via de la sintesis de ARNm, mientras que la
proteina NP va a conformar las nucleocapsides. Las proteinas M1 y NS1 son
transportadas al nucleo, esta unién a las nuevas cadenas de ARN (-) detiene la
sintesis de ARNm viral y junto con la proteina NEP induce la exportacion de la
progenie de las nucleocapsides al citoplasma. Posteriormente, las nucleocapsides
del virion asociadas con las proteinas M1 y NEP, son transportadas a la superficie
celular junto con las proteinas HA, NA y M2, para que en la membrana plasmatica
se mantengan unidas. Finalmente, el empalme de los viriones se completa una
vez que ocurre la gemacion desde la membrana plasmatica de la célula infectada
(Polo, 2009; Jiménez, 2012).



El proceso de replicacion y sintesis de proteinas no estructurales virales dispara
los factores de transduccion de sefiales que inducen a la expresion de los genes
de citoquinas proinflamatorias, como por ejemplo el Factor de Necrosis Tumoral -
alfa (TNF-alfa), iniciando la comunmente llamada "tormenta de citoquinas" y la
formacion de anticuerpos en secreciones respiratorias (IgA) y en el suero (IgY en
aves e IgG en mamiferos).

Los anticuerpos producidos en el hospedador desempefian dos funciones
principales: neutralizacion de la infeccién e interferencia en la liberacion de nuevas

particulas virales de la membrana de las células infectadas (Garcia et al., 1996;

Garcia et al., 2006).
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Figura 2. Esquema del ciclo de replicacién del virus de la Influenza (Polo, 2009).



1.2.4 Mutaciones y el origen de nuevas cepas virales

Los virus de la IA se mantienen en las aves reservorio en estasis
evolutivo, unicamente cuando el virus entra en contacto con aves susceptibles
como los pollos o gallinas pueden modificar sus caracteristicas genéticas

mediante los siguientes procesos denominados:

1.-Drift antigénico o deriva antigénica: las mutaciones en el sitio antigénico de la
proteina HA reduce o inhibe la unién de anticuerpos neutralizantes, formandose un
nuevo subtipo. Las proteinas del virus (HA y NA) pueden tolerar mutaciones
puntuales en su secuencia de aminoacidos sin afectar necesariamente la
capacidad del virus para replicarse, es decir por errores en la replicacion del ARN
puede revertir una cepa de baja patogenicidad a una de alta patogenicidad
(Talledo y Zumaeta, 2009; Polo, 2009).

2.-Shift antigénico o reacomodo gendmico: ocurre cuando la célula es infectada
por dos diferentes virus al mismo tiempo y sus segmentos gendmicos son
intercambiados durante la replicacion. Debido a que este genoma es segmentado
y habiendo dos cepas virales en proceso dentro de la misma célula, es
relativamente frecuente que se introduzcan segmentos gendmicos en la capside
del virus no correspondiente, lo que por lo general, genera particulas no viables.
Aunque algunas veces el producto de esta recombinacion, pueden aparecer cepas
con caracteristicas nuevas (Polo, 2009; SENASICA et al., 2011).

HINZ
“Gripe asidtica™

Humano Humano

HaNZ
“Gripe de
Hong Kong™

Aviar 1 Aviar 2

Figura 3. Ejemplo del reacomodo genético en el virus de la
Influenza (Talledo et al., 2009).



1.3 ECOLOGIA DE LOS VIRUS DE INFLUENZA.

Los virus de Influenza_A se describieron en 1933, afectan animales y al

hombre; son factor causal de epidemias y pandemias. Los virus de Influenza B se

identificaron en 1940, afectan a los humanos causando epidemias moderadas,

incluso _se han _encontrado anticuerpos en focas. Los virus de Influenza_C se

describieron en 1950, infectan de manera limitada a humanos y existen evidencias

seroldgicas de infeccidn en cerdos y perros (Garcia et al., 2006; Gonzalez et al.,

naturales de toda la gama de virus de Influenza;_en particular las especies del
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orden Anseriforme (patos), Passeriforme (golondrinas) y el orden Charadriforme

(gaviotas y golondrinas marinas, entre otras) (Taubenberger y Morens, 2006)._Sin

embargo, se ha reportado en Psittaciformes (loros, guacamayas), Galliformes

(Faisanes, gallina de guinea) e_inclusive ha sido documentada que afecta una gran

variedad de especies de reptiles, mamiferos y al hombre. Todos los subtipos de

HA., incluidos los identificados en los ultimos 16 afos (HAs 14, 15, v 16) se

aislaron de patos y gaviotas, lo que demuestra que ocurrieron mayores cambios

genéticos virales en estas aves (Morens et al., 2012).

1.3.1 Ciclo de transmisién

Las aves acuaticas migratorias normalmente introducen el virus a_una

parvada, una vez dentro se disemina de una poblacién a otra; en cambio las aves

domésticas se consideran especies aberrantes, lo que origina mutaciones en los

virus como un_ mecanismo de adaptacion para una 6ptima replicacién vy
transmision en la nueva especie (Garcia et al., 2006; CENAVECE, 2013).

La transmisién y diseminacion del virus se produce por el contacto directo entre

aves afectadas y aves susceptibles. Las aves se infectan facilmente por instilacion
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aves afectadas eliminan el virus mediante los aerosoles y secreciones corporales,
especialmente por las heces, las cuales son la principal fuente de diseminacion de
cepas entéricas avirulentas, llegando asi a contaminar el agua de bebida y otros
fomites (Garcia et al., 2006; PANAFTOSA et al., 2010; Loza-Rubio et al., 2012).
En los patos silvestres los virus se replican primero en las células del tracto
intestinal y se excretan por las heces en altas concentraciones (hasta 10 87 dosis
infectante en embrién de pollo 50% (DIEP 50%/g) (Webster et al., 1992).

1.3.2-Patogenicidad

Los términos utilizados para describir a los virus de IA, comiunmente se

definen sobre la base de su patogenicidad, virulencia y letalidad (Cox et al., 1999;
Cardenas, 2006). El periodo de incubacion de la enfermedad depende de la
especie, edad del ave y la cepa del virus, sin embargo el periodo es generalmente
de 3 a 7 dias, no obstante puede prolongarse hasta 21 dias (SENASICA et al.,
2011).
Los virus de IA se dividen en virus de alta patogenicidad (IAAP) y de baja
patogenicidad (IABP) (OIE, 2013; SENASA, 2014). Los signos clinicos asociados
varian dependiendo el subtipo, siendo la mayoria completamente asintomaticos
(Soriano 2009; Hénaux et al., 2011).

A) Influenza Aviar de baja patogenicidad (IABP)
Han sido identificados en aves y su replicacion se limita a células de los tractos
respiratorio y digestivo. La infeccion por el virus de Influenza en su fase primaria
causa una enfermedad respiratoria febril con signos clinicos leves o imperceptibles
(OIE, 2013).

Las infecciones bacterianas por Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Neisseria meningitidis y Haemophilus Influezae
son causas secundarias de neumonia, empiema, abceso pulmonar, choque téxico,
meningitis y sepsis, incluso llegan aumentar el numero de muertes (PANAFTOSA

et al.,, 2010). La infeccion combinada de virus y bacterias produce efectos



fisiopatoldgicos determinantes en la neumonia viral-bacteriana que conduce a la
muerte en individuos que se hallan en grupos de riesgo; estos efectos incluyen
barreras fisicas destruidas o dafadas, adherencia incrementada (mediada por
anticuerpos neutralizantes, actividad mucociliar disminuida, disfuncién de células
del sistema inmune, desregulacién del sistema inmune y hasta expresién génica

sobre regulada (Talledo et al., 2009; Jiménez, 2012;).

B) Influenza Aviar de alta patogenicidad (IAAP)
Los virus IAAP para casos sobreagudos y agudos presentan tasas de morbilidad y
mortalidad cercanas al 100%, ocurriendo después de la expresion de signos
clinicos iniciales de la enfermedad (entre los 2 y 12 dias) y frecuentemente en las
siguientes 48 horas (Martin et al., 2007).

En su forma grave el virus adquiere la capacidad de causar infecciones
sistémicas, incluso producir hemorragia interna masiva. Las aves se observan
marcadamente deprimidas, con una disminucidon en el consumo de alimento y
agua; plumas erizadas; presencia de sinusitis, lagrimeo, cianosis en la cabeza, la
cresta y la barbilla; edema en la cabeza y diarrea verde blancuzca; enfermedades
neuroldgicas, disminucion en la produccion de huevos, pérdida en la pigmentacion

de los huevos y huevos deformes o sin cascara (CFSP, 2010; OIE, 2013).

1.4 HOSPEDADORES

Los virus de Influenza tienen un rango de hospederos limitado a individuos
de la misma especie, lo que hace que ni siquiera pueda infectar a las aves de
otras especies, menos aun a miembros de otras clases. Por lo tanto, el virus tiene
que pasar obligadamente por un proceso de mutaciéon progresiva antes de dar el

salto a los humanos (Talledo et al., 2009).
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1.4.1 Hospedadores naturales

El huésped natural de los virus de Influenza A (subtipos: H1-H16, N1-N9) son las
aves acuaticas silvestres y especialmente a las aves del orden Anseniformes y
Caradriformes, la infeccion ocurre a nivel del intestino donde causa una infeccion
subclinica y el virus es evolutivamente estable (Talledo et al., 2009; SENASA,
2014). En las aves terrestres: gallinas, pollos y pavos tanto de tipo aviar (Siaoc2-3
Gal) y de tipo humano (Siao2-6Gal) los receptores se detectan en las células

epiteliales de la traquea (Suzuki, 2013).

La migracion es una estrategia comun para las aves que ocupan habitats
estacionales y pueden extenderse desde desplazamientos cortos hasta
intercontinentales, las aves migratorias se mantienen como portadoras de
patégenos que particularmente no afectan su estado de salud ni interfieren con su
traslado; ésta actividad conecta muchas poblaciones de aves en espacio y tiempo,
tanto en las areas de crianza comunes como en las de alimentacion.
Consecuentemente las aves infectadas con el virus pueden transmitir sus
patégenos a otras poblaciones que puedan traer posteriormente los virus a nuevas
areas (Simonsen, 1999; Soriano, 2009; Ventocilla et al., 2011).

Las aves domésticas que entran en contacto con aves migratorias o sus
deposiciones son el enlace mediante el cual el virus pasa de generar una infeccion
intestinal subclinica a una infeccion avirulenta del tracto respiratorio (Talledo et al.,
2009). Los pollos son las especies de aves mas susceptibles, en menor frecuencia
otras especies de aves domésticas: como codornices, faisanes, patos, gansos y

las palomas (Garcia et al., 2006; Taubenberger et al., 2006).

Las cepas de virus poco virulentas y los virus vacunales inactivados generan una
inmunidad que protege soélo contra el mismo subtipo. Las aves inmunizadas
pueden enfermarse, sin embargo los signos y lesiones que desarrollan son menos
graves asi como también es menor la cantidad de virus que excretan y diseminan
en el medio ambiente (SENASA, 2014).
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1.4.2 Hospedadores no convencionales.

Los virus de IA experimentan un proceso de reordenamiento génico mediado por
mutaciones que les permite adaptarse al hospedero y a las condiciones del
ambiente, lo cual se conoce como presidén selectiva o evolucidon obligada. Las
mutaciones que ocurren en la region de unién de la HA parecen determinar la
capacidad para que los virus de Influenza crucen la barrera de especie de aves a
los mamiferos (Cox et al., 1999; Garcia et al., 2006; Talledo et al., 2009).

Se han encontrado anticuerpos en diferentes especies de mamiferos de manera
directa o a través de aves domésticas: mamiferos marinos como focas y ballenas,
mamiferos terrestres como cerdos, caballos, visones, tigres, leopardos, hurones e
incluso perros han sido algunos de los animales que han presentado
seropositivadad a IA (Figura 4) (Garcia et al., 2006; Hénaux, 2011).

Desde el afio 1997 se conoce que a partir de los virus de alta patogenicidad, en
aves, los subtipos H5N1, H7N7, H7N9 se han transmitido de aves domésticas a
los seres humanos, y los virus HON2 se transmitieron de codornices a los seres
humanos (Suzuki, 2013). El hombre desempefia un papel importante como
transmisor directo o indirecto del virus, ya sea por transporte mecanico a través de
la ropa, equipos o vehiculos contaminados, o bien, por el contrabando de aves
silvestres, de ornato, de pelea y comerciales (Simonsen, 1999; Viesca, 2001;
Claas, 2002). Receptores de tipo Aviar y humano también se han detectado en el

tracto respiratorio del cerdo (Suzuki, 2013).

Para llegar a infectarse una persona debe tener contacto directo y estrecho con
aves enfermas o sus secreciones. En la mayoria de los casos la infeccion en
personas con los virus de Influenza Aviar de alta patogenicidad provoca una
conjuntivitis sin afectacién general. Sin embargo, aunque se ha mostrado que
algunas veces las cepas altamente patégenas de este virus pueden infectar al
hombre, esta enfermedad no debe confundirse con la gripe humana estacional

Garcia et al., 2006; OIE, 2013).
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Figura 4. Los diferentes subtipos del virus de Influenza A y sus hospedadores,

incluidos los recientemente encontrados en muerciélagos.

1.5 DISTRIBUCION MUNDIAL DEL VIRUS DE INFLUENZA A

Durante la historia se han registrado los siguientes eventos donde algunos

subtipos de Influenza han afectado gravemente a la humanidad.; Seadre-4=

- { Con formato: Fuente: Negrita

= { Con formato: Fuente: 10 pto, Sin Cursiva

h \{ Con formato: Fuente: 10 pto

Luadro 1,
Pandemias en humanos registradas a lo largo de la historia
Aino l;l:omb’re Descripcion Subtipo de IA
omun
1918 Gr|~pe » Pandemia_de origen porcino. H1N1
espafola
“Gripe Origen aviar. Pseudopandemia,
1947 itaﬁ_w%s#n variacion antigénica subtipica. H1N1
— e
1957 Influenza Pandemia de origen aviar. H2N2
asidtica
1968 Influenza d,? Pandemia_de origen aviar. H3N2
Hong Kong
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Aio r‘éomt{re Descripcién Subtipo de IA
omun
Pandemia potencial abortiva,
1976 Sin nombre epidemia de virus de Influenza H1N1
porcina.
Pandemia restringida a la edad
1977 “Gripe rusa” juvenil, retorno del H1N1 H1N1
humano.
Laduonzs
AJHANA
2009 “Influenza Pandemia_de origen porcino. H1N1
humana de
origen porcino”

Cuadro 1. Pandemias en humanos causadas por diferentes subtipos de Influenza, que se han
registrado a lo largo de la historia (Basado en informacién de la OIE, 2013).

La mayoria de los casos en humanos se han detectado en areas rurales y semi-
rurales donde se mantenia un pequefio numero de aves, pero curiosamente, entre
el personal sometido a riesgo alto, como veterinarios, personal de rastros,
trabajadores de mercados de aves vivas o sanitarios al cuidado de pacientes, se
han producido muy pocos casos. Actualmente los subtipos que estan circulando
en humanos corresponde a H1 y H3, los cuales siguen experimentando cambios
antigénicos (OIE, 2013). Después de complejas investigaciones hoy se conoce el
genoma del virus que causo la gripe espafiola en 1918-1919, contenia el mismo
acido nucleico proveniente de los porcinos, aves y del humano (Talledo et al.,
2009; SENASA 2014).

Algunos de los subtipos que se han registrado en aves y mamiferos de todo el

mundo, a continuacién se describen brevemente.

Europa: en octubre de 2005 se confirmé el primer caso de H5N1 en la Unién

ilegal- Dias posteriores otro caso del virus de IA volvi6 a detectarse, esta vez en - { con formato: Fuente: Sin Cursiva
Croacia cuando fueron examinados doce cisnes hallados muertos hallades-en un - { con formato: Fuente: Sin Cursiva

estanque de peces; consecuentemente el personal del Instituto Friedrich Loeffler,
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en Francia, gislé un virus de IA en un hurén vivo con sintomas evidentes de
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En marzo del 2006 en el parque nacional de Inagua, una isla del sur del
archipiélago de Bahamas, se notific6 la muerte de 10 flamencos rosados

(Phoenicopterus ruber), 5 espatulas rosadas (Platalea ajaja) y algunos cormoranes

(Phalacrocorax carbo), éste pudo ser el primer caso de H5N1 en América pero no
fue confirmado por las autoridades correspondientes.En-el-misme-afic-se-detectd

~

S;+a& _ - | Con formato: Fuente: (Predeterminada) Arial, 12 pto, Sin
T Cursiva, Sin subrayado, Color de fuente: Automatico

Con formato: Fuente: Sin Cursiva, Sin subrayado, Color de
fuente: Automatico

En el_mismo afio (-afe-2006) fueron aislados del medio ambiente nueve virus de

IA, subtipos de hemoaglutinina H3, H4, H10; y H13, de entre 2405 muestras
fecales que fueron recogidas en bandadas de aves acuaticas a lo largo de la costa
central de Peru, en especies de aves como: vuelvepiedra (Arenaria interpres),
ostrero americano (Haematopus palliatus), pelicano peruano (Pelecanus
occidentalis thagus), zarapito trinador (Numenius phaeopus), gaviota (Larus
dominicanus), patos rojizos (Anas bahamensis) y pato colorado (Anas cyanoptera)
(Ghersi et al., 2009).

_ - { Comentado [u4]: quitar el espacio juntar parrafos.

En Republica Dominicana (2008), se anuncio la aparicion de la cepa de gripe aviar
H5N1 de baja patogenicidad, los casos se descubrieron cuando unos productores
avicolas solicitaron permiso oficial para exportar gallos de pelea a Colombia
(Pannwitz et al., 2009).

En 2006, E. U. A. dio el primer reporte de ingreso de IA subtipo H5N2, cuando se

aislo el virus de un ejemplar de loro cachetes amarillos (Amazona autumnalis), de

3 meses de edad, —de—un—~cjemslordeLeore cochetes amarlles{Amazeona
adtumnalis)-producto del trafico ilegal de especies. El ave ingresé al hospital

veterinario con signos clinicos de letargo, al realizarse estudios de serologia
(inhibicion de la hemoaglutinacion), RT-PCR y aislamiento en embridn de pollo, los
resultados fueron positivos;. -EL virus aislado fue secuenciado y se determiné que
estaba estrechamente relacionado con un linaje de virus (subtipo H5N2) que
solamente éle—habia sido registrado en México y América Central. El ave se

recupero favorablemente en cuarentena a las 9 semanas (Hawkins, 2006).
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En 2012, las autoridades de salud animal de México confirmaron la presencia de
la IAAP subtipo H7N3 en tres granjas avicolas comerciales de los municipios de
Tepatitlan y Acatic, en el Estado de Jalisco, murieron por la IA aprox. 200 mil aves

y se sacrificaron 600 mil mas para el control de la enfermedad (FAO, 2014).

El Dispositivo Nacional de Emergencia de Sanidad Animal (DINESA), de la

Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA), participan en la vigilancia de la Influenza Aviar y en las acciones de

control-erradicacion-, ya que desde 1994, en granjas comerciales del centro de

México se detectd por primera vez el virus de |ABP subtipo H5N2, que

posteriormente se convirtio en IAAP. El brote fue rapidamente controlado y el virus

de la IAAP fue erradicado en junio de 1995. En el mismo afio se cre6 la NOM-044-
Z00-1995: Campafia Nacional contra la Influenza aAviar, que estuvo vigente
hasta el 21 de junio de 2011 (SENASICA, 2014).

En el afo 2012 las autoridades de salud animal confirmaron la presencia de IAAP
subtipo H7N3 en tres granjas avicolas comerciales de los municipios de Tepatitlan
y Acatic, en el Estado de Jalisco (principal productor de huevo a nivel nacional),
las aves presentaron sinologia clinica de caracter agudo y muerte, entre las 32 y
94 semanas de edad, murieron cerca de 200 mil aves; el brote en poco tiempo fue
controlado por el DINESA (FAO, 2014). De acuerdo a estimaciones de la OMS y
de la OIE, el pais se encuentra catalogado como de bajo o moderado riesgo de
infeccion con IA (FAO, 2014). México actualmente tienen clasificadas como libres

a 15 entidades mexicanas; los Estados de Coahuila y Durango, asi como la
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Regioén Lagunera se encuentran suspendidos en su reconocimiento de fase libre;
las 17 entidades restantes se encuentran en fase de erradicacion de esta
campafia contra la IA. La poblacién avicola en la zona libre representa

aproximadamente un 27%, la cual produce el 38% y 30% de la carne de pollo y
huevo del total nacional (SAGARPA, 2014).

Actualmente para las regulaciones relacionadas con el control y erradicacion de la
Influenza Aviar existe:

1.-Campafia Nacional contra la Influenza Aviar: campafia y las medidas

zoosanitarias que deberan aplicarse para el diagndéstico, prevencion, control y
erradicacion de la IA.

que realicen los laboratorios de pruebas aprobados en materia zoosanitaria
(SENASICA, 2014).

En México, son pocos los estudios que han investigado los factores
involucrados en la propagacion del virus de Influenza entre aves silvestres.

La presencia de enfermedades respiratorias no solo esta influenciada por la
presencia de microorganismos especificos, sino por la compleja interaccion entre
los factores relacionados al agente, al hospedador y al ambiente. Las aves vivas
rsebreepresentan el mayor riesgo para la transmision de la IA, pero algunos
elementos como por ejemplo: los cadaveres con plumas de aves infectadas,
huevos de gallinas infectadas, desperdicios de aves de corral u otros fomites son
contaminados con excremento, convirtiéndolos en fuentes
infeccion (Figura 5) (Saavedra, 2010).

importantes de
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-| Comentado [u5]: CAMPANA NACIONAL CONTRA LA INFLUENZA

AVIAR NOTIFICABLE

Actualmente, la Campaiia Nacional contra la Influenza Aviar, se
realiza con fundamento en el Acuerdo por el que se da a conocer la
campaiia y las medidas zoosanitarias que deberdn aplicarse para el
diagnéstico, prevencion, control y erradicacion de la Influenza Aviar
Notificable, en las zonas del territorio de los Estados Unidos
Mexicanos en las que se encuentre presente esa enfermedad,
publicado en el DOF el 21 de junio de 2011, el cual establece las
medidas zoosanitarias que permiten diagnosticar, prevenir,
controlary, en su caso, erradicar el virus de la influenza aviar
notificable, también cuenta con la informacion técnica actualizada
sobre diagndstico, epidemiologia, constatacion, movilizacién,
importacion, vacunacion y bioseguridad, entre otras, de cualquier
virus de influenza aviar que potencialmente pueda afectar, o afecte,
a la avicultura nacional y a la salud publica.

[Comentado [u6]: quitar el espacio para la tesis final

Comentado [u7]: ESCRIBIR SOBRE FACTORES DE RIESGO EN
OTRAS REGIONES Y NO SOLO EN MEXICO
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Figura 5. Hipdtesis del modelo de asociacién entre los factores de riesgo para la presentacion de la

enfermedad de Influenza Aviar (Basado en Stark, 2000).

El conocimiento de estos factores es esencial para el control y prevencion de las
enfermedades,_para ello —para—elle—es muy importante primero determinar
matematicamente los factores de riesgo (FR) potenciales (medio-ambientales y de
manejo), posteriormente se calcula la relacion de estas dos variables, es decir,
qué tanto cuando se presenta una variable también se presenta la otra, en este
caso se estara estableciendo la fuerza de asociacion, la cual puedo obtenerse

mediante procedimientos denominados medidas de asociacion (Stark, 2000).

Se llama factor de riesgo a una variable que se "cree que esta relacionada" con la
probabilidad de que se desarrolle la enfermedad en un grupo de individuos
expuestos con relacion a el grupo de no expuestos. Las medidas de asociacion
nos indican la fuerza de asociacion entre dos variables, tales como la exposicion y

la enfermedad (Jaramillo et al., 2010).
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Las dos medidas de asociacion para respuestas categoricas que se usan
frecuentemente son: el riesgo relativo (RR) y la razén de momios 6 Odds ratio
(OR) (Thrusfield, 1991; De Irala et al., 1997; Anderson et al, 2006).

El OR es importante en epidemiologia, porque representa una estimacion del

riesgo relativo en un estudio de casos y controles.

La RR y la OR se interpreta de la siguiente manera (Anderson et al., 2006):

a) Cuando la RR u OR = 1: la exposicién no tiene asociacion con la enfermedad.
b) Cuando la RR u OR > 1: la exposicion puede estar positivamente asociada a la
enfermedad.

c) Cuando la RR u OR < 1: la exposicion puede estar negativamente asociada a la

enfermedad y ser de hecho, un factor de prevencion.

1.7 DIAGNOSTICO

Debido a la variabilidad de los signos clinicos, el diagnéstico clinico sedlo puede
ser considerado presuntivo. E| diagndstico definitivo del virus de Influenza puede
estar dado por métodos virolégicos y seroldgicos, siendo positivo cuando se
realiza el aislamiento e identificacion viral (PANAFTOSA et al., 2010).

Todas las pruebas oficiales de diagndstico deberan realizarse en los laboratorios
oficiales, Laboratorio de bioseguridad 3 (LSB-3) de la CPA (Comision México-

Estados Unidos para la Prevencién de la Fiebre Aftosa y otras Enfermedades

Exdticas de los Animales, SENASA (Servicio Nacional de Salud Animal) v en los
laboratorios Regionales de CPA y LSB-2 de la CPA (SENASICA et al., 2011).

. Diagnostico serolégico: inhibicion de la hemoaglutinacion, sinmunodifusion
en gel de agar (IDGA) y ensayo inmuno-enzimatico (ELISA).
. Diagnéstico viroldgico: aislamiento viral en embrién de pollo. indice de

patogenicidad intravenoso (IP1V).
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. Diagnostico molecular: -RT-PCRB-_(Retrotranscripcion - reaccion en cadena
de la polimerasa) y secuenciacion (PANAFTOSA et al., 2010, SENASICA et al.,

2011).

1.7.1 Diagn0stico seroldgico.

El diagnéstico se basa en la deteccion y medida de niveles de anticuerpos
en suero, el resultado demuestra solamente la exposicion del individuo a la

enfermedad.

a) Técnicas de inmunodifusion en gel de agar (IDGA). Ska-téenica-detbGA-se
basa en la migracion del antigeno y el anticuerpo uno hacia el otro, en un medio
de agar. El medio tiene una alta concentracion de sales de facilita la precitacion
del complejo antigeno-anticuerpo. Para la realizacién de la técnica se perforan
pocillos sobre el agar de unos 5. mm de diametro separados entre si (2.5 mm), a-A
uno de los pocillos se les afiade el antigeno de referencia (nucleocapside) y al
resto, las muestras de suero problema; se incuban 24-48 hrs. y se observan las
lineas de confluencia formadas. Un resultado es positivo cuando una linea de
precipitacion se forma entre el antigeno positivo y la muestra de suero contiguos
(PANAFTOSA et al., 2010).

b) ELISA (Ensayo inmuno-enzimatico / Enzyme-Linked Immunosprbent
Assay). Es la técnica en la cual un antigeno inmovilizado se detecta mediante un
anticuerpo enlazado a una enzima, capaz de generar un producto detectable como
cambio de color. La mayoria de los estuches comerciales usan un anticuerpo

monoclonal contra la nucleoproteina (NP) y pueden realizarse sin equipo especial

-21-

- {Con formato: Fuente: Sin Cursiva




de laboratorio y los resultados estan disponibles de 15 a 20 minutos. Las
desventajas es la falta de sensibilidad y el que aun no han sido validados para
todas las aves y mamiferos (PANAFTOSA et al., 2010).

c) Inhibicion de la hemoaglutinacién (IH). Se basa en la pérdida de la
capacidad hemoaglutinante de un virus al formarse el complejo antigeno-
anticuerpo. Cuando se enfrentan anticuerpos conocidos a un virus problema, estos
se unen impidiendo la hemoaglutinacién viral (provocando la IH). Esta técnica
determina los niveles de anticuerpos especificos (IgG) para diferentes subtipos
especificos de Influenza A. Los titulos iguales o superiores a 16 son considerados
positivos (PANAFTOSA et al., 2010).

1.7.2 Diagnéstico virolégico

Basados en la deteccidon del agente viral por aislamiento en cultivos
celulares o huevos embrionados, deteccion de antigeno y amplificacion parcial del

genoma viral.

. Aislamiento en embriones de gallinas libres de patégenos especificos (SPF:
Specific Pathogens Free). Los virus solamente pueden cultivarse en células vivas,
ésta necesidad puede satisfacerse disponiendo de células que actian como
hospedadoras. El embrién de pollo (EP) fue utilizado por primera vez en 1911 por
Rous y Murphy para la propagacion de un virus oncogénico de las aves, en la
actualidad se sigue utilizado por la buena cantidad de virus que se cosechan en el
liquido alantoideo, por ejemplo para la produccién de vacunas y la propagacion de
antigenos experimentalmente para diagndstico.

La técnica se basa en obtener muestras de hisopados cloacales y/o traqueales,
materia fecal y/o el pool de 6rganos (bazo, higado, pulmoén, cerebro, etc.) que
posteriormente son procesados e inoculados en la cavidad alantoidea de al menos
tres huevos embrionados de gallina SPF de 9 a 11 dias de edad; luego de su

incubacion y pasajes ciegos, los fluidos alantoideos/amniéticos se someten a la
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prueba de hemoaglutinacion (HA) para evaluar el crecimiento viral, siendo positivo
cuando ocurre la HA, es decir, se observan granulos finos de glébulos rojos
aglutinados (PANAFTOSA et al., 2010).

. indice de patogenicidad intravenoso (IPIV): los subtipos de Influenza Aviar
producen infecciones asintomaticas o muy leves en aves silvestres y/o
domesticas. Sdlo algunas cepas de virus de Influenza que contienen los subtipos
H5 o H7 han demostrado alta virulencia causando una alta morbilidad y mortalidad
en aves. La caracterizacion de la patogenicidad se realiza mediante la inoculacion
del liquido alantoideo estéril de los embriones inoculados, por via intravenosa en
aves SPF de 4 a 6 semanas de edad (0.2 ml de virus, titulo 1:16 y diluido 1:10).
Se considerara una cepa de alta patogenicidad aquella que cause letalidad mayor
al 75% o un indice de patogenicidad igual o superior a 1.2 dentro de los 10 dias
post-inoculacion. Este criterio es apoyado con el aislamiento de virus de Influenza
Ay el analisis gendmico para identificar cambios en la secuencia de AA en el sitio
de escision proteolitica de la HA (PANAFTOSA et al., 2010; OIE, 2013; SENASA,
2014).

1.7.3 Diagnéstico molecular

Los métodos moleculares permiten detectar el virus directamente en la
muestra clinica asi como su caracterizacion genética, el protocolo de manipulacion

requieren contencioén bioldgica nivel 2 utilizando normas de seguridad nivel 3.

. RT-PCR (Retrotranscripcion - Reaccion en cadena de la polimerasa). La
RT-PCR se diferencia de la PCR so6lo por la adicion de un paso preliminar, la
conversion inicial por una polimerasa de ARN en ADN (transcriptasa inversa)
(Bustin et al., 2005). La deteccion cualitativa de virus de Influenza A H5 y H7 de
alta patogenicidad en especimenes del tracto respiratorio de humanos, aves
domesticas y cultivos celulares utilizando RT-PCR en tiempo real fue disefiado por

Spackman et al. (2002); ha sido optimizada utilizando un panel especifico de
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oligonucleotidos partidores, sondas de hidrdlisis y el estuche de QIAGEN OneStep
RT-PCR (Bustin et al.,, 2005). En la RT-PCR OneStep (de 1 paso), se puede
realizar la transcripcion reversa y la PCR en un solo sistema de tampon; la
reaccion se realiza sin necesidad de afadir reactivos entre los pasos de RT y
PCR. Este método es cémodo ya que existen kits comerciales que contienen
todos los reactivos necesarios, incluyendo la enzima transcriptasa reversa, por lo
que solamente se necesita la preparacion de un tubo para la amplificacion de RT.
La unica desventaja es que tiene una reducida o no sensibilidad para la deteccion
de nuevos subtipos o variantes debido a la alta variabilidad genética
especialmente en los genes de la HA y NA (Spackman et al., 2002; Bustin et al.,
2005).

La prueba consiste en la amplificacion de un segmento especifico del genoma del
virus, unico y caracteristico para cada tipo de microorganismo que se quiera
diagnosticar, Permite visualizar de forma inmediata cada ciclo de amplificacion a
través de la aparicion de una sefal de fluorescencia, mediada por SYBR Green o
sondas marcadas, que determina la concentracion de ADN o concentracion de un
gen presente en una muestra mediante el valor Ct (cycle threshold 6 Ciclo umbral).
Lo que significa que una alta concentracion de ADN tendra un valor Ct menor que
se expresa y visualiza en un ciclo de amplificacion temprano (sefal de
fluorescencia) (SENASA, 2014; FAO, 2014).

La eficiencia de una reaccion de RT-PCR se determina con una curva de
calibracién con diluciones seriadas de una concentracion de ADN conocida y sus
valores de Ct. La cuantificacion de ADN puede ser absoluta o relativa; en la
cuantificacion absoluta, la curva de calibracion es utilizada para determinar la
concentracion de ADN en una muestra, puesto que dicha concentracion se infiere
segun el valor de Ct encontrado. En la cuantificacion relativa, la concentracion de
ADN de un gen o de un microorganismo de interés se halla en relacién con un gen
de referencia. En este tipo de cuantificacién se usa la curva de calibracion como
control de calidad, entonces la concentracion de ADN en una muestra se
determina calculando un valor de BCt, el cual corresponde a la diferencia entre los

valores de Ct del grupo de interés y el de referencia (Phandanouvong et al., 2010).
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. Secuenciacion. Es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas cuya
finalidad es la determinacion del orden de los nucleétidos (A, C, G y T) en un
oligonucledtido de ADN. En 1977, se reportaron dos protocolos para la
secuenciacion de ADN; en ambos métodos se obtiene una autoradiografia y la
diferencia esta en la secuencia de la molécula que se determina por diferencias en
los tamafios de los fragmentos generados.

-Método Maxam y Gilbert 6 secuenciacién quimica: determina la secuencia de una
molécula de ADN, utilizando quimicos que cortan en posiciones especificas
fragmentos marcados en sus extremos 5°.

-Método Sanger (utiliza dideoxynucleotidos), mediante un templado de ADN de
cadena sencilla sintetiza la hebra complementaria, la cual se termina en
posiciones especificas fragmentos de polinucledtidos que traslapan el punto de
corte en la primera serie (PANAFTOSA et al., 2010.

La estrategia basica de la secuenciacion de &cidos nucléicos involucra: 1.- La
degradacion especifica y el fraccionamiento de los polinucleétidos de interés a
fragmentos suficientemente pequefios para ser secuenciados; 2.- La
secuenciacion de los fragmentos pequefios; 3.- El ordenamiento de los fragmentos
a través de la repeticion de los pasos anteriores, usando un procedimiento de
degradacion que produce una serie de fragmentos de polinucleétidos que
traslapan el punto de corte en la primera serie (Spackman et al. 2002;
PANAFTOSA et al., 2010).
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2. JUSTIFICACION

El ecosistema consiste en multiples formas de flora y fauna, siendo las
aves una de las especies mas prolificas e importantes en el habitat, juegan un
papel importante en la relaciéon depredador - presa en el ecosistema forestal. Las
aves silvestres han sido admiradas por su plumaje, su capacidad de caza y los
diversos mitos que en torno a ellas han surgido; estas mismas razones han
causado que sean constantemente perseguidas, capturadas y vendidas como
aves de ornato o mascotas. El resultado de ello pone a muchas especies en
alguna categoria de riesgo (CONABIO, 2014). Sumado a esto, los cambios de
origen humano en los ambientes naturales, el constante aumento de la poblacién
humana y la creciente tasa de contacto entre seres humanos_- animales silvestres
/ domésticos, aumenta la susceptibiidad a enfermedades emergentes y
reemergentes de macroparasitos (helmintos y artrépodos) y microparasitos
(bacterias, virus_y ;-protozoos) (Saggese, 2007, Garcia, 2008). Las enfermedades
de tipo emergentes son predominantemente virales (virus ARN 37%), seguidos por
las bacterias (Dabanch, 2003).

El virus de Influenza Aviar actualmente sigue presente en mdltiples paises, esto es
interpretado por organismos sanitarios internacionales como evidencia de la
debilidad de los sistemas de vigilancia para advertir el peligro de introduccion y

difusion de la enfermedad (Zamora, 2008).

Las especies de aves silvestres acuaticas son reservorio natural del virus, por lo
que una gran cantidad de estudios han demostrado su participacion como
dispersoras del virus a nuevas regiones geograficas, esto mediante sus
migraciones (Morens et al., 2012). En el presente estudio se buscd analizar
especies de aves silvestres albergadas en centros de conservacion y

rehabilitacion, para conocer la prevalencia de Influenza A subtipo H5N2.
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3. OBJETIVOS:

3.1 Objetivo general:

. Identificar una region del gen M mediante RT-PCR en tiempo real a partir de
hisopados orofaringeos y cloacales, asi como establecer la frecuencia de
anticuerpos contra Influenza A en suero de aves silvestres albergadas en dos

centros de rehabilitacion de fauna en el Estado de México.

3.2 Objetivos especificos:

. Identificar una region el gen M especifico para el virus de Influenza Aviar
H5N2 mediante la técnica RT-PCR en tiempo real, a partir de muestras de
hisopados orofaringeos y cloacales.

. Intentar el aislamiento viral en embrién de pollo, mediante la inoculacion con
muestras de hisopados elegidos en base al resultado de RT-PCR en tiempo real.

. Conocer si existe evidencia serologica del virus de Influenza Aviar H5N2
mediante la prueba de Inhibicién de la Hemoaglutinacion.

. Determinar los parametros epidemiolégicos que pudieran existir, usando la

informacion obtenida de ambos centros de rehabilitacion de fauna.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Area de estudio

Para el presente estudio se muestrearon dos sitios de rehabilitacién de fauna del
Estado de Meéxico, importantes en manejo, rehabilitacion (fisica, clinica vy

conductual), reubicacion y liberacién de aves silvestres.

Centro para la Conservacion e Investigacion de la Vida Silvestre (CIVS) “Los
Reyes”, ubicado en el Municipio La Paz del Estado de México; es una zona
semiarida, registra temperaturas en invierno de 21°C - 4.3 °C con menos de 5% de
lluvia. En verano la T° es de 28.1°C - 10°C (CONAGUA, 2014).

El zooldégico de Zacango estda ubicado en el municipio de Calimaya de Diaz
Gonzalez a 14 km de la Ciudad de Toluca, Estado de México, en una zona rural
apartada de la civilizacion. El clima es templado y semiseco de altura, con una
temperatura media anual de 13.5 °C y humedad anual relativa es de 63 %. En
primavera se alcanzan las temperaturas mas altas de hasta 27 °C, mientras que
las mas frias se dan entre diciembre y febrero, presentandose heladas durante el
invierno pero siendo raras las temperaturas minimas por debajo de -3°C
(CONAGUA, 2014).

4.2 Muestras biologicas

Para la selecciéon de los ejemplares se optdé por un estudio transversal no
probabilistico (muestreo de ejemplares disponibles). El tamafio de muestra se
bas6 en el numero total de aves silvestres ingresadas al programa de
recuperacion, rehabilitacion y conservacién de especies clave o en riesgo; es
decir, se tom6 en cuenta ejemplares que son producto de rescate, entregas

voluntarias o aseguramientos federales.
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Las aves muestreadas se dividieron en tres grupos de acuerdo al orden
filogenético del ejemplar: Falconiforme, Strigiforme o y Psittaciforme; por cada
individuo muestreado se reportaron datos para establecer antecedentes conocidos

y las caracteristicas de manejo del ejemplar en el centro de albergue (Anexo 1).

4.3 Coleccion, preservacion y transporte de muestras biolégicas.

Al ser tomadas las siguientes muestras bioldgicas se transportaron en
cadena en frio al Laboratorio del departamento de Biotecnologia en Salud Animal
del Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias del INIFAP, para su

conservacion y utilizacién posterior.

4.3.1 Obtencién y conservacion del suero sanguineo

La extraccién de sangre (1% de su peso vivo) se realizd por la técnica de
puncion en vena braquial, o yugular de las aves, se utilizaron jeringas
hipodérmicas de 1 mL, 3 mL o 5 mL, con agujas calibre variado (30G x 13mm,
25G x 16mm, 23G x 25mm, 21G x 32 mm), dependiendo el tamario del ejemplar a
muestrear. El procedimiento se llevé a cabo en tubos vacutainer sin anticoagulante
que se conservaron a temperatura ambiente hasta la extraccion del suero. Para la
obtencién del mismo se centrifugd la sangre a 1500 rpm 10 min. a 4 °C y se
transfirié el suero (sobrenadante) a un vial estéril previamente rotulado con el
numero de identificacion del animal. Se almacenaron a una temperatura de -20°C,

para su posterior uso.
4.3.2 Obtencién y conservacion de hisopados orofaringeos y cloacales

Se tomaron muestras de mucosa orofaringea y mucosa cloacal, que se
colocaron en 3 mL de medio Leibovitz (In vitro, México) con albumina sérica
bovina al 0.5% y antibiético-antimicotico 1x (Penicilina 1000 Ul/ Estreptomicina

1000 ucg / Amfotericina B 0.25 pyg/mL en solucién de NaCl al 0.85% 100X, in vitro,
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México). Posteriormente en el laboratorio, los viales con hisopos fueron
homogenizados en vortex por 30 segundos para desprender los viriones, se retird
el hisopo y se centrifugaron los tubos a 1500 rpm por 15 min., el sobrenadante se
recolectd con una jeringa para ser filtrado con membranas Corning® (0.45um de
diametro del poro) a un vial estéril, la conservacién de la muestra fue a una

temperatura de -70 °C.

4.4 Procedimientos y técnicas utilizados para el analisis de muestras:

4.4 .1 Deteccion del Gen M del virus Influenza A.

-Fase 1: Extraccion de ARN
Para la extraccion de ARN a partir del hisopado orofaringeo y cloacal se utilizaron
200 pl de la muestra, a las cuales se les agregd 750 pl de Trizol (Reagent
Invitrogen, USA.), el procedimiento de extraccion se realiz6 siguiendo las
instrucciones del fabricante. El ARN extraido fue almacenado a -70°C hasta su

utilizacion.

- Fase 2: RT-PCR en tiempo real (One-step).
Para detectar una region del gen M del virus de Influenza, se utilizo la técnica RT-
PCR en tiempo real en muestras de hisopados orofaringeo y cloacal (ARN),
respectivamente. El protocolo utilizado fue el reportado por Spackman et al.,
(2002), adaptado a las condiciones de laboratorio por el personal de la FAO y la
OIE (PANAFTOSA et al., 2010).

La amplificacion se llevd a cabo utilizando un termociclador Light Cycler 480 Il
(Roche, Espafia), con iniciadores especificos para el gen M y el subtipo H5 de IA.
Se utilizé una gradilla para termociclador Light Cycler de 96 pozos, en cada pozo
se colocaron 8.5 ul de la mezcla de reactivos del Kit Ag Path-ID ™ One-step.

Consecuentemente se agregaron 4 pl de ARN de las muestras (una muestra
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distinta por pozo). Una vez cargada la placa se cubridé con una mica adhesiva Light

Cycler 480 y se introduce al termociclador (Anexo 2).

El programa utilizado para el termociclado fue: 48°C, 30 min.; 95° 10 min., 40
ciclos: 95°C 15 seg., 60°C 1 min.

Es importante mencionar que el Kit Ag Path-ID ™ One-step que se utilizo contiene
una mezcla de enzimas, la retrotranscriptasa y la polimerasa, esta ultima es
termoestable y por lo tanto no se desnaturaliza durante el primer ciclo del
programa, ya que tiene actividad de “hot start” que ocurre a mas de 80°C, por lo

que empieza a polimerizar cuando inicia el alineamiento de los iniciadores a 60°C.

Cuadro 2. Programa del termociclado

T° Tiempo Etapa Descripcion

Genera una copia de la hebra de RNA, pero
esta copia es ADNc:

48°C 30 min. Transcripcién reversa | Union del primer a la secuencia del ARNm.
La transcriptasa reversa copia la primera
cadena de ADNCc; posteriormente remueve el
ARNmMmy copia la segunda cadena de ADNc.

El templado, ADNc, comienza el proceso de
PCR:

95°C 10 min Inactivacion Rtasa 1.-DESNATURALIZACION: Se separan las
dos cadenas de ADNc por ruptura de
enlaces de hidrégeno.

15 2.-HIBRIDACION: Los primers se alinean al
95°C seg. 40 P extremo 3’y 5°del templado (Ocurre a 60°C).
60°C } 1 ciclos Amplificacion del DNA *La sonda hibrida junto con la secuencia de
min. interés.

EXTENSION: La polimerasa actia en el
complejo primers-templado y empieza su
funcién catalitica, para crear cadenas
Paso extra de complementarias, la extension va del
elongacion extremo 5'a 3".

*La polimerasa corta al fotocromo del resto
de la sonda, permitiendo la emision de sefial
fluorescente

72°C 7 min.
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4.4.2 Aislamiento viral en embrién de pollo

-Fase 1: Inoculacién de embrién de pollo: técnica de inoculacion en
cavidad alantoidea.
El procedimiento de la técnica se basé en lo descrito por el Manual de Diagnéstico
de virus de Influenza en mamiferos y aves de la PANAFTOSA et al., 2010.
Los embriones de pollo SPF (libre de patégenos especificos), de 9-11 dias de
edad (procedentes de industrias ALPES 7, Puebla, Méx.), se inocularon via
cavidad alantoidea (0.2 mL), 3 EP por cada muestra de hisopados cloacal y
orofaringea determinada previamente positiva a la RT-PCR en tiempo real
(PANAFTOSA et al., 2010).

Los embriones se incubaron a una temperatura de 37.7 °C y 55% de humedad
relativa (Incubadora Jamesway), fueron ovoscopiados diariamente para determinar
la viabilidad y notificar cambios o muerte. Los embriones muertos a las primeras

24 hrs. posteriores a la inoculacion fueron eliminados.

Se recolectd con una jeringa de 10 mL el liquido alantoideo de los embriones
muertos a las 48 hrs y vivos a las 72 hrs., transfiriendo 1 mL a un vial estéril
(alicuota) y el resto a un tubo de 10 mL, para su conservacion a una T° de -70°C.
Al momento de la extraccion del liquido alantoideo se realizd la evaluacion del
crecimiento viral usando la prueba de hemoaglutinacion (HA), de la manera

siguiente:

Sobre una placa de acrilico, con una pipeta se deposita una gota de liquido
alantoideo y una gota de glébulos rojos al 1%, se mezclaron con un palillo
haciendo movimientos circulares. La lectura se hizo en un maximo de 3 minutos
(NOM-044-200-1995; NOM-056-Z00-1995).

Interpretacion:

Reaccion positiva (+): la hemoaglutinacion consiste en la formacion de granulos

finos de globulos rojos aglutinados.
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Reaccioén negativa (-): la mezcla permanece sin cambios.

Posteriormente a la recoleccion del liquido alantoideo, se siguieron nuevamente
los pasos ya descritos para realizar la prueba de RT — PCR en tiempo real y
determinar las muestras positivas (Ct <35) y la posterior inoculacién (un segundo
pase) en embrion de pollo SFP (PANAFTOSA et al., 2010).

-Fase 2 Titulacion y cuantificacién viral absoluta
Para valorar la infectividad del virus aislado primero se prepararon diluciones
logaritmicas decimales (décuples seriadas) en medio PBS con el virus de
referencia: IABP subtipo H5N2.
Por cada dilucién (10° hasta 10-'°) se realiz6 la inoculacién de 5 embriones de
pollo SFP, cada uno con el volumen de 0.2 mL siguiendo la técnica de inoculacion
en cavidad alantoidea. Los embriones fueron incubados hasta 72 hrs. a 37.7°C, se
revisaron cada dia y se descartaron los que murieron durante las primeras 24 hrs.
post- inoculacion (PANAFTOSA et al., 2010).
Se anotaron y tabularon los resultados de mortalidad y sobrevivencia de los
embriones por cada diluciéon, tomando como positivos aquellos que fueron
positivos a la prueba de Hemoaglutinacion en placa (NOM-044-ZO0O-1995; NOM-
056-Z00-1995).
Para determinar la Dosis Letal en Embrién de Pollo 50% (DLEP 50%) se utilizaron
los datos tabulados de los resultados de la inoculacién en EP, para desarrollar el
método de Reed y Muench (NOM-044-ZO0O-1995).

a) DP= Distancia proporcional.
DP = % mayor al 50% - 50%

% mayor al 50% - %menor al 50%

b) Correccion del logaritmo de dilucién de base 10= Suma de los exponentes:
(Y%omayor al 50%) + (DP) =DLEP 50%/mL.
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Posteriormente en el programa de LighCycler 480® se realizé una curva de
calibracién o curva estandar, para determinar el Ct y la cuantificacion viral absoluta

(escala logaritmica) de las muestras positivas al aislamiento viral.

4.5 Serologia

La identificacion de los anticuerpos en el suero se realiz6 mediante la prueba de
inhibicion de la hemoaglutinacion (IH), se emple6 el antigeno de referencia del
virus de Influenza Aviar subtipo H5N2 con 4 unidades hemoaglutinantes y 25 pl de
suero problema de cada ave (FAO, 2014; PANAFTOSA et al., 2010).

Para realizar la prueba se utilizd una microplaca de 96 pozos de fondo “U”, a todos
los pozos se les agregdé 25 ul de PBS (solucion de fosfatos con pH de 7.2),
posteriormente en el primer pozo de cada fila se colocaron 25 ul de suero
problema, considerando dos pozos mas, para colocar los controles positivo y
negativo. Se pipeted 7 veces cada pozo y se diluyd 25 ul de la 1er columna a la
ultima, al final se eliminaron 25 pl. Posteriormente se agregaron 25 pl de antigeno
con 4 UHA en cada pozo; se cubrié la placa con un trozo de papel aluminio y se
incubd durante 30 minutos a T° ambiente. Consecuentemente se colocan 25 pl de
PBS y posteriormente 25 ul de eritrocitos de ave al 1% en toda la placa.
Posteriormente, se volvié a cubrir la placa y se incubd por 60min. Finalmente se
hizo la lectura.

Control Positivo: Hay una unién antigeno anticuerpo por lo que se observa
sedimentacion de eritrocitos (PANAFTOSA et al., 2010).

Control Negativo: No hay anticuerpos por lo que el antigeno se une a los

eritrocitos observandose hemaglutinacion.

Interpretacion: Se consideraron como muestras seropositivas si la reaccion de |H
se observaba a una dilucion 21:16; es decir, cuando ocurre la reaccion

antigeno/anticuerpo, la hemoaglutinacion de los glébulos rojos es inhibida. El
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anticuerpo impide que el antigeno adsorba al globulo rojo (PANAFTOSA et al.,
2010).

4.6 Metodologia estadistica

Los datos por orden filogenético (Falconiformes, Strigiformes y
Psittaciformes) e individual por cada especie fueron analizados, para determinar
las frecuencias y posibles factores de riesgo asociados.

Para los resultados de RT-PCR en tiempo real, se elaboraron tablas de
contingencia y medidas de tendencia central por cada tipo de muestra (hisopado

orofaringeo e hisopado cloacal) y su valor de Ct (ciclo umbral).

Se utilizé un analisis bivariado para el analisis de los resultados del estudio
serologico; la determinacion de posibles factores de riesgo asociados a la
exposicion del virus, se realizd por medio de pruebas de homogeneidad de
proporciones por Chi-Cuadrada (X?) y el procedimiento de medida de asociacién
para determinar el factor de riesgo relativo, mayor a 1 (OR>1) con una
significancia del 0.05. Los analisis se realizaron con el programa de computo Epi
Info ™ (Version 2007).

La determinacion de las variables independientes o posibles factores de riesgo
fueron obtenidos de informacién recopilada por el personal que labora y maneja
las aves en los centros muestreados (Cuadro 3). Las variables dependientes son

el resultado del estudio serolégico (estado positivo/negativo a la enfermedad).
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Cuadro 3. Factores de riesgo obtenidos de la informacién de los sitios de muestreo y sus posibles

categorias de estudio.

Factor de Riesgo

Descripcion

Categoria

1.- TIPO DE MANEJO
(ORDEN
FILOGENETICO)

Manejo y procedimientos de rehabilitacion
enfocados al grupo taxonémico al que
pertenece

PSITTACIFORME*

STRIGIFORME

FALCONIFORME

2.- ABERGUE

Lugar donde son albergadas las aves

ZOOLOGICO ZACANGO

CIVS "LOS REYES"™

3.- PROCEDENCIA

Tipo de procedimiento para el ingreso del
ave. Si procede del rescate del trafico ilegal
de aves o es entregado voluntariamente

RESCATE /ASEGURAMIENTO*

por particulares ENTREGA VOLUNTARIA
Tipo de instalacis | b | CAJA/JAULA*
4.- RECINTO ipo de instalacion z\r;ee que se alberga a
RECINTO DE CEMENTO
SI*
5.- ESPECIES Albergue relacionado con otras especies
VECINAS contiguas
NO

6.- CONDICION DE
ALBERGUE

Albergue Unico para un ejemplar o es
compartido con otras aves.

UNICO / PERCHA INDIVIDUAL

GRUPO

7.- MANEJO

Frecuencia de contacto cercano con el ser
humano

POCO/NULO

MANEJO DIARIO*

8.- CONDICIONES DE
INSTALACION

La mayor parte del dia el ave se encuentra
confinada en una instalacién o por lo
contrario la mayor parte del tiempo esta en
condiciones de exposicion al ambiente

CONFINADO

EXPUESTAAL AMBIENTE*

9.-ALIMENTACION

Tipo de alimento y manejo previo de éste
antes de ser proporcionado al ejemplar

FRUGIVOROS / GRANIVOROS*

CARNIVOROS / INSECTIVOROS

(*) Ejemplo de la informacion obtenida sobre el manejo de cada ejemplar muestreado.
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5. RESULTADOS

Durante el periodo comprendido entre los meses de Junio a Octubre del
2013, se muestrearon un total de 79 aves del orden filogenético Psittaciforme,
Strigiforme y Falconiforme albergadas en dos centros de rehabilitacion de fauna
en el Estado de México (Figura 6 y Cuadro 4); a 48 se les tomd muestras de

hisopados orofaringeo y 46 muestras de hisopados cloacales.

Es importante mencionar que las diferencias entre el nimero de muestras de
sueros e hisopados orofaringeos / cloacales, se debid a la disponibilidad de
ejemplares proporcionados por los centros de captura, aunado a ello se

descartaron algunas aves muy pequefias para evitar dafio al manipularlas.

AVES MUESTREADAS

60 55

50

40

30

20 14

10
0 - T
Psittaciformes Strigiformes Falconiformes
W Orden filogenético

Figura 6. Numero de ejemplares muestreados por orden filogenético
muestreadas en dos centros de rehabilitacion de fauna en el Estado de
México.
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Cuadro 4. Ejemplares muestreados

Orden Filogenético Especie Nombre Comun
Ara macao guacamaya roja
Ara militaris guacamaya verde

Psittaciformes

Amazona finschi

loro occidental

Amazona albifrons

loro frente blanca

Amazona autumnalis

loro cachetes amarillos

Strigiformes

Tyto alba

lechuza de campanario

Bubo virginianus

buho real

Megascops asio

tecolote oriental

Megascops trichopsis

tecolote ritmico

Falconiformes

Buteo jamaicensis

aguililla cola roja

Parabuteo unicintus

aguililla de harris

Caracara cheriway

caracara

Aquila chrysaetos

aguila real

Buteogallus anthracinus

aguililla negra

Falco peregrinus

halcén peregrino

Cuadro 4. Orden filogenético, Especie y nombre comun de los ejemplares estudiados.

Para la deteccion del virus de Influenza por RT-PCR en tiempo real se
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5.1 Deteccion de una region del Gen M de Influenza A

obtuvo una frecuencia de muestras positivas de: 40 de hisopados orofaringeos
(83%) y 36 hisopados cloacales (78%) con Ct >35.




a) Hisopados orofaringeos: De 48 muestras se obtuvieron 40 de ellas positivas
(83%), de las cuales 32 de 38 aves correspondian a los Falconiformes, 6 de 8

aves fueron Strigiformes y las 2 aves Psittaciformes lo fueron (Cuadro 5).

Cuadro 5. Prueba de PCR en tiempo real: Resultados de Ct de muestras de hisopados orofaringeos.
Orden . . N.de CcT
Filogenético Género Especie hisopados NEGATIVO POSITIVOS
tloge ! Orofaringeos () 35 34 33 32
Ara A. macao 1 1
Psittacidos
Amazona | A.autumnalis 1 1
Bubo B. virginianus 6 1 1 2 1 1
Strigiformes M. asio 1 1
Megascops
M. trichopsis 1 1
Buteo B. Jamaicensis 13 5 6 2
Parabuteo P. unicintus 12 3 2 7 0
Caracara C. cherivay 8 1 3 4
Falconiformes
Aquila A. chrysaetos 3 2 1
Buteogallus | B. anthracinus 1 1
Falco F. peregrinus 1 1
MEDIA |MEDIANA|[ MODA
Medidas de tendencia central de valores de Ct
Ct32 | Ct33 | Ct33

Ct =Ciclo umbral
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b) Hisopados cloacales: de 46 muestras 39 resultaron positivas, donde 32 de
ellas (69.5%) corresponden a el orden filogenético de los Falconiformes, 5 aves
(10.87%) fueron Strigiformes y 2 aves (4.347%) Psittaciformes (Cuadro 6).

Cuadro 6. Prueba de PCR en tiempo real: Resultados de Ct de muestras de hisopados cloacales.
Orden N. de CT
Filogenético Género Especie hisopados Negativo Positivo
9 cloacales | () | 35 | 34 | 33 | 32
Ara A. macao 1 1
Psittaciformes
Amazona | A.autumnalis 1 1
Strigiformes Bubo B. Virginianus 6 1 2 1 2
Buteo B. Jamaicensis 13 1 9 3
Parabuteo | P. unicintus 12 3 2 6 1
Caracara C. cherinay 8 1 3 3 1
Falconiformes
Aquila A. chrysaetos 3 1 1 1
Buteogallus | B. anthracinus 1 1
Falco F. peregrinus 1 1
Medidas de tndenci iral de vl O MEDIA |MEDIANA| MODA
idas de tendencia central de valores de NE AR RS

Ct =Ciclo umbral

5.2 Aislamiento viral

Un total de 79 hisopados positivos obtenidos en RT-PCR en tiempo real se
inocularon en embriones de pollo (SPF), posteriormente se recolectd el liquido
alantoideo de los embriones de pollo y se realizé nuevamente la prueba de RT-
PCR en tiempo real, donde solamente resultaron dos muestras positivas. Con el
propésito de verificar los resultados, se realizé6 un segundo pase en embrién de
pollo (EP).
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Los liquidos alantoideos del primer pase positivos a RT-PCR en tiempo real se
inocularon nuevamente en EP, donde fue posible el aislamiento viral. Los liquidos
alantoideos obtenidos del segundo pase en EP dieron resultdos positivos a la
prueba de hemoaglutinacion y a la técnica de RT-PCR en tiempo real. Los
aislamientos fueron realizados a partir de muestras cloacales, correspondieron a
ejemplares albergados en el CIVS “Los Reyes”: 1) aguililla cola roja (Buteo
jamaicensis) y 2) aguililla de harris (Parabuteo unicintus), ambos especimenes

resultaron seropositivos a la prueba de IH con titulos de 1:64.

Con el propésito de calcular la concentraciéon viral de las muestras, primero se
realizo la titulacion viral absoluta en EP de un virus de Influenza Aviar de baja
patogenicidad (IABP) subtipo H5N2, el resultado obtenido fue 107 DLEPso / mL.
Posteriormente se realizé una curva estandar para la cuantificacion viral, y los dos
aislamientos positivos en EP se sometieron nuevamente a la prueba de RT-PCR
en tiempo real para determinar los valores de Ct y la cuantificacion de las dosis

letales (Cuadro 7).

la amplificacién del aislamiento viral de las muestras de las aves.

Cuadro 7.
Cuantificacion viral de muestras positivas a aislamiento viral.
Especie Tipo de muestra inicial X:IS: DLEPso/mL
Par_a_buteo Muestra de hisopado 23.27 4.7 x1047
unicintus cloacal
_ Bgteo _ Muestra de hisopado 18,63 4.24 x1047
jamaicensis cloacal

Ct = ciclo umbral.
DLEPso/ mL = Dosis letales en embrién de Pollo 50%
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Figura 7. Curva de amplificacion estandar en RT-PCR en tiempo real con

muestras positivas al aislamiento viral.
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A= Corresponde a muestra de aguililla cola roja (Buteo jamaicensis).
B= Corresponde a muestra de aguililla de harris (Parabuteo unicintus).
-1 a-10 = Corresponde a la amplificacion de las diluciones décuples del virus de IABP H5N2 (10" a 10°1°).
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5.3 Serologia

De las 79 aves muestreadas, 50 resultaron seropositivas para el subtipo
H5N2 de IA, es decir, el 63.2% de los sueros presentaron titulos = 16 (Cuadro 8).
Por centro de procedencia: en el CIVS “Los Reyes” el 69% es decir 36 de las 52
aves fueron seropositivas al subtipo H5N2 de la |A; mientras que en el zoolégico

de Zacango el 51%, es decir 14 de 27 aves positivas.

Cuadro 8. Frecuencias Seroldgicas
) Titulo serolégico
Orden ) - ”
Fllogenético Especie Negativo Positivo
() 12 4 18 1,16 132 | 464 | 1128 | 1,256 | 1512
A. macao 1
A. militaris 1
Psittaciformes A. finschi 1
A. albifrons 1
A. autumnalis 1 5
T. aba 1 2
Strigiformes
B. Virginianus 2 3 1 4 1
B. Jamaicensis 2 2 5 1 4 1 1 2
P. unicintus 6 1 3 2 3 2 2
C. cherivay 3 1 1 1 2 3 1 1
Falconiformes
A. chrysaetos 1 2
B. anthracinus 1
F. peregrinus 1
Total de muestras 1" 3 ! " $ 10 13 10 ! !

Como se observo en el Cuadro 8, la mayor frecuencia seroldgica se presenté en el
titulo de 1:64 (13 sueros) y el titulo mas alto se observd soélo en 1 suero en la
dilucién 1:512. Para el orden filogenético de Psittaciformes el 100% de las aves
fueron seropositivas (10 aves), los Strigiformes el 78.57% (11 de 14 aves) y para

los Falconiformes el 52.7% (29 de 55 aves resultaron positivas).
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Es importante mencionar que el CENID Microbiologia notificé a la SAGARPA-
SENASICA los hallazgos y aislamientos; acatando lo establecido por la legislacion
para las pruebas diagndsticas que realicen los laboratorios de pruebas aprobados
en materia zoosanitaria (SENASICA, 2014).

5.4.-Determinacion de factores de riesgo: Analisis Bivariado.

Los factores de riesgo significativos encontrados que pueden estar
asociados a la exposicion a |IA H5N2 en las aves muestreadas, las cuales
presentaron una P<0.05 y un OR>1 fueron: tipo de manejo que se le da a los
Psittaciformes (OR = 1.73) y el tipo de alimento que se les proporciona (Frutos /
Granos) (OR = 1.58).

Por el contrario, el factor de proteccion que se encontré significativo (P<0.05) con

un OR<1 fue: el tipo de manejo de los Falconiformes (OR = 0.6) (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Valores de Chi-cuadrada para los diferentes factores de riesgo por exposicién al subtipo H5N2 de IA

OR
FACTOR DE No. TOTAL DE | No. DE SERO- .
RIESGO LEEei AVES POSITIVAS (el R &
RADIO)
PSITTACIFORMES 10 10 1.73 (FR) | 6.64 0.01
1.- TIPO DE
MANEJO (ORDEN STRIGIFORMES 14 1 1.31 1.71 0.19
FILOGENETICO)
FALCONIFORMES 55 29 0.6 (FP 8.7 0.00
ZOOLOGICO ZACANGO 27 14 0.48
2.- ALBERGUE 2.31 0.13
CIVS "LOS REYES" 52 36 2.09
RESCATE 40 28 1.8
3.- PROCEDENCIA 1.57 0.21
ENTREGA VOLUNTARIA 39 22 0.55
CAJA/JAULA INDIV. 42 26 0.88
4.- RECINTO 0.07 0.79
RECINTO DE CEMENTO 37 24 1.14
5.- ESPECIES sl 71 47 3.26 - o
VECINAS : :
NO 8 3 0.31
6.- CONDICIONES | UNICO / PERCHA INDIVIDUAL 21 16 2.26 2 o o1s
DE ALBERGUE . :
GRUPO 58 34 1.4
POCO / NULO 46 30 1.22
7.- MANEJO 0.18 0.67
MANEJO DIARIO 33 20 0.82
8. CONDICIONES CONFINADO 47 30 1.06 botis 05
DE INSTALACION : :
EXPUESTA AL AMBIENTE 27 20 0.5
9.- HABITOS FRUGIVORO / GRANIVORO 10 10 1.58 (FR) o5 o
ALIMENTICIOS ] ] == —=
—— | CARNIVOROS / INSECTIVOROS 69 40 0

ER= Factor de riesgo
EP =Factor de proteccion
OR= Razén de momios

X2 = Chi cuadrada
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6. DISCUSION

México es uno de los paises con mayor diversidad de aves, pero tiene el
inconveniente del trafico ilegal de especies, este simboliza el segundo negocio
ilegal mas redituable en el mundo (después del narcotrafico), siendo las aves y
sus productos las mas comercializables, lo que representa un alto riesgo para la
trasmision de enfermedades a nivel mundial (Zamora et al., 2008).

La explosiva y casi simultanea aparicion de Influenza Aviar (IA) en mdltiples
paises, ha sido interpretada por organismos sanitarios internacionales como
evidencia de la debilidad de los sistemas de vigilancia y alerta temprana para

advertir el peligro de introduccion y difusion de la enfermedad (Tracey et al., 2004).

En el presente estudio se buscéd analizar la presencia de IA en aves silvestres

albergadas en centros de rehabilitacion.

En este estudio, se obtuvieron dos aislamientos virales replicados en liquido
alantoideo de embriones de pollo SPF a partir de muestras de hisopados

cloacales. Las muestras corresponden a dos ejemplares del grupo taxonémico

Falconiforme: aguililla cola roja (Buteo jamaicensis) y aguililla de harris (Parabuteo _ - { comentado [ug]: siN RAYA

unicintus). Es remarcable el contraste entre el aislamiento en embrion de pollo y la
prueba de RT- PCR en tiempo real, en donde de un total de 48 hisopados
orofaringeos 40 resultaron positivos, mientras que de 46 hisopados cloacales 39 lo

fueron.

Las diferencias encontradas en el nimero de muestras positivas por aislamiento
viral y por RT-PCR en tiempo real pueden deberse a que el RT-PCR detecta al
genoma viral, cualquiera que sea su estado (particula viable o no); mientras que el
aislamiento muestra la viabilidad del virus en el huésped. Por otra parte, éstas
diferencias pudieran también verse influenciadas por la temporada de muestreo,
es decir, el reducido periodo de excrecién viral a través de las secreciones

orofaringea y cloacal por 14 dias, aunque la concentracion del virus alcanza un
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maximo a las 24 hrs y empieza a reducirse al cabo de 72 hrs, por lo que las
muestras deben ser tomadas en la fase aguda de la enfermedad, lo que dificulta
su aislamiento (Webster et al., 1992; Austin and Webster 1993; CENAVECE,
2013). Es importante mencionar que este estudio fue realizado con animales
clinicamente sanos y no dirigido a casos clinicos, sino que se realizé un monitoreo
general para conocer la distribucion epidemioldgica de Influenza Aviar en aves

albergadas en los centros de rehabilitacion (CIVS y zoolégico).

El alto numero de muestras positivas determinadas por la RT-PCR en tiempo real
pueden deberse a la alta sensibilidad que tiene la prueba, para detectar tanto
fragmentos de genoma de particulas virales viables y no viables. Un factor
importante para la obtencion del aislamiento, son las buenas practicas de manejo
posteriores a la toma de muestras, ya que su exposicion a temperaturas calidas
puede afectar la viabilidad del virus. En este caso, las muestras se manejaron
siempre en cadena fria, sin embargo, las particulas virales son sensibles a

cambios de temperatura por ser virus con envoltura lipidica (Talledo et al., 2009).

Probablemente el haber solamente aislado el virus de muestras de hisopados
cloacales se debe a que los virus de IABP infectan preferentemente las células
epiteliales que recubren el tracto intestinal, los cuales posteriormente son
excretados en altas concentraciones en las heces, convirtiéndose en el principal
mecanismo de transmision via fecal-oral (Garcia et al., 2006; PANAFTOSA et al.,
2010; Loza-Rubio et al., 2012). En relacién a ello, la transmision respiratoria
representa menos importancia para las aves, aunque posiblemente esta via tenga
un rol importante en algunas especies, particularmente las que viven en tierra
(aves domeésticas de produccion) (CFSPH, 2010; Morens et al, 2012). No
obstante\ aislamientos recientes de virus del linaje asiatico H5SN1 (IAAP) han sido
encontrados en mayores cantidades en las secreciones respiratorias, que en las
heces. Esto sugiere que al menos en algunas aves silvestres, éstas cepas ya no

son transmitidas primariamente por la via fecal - oral (Fouchier et al., 2009),

En patos silvestres los virus de Influenza A se replican preferentemente en las

células que recubren el tracto intestinal, no causan signos de enfermedad y se
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En febrero de 2004, se detectd y registré un brote del
virus HPAI (H5N2) en un grupo de7,000 pollos en el
centro-sur de Texas. Este fue el primer brote de HPAI
en Estados Unidos en 20 afios.*2 No se registré ningun
contagio del virus HPAI (H5N2) a humanos. cdc 2012




excretan en grandes concentraciones en las heces (hasta 10 87 dosis infectante en
embrion de pollo 50%/g; (Webster R. et al., 1992). En un estudio llevado a cabo
por la CPA en México (afio 2004), se establecio la técnica de RT-PCR para la
deteccion del virus de Influenza Aviar en tejidos de aves infectadas
experimentalmente, previamente fue titulado el virus en embriones de pollo de 9-
11 dias, donde se obtuvo y fue determinado el titulo viral de 1087 dosis letales en
embrion de pollo al 50% (DLEPsy /mL) del subtipo H5N2 de IAAP:
AJ/Ck/Querétaro/20/95 (Padilla et al., 2004).

En cuanto a los resultados de la prueba de titulacién viral obtenidos en el presente
estudio, los virus aislados del liquido alantoideo de embriones de pollo (EP)
inoculados con muestras de hisopados cloacales, presentaron titulos de 4.7 x10*7
(aislado de un Parabuteo unicintus) y 4.24 x10*7 (aislado de Buteo jamaicensis),
estas cantidades representan un titulo menor al encontrado en el virus de
referencia IABP subtipo H5N2 (10 7 DLEPso/ mL) inoculado experimentalmente,
es decir, que las DLEPso/mL de los virus aislados de aves silvestres representan
cantidades menores de dosis letales requeridas para matar el 50% de ejemplares

inoculados (Embrion de pollo).

Algunos otros estudios realizados por diferentes autores, también notifican una
baja frecuencia de aislamientos virales, en relaciéon a la positividad de las
muestras en RT-PCR. En el afio 2006, en la zona costera de Noreste de Alemania
se examinaron un total de 1,991 muestras de heces frescas de aves acuaticas,
para determinar la presencia del virus de IA, los resultados obtenidos de la prueba
de RT-PCR en tiempo real determin6 11 aves positivas (0.9 %) de 1,268 (gansos y
cisnes), al ser inoculadas las muestras en embrion de pollo, sélo se obtuvieron dos
aislamientos virales del subtipo H5N2 de IABP (Mettenleiter, 2006). De manera
parecida un estudio en aves silvestres acuaticas en Noruega (periodo 2008 -
2009), las pruebas serolégicas determinaron que el 70 % de las aves adultas
habian desarrollado anticuerpos contra el virus de Influenza, a pesar de ello
Unicamente se obtuvo un aislamiento viral de una gaviota (Rissa tridactyla)

(Tonnessen, 2013). En ambos estudios dejan claro la epidemiologia y la
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adaptacion del virus de IA para no causar signos clinicos relevantes en los

hospedadores.

La serologia tiene la ventaja de revelar evidencias de infeccién durante
mayor tiempo respecto a las técnicas viroldgicas, en consecuencia, ofrece
mayores oportunidades de deteccion en los individuos infectados (PANAFTOSA et
al., 2010).

Para la determinacion de las frecuencias seroldgicas de cada ejemplar aviar se
utilizé la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion, que proporciona informacion
de valor ante mortem sobre la dinamica de infeccion del virus de Influenza en
aves; sin embargo, genera poca explicacion sobre la infeccion clinica en los
animales, por lo que detecta el nivel de anticuerpos ante la exposiciéon con el

antigeno, pero no necesariamente la presencia de la enfermedad (Janke, 2000).

En el presente estudio realizado, la exposicion al subtipo de Influenza A/H5N2
represent6 que 50 sueros de 79 aves fueron positivos, es decir el 63.3%. En
cuanto al orden filogenético correspondié a lo siguiente: 20% fueron Psittaciformes
(10 aves), 22% Strigiformes (11 aves) y el 58% Falconiformes (29 aves). Los
titulos positivos registrados de estas aves, representan como valor de titulo
minimo encontrado de 1:16 (9 sueros), el valor de frecuencia mas repetido fue de
13 sueros con 1:164 y el valor maximo fue de un ave del orden falconiforme (Falco

peregrinus) con un titulo de 1:512.

La razén que probablemente pueda explicar estos resultados, es que los
ejemplares seropositivos durante su vida libre o incluso en cautividad, cazaron o
recibieron como alimento aves de produccién vivas, que pudiesen ser
hospedadoras de algun subtipo del virus de influenza aviar, ya que es importante
tener en cuenta que hay regiones del territorio mexicano donde aun no ha sido
posible la erradicacion del virus de IA en su forma patégena (IAAP).
Esporadicamente en zooldgicos y centros de rescate se alimenta a las aves de

presa con carne de pollo fresca, que procede de planteles avicolas, la cual no es
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entregada como alimento (Gonzélez et al.,, 2012). Un estudio realizado por la
Universidad Auténoma de Barcelona, Espafa, demostré experimentalmente que
los halcones hibridos gyr — sacre (Falco rusticolus x Falco cherrug) son altamente
susceptibles a la infeccion por el virus H5N1 de la gripe Aviar, desempefiando asi
un papel importante en la propagacién de los virus, ya que lograron por primera
vez con éxito la infeccion natural al alimentar a las aves (halcones hibridos) con
presas infectadas experimentalmente con virus de IABP e IAAP, con ello se
demuestra que el adquirir aves de presa silvestres para cetreria o como mascotas,

propicia una situacion de riesgo para el ser humano (Bertran et al., 2012).

Una hipotesis sobre la seropositividad de las aves, va dirigida al analisis y
descripcion del tipo de albergue de las aves, ya que pueden existir factores que
pudieran influir a la transmision de IA. En los centros de rehabilitacion los
ejemplares en su mayoria estan separados por tipo de especie y basado en ello
las instalaciones son diferentes para satisfacer al minimo las necesidades de
vuelo y de espacio; por ejemplo para el albergue de las aguililas de harris
(Parabuteo unicintus) las medidas oscilan entre 10m x 5m aproximadamente, para
los de la especie caraca (Caracara cheriway), aguilillas cola roja (Buteo
jamaicensis), lechuza de campanario (Tyto alba) y buho real (Bubo virginianus);

las instalaciones cuentan con medidas aproximadas por albergue de 4 x 4 m.

En el caso especifico de aves que estan albergadas individualmente en una jaula
0 caja transportadora (como es el caso de la mayoria de Psittaciformes, el halcén
peregrino (Falco peregrinus), tecolote oriental (Megascops asio) y tecolote ritmico
(Megascops trichopsis), éste tipo de instalacion es para albergar solamente un
ejemplar, son pequefias, metdlicas y contienen aditamentos plasticos para ofrecer
el agua de bebida y alimento. Comunmente las aves son acomodadas
contiguamente, dejando asi que los ejemplares en posiciones cercanas, unos con
otros, resaltando aqui que cada ave tiene diferente origen geografico,
procedimiento de traslado y manejo sanitario previo a ser albergado. Esta

situacion expone a ejemplares sanos a adquirir el virus de IA de aves vecinas, a
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través del contacto directo con secreciones de aves hospedadoras del virus de 1A
(DGVS, 2010).

Un hecho documentado, describe que al hacerse un monitoreo viroldgico de rutina
en aves importadas a Japén, se aislaron dos virus de IA en embriones de pollo
inoculados con muestras de periquitos cuello anillado (Psittacula krameri
manillensis) importados de Pakistan. El primer virus, A / perico /Chiba/1/97, se
aislo de la traquea de un pajaro que murid en una tienda de animales dentro de los
10 dias posteriores a ser importadas, en marzo de 1997. El segundo virus, A /
perico /Narita/92A/98, también aislado de 6rganos respiratorios, provino de un ave
que murid en la estacion de cuarentena del aeropuerto de Narita, en Japén, en
junio de 1998; ambos aislados fueron identificados mediante la técnica de
inhibicién de la hemoaglutinacién convencional como virus de la gripe A del
subtipo HIN2 (Mase et al., 2001).

El estar en contacto estrecho con la instalacion, aunado con la cualidad del virus
para sobrevivir en diferentes fomites, puede ser que los ejemplares absorban las
particulas virales directamente del fomite (Garcia et al., 2006; PANAFTOSA et al.,
2010; Loza-Rubio et al., 2012; Gonzalez et al., 2012). Uno de los factores en
comun en diferentes tipos de albergue es la presencia de vehiculos que pudieran
diseminar particulas de virus de una instalacion a otra, un ejemplo son los
insectos, caso particular de las moscas, que pueden diseminar particulas virales a
través del contacto directo (CFSPH, 2010).

Otra hipdtesis del modo en que pudieron estar expuestas las aves a IA
previamente a ser ingresadas a un centro de rehabilitacion de fauna, es el
comportamiento de las aves en vida silvestre, ya que para algunas aves es normal
el volar largas distancias para migrar en invierno, reproducirse o anidar en
diferentes sitios (CONABIO, 2014). De ahi que pueden intercambiar virus con
otras poblaciones en los sitios donde realicen escalas o paradas, incluyendo los

lugares donde pasan el invierno (CFSPH, 2010).
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Por ejemplo, en el caso de los ejemplares de aguilillas cola roja (Buteo
jamaicensis) y aguilillas de harris (Parabuteo unicintus) se distribuyen en México
desde Baja California y el limite norte de México hacia el sur hasta Veracruz y
Chiapas. Migrando en épocas de apareamiento hacia el norte y en invierno para la
época de anidacion se trasladan al sur del pais (CONABIO, 2014). Un ejemplo de
lo ya descrito, estd documentado en un estudio realizado en Minnesota, E.U. A
durante el periodo 2007 y 2008, donde se obtuvo dos aislamientos del virus de 1A
(H13N9) en pelicanos blancos americanos (Pelecanus erythrorhynchos), al
analizar la particula viral genéticamente se demostré que el primer virus estaba
relacionado con el virus de IA en gaviotas y aves costeras en América del Norte y
el segundo virus presentaba un linaje relacionado con los virus de Eurasia. Lo que
demuestra el movimiento global de los virus y la recombinacion de ellos en

diferentes especies de aves (Lebarbenchon et al., 2010).

Los tres requisitos que deben estar presentes para la transmision de
patdgenos causantes de enfermedades respiratorias entre animales es: 1.- la
excrecion del agente viral por animales infectados, 2.- concentracion critica del
virus en secreciones y excreciones del hospedador y 3.- el contacto entre

animales susceptibles y el agente causal (Maes, 1997).

Hay una gran variedad de aves que ingresa a los centros de rehabilitacién por
diferentes vias: por ejemplo, las entregas voluntarias a través de particulares,
brigada de proteccion animal (H. cuerpo de bomberos) o bien por conducto de
decomisos de la PROFEPA (Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente) y de
la UEIDAPLE (unidad dependiente de la PGR), en todos estos diferentes casos se
desconoce la informacion sobre el tipo de manejo que se le dio al ejemplar antes
de su ingreso al centro (DGVS, 2010).

En este estudio los factores de riesgo asociados a la exposicion de IA subtipo
A/H5N2 encontrados, fueron los que presentaron valores de riesgo relativo mayor
a 1 (OR>1y P<0.05): tipo de manejo que se le da a los Psittaciformes (OR = 1.73)
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y el tipo de alimento que se les proporcionan (frutos / granos) (OR = 1.58). Por lo
contrario, el factor de proteccion encontrado fue el tipo de manejo de los
Falconiformes (OR = 0.6).

Los Psittaciformes son la especie que mas cominmente se comercializa
ilegalmente en México (65,000 a 78,500 ejemplares anualmente). El proceso
implica la extraccion directa de la vida silvestre (estrés), traslado y distribucion en
condiciones de hacinamiento con ejemplares enfermos, todo esto antes de llegar
al consumidor y posteriormente su ingreso a los centros de albergue
(CIVS/zoolégico). En el proceso se presenta una mortalidad del 77%, los
ejemplares sobrevivientes quedan susceptibles a agentes patégenos virales, ya
que sus sistema inmune se encuentra disminuido, sumado a esto la mayoria de
las veces el duefio no les proporcionan condiciones de albergue, alimento o
manejo sanitario adecuado (DGVS, 2010; Cantu et al., 2014).

El manejo que se proporciona a estos ejemplares en un CIVS, es el alojarlos en
recintos individuales (jaula), relativamente pequefio, lo que puede provocar que el
ave tenga estrecho contacto con su albergue. Algunas veces en este tipo de
recintos no se aplican efectivamente normas de bioseguridad, tales como, el
aislamiento de las nuevas aves (cuarentena), limpieza y desinfeccién de las jaulas;
el resultado de ello es la sobrevivencia de las particulas virales en el albergue
(Alfonso, 2010; PANAFTOSA et al., 2010; Gonzalez et al., 2012).

El siguiente factor de riesgo significativo correspondio al tipo de alimento que se
les proporciona, que presentdé 0.58 mas posibilidades de ser positivo al virus de
Influenza respecto a las demas categorias analizadas. Este factor no incluye como
tal a lo que comen, sino que va enfocado a las practicas de manejo de estos
alimentos, antes de ser proporcionado e ingerido. Describiendo un poco, el hecho
de preparar el alimento incluye un nimero variado de personal que realice esta
practica, desde el momento en que se corta el alimento (frutos), se sirve en los
utensilios plasticos y se distribuye a cada uno de los ejemplares. Esto es
importante ya que puede existir la posibilidad del transporte del virus, al tener

contacto directo y/o dispersion de éste a través del humano (participando como
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vehiculos transmisores) ya que una misma persona puede tener contacto directo
con secreciones / heces de enfermos, materiales (utensilios dentro de la jaula),
semillas, agua, equipo y ropa contaminados, todo esto previo a alimentar a un
ejemplar (Garcia et al., 2006; OIE, 2013).

El manejo en general que se les da a los ejemplares del orden filogenético
Falconiforme, en este estudio fue considerado como un factor de proteccion para
la positividad serolégica del virus de Influenza Aviar, ya que se disminuye hasta

un 40% las posibilidades de adquirir el virus de IA.

Este tipo de aves en los CIVS se les considera como las especies con mayor éxito
para la rehabilitaciéon (fisica, conductual y clinica) y la liberacién en el medio
silvestre. La mayoria de las aves de presa necesitan un manejo de rehabilitacion
especifico, el manejo esta dirigido en cuidar el aspecto de que el ejemplar en lo
posible debe permanecer aislado y evitando asi cualquier fuente de estrés (no
toleran la presencia humana ni la manipulacién). Uno de los procedimientos
comunes es el ingresar a los ejemplares en una camara de muda (camara cubierta
con plastico oscuro en su interior y exterior, para aislar el ruido, factores

ambientales) y la asignacion de un percha o posadero individual (DGVS, 2010).

Una caracteristica igualmente importante de manejo de estas aves, es el tipo de
alimento que se les proporciona, es decir no se les alimenta con aves vivas,
aspecto que evita el factor de riesgo de ingerir carne o visceras infectadas con
virus de IA. Un ejemplo de ello fue lo ocurrido en la clinica Falcon Al Safa en
Dubai, Emiratos Arabes, a la cual se ingresé un halcon peregrino (Falco
peregrinus) y posterior a las 48 hrs. de ser hospitalizada murié6 a pesar de la
atencion y del tratamiento proporcionado. El halcén de 2 afios, por ser un ave
utilizada para cetreria, antes de su muerte habia estado en un viaje de caza en
Siria con su duefo. El cadaver fue sometido a un examen post-mortem, y las
investigaciones dieron como resultado el aislamiento de un subtipo H7N3 del virus
de IA (Manvell, et al 2000).
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El dar éste tipo de manejo a estas aves de alguna manera evita o disminuye
posibilidades de exposicion hacia los virus de IA. Es decir, en éste procedimiento
se observa que una enfermedad no soélo esta influenciada con la presencia de
agentes infecciosos especificos, sino también por la compleja interaccion entre los
factores relacionados al agente, al hospedador y al ambiente (Jaramillo y
Martinez, 2010; CENAVECE, 2013).

En estudio realizado en aves de presa, durante dos temporadas de caza
(2006/2007 y 2007/ 2008) en Alemania, los cetreros tomaron hisopos traqueales y
cloacales de 1.080 aves de presa que fueron capturados por sus aves de cetreria
(un total de 54 aves). Al realizar la prueba de RT-PCR detectaron que 74 gaviotas,
es decir, el 4.1 % y 53 patos (3.8 %) fueron positivas a Influenza Aviar (subtipos
H6, H9, o H13). Las pruebas de serologia realizadas a las aves de cetreria
resultaron negativas para virus de Influenza Aviar, al igual que las muestras de
suero de los 43 cetreros resultaron positivos para Influenza A en la prueba de
ELISA, pero siendo negativos a la prueba microneutralizacion contra los subtipos
H5 y H7 y la inhibicion de la hemoaglutinacion contra los subtipos H6, H9 y H13.
En conclusion el estudio demostré la participacion de las aves acuaticas como
reservorios para los virus de IA, en cambio las aves de caza y los cetreros no
parecen tener un alto riesgo de contraer el virus al tener contacto con las presas
de caza (Kohls et al., 2011).
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7. CONCLUSIONES

En conclusion, en este estudio se observd la prevalencia de Influenza
Aviar subtipo H5N2 en aves silvestres del orden filogenético Psittaciformes,
Strigiformes y Falconiformes, indicando una circulacién viral activa en los centros
de rehabilitacion de fauna silvetre muestreados. El principal factor de riesgo para
la exposicién de las aves es la constante movilizacion e introducciéon de animales
sanos y/o enfermos dentro de ambos centros de conservacion. Es importante
resaltar que las aves de las cuales se obtuvo el aislamiento viral no presentaban
signos clinicos visibles, por ello, se debe considerar en la manera de lo posible el
implemento de vigilancia cuarentenal para los ejemplares de nuevo ingreso. Este
estudio representa la primera notificacion del virus de Influenza en este tipo de

aves en México.

8. RECOMENDACIONES

Se debe promover informacion sobre los riesgos para la salud de la
poblacion humana y animal, al seguir participando en el trafico ilegal de especies,
al comprar ejemplares extraidos del medio silvestre. También es importante
incrementar el monitoreo seroldgico para los subtipos de Influenza circulantes en
los centros de rehabilitacion, pues una deteccion y confirmacion diagndstica de
casos son fundamentales para asegurar un tratamiento adecuado y oportuno, y
asi evitar la propagacion y la mutacion del agente viral en otras especies. Por lo
tanto, se debe considerar un manejo sanitario adecuado en las instalaciones,
hacer uso de la correcta desinfeccién y en la manera de lo posible poner en
vigilancia (cuarentena) los nuevos ejemplares a ingresar. Es importante se
capacite el personal para que conozca el papel de las aves silvestres como
reservorios naturales de Influenza, factores de riesgo asociados a la enfermedad y
la aplicacion de las medidas de bioseguridad y manejo para reducir en gran

medida la transmision de los virus de Influenza Aviar.
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10. ANEXOS

10.1 Formato de registro de aves muestreadas.
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10.2 Protocolo para la RT — PCR en tiempo real

a) Materiales y equipo.

e Campana para PCR

¢ Micropipetas 1-1000 ul y puntas con filtro

e Termociclador Light Cycler 480

¢ Gradilla fria para tubos de PCR

¢ Gradilla de 96 tubos

e Placa de 96 pozos y placa adhesiva Light Cycler 480
¢ Mica adhesiva Light Cycler 480

e Kit Ag Path-ID ™ OneStep RT PCR 100 rx

b) Partidores y sondas para la RT-PCR en un paso

¢ Iniciador Inf+ Fw 5" AGA TGA GTC TTC TAA CCG AGG TCG 3’ (Escala de
sintesis 50 nmol; Purificacion: Desalados)

¢ Iniciador Inf- Rv 5 TGC AAA AAC ATC TTC AAG TCT CTG 3" (Escala de
sintesis 50 nmol; Purificacion: Desalados)

e Sonda InA-M 5- FAM-TCA GGC CCC CTC AAA GCC GA -BHQ1- 3’(Escala
de sintesis 1000nmol; Purificacion: HPLC)

c) Muestras controles
e Control positivo: ARN del Virus influenza A.
¢ Control Negativo: Agua libre de nucleasas.

Procedimiento:

1. Colocar los reactivos contenidos en el Kit Ag Path-ID™ OnStep , en hielo.

2. Una vez descongelados se vortexean los reactivos.
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3. Colocar las muestras de ARN problema en una gradilla sobre hielo en el
orden deseado, facilitando la adicion de las muestras en la placa de RT
PCR.

4. Colocar la placa de RT-PCR en una platina congelada para mantenerla fria.

5. Preparar la mezcla de reaccién en el orden designado en un vial estéril de
2ml. (Hacer calculo previo para el numero de reacciones requeridas (1rx por

pozo de placa a utilizar)

En el siguiente cuadro se observa el volumen requerido por cada reactivo a
utilizar del Kit Ag Path-ID ™ OneStep para una Reaccion.

Reactivos 1]
Agua libre de nucleasas 0.29
Buffer 2X 6.25
potencializador 0.835

25x Mezcla de enzimas RT- 0.5

PCR

Primer de partida 0.25
Primer de reversa 0.25
Sonda 0.125

6. Vortexear y centrifugar a 20 seg.
7. Colocar 8.5 ul de la mezcla anterior en cada pozo.
8. Colocar los controles (+) y (-) en las ultimas dos posiciones de la placa.

9. Una vez cargada toda la placa, deberian cubrirse los pozos con una mica
adhesiva LightCycler 480.
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10.Cubrir adicionalmente con papel aluminio, para posteriormente centrifugarse a

750 rpm durante 1 minuto.

11. Mantener la placa cubierta de aluminio sobre la platina fria, durante el

transporte.

NOTA [: La placa debe cargarse en un sitio con la minima luz que permita
depositar los reactivos correctamente, esto para evitar la inactivacion de algunos

componentes de los reactivos.

NOTA II: En caso que no se corra la placa el mismo dia debe ser almacenada una
temperatura de -20°C hasta su uso y no mas de 7 dias. (Antes de ser usada debe
de centrifugarse nuevamente).

(PANAFTOSA et al., 2010; FAO, 2012)
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10.3 NOTIFICACION DE RESULTADOS A SENASICA-SAGARPA

— 52
ELE
SECRETARIA DE AGRICULTURA, I l . Ifa p
GANADERIA, DESARROLLO RURAL
FESCA ¥ ALIMENTACION |n.1i||||° ﬁamﬂ ¢g ngioqn

Centro Nacional de Investigacién Disciplinaria en Microbiologia Animal
Direccion

JAG.003.E.038

Asunto: Aislami de virus de influenza aviar

Marzo 6 de 2014

DR. PEDRO BRAJCICH GALLEGOS
DIRECTOR GENERAL DEL INIFAP
PRESENTE

Por este conducto hago de su conocimiento que un grupo de investigadores, encabezados por la Dra.
Elizabeth Loza Rubio, lograron tres aislamientos de virus de influenza aviar caracterizados como
pertenecientes al tipo HSN2 de baja patogenicidad. Dos de los aislamientos correspondieron a
muestras de aves rapaces y el tercero a muestras procedentes de un mono araiia.

Estas investigaciones se realizan dentro del proyecto “Estudio genémico de los virus de influenza
porcina y aviar y sus posibles implicaciones en una salud” que se realiza en el CENID-
Microbiologia Animal y el estudio animal silvestre se llevé a cabo atendiendo [a solicitud del ex
director de Investigacion de Vida Silvestre de la SEMARNAT, MVZ. Fernando Cortés, quien
proporcioné las muestras a los investigadores de este Centro.

En los estudios realizados con las muestras se incluyeron pruebas serologicas, la técnica de PCR en
tiempo real y el aislamiento en embriones de pollo. Los aislados virales fueron secuenciados en el
Instituto de Biotecnologia de la UNAM, lo que permitio confirmar que los tres corresponden al tipo
H5N2 de baja patogenicidad. Considerando la importancia que representa la identificacion de la
presencia de este virus en animales silvestres, los investigadores responsables del proyecto tienen la
intencién de elaborar un articulo para su publicacién en una revista cientifica; sin embargo, es
necesario en primera instancia, que el INIFAP notifique a las autoridades de SENASICA los
resultados que se mencionan en este documento y se determine la conveniencia o no de publicar esta
informacion.

Sin otro particular, aprovecho la ocasion para enviarle un saludo cordial.

ATENTAMENTE

DO FLORES CASTRO
DIRECTOR

DR.

cop- Dr. Salvador Ferna Rivera.- C i de { f ion ¥ Vinculacién del INIFAP,
Carretera México-Toluca, Km. 15.5, Col. Palo Alto, Cuajimalpa, C.P. 05110, México, DF, Tel. 0155 3618 0803
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En febrero de 2004, se detectd y registré un brote del virus HPAI (H5N2) en un grupo de7,000
pollos en el centro-sur de Texas. Este fue el primer brote de HPAI en Estados Unidos en 20
afios.? No se registré ningtn contagio del virus HPAI (H5N2) a humanos.
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