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RESUMEN 

Los sistemas productivos de traspatio contribuyen de manera significativa en la producción 

animal global y son una fuente importante de proteína en áreas rurales de México. Sin 

embargo, estas producciones familiares representan una interfaz que propicia interacciones 

entre animales domésticos, silvestres y humanos, favoreciendo la emergencia y 

propagación de agentes virales como el virus de influenza A (VIA). A pesar del papel de 

aves acuáticas como reservorios naturales de la mayoría de los subtipos de VIA y la 

participación de los cerdos en la ecología viral, se conoce poco acerca de la circulación viral 

en la interfaz cerdo doméstico - fauna silvestre en México. Por lo cual, el objetivo del 

presente estudio fue realizar diagnóstico serológico y molecular de VIA en cerdos de 

traspatio en una interfaz con patos silvestres en el Municipio de Lerma, Estado de México. 

Durante la temporada invernal 2016 - 2017, se colectaron 175 muestras nasales con hisopo 

y 115 muestras sanguíneas de porcinos de granjas de traspatio cercanas a la Ciénega de 

Atarasquillo (Chiconahuapan), considerada un área natural protegida y zona de 

conservación de aves. Se efectuó diagnóstico molecular por qRT-PCR y diagnóstico 

serológico mediante la técnica de IH contra los subtipos H1N1, H3N2 y H5N2 detectados 

en patos silvestres de la Ciénega en la misma temporada. Todas las muestras con hisopo 

resultaron molecularmente negativas a VIA. Sin embargo, se obtuvo una seropositividad de 

56.52%, 26.95% y 0% para los subtipos H1N1, H3N2 y H5N2, respectivamente. Las granjas 

presentaron bajo nivel de bioseguridad, cría simultánea de diversas especies animales, falta 

de vacunación contra influenza porcina y una distancia de 0.8 a 2.7 km lineales respecto a 

otra granja, los cuales son factores de riesgo para la emergencia de VIA. Este estudio 

evidenció la presencia de anticuerpos en cerdos contra los virus aislados en patos silvestres 

de la ciénega de Atarasquillo y destaca la importancia de entender la dinámica de 

transmisión de VIA entre patos silvestres, aves de corral y cerdos mediante una 

aproximación integral con la combinación de datos serológicos y moleculares junto con 

información medioambiental y socioeconómica. 

Palabras clave: RT-PCR, inhibición de la hemaglutinación, transmisión interespecie, co-

seropositividad.  
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ABSTRACT 

Backyard farms make a significant contribution to animal production globally and represent 

an increasingly important source of protein in the rural Mexican household. However, these 

productive systems represent an interface where interactions between domestic animals, 

wildlife and humans occurs. Those interactions enhance the emergence and spread of viral 

pathogens like Influenza A virus (IAV). Although waterfowl are the main natural reservoir for 

almost all the subtypes of IAV and pigs have an important role in the viral ecology, some 

gaps remain in our knowledge of IAV transmission in the pig - wildlife interface in Mexico. 

Hence, the aim of this study is to perform molecular and serological detection of IAV in 

backyard pigs at an interface with wild ducks in Lerma, Estado de México. During the 2016 

- 2017 winter season, 175 nasal samples and 115 blood sample were collected from pigs of 

backyard farms close to Atarasquillo (Chiconahuapan) Marsh, a natural protected area and 

bird conservation zone with migratory and resident waterfowl. The molecular and serological 

diagnosis was performed by qRT-PCR and HI against the IAV subtypes H1N1, H3N2 and 

H5N2 detected in the marsh’s waterfowl at the same sampling period. Negative molecular 

results were obtained in all the nasal samples. However, a seropositivity of 56.52%, 26.95% 

and 0% against H1N1, H3N2, and H5N2 was detected, respectively. These backyard farms 

were characterized by low schemes of biosecurity, breeding of multiple animal species, no 

vaccination against swine influenza and a linear distance of 0.8 and 2.7 km to another farm 

which are considered risk factors in the emergence of IAV. This study indicates that 

antibodies against influenza virus isolated of wild ducks circulate in backyard pig farms close 

to the Atarasquillo’s marsh and highlight the importance of understanding the dynamics of 

influenza viruses among wild birds, poultry, and pigs by an integral approximation based on 

the combination of serological and molecular data along with environmental and 

socioeconomic information.   

Keywords: RT PCR, hemagglutination inhibition test, interspecies transmission, co-

seropositivity. 
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INTRODUCCIÓN 

ANTECEDENTES  

En los últimos 50 años la emergencia de enfermedades ha generado especial interés a 

nivel mundial. Sin embargo, el entendimiento de la dinámica y ecología de las 

enfermedades infecciosas en la interfaz animal doméstico - fauna silvestre continúa siendo 

limitado debido a la falta de vigilancia epidemiológica (Miller et al., 2013). El 77% de los 

patógenos son capaces de infectar múltiples especies hospederas incluyendo animales 

silvestres (Wiethoelter et al., 2015). Asimismo, el 60.3% de las enfermedades infecciosas 

emergentes son zoonóticas, de las cuales el 71.8% tienen un origen silvestre (Jones et al., 

2008). Las aves acuáticas de los órdenes Anseriformes y Charadriiformes son reconocidos 

como los principales reservorios naturales de virus de influenza A (VIA), ya que albergan a 

la mayoría de subtipos (H1-H16, N1-N9), con excepción de los subtipos H17N10 y H18N11 

detectados recientemente en murciélagos (Joseph et al., 2017; Wu et al., 2014). 

Los VIA infectan un gran rango de hospederos incluyendo equinos, caninos, aves de 

corral, cerdos y humanos. Estos virus continúan siendo una amenaza para la salud pública 

a nivel mundial debido principalmente a su potencial de transmisión interespecie (Joseph 

et al., 2017). Uno de los ejemplos es la Gripe Española, pandemia producida por un virus 

de influenza AH1N1 de origen aviar, la cual se estableció en poblaciones porcinas en 1918, 

causó cerca de 50 millones de muertes en humanos y afectó al 30% de la población mundial 

(Netrabukkana et al., 2016). Así mismo, el virus pandémico (H1N1pdm09) triple 

recombinante con linaje porcino norteamericano y euroasiático representa otro de los 

eventos de transmisión interespecie, el cual se ha establecido como endémico en las 

poblaciones porcinas alrededor del mundo (Munoz et al., 2016; Netrabukkana et al., 2016; 

Vincent et al., 2014). 

La transmisión interespecie y el surgimiento de re-arreglos virales se han asociado 

principalmente a interfaces de contacto entre animales y humanos (Neumann y Kawaoka, 

2015; Osbjer et al., 2016). Factores ambientales, ecológicos y socioeconómicos en su 

mayoría ligados a cambios antropogénicos han influido en la emergencia de brotes de VIA 

(Jones et al., 2008). Asimismo, el crecimiento exponencial de la población humana y el 

consecuente incremento en la demanda de alimentos de origen animal han impulsado el 
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desarrollo de la producción animal, el aumento de la tasa de contacto entre especies 

silvestres domésticas y humanos, así como una eficiente transmisión de VIA (Daszak et al., 

2001; Osbjer et al., 2016). Producciones familiares de traspatio con bajas medidas de 

bioseguridad y complejas interacciones entre diversas especies son reconocidas como 

factores clave en la emergencia y evolución de VIA a nivel mundial (Jimenez-Bluhm et al., 

2018; Osbjer et al., 2016). Estos sistemas productivos se caracterizan en su mayoría por el 

autoconsumo y la baja densidad animal. Asimismo, representan zonas de alto riesgo para 

la transmisión de VIA especialmente si se hallan localizados dentro de ecosistemas con 

presencia de humedales debido a la congregación de gran cantidad de aves acuáticas y al 

incremento de las tasas de contacto entre o dentro de poblaciones de aves a lo largo de 

sitios de descanso y alimentación de aves migratorias (Bengtsson et al., 2016; Short et al., 

2015). En el caso de México, el sistema de producción familiar representa hasta un 85% de 

la producción a nivel nacional, se encuentra asociado a prácticas culturales y constituye 

una fuente importante de alimento en regiones rurales (Gutiérrez-Ruiz et al., 2012).  

Del mismo modo, los cerdos han participado en la ecología y evolución de VIA a través 

de la historia (Crisci et al., 2013). El virus de influenza A (H1N1) fue aislado por primera vez 

en cerdos en 1930 (Shope, 1931). Actualmente, los subtipos H1 y H3 circulan 

enzoóticamente en cerdos a nivel mundial, predominando el H1N1, H3N2 y H1N2 (Crisci et 

al., 2013). La historia evolutiva de estos subtipos ha reflejado múltiples introducciones de 

virus de influenza humanos y aviares desde 1990 (Lewis et al., 2016). Virus aviares de 

diferentes subtipos (H1N1, H3N2, H3N3, H4N6, H5N2 y H9N2) se han aislado en cerdos 

en diversas ocasiones, y se ha confirmado la susceptibilidad de cerdos a VIA aviares a nivel 

experimental (Lipatov et al., 2008; Sánchez-Betancourt et al., 2017; Yassine et al., 2011).  

Sin embargo, a pesar de la preocupación global por comprender procesos ligados a la 

evolución y epidemiología de VIA después del surgimiento del virus pandémico de influenza 

AH1N1 en el 2009 (Vincent et al., 2014); así como la evidencia de circulación de VIA en 

cerdos, aves domésticas, patos silvestres migratorios y ambientes acuáticos en México 

(Barrón-Rodríguez et al., 2018; Cuevas-Domínguez y González-Guzmán, 2009; Montalvo-

Corral y Hernández, 2010; Ornelas-Eusebio et al., 2015; Saavedra-Montañez et al., 2013; 

Sánchez-Betancourt et al., 2017), aún existen vacíos en la vigilancia de VIA en porcinos y 



11 
 

diversas especies animales tanto domésticas como silvestres, especialmente en áreas 

rurales. 

AGENTE ETIOLÓGICO  

Los virus de influenza son virus envueltos de genoma ARN segmentado, cadena sencilla 

y polaridad negativa. Estos virus pleomórficos de 80 a 120 nm pertenecen a la familia 

Orthomyxoviridae, y se clasifican actualmente en cuatro géneros: Alphainfluenzavirus, 

Betainfluenzavirus, Gammainfluenzavirus y Deltainfluezavirus (ICTV, 2017). Los virus de 

influenza tipo A, especie del género Alphainfluenzavirus, se categorizan a su vez en 

diferentes subtipos basados en diferencias genéticas y antigénicas de sus glicoproteínas 

de superficie, la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA). El genoma viral es de 

aproximadamente 13.6 kb y consiste en 8 segmentos de ARN que codifican para 12-14 

proteínas (Hulo et al., 2011; Munoz et al., 2016) (Cuadro y Figura 1). 

 

Figura 1. Estructura del virus de influenza A. Adaptado de: Hulo et al. (2011). 
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Cuadro 1. Genes y proteínas del virus de influenza. Adaptado de Munoz et al. (2016). 

Gen Segmento Nombre de la proteína Función de la proteína 
1 Polimerasa 

Básica 2 (PB2) 
Polimerasa Básica 2 
(PB2) 

Proteína interna, replicación viral. 
Síntesis de ARN viral 

2 Polimerasa 
Básica 1 (PB1) 

Polimerasa Básica 1 
(PB1) 
PB1-F2 

Proteína interna, replicación viral. 
Síntesis de ARN viral 
Actividad pro-apoptótica. Inducción 
de la respuesta proinflamatoria 

3 Polimerasa 
Ácida (PA) 

Polimerasa Ácida (PA) Proteína interna, replicación viral 

4 Hemaglutinina 
(HA). 

Hemaglutinina (HA) Glicoproteína de superficie. 
Determinante antigénico. Unión viral 
a receptores celulares. Fusión de la 
membrana viral y la membrana 
endosomal.  Específica de subtipo 

5 Nucleoproteína 
(NP) 

Nucleoproteína (NP) Proteína de la nucleocápside. 
Encapsidación. Recubrimiento de 
ARN. Transcripción de ARN. 
Específica de tipo 

6 Neuraminidasa 
(NA) 

Neuraminidasa (NA) Proteína de superficie. 
Determinante antigénico. Liberación 
viral de las células huésped. 
Específica de subtipo 

7 Matriz (M) Matriz 1 (M1) 
 
 
 
Matriz 2 (M2) 

Involucrada en la salida de las RNP 
virales del núcleo y en el 
empaquetamiento viral. Estabilidad 
de la proteína de membrana 
Canal de iones transmembrana. 
Acidificación del endosoma y 
liberación de las RNPs al citoplasma 
celular 

8 No estructural 
(NS) 

No estructural 1 (NS1) 
 
No estructural 2 (NS2) o 
Proteína Exportadora 
Nuclear (NEP) 

Proteínas internas. Antagoniza la 
respuesta inmune innata 
Regulación del ciclo viral, 
especialmente en la transcripción 
del ARNm y la localización de 
proteínas ribonucleicas virales 
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Los virus de influenza A tienen una capacidad dinámica de modificar su rango de 

hospedero y virulencia a través de mutaciones puntuales y del reordenamiento de 

segmentos génicos (Balzli et al., 2016). Existen dos mecanismos principales en la evolución 

antigénica del virus de influenza: la deriva antigénica (Drift) y el reordenamiento antigénico 

(Shift). La deriva antigénica se debe a mutaciones puntuales que resultan en cambios de 

aminoácidos en las proteínas de superficie HA y NA, así como en genes internos, lo cual 

conlleva a la alteración de los sitios antigénicos y en ocasiones a la evasión de la respuesta 

inmune. Mientras que, en el reordenamiento antigénico ocurre una redistribución de 

segmentos genéticos cuando dos o más virus infectan una misma célula, lo cual puede 

conducir a la generación de nuevas variantes virales (Wikramaratna et al., 2013).  

DINÁMICA DE TRANSMISIÓN DE VIRUS DE INFLUENZA  

El virus de influenza A puede ser transmitido de su reservorio natural a numerosas 

especies como aves de corral, cerdos, humanos, entre otros animales. Este virus se 

transmite fácilmente a individuos susceptibles principalmente por contacto directo con 

secreciones de animales infectados o fómites contaminados (Joseph et al., 2017). Se ha 

documentado que los cerdos con manifestaciones clínicas de la enfermedad o infectados 

subclínicamente son importantes en la transmisión de VIA dentro y entre granjas 

(Torremorell et al., 2012). Asimismo, el agua contaminada con heces de aves infectadas ha 

sido implicada en brotes porcinos de origen aviar (Karasin et al., 2000; Ma et al., 2007). 

Lagos, lagunas y sedimentos de estanques pueden servir como reservorios de virus de 

influenza. Los VIA pueden persistir en cuerpos de agua hasta por 30 días (tres veces más 

que en heces), lo que los convierte en una fuente de contaminación a otras especies que 

comparten el mismo recurso. Esta viabilidad está influenciada por la temperatura, pH, 

salinidad, tipo de agua, entre otras características ambientales (Dalziel et al., 2016). 

Estudios previos mencionan el papel de la ruta aerógena en la dinámica de transmisión 

de virus de influenza A entre granjas porcinas (Torremorell et al., 2012). También se ha 

reportado que el material genético de virus de influenza puede ser detectado en muestras 

de aire a una distancia de hasta 2.1 km de la producción porcina infectada (Corzo et al., 

2013). De igual manera, el comercio animal dado por el movimiento de porcinos está 

implicado en la diseminación espacial de VIA (Lebl et al., 2016). Incluso, algunos insectos 

han llegado a ser propuestos como vectores mecánicos debido a la detección del subtipo 
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aviar H5N1 en mosquitos y moscas en granjas de aves de corral infectadas (Barbazan et 

al., 2008; Sawabe et al., 2006). 

Los cerdos han estado implicados en diversos eventos de transmisión interespecie. Es 

importante destacar que esta transmisión depende de factores del virus, del hospedero y 

del ambiente (Harris et al., 2017). En diversos estudios se hipotetizan al cambio de 

preferencia del receptor y a mutaciones en las proteínas de replicación como factores 

virológicos implicados en el cruce de barrera entre especies. Algunas mutaciones como: 

G226L, I55T, G186V y T160A en la HA de virus aviares confieren preferencia hacia 

receptores de ácido siálico α-2.6. De igual modo, mutaciones en las polimerasas como por 

ejemplo E627K en la PB2 se consideran importantes para la replicación de virus aviares en 

mamíferos (Munoz et al., 2016).  

Por otra parte, uno de los factores propios del hospedero es la presencia de receptores. 

Su distribución anatómica varía entre especies y entre los diferentes órganos de la misma 

especie. En el caso de porcinos, los receptores de ácido siálico se localizan principalmente 

en el tracto respiratorio superior (α-2,6 galactosa) y en el tracto respiratorio inferior (α-2,3 

galactosa), aunque también han sido detectados en hígado, riñón, bazo, músculo 

esquelético, cerebro, intestino delgado y colon (Nelli et al., 2010).  En aves de corral se 

presentan ambos tipos de receptores en tracto respiratorio e intestino. Mientras que, en las 

aves acuáticas se presentan principalmente receptores α-2,3 en tráquea e intestino 

(Jourdain et al., 2011; Pillai y Lee, 2010). Asimismo, otro factor del hospedero es el 

inmunitario, el cual es determinado por múltiples factores incluyendo la presencia de 

barreras naturales como la mucina que previenen la replicación viral, la vacunación o pre-

infección del hospedero con virus homólogo y/o heterólogo (Munoz et al., 2016).  

Finalmente, dentro de los factores ambientales que influyen en la transmisión de VIA entre 

especies se encuentran: la carga viral (en aire o fómites), la forma de transmisión, la 

estabilidad del virus, el comportamiento del hospedero y las condiciones climáticas (Yassine 

et al., 2010). De igual forma, prácticas como la ingestión de órganos de animales infectados, 

la proximidad a animales infectados, la cercanía de granjas a recursos acuáticos externos 

y campos de cultivo (Zhao et al., 2018), así como el contacto directo/indirecto con heces de 

aves en sitios de descanso y alimentación, contacto y exposición con animales enfermos o 
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muertos y proximidad a aves silvestres como patos acuáticos, se han descrito como factores 

epidemiológicos importantes en la propagación viral (Harris et al., 2017).  

DIAGNÓSTICO DE VIRUS DE INFLUENZA 

Los signos clínicos, las lesiones microscópicas y macroscópicas son útiles para realizar 

un diagnóstico presuntivo en porcinos. De manera complementaria, la serología es una 

herramienta útil que permite la detección de anticuerpos en animales expuestos al virus, lo 

que la convierte en una opción diagnóstica viable debido al curso corto de la enfermedad. 

Sin embargo, el aislamiento viral o la detección de ácidos nucleicos virales son necesarios 

para un diagnóstico definitivo (Vincent et al., 2014). El VIA comienza a ser excretado 

aproximadamente 24–48 horas post-exposición y continúa excretándose hasta los 5–8 días 

por vía nasal. Sin embargo existen variaciones en la excreción viral entre cepas (Takemae 

et al., 2018). El diagnóstico para identificación viral debe efectuarse tan pronto como se 

desarrolle el curso de la enfermedad debido a la ocurrencia de picos de excreción nasal a 

los 3, 4 y 5 días post-infección. Mientras que, la presencia de inmunoglobulinas 

(predominantemente IgG) a niveles detectables ocurre dentro de 1–2 semanas post-

infección, con un pico a las 4–7 semanas (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Curso de infección de VIA subtipo H1N1 y colecta de muestras para diagnóstico 

en porcinos. Fuente: Vincent et al. (2014).  
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Los procedimientos de diagnóstico de VIA según la Organización Panamericana de la 

Salud - OPS (2010) se clasifican en:  

1. Diagnóstico virológico basado en detección del agente viral por aislamiento en 

huevos embrionados o cultivos celulares, detección del antígeno y amplificación de 

genoma viral por reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa 

(RT-PCR).  

2. Diagnóstico serológico basado en la detección y medida de niveles de anticuerpos 

utilizando técnicas como: inhibición de la hemaglutinación (IH), ensayo por 

inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) y seroneutralización viral (SVN). 

El aislamiento viral es considerado la prueba estándar para el diagnóstico de virus de 

influenza. Éste se puede realizar en huevos embrionados libres de patógenos específicos 

de 9 a 11 días, así como en diversas líneas celulares, de las cuales la línea celular de riñón 

de perro Madin-Derby (MDCK) tiene la mayor sensibilidad y es la más comúnmente usada 

en investigación para la mayoría de las cepas aviares y porcinas (Lombardo et al., 2012; 

Lugovtsev et al., 2013; Zhang y Gauger, 2014). Otra técnica menos costosa comparada con 

el aislamiento en embrión de pollo es la RT-PCR en tiempo real. La qRT-PCR es una prueba 

cuantificable, rápida, altamente sensible y específica dirigida hacia los genes de matriz y de 

la nucleoproteína de VIA, la cual se basa en copiar millones de veces una secuencia 

específica. Sin embargo, su principal desventaja es la falta de determinación de la viabilidad 

del ARN detectado (Zhang y Harmon, 2014). Asimismo, otra técnica como la 

Inmunohistoquímica (IHC) ha sido usada para el estudio de la patogénesis del VIA al 

permitir la identificación de sitios de replicación del virus en tejidos infectados congelados 

o fijados con formol usando diferentes anticuerpos y su correlación con cambios 

histopatológicos observados (Detmer et al., 2012; Pantin-Jackwood, 2014). 

En cuanto al diagnóstico serológico, la prueba de Inhibición de la Hemaglutinación (IH), 

es la prueba estándar reconocida por la Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE), 

usada para clasificar o subtipificar virus hemaglutinantes como el de influenza (Pedersen, 

2014). Asimismo, al ser cuantitativa es útil para evaluar las relaciones antigénicas entre 

diferentes aislados de virus de influenza del mismo subtipo. Este método sensible y 

específico se basa en la capacidad del virus para hemoaglutinar eritrocitos. Por lo cual, el 
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principio de la técnica es la interferencia en la unión de la HA viral con los receptores de los 

eritrocitos por anticuerpos específicos para la HA (Figura 3).  

 

Figura 3. Prueba de inhibición de la hemaglutinación 1) Virus + anticuerpos en muestras 

de suero 2). Los anticuerpos se unen a la HA viral 3) Se agregan los eritrocitos 4) Los 

anticuerpos bloquean la unión virus-eritrocito (hemaglutinación). Fuente: Pedersen (2014). 

Una técnica alternativa a la IH es la SVN. Esta prueba altamente sensible y específica 

detecta el nivel de anticuerpos protectivos o neutralizantes en una muestra de suero 

(Detmer et al., 2012). Esta técnica tiene como ventaja la detección de anticuerpos 

funcionales que sugieren inmunidad protectora después de vacunación o infección. 

Igualmente, estos títulos obtenidos basados en la presencia o ausencia de efecto citopático 

en células MDCK generalmente se correlacionan con títulos obtenidos por la prueba de IH 

(Gauger y Vincent, 2014). Finalmente, otra técnica para detectar anticuerpos anti-influenza 

específicos es la ELISA indirecta, la cual usa VIA como antígeno, así como anticuerpos 

dirigidos contra IgG e IgA conjugados con una enzima que cataliza una reacción de cambio 

de color. Esta técnica cuenta con una mayor sensibilidad, aunque es más compleja de 

realizar (Gauger et al., 2014).  

ECOLOGÍA DEL VIRUS DE INFLUENZA EN CERDOS DOMÉSTICOS 

Los cerdos han sido descritos como hospederos intermediarios para la transmisión de 

virus de influenza entre reservorios silvestres y otras especies de mamíferos debido a la 

presencia de receptores de ácido siálico unido a residuos de galactosa por enlace α-2,3 y 

α-2,6 distribuidos en las células epiteliales del tracto respiratorio. Asimismo, se consideran 

importantes reservorios de diversidad genética viral (Nelson et al., 2015). Desde principios 

del siglo XX se ha evaluado la potencial transmisión de VIA de origen aviar a cerdos 

1 2 3 4 
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domésticos y humanos (Kida et al., 1994). El papel que desempeñan los cerdos en el 

intercambio de genes de VIA entre especies se ha demostrado desde 1979 con la 

transmisión y el establecimiento de virus de origen aviar en cerdos y su posterior re-arreglo 

con virus de origen humano (Donatelli et al., 2016). Asimismo, datos epidemiológicos 

sugieren a los cerdos como la fuente más probable de infección por el subtipo H3N2 en 

humanos (Neumann y Kawaoka, 2015).  

Los cerdos son naturalmente susceptibles a la infección por los subtipos H1N1 humano y 

aviar, H3N2 recombinante y H1N2 (Sánchez-Betancourt et al., 2017). Sin embargo, también 

presentan susceptibilidad a un gran rango de virus de influenza de manera experimental. 

Cerca de 29 a 38 virus aviares se replican en cerdos sin presentación de signos clínicos 

(Balzli et al., 2016; Peiris et al., 2001). De igual manera, virus de influenza aviar de alta 

patogenicidad (HPAI): H7N7 y H5N1, así como subtipos de baja patogenicidad (LPAI): 

H1N1, H3N1, H4N6, H5N2, H6N6, H7N2, H4N8, H5N1, H4N1 y H9N2 se han aislado en 

cerdos alrededor del mundo (Baudon et al., 2017; De Vleeschauwer et al., 2009a; Sánchez-

Betancourt et al., 2017).  

Los datos de aislamientos de virus H5N1 en cerdos son muy limitados (Lipatov et al., 

2008). Estudios epidemiológicos de Estados Unidos de América, China, Vietnam y Tailandia 

reportan baja seroprevalencia para el subtipo H5N1 en porcinos, así como una leve 

susceptibilidad a la infección por H5N1 altamente patógeno con capacidad de replicación 

únicamente en tracto respiratorio, falta de transmisibilidad por contacto de cerdo a cerdo y 

ausencia de infección sistémica (Cao et al., 2013; Choi et al., 2005; Lipatov et al., 2008). 

Sin embargo, se ha detectado exposición natural a virus HPAI H5N1 en cerdos domésticos 

aparentemente sanos en cercanía a aves de corral infectadas en sitios de Nigeria e 

Indonesia. Esta ausencia de signos clínicos podría indicar replicación del virus durante 

largos períodos de tiempo sin ser detectada, lo que podría facilitar la adaptación viral en 

hospederos mamíferos (Meseko et al., 2018; Nidom et al., 2010).  

Junto con el subtipo H5N1 cuya ocurrencia se asocia con pérdidas socioeconómicas y 

zoonóticas (A. Ssematimba et al., 2018); existe evidencia virológica de infección y 

seroconversión con el subtipo H9N2 (Gomaa et al., 2018; Hu et al., 2012), subtipo enzoótico 

en aves de corral de varios países asiáticos y del Medio Oriente, el cual posee una 

persistente amenaza de pandemia en humanos. Desde finales de 1990, virus aislados en 
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cerdos se han relacionado genéticamente con virus H9N2 de aves locales, sugiriendo a las 

aves de corral como fuentes de infección (Wang et al., 2016). Aunque la transmisión de 

este subtipo entre cerdos es limitada, bajo condiciones experimentales, se ha demostrado 

que reordenamientos con el subtipo H3N2 y el virus pandémico AH1N1 (H1N1pdm) pueden 

incrementar su replicación y transmisibilidad entre cerdos (Mancera Gracia et al ., 2017).  

De igual manera, tres virus aviares H4 han sido reportados en cerdos infectados 

naturalmente (Abente et al ., 2017). Primero, un subtipo H4N6 en Canadá, China y Estados 

Unidos de América (Abente et al ., 2017; Karasin et al ., 2000); subtipo viral que se replica 

en pulmones, causa leves lesiones pulmonares y puede transmitirse de cerdo a cerdo pero 

no replicarse en el tracto respiratorio superior (Abente et al., 2017). Además, este subtipo 

es el más común en patos silvestres y ha sido detectado naturalmente en granjas porcinas 

cercanas a lagos o lagunas donde se congregan gran cantidad de aves acuáticas 

migratorias y residentes cada año (Abente et al ., 2017; Karasin et al ., 2000). Segundo, un 

subtipo H4N1 aislado en un cerdo en China central, cuyos genes provienen de diferentes 

virus aviares, lo cual sugiere que las aves migratorias desempeñan un papel importante en 

su dispersión (Hu et al., 2012). Y tercero, el subtipo H4N8 con un segmento de H5N1 aviar 

detectado en una granja comercial porcina del sureste de China (Su et al., 2012).  

Adicionalmente, se ha reportado el aislamiento y caracterización del subtipo H3N1 en 

cerdos de Corea, el cual puede replicarse en hospederos mamíferos sin adaptación y 

causar enfermedad clínica (Shin et al., 2006). De igual manera este subtipo ha sido 

detectado en Estados Unidos de América con el gen de la hemaglutinina de un H3N2 de 

pavo doméstico (Meleagris gallopavo), el de la neuraminidasa de un H1N1 humano y los 

genes remanentes de virus porcinos, según análisis filogenéticos, lo que indica la 

transmisión interespecie entre pavos y cerdos (Lekcharoensuk et al., 2006). Por lo cual, 

aunque el salto entre especies de virus de influenza raramente llega a establecerse en 

cerdos, es evidente la susceptibilidad y la capacidad replicativa que muestran los virus de 

influenza aviares dentro de poblaciones porcinas (Nelson et al., 2015).  

INFLUENZA EN PORCINOS DE MÉXICO  

En México la Influenza porcina, excepto los subtipos H1N1 y H3N2, se encuentra en el 

grupo 1 de notificación inmediata obligatoria a las dependencias oficiales de salud animal 
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(SAGARPA, 2016). Se han realizado estudios serológicos contra el virus de influenza en 

diversos sistemas de producción en el país, incluido el sistema de traspatio. Álvarez et al. 

(2004) reportaron presencia de anticuerpos contra los subtipos H1N1 (8.3%) y H3N2 

(65.1%), así como una co-circulación de ambos subtipos en el 66% de los sueros porcinos 

en el estado de Yucatán. Posteriormente, Jiménez Nápoles (2006) reportó una 

seroprevalencia del 55% contra el serotipo H3N2 en cerdos de engorda de producciones 

de traspatio de diversos estados de la República Mexicana. Asimismo, un estudio realizado 

por Saavedra-Montañez et al. (2013) con 2,094 muestras de suero obtenidas de los años 

2000 a 2009 en porcinos de granjas de traspatio de la Ciudad de México, evidenció una 

mayor seroprevalencia al subtipo swH1N1 (74%), seguido por el swH3N2 (24.2%) y el 

hH1N1 (1.3%). De igual manera, durante los años 2008-2009, se reportó una 

seropositividad del 55% al subtipo H1N1, 59% al subtipo H3N2 y 38% a ambos subtipos en 

150 cerdos provenientes de 15 granjas comerciales en el Estado de Sonora (López-Robles 

et al., 2014).  

Asimismo, Tufiño (2013) evidenció una frecuencia del 45.7% de anticuerpos para el 

subtipo H1N1 endémico, 20.4% para el H3N2 y 13.2% para el A/H1N1/2009 en los estados 

de Guanajuato, San Luis Potosí, Querétaro, Michoacán y Jalisco en sistemas de producción 

tecnificado, semitecnificado y de traspatio. En el año 2016, los subtipos H3N2 y H1N2 

fueron descritos como ampliamente distribuidos en el Bajío Mexicano, con una 

seroprevalencia de 54.76% y 26.74%, respectivamente. De igual manera se evidenció su 

co-circulación en Jalisco, Guanajuato, Michoacán e Hidalgo (Sánchez-Betancourt et al., 

2017). Mientras que, en el Estado de México se evidenció una seroprevalencia del 33.33% 

contra el subtipo H3N2 y de 0% contra el subtipo H1N2 (Sánchez-Betancourt et al., 2017).  

Poco se ha reportado sobre el diagnóstico molecular de VIA a nivel nacional. Sin embargo, 

López-Robles et al. (2014) mencionan una prevalencia del 16.6% en granjas comerciales 

del Noreste de México. Asimismo, aunque existe poca información sobre la circulación de 

virus aviares en porcinos, en el año 2015 se reportó el aislamiento de un subtipo H5N2 

(A/Swine/México/EdoMex/DMZC03/2015/H5N2) en cerdos del Estado de México y se 

describió su dinámica de infección y cuadro clínico de manera experimental en porcinos 

(Maya, 2017). 
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INFLUENZA EN LA INTERFAZ FAUNA SILVESTRE – ANIMAL DOMÉSTICO  

Los animales silvestres contribuyen en la introducción, reintroducción y mantenimiento de 

patógenos en un área determinada (Pearson et al., 2016). Caracterizar la interfaz entre 

animales domésticos y silvestres se ha constituido como una herramienta esencial para el 

control de las enfermedades infecciosas emergentes (Cappelle et al., 2011). El entender 

como los animales usan su ambiente y su repercusión en las interacciones entre especies, 

permite determinar el riesgo local de transmisión y de mantenimiento de un agente 

infeccioso (Barasona et al., 2014). Sin embargo, las interacciones en esta interfaz son 

difíciles de caracterizar y frecuentemente el riesgo de transmisión sólo se puede estimar 

usando medidas como la tasa de contacto (Cappelle et al., 2011). Algunos parámetros tales 

como presencia y número de animales silvestres alrededor de granjas porcinas, acceso de 

estos a fuentes de comida o agua, y proximidad de la fauna silvestre a los cerdos 

domésticos tienen gran influencia sobre la probabilidad de exposición a un patógeno 

(Pearson et al., 2016). Así mismo, la presencia de cuerpos de agua en un ecosistema se 

ha relacionado con una mayor interacción espacial entre especies (Barasona et al., 2014; 

Desvaux et al., 2011). 

En el caso de virus de Influenza, existe un gran riesgo de transmisión en varias interfaces 

debido a la capacidad que este virus tiene para infectar múltiples especies hospederas y de 

evolucionar rápidamente por su alta tasa de mutación genética (Lauterbach et al., 2018). 

En la interfaz humano-ave la infección por subtipos aviares H5N1 y H7N9 en China se ha 

asociado frecuentemente con el contacto de humanos con aves de corral en mercados de 

aves vivas (Chen et al., 2015). De igual manera, en la interfaz humano-cerdo, los subtipos 

de VIA que circulan endémicamente en porcinos se han encontrado en humanos después 

del contacto con animales infectados (Netrabukkana et al., 2016). Así mismo, en la interfaz 

ave silvestre-ave doméstica y ave doméstica-mamífero, las producciones de traspatio con 

mezcla de patos, gansos, pavos con otras especies domésticas han facilitado la emergencia 

de patógenos y el intercambio de VIA (Donatelli et al., 2016). Sin embargo, vacíos de 

información prevalecen en la interfaz cerdo-fauna silvestre; en la cual, según lo reportado 

por Wiethoelter et al. (2015), sólo 18% de 80,000 publicaciones científicas sobre 

enfermedades entre fauna silvestre y ganado han abordado este componente comparado 

con otras interfaces.  
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JUSTIFICACIÓN  

La vigilancia epidemiológica del virus de influenza tanto en humanos como en animales 

es de crítica importancia debido a su impacto en salud pública y a las repercusiones 

económicas que representa. En particular, los sistemas productivos de traspatio con gran 

proximidad entre diversas especies animales son un factor determinante en la evolución 

viral. Recientemente, se reconoce que la co-circulación de múltiples subtipos de virus de 

influenza A en aves, porcinos y humanos, y la transmisión ocasional de variantes aviares 

en poblaciones porcinas constituyen un riesgo para la emergencia de nuevos subtipos 

virales, los cuales podrían tener potencial pandémico. Esta transmisión de virus de influenza 

se produce comúnmente por contacto con aves infectadas y ocurre en función de los 

hábitats que comparten los animales domésticos y la fauna silvestre. Por lo tanto, 

caracterizar la región de interfaz con base en la convergencia espacial y temporal entre 

diversas especies animales, así como, evaluar molecular y serológicamente la frecuencia 

de VIA en cerdos de traspatio es clave para el entendimiento de la dinámica de transmisión 

viral en dicha interfaz.  
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HIPÓTESIS 

La convergencia temporal y espacial que ocurre en la interfaz entre unidades de 

producción porcina de traspatio y la migración de aves acuáticas favorece la diversificación 

de virus de influenza en cerdos. 
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OBJETIVO GENERAL 

Efectuar diagnóstico molecular y serológico de virus de influenza A en cerdos de traspatio 

en una interfaz con patos silvestres en el Municipio de Lerma, Estado de México. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Caracterizar la región de interfaz entre los sistemas de producción de cerdos de traspatio 

y los sitios de descanso y alimentación de aves migratorias mediante la realización de 

análisis espaciales a nivel de paisaje. 

• Realizar diagnóstico molecular de virus de influenza A en muestras nasales de cerdos 

mediante qRT-PCR. 

• Identificar la presencia de anticuerpos de virus de influenza A en sueros porcinos 

mediante la prueba de inhibición de la hemaglutinación. 
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MATERIAL Y MÉTODOS  

ÁREA DE ESTUDIO  

El estudio fue realizado en el municipio de Lerma, Estado de México (19°13’ – 19° 26’ 

latitud norte, 99°22’ – 99°34’ longitud oeste) (Figura 4). La temperatura y humedad promedio 

del área de estudio durante la temporada invernal fue de 13°C (máx 21°C, min 4°C) y 57% 

(máx 87%, min 26%), respectivamente (Anexo 1). Las unidades de estudio fueron granjas 

de traspatio localizadas dentro de un radio de 6 km del centroide de la Ciénega de 

Atarasquillo (Chiconahuapan), la cual forma parte de las Ciénegas de Lerma y cuenta con 

una extensión de 346 ha. Esta Área Natural Protegida (ANP) es un área de importancia 

para la conservación de aves (AICA) y hábitat prioritario para aves acuáticas residentes y 

migratorias (Zepeda Gómez et al., 2012). Las granjas pertenecieron a las localidades de 

Pueblo Nuevo Tlalmimilolpan, Colonia Reforma Tlalmimilolpan, Santa María Tlalmimilolpan, 

Casa Blanca (Tierras nuevas), Ejido de San Lorenzo Huitzizilapan y Santa María 

Atarasquillo (Anexo 2).  

 
Figura 4. Mapa del área de estudio.  
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CARACTERIZACIÓN REGIONAL DE LA INTERFAZ  

Se caracterizó la región mediante el uso de metadatos de Áreas Geoestadísticas 

Municipales, 2015 (INEGI, 2016), metadatos de Áreas Naturales Protegidas Federales de 

México (SEMARNAT-CONANP, 2017), metadatos de Hidrología Lótica del Estado de 

México (Casa, 2002) y metadatos del Conjunto de Datos Vectorial Edafológico, escala 

1:250 000 Serie II (INEGI, 2014) disponibles en el portal de Geoinformación de CONABIO 

(http://www.conabio.gob.mx/informacion/gis/). Asimismo, se incluyó información topográfica 

escala 1:50 000 serie III (INEGI, 2017), información obtenida de las granjas de traspatio y 

de datos reportados por investigadores en estudios previos. Se recabaron las coordenadas 

geográficas de cada granja y se analizaron con respecto a la presencia de zonas sujetas a 

inundación, presencia de corrientes superficiales de agua, distancia de las granjas al 

centroide de la ciénega y distancia granja a granja. Los análisis espaciales fueron realizados 

mediante el programa ArcGIS versión 10.5 (ESRI, 2011).  

COLECTA DE MUESTRAS 

Los procedimientos realizados en el estudio fueron aprobados por el Subcomité 

Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentación (SICUAE) con el 

protocolo N°2017/2-5. La toma de muestras se realizó de diciembre de 2016 a mayo de 

2017, período que incluye la temporada invernal 2016-2017, en la cual arriban aves 

acuáticas migratorias procedentes de Estados Unidos de América y Canadá (Anexo 3). 

Según el “Censo Agrícola, Ganadero y Forestal 2007” existen 7,457 cerdos de 552 granjas, 

260 de ellas de traspatio en el Estado de México (INEGI, 2007). Sin embargo, se desconoce 

el total de la población porcina de traspatio en el municipio de Lerma y la prevalencia de 

influenza en la región; por lo cual, el muestreo fue conforme a la participación voluntaria de 

los productores (muestreo por conveniencia).  

Se realizó la toma de muestras nasales con hisopo a 175 cerdos pertenecientes a siete 

granjas de traspatio mediante el uso de hisopos de rayón utilizando uno por animal, 

siguiendo las recomendaciones de la OPS (2010). El hisopo se insertó en la cavidad nasal 

paralelo al paladar en dirección dorsomedial evitando tocar la piel, se retiró lentamente con 

movimientos circulares frotando la mucosa nasal, usando el mismo para colectar la muestra 

de la otra cavidad.  Posteriormente, la muestra se depositó en microtubos de 1.5 ml estériles 

http://www.conabio.gob.mx/informacion/gis/
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con Medio Mínimo Esencial de Eagle (EMEM), previamente etiquetados. Las muestras se 

mantuvieron refrigeradas entre 2–8ºC mientras fueron transportadas al área de 

procesamiento de muestras del Departamento de Etología, Fauna Silvestre y Animales de 

Laboratorio (DEFSAL) donde se mantuvieron a -20°C durante un día. Finalmente fueron 

almacenadas a -70°C en la Unidad de Investigación de la FMVZ-UNAM hasta su análisis. 

De igual manera, se colectaron 115 muestras sanguíneas de cerdos por punción de la vena 

yugular, las cuales se depositaron en tubos libres de anticoagulante (Vacutainer®). Se 

centrifugaron a 1500 rpm por 10 minutos (centrifuga SorvallTM ST 16R, rotor TX-400) para 

la obtención de suero y se conservaron a -20°C en alícuotas de 2 ml en el DEFSAL de la 

FMVZ-UNAM hasta su posterior análisis. 

EXTRACCIÓN DE ARN  

Las muestras nasales con hisopo fueron descongeladas gradualmente y centrifugadas a 

2500 rpm durante 5 minutos (mini centrifuga “Dlab” D2012 plus, rotor A12-2P); posterior a 

ello se tomaron 100 μL del sobrenadante de cada una de las muestras y se depositaron en 

un nuevo microtubo estéril para realizar pools de 4 o 5 animales para cada una de las 

granjas, obteniéndose un volumen final de 400-500 μL y un total de 39 pools. 

Subsecuentemente, en la Unidad de Investigación de la FMVZ-UNAM, se efectuó la 

extracción de ácidos nucleicos mediante la utilización de equipo automatizado (QIAcube® 

HT, QIAGEN). Se ocupó un volumen inicial de 200 μL del sobrenadante de cada uno de los 

pools y se empleó el kit comercial “Cador® Pathogen 96 QIAcube® HT Kit” (QIAGEN)”, 

siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Posterior a ello, se realizó la 

preparación de la qRT-PCR con el sistema QIAgility® (QIAGEN).  

RT- PCR EN TIEMPO REAL  

En la Unidad de Investigación de la FMVZ-UNAM se llevó a cabo la qRT-PCR utilizando 

el Rotor Gene Q® (QIAGEN) dirigido hacia los genes de matriz y nucleoproteína, usando el 

kit comercial: “VetMAXTM-Gold SIV Detection Kit” (Life Technologies). Este kit cuenta con 

una sensibilidad del 98.4% y una especificidad de 99.1%. El procedimiento se realizó de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante de la siguiente manera: 
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Se preparó la mezcla maestra para las 175 muestras, así como para el control positivo 

proporcionado por el kit y los controles negativos (control sin templado-NTC, agua libre de 

nucleasas) con las proporciones mostradas en el Cuadro 2.  

Cuadro 2. Componentes del kit y sus respectivos volúmenes para la preparación de la 

mezcla maestra de la qRT-PCR. 

Componente Volumen por reacción 

2X Multiplex RT-PCR Buffer 12.5 μL 

Multiplex RT-PCR Enzyme Mix 2.5 μL 

Influenza Virus Primer Probe Mix 1.0 μL 

Agua libre de nucleasas 1.0 μL 

Volumen total  17.0 μL 

Posteriormente, se colocaron 17.0 μL de la mezcla en cada microtubo de 0.2 ml y se le 

agregaron 8.0 μL de las muestras de extracción de ARN a procesar. Las condiciones de 

amplificación se presentan en el cuadro 3.  

Cuadro 3. Condiciones de amplificación de la qRT-PCR.  

Etapa Ciclo Temperatura Tiempo 

Transcripción reversa 1 48 °C 10 minutos 

Inactivación RT/Desnaturalización inicial 1 95 °C 10 minutos 

Amplificación 40 95 °C 
60 °C 

15 segundos 
45 segundos 

El valor de ciclo umbral o Ct del control positivo se estableció en un rango de 25 a 29. Las 

muestras con un valor Ct menor a 38 fueron consideradas positivas y con un valor de Ct 38 

a 40 fueron consideradas sospechosas (Choi et al., 2015). Las qRT-PCR se realizaron por 

duplicado. Las muestras sospechosas se repitieron de manera individual.  
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REPLICACIÓN DE ANTÍGENOS VIRALES 

En el laboratorio del DMZC se llevó a cabo la replicación del VIA (subtipos H1N1, H3N2 

y H5N2) aislados de patos silvestres del área de estudio durante la temporada invernal 2016 

– 2017. Estos fueron obtenidos y secuenciados como parte del proyecto PAPIIT IA-205916 

(datos no publicados - Anexo 4). La replicación fue realizada en embriones de pollo libres 

de patógenos específicos de 9 a 11 días, siguiendo el siguiente procedimiento:  

• Se revisó la viabilidad de los embriones. Se descartaron los muertos y débiles.  

• Con un lápiz se delimitó la cámara de aire y se marcó la posición del embrión. Los 

embriones se incubaron por 24 h. 

• Se señaló el sitio de inoculación 5 mm arriba de la cámara de aire y del lado contrario 

al embrión. Se desinfectó con alcohol al 70%. Se perforó el cascarón y se inoculó la 

cavidad alantoidea con 200 μL de virus, usando una jeringa de insulina a 90° (se 

inocularon 3 embriones por cada subtipo viral). El virus fue previamente filtrado con 

filtro MilliporeTM de 0.22 µm. Se selló el orificio con pegamento blanco, se rotularon 

con el número de la muestra inoculada y se incubaron a 37 ± 2°C durante 72 h. 

• Los embriones se revisaron a las 24, 48 y 72 h. Una vez muertos o finalizadas las 

72 h, se colocaron en refrigeración mínimo 2 h con la finalidad de sacrificarlos. 

• Después de las 72 h, se desinfectaron con alcohol al 70%, se retiró el cascarón por 

la línea marcada previamente para la obtención de líquido alantoideo con puntas 

estériles de 1000 μL y se depositó en tubos estériles de 15 ml de manera individual. 

• El líquido se centrifugó a 3500 rpm (centrifuga SorvallTM ST 16R, rotor TX-400) a 

4°C durante 10 minutos. 

TITULACIÓN VIRAL  

Los líquidos alantoideos colectados fueron titulados por la técnica de Hemaglutinación en 

placas de 96 pozos. Se depositaron 50 μL de Solución Amortiguadora de Fosfatos (PBS) 

en todos los pozos de una placa en fondo “U”. Posteriormente, se colocaron 50 μL del 

líquido alantoideo recolectado de cada embrión en el pozo uno (por duplicado) y se 

realizaron diluciones dobles seriadas. Se depositaron 50 μL de eritrocitos de ave al 0.5% 

en toda la placa, realizando la lectura una vez el control de eritrocitos sedimentó. El título 

viral se ajustó a 8 Unidades Hemaglutinantes (UHA) para realizar la técnica de IH.  
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INHIBICIÓN DE LA HEMAGLUTINACIÓN 

Se llevó a cabo la evaluación serológica mediante la prueba de IH método Beta (virus 

constante, suero diluido) contra los tres subtipos de VIA aislados en patos silvestres del 

área de estudio siguiendo los protocolos de la OIE (2017). Los sueros fueron inactivados a 

56°C por 30 minutos y adsorbidos con caolín para remover inhibidores inespecíficos de la 

hemaglutinina y aglutininas del suero. En un nuevo tubo de 1.5 ml estériles se depositaron 

200 μL de suero, 400 μL de caolín y 400 μL de eritrocitos de ave al 5% y se dejaron en 

refrigeración 24 h, tiempo en el cual el caolín y los eritrocitos de aves sedimentaron. 

Posteriormente, los sueros se centrifugaron a 1500 rpm por 10 min (centrifuga SorvallTM ST 

16R, rotor TX-400) y se realizó la prueba de IH con los sobrenadantes bajo el siguiente 

procedimiento en microplacas de 96 pozos. 

• Se colocaron 50 μL de PBS en todos los pozos de la microplaca en fondo “U”. 

• Se depositaron 50 μL de cada uno de los sueros (por duplicado) de la columna “1A” 

a la “12A” de la microplaca. 

• Se realizaron diluciones dobles seriadas de la fila “A” a la “H”. 

• Se agregaron 50 μL de cada antígeno viral (subtipos H1N1, H3N2 y H5N2) con una 

concentración de 8 UHA en todos los pozos, a excepción de la primera fila de cada 

microplaca (control de suero). Asimismo, se dejó un control de virus (50μL de PBS 

+ 50 μL de antígeno H1N1, H3N2 y H5N2). 

•  Las placas se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente.  

• Se agregaron 50 μL de eritrocitos de pollo al 0.5% en toda la microplaca. Se 

consideró un control de eritrocitos (50 μL de PBS + 50 μL de eritrocitos al 0.5%).  

• Las placas se incubaron a temperatura ambiente hasta que el control de eritrocitos 

sedimentó.  

• Se realizó la lectura de las placas.  

El título de cada suero se consideró según el último pozo con sedimentación. Títulos 

mayores o iguales a 1:80 se consideraron positivos (Saavedra-Montañez et al., 2013). Los 

títulos fueron transformados a logaritmo base 10 para su análisis. Asimismo, mediante el 

coeficiente de correlación de Spearman, se calculó la correlación entre el valores de 

seropositividad de las granjas por subtipo con las distancia de éstas hacia la ciénega 

usando el programa libre R versión 3.3.3  (R Development Core Team, 2017).  
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RESULTADOS  

CARACTERIZACIÓN REGIONAL DE LA INTERFAZ  

Las siete granjas muestreadas se encontraron a una distancia menor de 6 km de la 

Ciénega de Atarasquillo. El 60.6% de los cerdos muestreados pertenecían a tres granjas 

(N° 1, 2 y 7) localizadas a menos de 2 km del centroide y de la orilla de la Ciénega (Figura 

5 y 6). La distancia lineal mínima y máxima de las granjas al centroide de la Ciénega fue de 

1,455 y 5,558 m, respectivamente (Cuadro 4).  

 

Figura 5. Distribución espacial de las granjas de traspatio muestreadas en Lerma, Estado 

de México. Color azul y gris representa la Ciénega de Atarasquillo y áreas urbanas, 

respectivamente.  
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Figura 6.  Granjas de traspatio localizadas a menos de 2 km de la Ciénega de Atarasquillo.  

 

Ciénega de Atarasquillo  
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Cuadro 4. Distancia lineal de las granjas al centroide de la Ciénega de Atarasquillo. 

Granja Distancia a centroide de 
Ciénega (m) 

Granja Distancia a centroide de 
Ciénega (m) 

N°1  1,703 N°5 3,799 

N°2 1,993 N°6 3,207 

N°3 2,827 N°7 1,455 

N°4 5,558   

Las granjas N° 2 y 7 se localizaron en una zona susceptible de inundación. El resto de las 

producciones porcinas de traspatio se encontraron cerca de pequeñas corrientes 

superficiales de agua como acueductos, canales y corrientes intermitentes (Figura 7).  

 

Figura 7. Mapa representando la hidrología lótica y zonas susceptibles a inundación del 

municipio de Lerma, Estado de México. 
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En la Ciénega se llevan a cabo actividades cinegéticas en las temporadas invernales que 

propician la interacción entre patos silvestres, cazadores y “pateros” (personas encargadas 

de ayudar a los cazadores especialmente en su introducción a la zona de caza y recolección 

de los patos silvestres cazados en el humedal). Cerca del 88.37% de las personas 

involucradas en la actividad cinegética y 20% de las personas de la región consumen los 

patos silvestres de manera regular. Asimismo, 53% de ellas cuenta con animales 

domésticos o de producción en su vivienda (Ochoa Vallejo, 2010) (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Actividad cinegética en la Ciénega de Atarasquillo (superior). Presencia de 

lancha de “patero” en una granja de traspatio de la región (inferior).  

Lancha   
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El 85.7% de las granjas (N° 3, 5, 6 y 7) se localizaron a menos de 2 km (0.8 - 1.7 km) de 

otra granja. La granja N° 2 tenía dos granjas a menos de 2 Km de distancia en línea recta. 

La máxima distancia lineal a otra granja de cerdos fue de 2.7 Km. En todas las granjas hubo 

presencia de aves de traspatio, excepto en la granja N° 5. Los propietarios de las granjas 

N° 1 y 2 fungen como médicos veterinarios de las otras granjas. Todos los porcicultores a 

excepción de la granja N° 6 reportaron contacto directo de los cerdos con las aves 

domésticas, las cuales se encuentran libremente en los corrales con acceso a bebederos y 

comederos (Figura 9). De igual manera, los propietarios reportan avistamiento de aves 

silvestres como pájaros, garcetas, garzas, cernícalos, búhos, águilas, zopilotes, lechuzas, 

cuervos y tordos en la zona, pero no contacto directo con aves acuáticas de la Ciénega. 

   

     

Figura 9. Evidencia del contacto de cerdos y aves de traspatio en algunas granjas del 

municipio de Lerma, Estado de México.  
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DIAGNÓSTICO MOLECULAR  

Se obtuvieron resultados negativos en los 39 pools de muestras nasales con hisopo 

procesados (Figura 10). En la qRT-PCR del pool 1 al 32, el valor Ct del control positivo fue 

de 25.03. En el pool 11 se obtuvo un valor de Ct de 38.69 (sospechoso), pero no se observó 

amplificación de este de manera individual (Anexo 5). Asimismo, en la qRT-PCR del pool 

33 al 39 el valor Ct del control positivo fue 25.1 y no se detectó ningún valor Ct en las 

muestras (Anexo 6). Las qRT-PCR se realizaron por duplicado para corroborar los 

resultados negativos.   

 

Figura 10. Gráfica de RT-PCR en tiempo real de muestras nasales con hisopo. En el eje 

de las “x” y de las “y” se observan los ciclos de amplificación y la fluorescencia presentada 

por cada muestra, respectivamente.  

DIAGNÓSTICO SEROLÓGICO  

En el Cuadro 5 se observan los resultados obtenidos con la técnica de Inhibición de la 

Hemaglutinación dirigida a los subtipos virales aislados de patos silvestres en el área de 

estudio. Ninguno de los sueros porcinos presentó anticuerpos contra el subtipo H5N2. Sin 

embargo, el 56.52% de los porcinos fueron seropositivos contra el subtipo H1N1, el 26.95% 

contra el subtipo H3N2 y el 26.08% contra ambos subtipos.  

Control positivo  

Pool 11  
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Cuadro 5. Resultados del diagnóstico serológico de VIA en las granjas de cerdos de 

traspatio de Lerma, Estado de México. 

En todas las granjas hubo exposición al subtipo H1N1. Ninguna granja evidenció 

seropositividad contra el subtipo H5N2. En la granja N°1, sólo fue posible la obtención y 

procesamiento de 4 muestras, de las cuales todas presentaron presencia de anticuerpos 

contra el subtipo H1N1 y una de ellas contra el subtipo H3N2. En la granja N°2 el 70.27% 

de los porcinos mostraron exposición previa al subtipo H1N1 y el 48.65% al subtipo H3N2 

en co-seropositividad con el subtipo H1N1. Por otra parte, en la granja N°3, el 75% de los 

porcinos fueron seropositivos a H1N1, pero ningún animal estuvo expuesto al H3N2. En la 

granja N°4 el 81.25% fue seropositivo al subtipo H1N1 y el 75% al H3N2; así mismo más 

de la mitad de los porcinos (68.75%) presentan anticuerpos contra ambos subtipos. Las 

últimas tres granjas evidenciaron resultados similares. Las granjas N° 5, 6 y 7 no 

presentaron exposición al subtipo H3N2. Sin embargo, un 50%, 9.09% y 13.33% de los 

porcinos estuvieron expuestos al H1N1, en cada granja respectivamente (Figura 11).  

 

Granja H1N1 H3N2 Ambos subtipos 

Id N° de 
muestras  

N° de cerdos 
seropositivos 

% N° de cerdos 
seropositivos 

% N° de cerdos 
seropositivos 

% 

N° 1 4 4 100 1 25 1 25 

N° 2 37 26 70.2 18 48.6 18 48.6 

N° 3 12 9 75 0 0 0 0 

N° 4 16 13 81.3 12 75 11 68.8 

N° 5 20 10 50 0 0 0 0 

N° 6 11 1 9.1 0 0 0 0 

N° 7 15 2 13.3 0 0 0 0 

Total 115 65 56.52 31 26.95 30 26.08 
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Figura 11. Porcentaje de cerdos seropositivos a virus de influenza A por subtipo y por granja 

de traspatio. 

Se evidenció la exposición al subtipo H1N1 en los porcinos a lo largo de la temporada de 

muestreo 2016 - 2017, así como ausencia de exposición al subtipo H3N2 en las muestras 

obtenidas del 19 de febrero al 06 de mayo y el 27 de mayo. Sin embargo, 75% de los cerdos 

muestreados el 13 de mayo en la granja más lejana a la Ciénega de Atarasquillo (5.6 km) 

estuvieron expuestos al subtipo H3N2 (Figura 12).  

 

Figura 12. Porcentaje de cerdos de traspatio seropositivos a virus de influenza A por subtipo 

y fecha de muestreo.  
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Por otra parte, las granjas que obtuvieron un mayor promedio de títulos de anticuerpos 

contra el subtipo H1N1 fueron la N° 1 y 3 con 2.0536 (log10), mientras que contra el subtipo 

H3N2 fue la granja N°4 con 1.9031 (log 10) (Cuadro 6). Asimismo, el mayor título de 

anticuerpos (2.8062) lo presentó un individuo de la granja N° 4 contra el subtipo H3N2. 

Cuadro 6. Promedio de títulos de anticuerpos hacia los subtipos H1N1 y H3N2 por granja.  

 
Subtipo 

Granja 

N°1 N°2 N°3 N°4 N°5 N°6 N°7 

H1N1 2.0536 2.0088 2.0536 2.0034 1.7024 1.5747 1.4515 

H3N2 1.2258 1.5451 1.0000 1.9031 1.0301 1.0547 1.0000 

       * Se consideró un título positivo a partir de 1:80. Los resultados fueron transformados a log10. 

Sólo tres granjas presentaron co-seropositividad. Los mayores títulos para las muestras 

doble positivas en las granjas N°1 y 2 fueron evidenciados para el subtipo H1N1, mientras 

que para la granja N°4 fue el subtipo H3N2, considerando un punto de corte 1.9030 (1:80) 

(Figura 13). 

 

Figura 13. Resultado de sueros dobles positivos al subtipo H1N1 y H3N2 por granja 

expresados en log10.  

No se observa correlación entre la distancia de las granjas a la ciénega y el valor de 

seropositividad de cada granja para el subtipo H1N1 (Rho= 0.03, p = 0.96), H3N2 (Rho= 

0.19, p = 0.67) ni para ambos subtipos (Rho= 0.19, p = 0.67). 
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DISCUSIÓN 

Este estudio describe la caracterización regional de la interfaz, así como el diagnóstico 

molecular y serológico del virus de influenza en granjas porcinas de traspatio dentro de un 

radio menor a 6 km de la Ciénega de Atarasquillo (Lerma, Estado de México).  

Caracterizar la interfaz entre poblaciones domésticas y silvestres, especialmente 

mediante parámetros claves como la distribución espacial y temporal de las tasas de 

contacto es esencial para modelar la dinámica de transmisión de VIA (Cappelle et al., 2011). 

La falta de herramientas como la telemetría satelital representó una limitante para 

caracterizar la tasa directa de contacto entre los cerdos y los patos silvestres del presente 

estudio. Sin embargo, se realizó una aproximación mediante sistemas de información 

geográfica para efectuar análisis espaciales de la región de interfaz. 

Los sistemas productivos de traspatio favorecen las interacciones entre diversas especies 

animales y han sido asociados con la emergencia de enfermedades infecciosas zoonóticas 

(Conraths et al., 2011). Granjas localizadas dentro o próximas a sistemas con humedales 

se consideran zonas de alto riesgo para la transmisión de VIA (Bravo-Vasquez et al., 2016). 

Igualmente, estas zonas de contacto permiten la congregación de gran cantidad de aves 

acuáticas propiciando una mayor diversificación viral durante la migración invernal 

(Cappelle et al., 2011). La cercanía de cuerpos de agua a granjas en las cuales coexisten 

diversas especies favorece la evolución de VIA y aumenta la probabilidad de emergencia 

de nuevas variantes antigénicas (Harris et al., 2017). Esto se ha evidenciado con los 

subtipos H7N9 y H10N8 detectados en aves de corral, los cuales contienen genes de HA y 

NA derivados de aves silvestres en China (Su et al., 2015). Incluso, estanques artificiales 

usados para actividades humanas (agricultura, pesca o producciones de traspatio) con 

presencia de aves migratorias en invierno constituyen un espacio apto para la persistencia 

de VIA; un ejemplo de ello es el subtipo H6N2 aislado en patos centinelas de la zona Central 

de México (Barrón-Rodríguez et al., 2018). 

En el caso de Lerma, además de las 346 ha de extensión de la Ciénega de Atarasquillo, 

este municipio es susceptible a inundaciones por sus características físicas, intensas 

precipitaciones y deficiencias en el sistema de drenaje (Barragán y Figueroa, 2014). En el 

estudio, todas las granjas se encontraron en cercanía a corrientes superficiales de agua y 
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dos de las granjas (N° 2 y 7) se ubicaron sobre suelo tipo Phaeozem, el cual se desarrolló 

sobre planicies lacustres y fluvioviales, siendo una zona susceptible a inundación. Estas 

áreas inundadas se han asociado con la presentación de infecciones respiratorias agudas 

en humanos cuya mayor incidencia ocurre en enero, febrero y noviembre (Barragán y 

Figueroa, 2014). Asimismo, el agua contaminada con heces de aves se reconoce como una 

ruta de infección en el caso de influenza (Cappelle et al., 2011; Torremorell et al., 2012). La 

presencia de ríos, arroyos o canales, así como la proporción de área cubierta por inundación 

se han identificado como factores de riesgo en la presentación de brotes de influenza 

mediante el uso de modelos espaciales (Van Boeckel et al., 2012). Esta vía indirecta de 

transmisión es reportada por Karasin et al. (2000), debido al aislamiento de un subtipo H4N6 

en cerdos de una granja canadiense cuya fuente de agua provenía en ocasiones de un lago 

cercano. Asimismo, investigadores de Estados Unidos de América mencionan esta posible 

ruta de transmisión ante el aislamiento y la caracterización genética de un virus H2N3 en 

dos granjas diseñadas para prevenir la entrada de aves, pero que usaban agua superficial 

de estanques para la limpieza de instalaciones y como agua de bebida de los porcinos (Ma 

et al., 2007). 

En ninguna granja se reportó contacto directo entre los patos silvestres y los cerdos 

domésticos muestreados. Sin embargo, los productores mencionaron avistamientos de 

aves silvestres cerca de las granjas. Aves y otros pequeños mamíferos pueden fungir como 

hospederos puente para la transmisión de VIA de los cuerpos de agua a las granjas, dado 

que los patos migratorios raramente habitan los sistemas productivos (Houston et al., 2017; 

Velkers et al., 2017). No obstante, estudios realizados en áreas con presencia de 

humedales y granjas han registrado aves migratorias positivas a VIA, pero roedores y aves 

de áreas peri-domésticas negativos a la infección viral (Grear et al., 2017; Houston et 

al.,2017). 

 De igual manera, en el estudio se evidenciaron bajos esquemas de bioseguridad en todas 

las granjas y contacto cercano entre aves de corral, cerdos y humanos en seis de las siete 

granjas de traspatio. Además, el 85.7% de estas producciones se localizaron a menos de 

2 km de otra granja. Minh et al. (2011), así como Pearson et al. (2016), han reportado 

mayores interacciones espaciotemporales relacionadas con riesgo de transmisión de 

enfermedades entre granjas a menos de 7 km de distancia. Asimismo, Corzo et al. (2013) 
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han detectado ARN viral de los subtipos H1N1, H1N2 y H3N2 hasta a 2.1 km de distancia 

de una granja porcina infectada. Por lo cual, mencionan a la ruta aerógena como una vía 

importante de transmisión viral. 

Por otra parte, un resultado relevante fue la ausencia de resultados positivos por qRT-

PCR en todas las muestras nasales de los cerdos de traspatio; a pesar de la positividad 

molecular a VIA de patos silvestres que coincidieron espaciotemporalmente con los cerdos 

de traspatio durante la temporada invernal 2016-2017 (Datos no publicados de un estudio 

realizado en paralelo). Los resultados moleculares obtenidos concuerdan con una 

investigación realizada por Jimenez-Bluhm et al. (2018), quienes mencionan resultados 

positivos a VIA en aves silvestres, pero negativos en sistemas productivos de traspatio 

donde es habitual el grado de contacto entre diversas especies hospederas. 

La detección molecular de VIA depende de la colección del tipo apropiado de muestra, la 

calidad de la muestra, así como su adecuado manejo y almacenamiento. Secreciones 

nasales o fluidos orales son recomendados para el diagnóstico de VIA ante-mortem, así 

como su colecta en tubos con Medio Mínimo Esencial (MEM) u otros medios de transporte 

viral (Culhane y Detmer, 2014). En el presente estudio la toma de muestras se realizó según 

lo reportado en la literatura. Asimismo, se utilizó el kit comercial “VetMAXTM-Gold SIV 

Detection Kit”, el cual cuenta con licencia del Departamento de Agricultura de los Estados 

Unidos (USDA), y es altamente sensible - específico para la detección de VIA en muestras 

nasales con hisopo (Zhang y Harmon, 2014). Sin embargo, se ha reportado que la 

realización de pools de muestras puede reducir la oportunidad de detectar el VIA debido a 

la reducción del título viral de la muestra positiva (Ssematimba et al., 2018). Además, 

estudios previos han reportado una mayor detección viral de VIA de origen aviar (ej. 

subtipos H5 y H7) en el tracto respiratorio inferior por medio de muestras de lavado bronco-

alveolar e hisopos traqueales en cerdos comparado con muestras nasales con hisopo 

(Balzli et al., 2016; Meseko et al., 2018).  

Existen diversos factores involucrados en la transmisión de VIA como: la excreción viral, 

la estabilidad en el ambiente y el grado de contacto o mezcla con otras especies hospederas 

(Awosanya et al., 2013; Joseph et al., 2017). Asimismo, existen factores intrínsecos 

virológicos o intra-hospedero implicados en la transmisión de VIA entre especies (Bourret, 
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2018). Dentro de los cuales, características adaptativas como cambios en la preferencia de 

receptor dado por mutaciones en aminoácidos de la HA y mutaciones en el complejo de las 

ribo-nucleoproteínas (PB1, PB2, PA y NP) implicadas en la replicación viral, son claves en 

el proceso de emergencia del virus de influenza. Igualmente, aspectos como el estado de 

salud, el estatus inmunitario y la edad de los hospederos desempeñan un papel importante 

en la transmisión interespecie (Munoz et al., 2016).  

En los cerdos, la excreción viral a través de secreciones nasales y la replicación del virus 

en los pulmones es de corta duración. Esta se limita a aproximadamente 5 - 8 días después 

de la infección (Corzo et al., 2013; De Vleeschauwer et al., 2009a). Además de ello, las 

infecciones con subtipos de origen aviar como H1N1, H4N1, H5N1 y H7N1 resultan en la 

diseminación de pocas cantidades de virus por 3 a 6 días sin una eficiente transmisión cerdo 

a cerdo (De Vleeschauwer et al., 2009b). Por lo cual, se menciona a la falta de prevalencia 

molecular como un posible hallazgo debido a la ausencia de exposición reciente de cerdos 

al VIA durante el tiempo de colecta de las muestras (Awosanya et al., 2013).  

Igualmente, algunos estudios han reportado bajas o nulas prevalencias a VIA en cerdos 

de traspatio durante la temporada invernal, lo cual coincide con los resultados obtenidos en 

el presente estudio (Jimenez-Bluhm et al., 2018; Olson et al., 2014). Sin embargo, en 

condiciones in-vitro se reporta una persistencia viral prolongada en ambientes acuáticos a 

bajas temperaturas (<17°C), pH ligeramente básico (7.4 - 8.2) y baja salinidad (< 20,000 

ppm), pudiendo ser infeccioso más de 30 días a una temperatura por debajo de los 0°C 

(Brown et al., 2009; Joseph et al., 2017). De igual manera, aunque se reporta un pobre 

aislamiento viral en condiciones in situ, un estudio previo en las Ciénegas de Lerma reportó 

el aislamiento de un VIA subtipo H4N2 en muestras de agua entre 6 a 16°C y pH entre 7.0 

a 7.8 (Obregón-Ascencio, 2011; Ornelas-Eusebio et al., 2015). La temperatura promedio 

del área de estudio durante la colecta de las muestras fue de 13°C (máx. 21°C, mín. 4°C). 

No obstante, la propagación viral también depende de la humedad (Brown et al., 2009). En 

el área de estudio, la humedad relativa promedio fue de 57% (máx. 87%, mín. 26%). 

Humedades relativas ≥40% han mostrado pérdida de infectividad viral. Por lo cual, 

condiciones secas (baja humedad relativa de 20-35%) favorecen la transmisión de VIA, 

mientras que ambientes con alta humedad relativa (80%) la bloquean completamente 

(Lowen et al., 2007). 
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De igual manera, otro de los hallazgos más relevantes fue la presencia de anticuerpos 

contra los subtipos H1N1 y H3N2 aislados de patos silvestres de la Ciénega de Atarasquillo 

durante la temporada invernal 2016 – 2017. Los resultados serológicos fueron obtenidos 

por medio de la técnica de IH. Esta prueba es fácil de realizar, económica y rápida, por lo 

que es la más comúnmente utilizada para la detección de anticuerpos específicos anti-

influenza en muestras de suero. Sin embargo, el suero de diversas especies de mamíferos 

contiene hemaglutininas e inhibidores inespecíficos que pueden interferir con su 

especificidad (Pedersen, 2014). Por ende, los sueros porcinos evaluados recibieron un 

tratamiento previo.  

En el presente estudio, el 56.52% de los porcinos fueron seropositivos contra el subtipo 

H1N1, el 26.95% contra el subtipo H3N2 y el 26.08% contra ambos subtipos. Estos 

resultados son similares a los reportados previamente en el noreste de México con alta 

seropositividad a los subtipos H1N1 (55%), H3N2 (59%) y hacia ambos subtipos (38%) 

(López-Robles et al., 2014). Asimismo, la falta de seropositividad contra el subtipo H5N2 

evidenciada en el presente estudio es consistente con un estudio realizado en Egipto, cuya 

área de estudio estaba cerca al sitio principal de paro de aves migratorias, se encontraba 

próxima a un foco de infección de VIA y los cerdos eran alimentados con restos orgánicos 

incluyendo aves muertas. No obstante, se detectó una muy baja seroprevalencia del subtipo 

H5 en 240 cerdos de 11 granjas (El-Sayed et al., 2010).  

Resultados similares fueron reportados por Jung et al. (2007), quienes describen 

seropositividades del 51.2% para el subtipo H1, 43.7% para el subtipo H3 y 25.3% para 

ambos subtipos, pero seronegatividad al subtipo H5 de origen aviar en 742 muestras por 

medio de las técnicas de IH y SVN en Corea. Por lo tanto, los estudios de seroprevalencia 

de VIA de origen aviar en porcinos han sugerido una transmisión esporádica en lugar de 

una circulación persistente entre cerdos debido a la baja adaptación de la mayoría de las 

cepas aviares a la replicación y transmisión en nuevos hospederos (Baudon et al., 2017; 

Bourret, 2018; Yassine et al., 2011). Asimismo, a nivel experimental se ha reportado la 

producción de bajos títulos virales, poca carga viral en pulmones y excreción nasal de VIA 

reducida tras la inoculación del subtipo H5N2 en porcinos (De Vleeschauwer et al., 2009a). 

Incluso, se ha observado protección parcial contra el virus de influenza aviar H5N1 de baja 
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patogenicidad en cerdos debido a infecciones previas con virus de influenza H1N1 de origen 

porcino (Van Reeth et al., 2009). 

No obstante, la interpretación de la prueba diagnóstica depende del estatus de 

vacunación y exposición de los animales (Kitikoon et al., 2014). La producción de 

anticuerpos por vacunación es de corta duración. En el caso de los porcinos, Desrosiers et 

al. (2004) reportan la ocurrencia de un pico en el título de anticuerpos dos semanas después 

de la vacunación y una posterior seronegatividad detectada por IH o ELISA ocho semanas 

después. Por lo cual, altos títulos de anticuerpos en animales no vacunados se asocian 

frecuentemente con infecciones recientes. En el caso de Lerma, los cerdos de traspatio 

muestreados no habían sido vacunados contra VIA según los productores. Sin embargo, se 

presentaron títulos de anticuerpos contra los subtipos H1N1 (principalmente la granja N° 1 

y 3) y H3N2 (principalmente la granja N° 4). Asimismo, en el presente estudio el subtipo 

H1N1 fue el que mostró con mayor frecuencia mayores títulos de anticuerpos (2.5051), lo 

cual concuerda con un estudio previo en producciones de traspatio en la Ciudad de México 

(Saavedra-Montañez et al., 2013).   

Finalmente, en este estudio no se evidenció una correlación entre la distancia granja-

ciénega y los valores de seropositividad por granja para los subtipos H1N1, H3N2 ni para 

ambos subtipos. La granja N°4 ubicada a 5.6 km de la ciénega evidenció una 

seropositividad del 81.3% para el subtipo H1N1 y 75% para el subtipo H3N2, mientras que 

la granja N° 7 presentó una baja seropositividad para el subtipo H1N1 (13.3%) y una nula 

seropositividad para el subtipo H3N2, a pesar de su cercanía considerable al centroide de 

la ciénega (1.5 km). Estos resultados son contrarios a lo propuesto por Harris et al. (2017), 

quienes mencionan la proximidad de granjas a recursos externos de agua como un factor 

epidemiológico importante en la propagación de VIA. No obstante, el cálculo del coeficiente 

de correlación de Spearman del presente estudio se realizó con los valores obtenidos en 

siete granjas muestreadas en cinco meses diferentes. Por lo cual, se destaca la necesidad 

de ampliar el muestreo espaciotemporalmente para futuros análisis, ya que la dinámica de 

transmisión del VIA es compleja e involucra la participación de múltiples factores 

ecológicos, socioeconómicos y virológicos, así como de múltiples interacciones entre el 

virus, los hospederos y el ambiente (Yoo et al., 2018). 
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CONCLUSIONES  

Con base en los resultados del presente estudio se evidenció: 1) falta de información 

actualizada relacionada con la población porcina de traspatio y su participación en la 

transmisión de enfermedades infecciosas en el municipio de Lerma, 2) presencia de 

factores epidemiológicos claves en la propagación viral como: proximidad de granjas a 

cuerpos de agua y patos silvestres, contacto directo/indirecto con aves de corral, bajos 

esquemas de bioseguridad y cercanía a otras granjas, 3) ausencia de infección por VIA 

mediante qRT-PCR en muestras nasales de cerdos de traspatio localizados a menos de 6 

km de la Ciénega de Atarasquillo durante la temporada invernal 2016 – 2017, lo cual puede 

ser debido al tamaño de muestra, al corto período de excreción viral, a la falta de 

persistencia viral en el ambiente, a la dilución de la muestra positiva por realización de 

pools, entre otros factores y 4) presencia de anticuerpos detectados mediante la técnica de 

IH contra los subtipos H1N1 y H3N2 provenientes de patos silvestres que coinciden espacio 

temporalmente con las granjas muestreadas. Sin embargo, los resultados no aportan 

evidencia que soporte que la convergencia temporal y espacial que ocurre en la interfaz 

entre unidades de producción porcina de traspatio y la migración de aves acuáticas 

favorezca la diversificación de VIA en cerdos. 
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RECOMENDACIONES  

• Generar información actualizada sobre las producciones porcinas de traspatio en 

Lerma mediante la implementación de encuestas.  
• Ampliar la escala temporal y espacial del estudio.  
• Continuar con el estudio del papel que desempeñan el agua de las Ciénegas de 

Lerma y cuerpos de agua asociados a producciones de traspatio dentro del 

mantenimiento de VIA.  
• Profundizar en el entendimiento de la dinámica de transmisión de virus de 

influenza A en esta interfaz mediante una aproximación integral que combine 

datos serológicos y moleculares junto con información medioambiental y 

socioeconómica. 
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ABREVIATURAS 
 

AICA             Área de importancia para la conservación de aves  

ANP              Área Natural Protegida  

ARN              Ácido ribonucleico  

CONACYT    Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología  

CONABIO     Comisión Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad  

DEFSAL        Departamento de Etología, Fauna Silvestre y Animales de Laboratorio  

DMZC            Departamento de Medicina y Zootecnia de Cerdos 

ELISA            Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas  

EMEM           Medio Mínimo Esencial de Eagle 

FMVZ            Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia  

HA                Hemaglutinina  

HPAI             Virus de influenza aviar de alta patogenicidad  

ICTV              International Committee on Taxonomy of Viruses  

IH                  Inhibición de la Hemaglutinación  

IHC                Inmunohistoquímica 

INEGI            Instituto Nacional de Estadística y Geografía  

Kb                 Kilobase 

LPAI             Virus de influenza aviar de baja patogenicidad  

µL                 Microlitros 

M                  Matriz  

M1                Proteína de matriz 1 

M2           Proteína de matriz 2 
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MDCK          Línea celular de riñón de perro Madin-Derby  

NA                Neuraminidasa  

NEP             Proteína exportadora nuclear 

NP                Nucleoproteína  

NS                No estructural  

NS1              Proteína no estructural 1  

NS2              Proteína no estructural 2 

NTC             Control sin templado  

OPS             Organización Panamericana de la Salud  

PA                Polimerasa Ácida  

PB1              Polimerasa Básica 1 

PB2              Polimerasa Básica 2 

PBS             Solución Amortiguadora de Fosfatos 

RPM            Revoluciones por minuto  

SVN             Seroneutralización viral  

SICUAE       Subcomité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de      

          Experimentación 

UHA             Unidades Hemaglutinantes 

VIA               Virus de influenza A  

UNAM          Universidad Nacional Autónoma de México  

qRT-PCR      Reacción en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Reversa en tiempo 

           real 
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 ANEXO 1 

Diagrama de la temperatura y humedad relativa registrada en Lerma, Estado de México 

durante las fechas de muestreo.  

 

Fuente: https://www.meteored.mx/lerma-de-villada/historico 
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ANEXO 2 

Información de localidades muestreadas del municipio de Lerma, Estado de México. 

Localidad Población Viviendas 
habitadas 

Falta de 
drenaje  

Falta de 
tuberías 

Falta de 
sanitario  

UPP 

Casa Blanca 

(Tierras nuevas) 

206 42 0% 0% 4.8% 2 

Ejido de San 

Lorenzo 

Huitzizilapan 

24 6 0% 0% 0% 13 

Santa María 

Atarasquillo 

13,769 3,092 0.3% 0.4% 1.2% 18 

Pueblo Nuevo 

Tlalmimilolpan 

1,848 427 8.7% 0.7% 6.6% 2 

Colonia 

Reforma 

Tlalmimilolpan 

1,389 344 1.7% 1.2% 1.5% 13 

Santa María 

Tlalmimilolpan 

2,628 608 3.9% 1.0% 4.3% 18 

* UPP: Unidades de producción porcina. Fuente: Catálogo de Localidades (SEDESOL, 

2010)  
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ANEXO 3 

Colecta de muestras de cerdos de traspatio en granjas del municipio de Lerma, Estado de 

México. 

Fecha de 
muestreo 

Localidad Granja N° muestras 
nasales 

N° muestras 
sanguíneas 

03/12/2016 Casa Blanca Granja 1 35 4 

18/12/2016 Santa María 

Atarasquillo 

Granja 2 24 7 

12/02/2017 Santa María 

Atarasquillo 

Granja 2 19 19 

19/02/2017 Santa María 

Atarasquillo 

Granja 2 13 11 

25/03/2017 Santa María 

Atarasquillo 

Granja 3 13 12 

23/04/2017 Pueblo Nuevo 

Tlalmimilolpan 

Granja 5 24 20 

06/05/2017 Colonia Reforma 

Tlalmimilolpan 

Granja 6 11 11 

13/05/2017 Santa María 

Tlalmimilolpan 

Granja 4 21 16 

27/05/2017 Ejido de San Lorenzo 

Huitzizilapan 

Granja 7 14 15 

TOTAL 175 115 
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ANEXO 4 

Antígenos de virus de influenza utilizados durante la técnica de Inhibición de la 

Hemaglutinación. 

Fecha  ID Especie  Nombre común Subtipo 

27/11/2016 80 Anas crecca Cerceta común H5N2 

11/12/2016 377 Anas platyrhynchos diazi Pato mexicano H5N2 

11/12/2016 322 Spatula discors  Pato cucharón norteño H1N1 

22/01/2017 465 Anas crecca Cerceta común H3N2 

26/02/2017 613 Spatula clypeata  Pato cucharón norteño H5N2 
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ANEXO 5 

Valores de Ct del control positivo, controles negativos y de las muestras nasales con 

hisopo (pool 1 al 32) analizadas por medio de qRT-PCR.  

Color Identificación  Tipo Ct Resultado 

  Control Positivo Kit Control positivo 25.03 Positivo  

  NTC Control negativo   Negativo 

  Agua libre de nucleasas Control negativo    Negativo 

  Pool 1 - Granja 1 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 2 - Granja 1 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 3 - Granja 1 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 4 - Granja 1 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 5 - Granja 1 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 6 - Granja 1 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 7 - Granja 1 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 8 - Granja 2 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 9 - Granja 2 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 10 - Granja 2 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 11 - Granja 2 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 12 - Granja 2 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 13 - Granja 2 Hisopo nasal  38.69 Sospechoso 

 Pool 14 - Granja 2 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 15 - Granja 2 Hisopo nasal    Negativo 

 Pool 16 - Granja 2 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 17 - Granja 2 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 18 - Granja 2 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 19 - Granja 2 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 20 - Granja 3 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 21 - Granja 3 Hisopo nasal    Negativo 

 Pool 22 - Granja 3 Hisopo nasal    Negativo 
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  Pool 23 - Granja 4 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 24 - Granja 4 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 25 - Granja 4 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 26 - Granja 4 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 27 - Granja 4 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 28 - Granja 5 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 29 - Granja 5 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 30 - Granja 5 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 31 - Granja 5 Hisopo nasal    Negativo 

  Pool 32 - Granja 5 Hisopo nasal    Negativo 

 

 

ANEXO 6 
Valores de Ct del control positivo, controles negativos y de las muestras nasales con hisopo 

(pool 33 al 39) analizadas por medio de qRT-PCR.  

Color Identificación Tipo Ct Resultado 

 

Control Positivo Control positivo 25.11 Positivo 
 

NTC Control Negativo 
 

Negativo 
 

Agua libre de nucleasas Control Negativo 
 

Negativo 
 

Pool 33 – Granja 5 Hisopo nasal 
 

Negativo 
 

Pool 34 – Granja 6 Hisopo nasal 
 

Negativo 
 

Pool 35 – Granja 6 Hisopo nasal 
 

Negativo 
 

Pool 36 – Granja 6 Hisopo nasal 
 

Negativo 
 

Pool 37 – Granja 7 Hisopo nasal 
 

Negativo 
 

Pool 38 – Granja 7 Hisopo nasal 
 

Negativo 
 

Pool 39 – Granja 7 Hisopo nasal 
 

Negativo 
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