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Resumen

En los ultimos afos el estudio de comunidades de patdogenos ha adquirido una
gran importancia para comprender las dinamicas patdégeno-hospedero, y los
factores epidemioldgicos y ecoldgicos relacionados. La importancia de esta area
es conocer los procesos macro ecoldgicos que influyen en los patégenos y su
subsecuente diseminacion a nuevos areas geograficas y a nuevos hospederos,
incluyendo al ser humano. Dos herramientas de gran utilidad para el estudio de
dichos procesos son la teoria de metacomunidades y el analisis de co-ocurrencias.
La teoria de metacomunidades busca comprender los factores que afectan a las
comunidades y la manera en que se estructuran, para darnos un mejor contexto
de los factores ecoldgicos que influyen. Por otro lado el analisis de co-ocurrencia
busca conocer como las especies presentes en una comunidad estan
relacionadas y si estas interacciones son positivas, negativas o neutrales.

Un modelo de gran utilidad para estos estudios es el virus de la influenza tipo A,
un patdgeno de gran importancia para la salud publica y animal, asi como en los
aspectos econdmicos y politicos. A pesar de que este patégeno ha sido
ampliamente estudiado, aun se desconocen aspectos relacionados con su
macroecologia.

En el presente proyecto se buscé6 conocer como se estructuran las
metacomunidades del virus de influenza tipo A, asi como la co-ocurrencia de los
diferentes subtipos en las especies de aves, en diferentes zonas zoogeograficas.
Utilizando la base de datos Influenza Research Database, de la NCBI, se
obtuvieron 188,412 registros de 241 especies de aves hospederas, las cuales se
agruparon en 11 regiones zoogeograficas. Para el analisis de metacomunidades
se obtuvieron estructuras anidadas en las regiones paleartica, oriental y sino-
japonesa, asi como a nivel mundial; mientras que en el analisis de co-ocurrencia
se presentaron asociaciones positivas entre practicamente todos los subtipos
analizados.

De acuerdo al analisis de metacomunidades las estructuras anidadas estan

asociadas a sesgos en el muestreo, debido a que gran parte de las muestras



pertenecen a dos especies de aves, Anas platyrrhynchos y Gallus gallus
domesticus. Es por ello que se requiere modificar la forma en que estamos
estudiando el virus de influenza, pues debemos de realizar estudios mas
integrales que nos permitan conocer con mayor precision el papel que juegan
otras aves, incluyendo aves terrestres en la transmision y evolucion del virus de
influenza. En el caso del analisis de co-ocurrencias, las asociaciones positivas
indican que existen procesos de coinfeccion entre los diferentes subtipos de
influenza. Esto favorece el reordenamiento y la subsecuente formacion de nuevos
subtipos, muchos de ellos de posible caracter zoondtico. Dentro de la asociacion
de subtipos encontramos que aquellos considerados zoondéticos son los que co-
ocurren en mayor medida, lo que pudiera indicar un proceso de recombinacion
que influye en la patogenicidad y virulencia del subtipo.

Por lo anterior es importante conocer la variedad de subtipos de influenza y los
hospederos en los que se encuentran para poder asi desarrollar estrategias mas
precisas de vigilancia y monitoreo. Es importante que comencemos a realizar
estudios que sean mas integrales y que busquen comprender a los diferentes
elementos que conforman a un sistema, como un todo, y asi poder conocer con

mayor profundidad las dinamicas ecoldgicas que representan estos sistemas.



Abstract

In the last years the study of pathogen communities has been of big concern for
understanding pathogen-host dynamics, and the epidemiological and ecological
factores related to it. Studying macro ecological processes of pathogen will allow
us to understand their dissemination to new geographic areas and to new hosts.
Two important tool that can help us study these processes are the metacommunity
theory and co-occurrence analysis.

Metacommunity theory aims to understand factors that affect pathogen community
and the way this communities are structured. This can help us understand
ecological factors that are related to these structures. Co-occurrrence analysis
studies how species interact in a given community and if these interactions are
positive, negative or neutral.

Avian influenza virus (AlV) is an important model for this type of studies. It is a
pathogen of great importance in public health and the poultry industry, however we
still haven’t figure out the ecological patterns that act at bigger scales, as well as its
ecology and epidemiology.

In this study we want to know how AlV communities are structured, as well as how
subtypes are co-occurring in different bird species at global and regional scales.
Using Influenza Research Database we obtained 188,412 records of 241 species,
grouped in 11 zoogeographic regions. The metacommunity and co-occurrence
analysis were made using free software R. In the co-occurrence analysis positive
associations were found between pairs of AlV subtypes; and for metacommunities,
in the paleartic, oriental and sino-japanese regions, as well as worldwide, quasi-
clumped species loss nested structures were presented. This results indicate that
different influenza subtypes are being presented in the same bird species, which
can favor a process of coinfection that may lead to genetic reassortment and the
generation of new genotypes, some of them with zoonotic potential. However
according to our metacommunity analysis the nested structures are associated
with a sample bias, mainly due to an over sampling of Anas platyrrhynchos and
Gallus gallus domesticus. It's important to modify how surveillance is being made



SO we can have a greater overview on the ecological factors involving AlV, and
developing better surveillance and monitoring programs.

We conclude that studying viral diversity and the hosts associated to it will let us
develop more precise strategies for surveillance and monitor. It is important to
study these systems in a more integrated framework, with the objective of
understanding the ecological processes in an holistic way. This will allow us to get
a better picture of how systems in nature work and the interconnectedness of
everything.



Objetivos

General

Conocer como se estructuran las metacomunidades de Influenza tipo A en aves,
en las diferentes regiones zoogeograficas, y si dichas estructuras esta relacionada
con los patrones de co-ocurrencia que presentan los diferentes subtipos del virus.

Especificos

Realizar una revisiéon sobre los modelos nulos, principalmente sobre la teoria de
metacomunidades y el analisis de co-ocurrencia para conocer la utilidad de estos

analisis en el estudio de ecologia de comunidades.

Realizar el analisis de metacomunidades y de co-ocurrencia con la informacion
recabada sobre los subtipos de influenza tipo A identificados en aves domésticas y
silvestres, en las diferentes regiones zoogeograficas para conocer los patrones e

interacciones que existen entre el virus y sus hospederos.



Introduccion

Desde tiempos antiguos el ser humano se ha enfrentado a un sin fin de
agentes infecciosos y enfermedades que han producidos millones de muertes y
grandes pérdidas economicas. Como ejemplos tenemos a la rabia que fue descrita
en Mesopotamia en perros de caza en el 2,300 AC, o la Peste Negra en el siglo
XIV en Asia, Africa y Europa (Kruse, Kirkemo, and Handeland 2004). Actualmente
continuan ocurriendo cientos de brotes de diversas enfermedades emergentes
alrededor del mundo, siendo la gran mayoria de caracter zoonotico, como es el
caso de la epidemia del sindrome respiratorio de Medio Oriente en 2012 (CDC
2014), o la influenza H1IN1 en 2009 en México (CDC 2010). El 75% de las
enfermedades zoondticas emergentes tienen su origen en fauna silvestre
(VanWormer 2013). Esto se asocia principalmente a factores antropogénicos
como son: el crecimiento desmesurado de la poblacibn humana, el cambio
climatico, la fragmentacién del habitat, cambios de uso de suelo, entre otros,
provocando una mayor interaccion entre el ser humano y los animales silvestres.
Debido a lo anterior, los patdégenos, vectores y hospederos han sufrido cambios en
su ecologia, favoreciendo la emergencia o reemergencia de enfermedades (Kruse,
Kirkemo, and Handeland 2004).

Los cambios ambientales ocasionados por el ser humano, tales como la pérdida y
la fragmentacion del habitat, alteran la biodiversidad e irrumpen la funcién de los
ecosistemas (Dirzo et al. 2014). Las alteraciones de los ecosistemas debido a
actividades antropogénicas favorecen que existan cambios en la dinamica de las
comunidades, incluyendo a las comunidades de patdégenos (Suzan et al. 2015).
Estos cambios alteran las dinamicas ecoldgicas y evolutivas de las comunidades,
aumento en la abundancia de hospederos competentes, cambios en las
interacciones entre patogenos, incremento en la distribucion y riesgo de
emergencia de nuevos patdgenos, y la alteracion en la dinamica de dispersion y
transmision de enfermedades (Suzan et al. 2015; Foley et al. 2005). Es por lo
anterior que en los ultimos anos, debido a las alteraciones antropogénicos, el

estudio de comunidades de patdogenos ha adquirido una gran importancia para



lograr comprender las dinamicas patdégeno-hospedero, asociadas a dichos
cambios antropogénicos (Mihaljevic 2012). Entre los patégenos mas estudiados a
nivel mundial es el virus de la influenza. Este agente es de gran importancia
debido a su potencial pandémico y al interés econdmico en las producciones
avicolas. Comprender las dinamicas que tiene este agente con sus hospederos,
asi como las interacciones ecologicas seran de gran ayuda para el desarrollo de

programas de vigilancia epidemioldgica.

El virus de influenza

El virus de influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae. Se clasifica en
cuatro géneros influenzavirus A, B C y D, siendo los tipos B y C los que afectan
directamente al humano (Shao et al. 2017). Los diferentes subtipos se diferencian
mediante las variaciones antigénicas en la proteina de la matriz (M1) y en la
nucleoproteina (NP) (Garcia-Garcia and Ramos 2006; Su et al. 2017). Dentro de
los géneros de influenza, el tipo A es uno de los de mayor importancia pues
representan una amenaza constante para la salud publica y la salud alimentaria
debido a las infecciones estacionales y a su potencial pandémico (Horman et al.
2018).
Los IA se encuentran distribuidos a nivel mundial, y han sido aislados de una gran
cantidad de especies, incluyendo humanos, cerdos, caballos, hurones, felinos,
mamiferos marinos y una gran variedad de aves silvestres (Olsen et al. 2006).
Este agente ha sido identificado en al menos 105 especies de aves silvestres de
26 familias diferentes, siendo las aves acuaticas, del orden Anseriformes y
Charadriformes, los principales reservorios naturales del virus (Garcia-Garcia, J.,
2006). Su relacién con las aves acuaticas esta asociada a la proximidad existente
entre los individuos que forman a las comunidades, la distribucion geografica de
las especies y los patrones migratorios. Las caracteristicas conductuales y de
alimentacion de las aves acuaticas, favorecen de igual modo la transmisién y
dispersion del virus (Reperant, Kuiken, and Osterhaus 2012; Olsen et al. 2006), y
pueden actuar como amplificadores locales del agente al migrar a sitios donde

existan poblaciones de inmunolégicamente incompetentes (Bodewes and Kuiken



2018).

El virus de IA posee una gran diversidad antigénica y genética, asociada a
diferentes procesos de reordenamiento, recombinacion y mutacién (Shao et al.
2017). El virus de IA presenta una estructura pleomoérfica o esférica, que contiene
un genoma de 8 segmentos de RNA de cadena sencilla y polaridad negativa, que
codifica para 11 proteinas, 9 proteinas estructurales y 2 proteinas no estructurales
(Abbas and Abidin 2013). Las 9 proteinas estructurales son la hemaglutinina (HA),
neuroaminidasa (NA), proteina de matriz (M1), proteina del canal de iones (M2),
proteina nuclear (NP), subunidad polimerasa (PA) y complejo RNA polimerasa
(PB1, PB1-F2 y PB2); y las dos proteinas no estructurales son NS1 y NS2 (Shao
et al. 2017). Estos virus se dividen en diferentes subtipos de acuerdo a las dos
glicoproteinas de superficie que presentan, la hemaglutinina (HA) y la
neuraminidasa (NA) (Olsen et al. 2006). Actualmente se han identificado 18
subtipos de HA y 11 subtipos de NA, dando lugar a mas de 120 combinaciones de
estas proteinas (Shao et al. 2017; Alexander 2007).

La proteina HA juega un papel muy importante en el establecimiento de las
infecciones virales. La HA es una proteina de membrana y el principal antigeno
de superficie del virus de influenza. Esta proteina se une al acido sialico de la
célula hospedera y esta relacionada con la especificidad que presenta el virus con
el hospedero. La HA de subtipos adaptados a humanos reconoce la posicion
terminal a-2,6 del acido sialico en la célula hospedera, mientras que los subtipos
especificos de aves presenta especificidad a la porciéon a-2,3. En un inicio esta
proteina se presenta como un precursor HAO, el cual al hidrolizarse forma el
dimero HA1-HA2, en donde el HA1 se une a los receptores celulares, y el HA2
regula la fusién del virus a la membrana para favorecer la invasion a la célula
hospedera (Figura 1) (Shao et al. 2017).

Asi mismo la NA es una glicoproteina de membrana y el segundo mayor antigeno
de superficie. Presenta una actividad enzimatica que promueve la dispersion de la
progenie viral hacia otras células del hospedero. Al igual que la HA, la NA es
altamente mutable en respuesta a la presion inmune del hospedero. Por su parte
la proteina NP y el complejo RNA polimerasa se unen al RNA viral y forman al



VRNP el cual contiene al complejo proteico RNA, la unidad basica de replicacion

del virus de influenza (Shao et al. 2017).
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Figura 1. Replicacién del virus de influenza. La union del virus de IA a la célula hospedera (1)
es mediada por la HA. El virus es internalizado por endosomas (2), y con la acidificacion (3), la
HA modifica su conformacion para unirse a la membrana endosomal (4). El genoma nuclear
entra al nucleo (5) donde se replica y duplica (6). HA, NA y M2 se sintetizan en el reticulo
endoplasmico, y el resto de los componentes en el citosol (7). Las subunidades virales son
ensambladas y se liberan la nueva progenie viral (8 y 9).

Tomado de Scolari, S., Engel, S., Krebs, N., Plazzo, A. P., De Almeida, R. F., Prieto, M., Veit,
M., Herrmann, A. (2009). Lateral distribution of the transmembrane domain of influenza virus
hemagglutinin revealed by time-resolved fluorescence imaging. The Journal of biological
chemistry, 284(23), 15708-16.
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Subtipos de influenza y patogenicidad

La mayoria de los subtipos de influenza son considerados de baja
patogenicidad (LPIV por sus siglas en inglés), afectando el tracto respiratorio y
digestivo de los individuos, provocando una leve signologia clinica en los
hospederos. Sin embargo algunos subtipos son considerados de alta
patogenicidad (HPIV por sus siglas en inglés), generados por mutaciones en los
subtipos H5 y H7, llegando a producir afectaciones en érganos viscerales, sistema
nervioso y sistema cardiovascular con tasas de mortalidad de hasta el 100% en
aves domésticas (Garcia-Garcia and Ramos 2006; Shao et al. 2017).
La evolucion de LPIV a HPIV es un proceso multifactorial que requiere de la
mutacion en diferentes proteinas (como son PB2, PB1 y NP). Esta evolucién esta
altamente relacionado con la adquisicion de multiples aminoacidos en el sitio de
anclaje HAO. Estas mutaciones permiten que el trimero HA1-HA2 pueda
diseminarse en el hospedero de manera sistémica. De igual forma se ha
observado que el balance HA-NA que presenten los subtipos puede favorecer la
expresion de genotipos de alta patogenicidad (Diederich et al. 2015). HAs de sitio
monobasico se anclan por accidén de proteasas tipo tripsina, las cuales tienen una
ubicacion especifica en G. gallos domesticus, y limitan la dispersidén del virus al
tracto respiratorio y gastrointestinal en esta especie. Por el contrario, HAs con
sitios multibasicos se anclan por proproteinas convertasas, como la furina, las
cuales se encuentran expresadas en todo el organismo, favoreciendo una
diseminacion sistémica (Bodewes and Kuiken 2018).
La transmisién de LPIV de aves silvestres a domésticas puede darse de manera
directa o indirecta, siendo las aves acuaticas los individuos mas propensos a
favorecer esta transmision (Alexander 2007). Los subtipos LPAIV se replican
principalmente en el tracto gastrointestinal de patos, por lo que su transmision
ocurre por la ruta fecal-oral. Se ha identificado que a pesar de que la infeccion de
LPAIV en patos es asintomatica, si tiene una influencia directa el peso corporal y
en el rendimiento de las aves (Bodewes and Kuiken 2018). Estos subtipos son
liberados en grandes concentraciones en las heces, y pueden permanecer viables
en agua durante mucho tiempo dependiendo de la temperatura, pH y salinidad. Es



por ello que los cuerpos de agua como reservorio ambiental juegan un papel muy
importante en la transmision de LPAIV (Bodewes and Kuiken 2018). Nuevas
técnicas de secuenciacion gendomica han demostrado que en estos sitios existe
circulacion de multiples subtipos de |IA y por lo tanto ocurren procesos de
recombinacién. Sin embargo se ha visto que en los subtipos de LPAIV las tasas
evolutivas son significativamente menores que en HS5N1, un subtipo de alta
patogenicidad (Dugan et al. 2008; Bodewes and Kuiken 2018). La transmision de
LPAIV proveniente de aves acuaticas a aves productivas ocurre regularmente en
temporadas especificas. Sin embargo, estos brotes son limitados en tiempo y
espacio, y su impacto en la industria avicola es limitado (Bodewes and Kuiken
2018).

La migracion de aves acuaticas es uno de los principales factores de la
diseminacién del virus de IA a diferentes regiones del planeta. Se ha especulado
que el subtipo H5N1 de HPAIV se origin6 en aves domésticas y silvestre en la
region de Qinghai, China, y rapidamente se disemindé en 2005-2006 a Europa,
India, Medio Oriente, y el norte y centro de Africa. El mismo proceso ocurrié con
los brotes de los subtipos HSN8 en Corea del Sur en 2016, y el HSN2 en América
del Norte. En estas situaciones se especul6 que las aves silvestres jugaron un rol
muy importante en la transmision y diseminacion de estos agentes (Bodewes and
Kuiken 2018).

En lo mencionado anteriormente, la transmision de aves silvestres a domeésticas
ha sido la via mayormente estudiada. Sin embargo, en los ultimos afos la
transmision de aves domésticas a aves silvestres ha adquirido un mayor interés
para conocer con mayor profundidad la epidemiologia de este agente. La
transmision puede ocurrir por contacto indirecto o contacto directo, siendo las
granjas cercanas a sitios de anidacion o reproduccion, los lugares mas comunes
donde se puede dar la infeccion. La diseminacion a través del aire también es un
medio importante para que aves silvestres se vean infectadas, puesto que se ha
identificado que el virus puede alcanzar un radio de hasta 60 metros (Bodewes
and Kuiken 2018). La importancia de conocer esta ruta de transmisién radica
también en el hecho de que se han registrado casos de aves silvestres infectadas



con subtipos de alta patogenicidad, donde han producido la muertes de cientos e
incluso miles de aves silvestres en diferentes paises. Entre los principales casos
tenemos el brote de H5N1 en Hong Kong que ocasion6 la muerte de especies de
aves acuaticas y otras especies como Phoenicopterus ruber, Egretta garzetta y
Ardea cinerea (Trevor et al. 2010); asi como el brote de H5N8 de 2016 en
Holanda, que afecta alrededor de 13,600 especies de aves, la mayoria Aythya
fuligula y Anas penelope (Kleyheeg et al. 2017). Se ha demostrado que dichos
eventos ocurrieron por una posible transmisién de HPAIV provenientes de aves
domeésticas (Figura 2) (Bodewes and Kuiken 2018).

A Situation LPAIV

LPAIV

TN -“EPAI > HPAIA

B Current situation HPAIV H5Nx

HPAIV HPAIV

Asia Asia/Europe

Figura 2. Circulacion del virus de IA de alta patogenicidad y de baja patogenicidad en aves.
Flechas sodlidas curvas: circulacién continua entre aves acuaticas o domésticas. Flechas
punteadas curvas: circulacion temporal entre aves acuaticas o domésticas. Flechas soélidas
rectas: transmision regular de aves domésticas a acuaticas, o viceversa. Flechas punteadas
rectas: transmisién ocasiones de aves domésticas a acuaticas, o viceversa.

Tomado de: Bodewes R, Kuiken T. Changing Role of Wild Birds in the Epidemiology of Avian
Influenza A Viruses. Adv Virus Res. 2018;100:279-307.



Evolucion del virus de influenza

Al igual que en las demas especies e individuos, el virus de la influenza
provienen de un ancestro en comun a partir de cual se originaron los diferentes
subtipos (Taubenberger 2010). Actualmente existen dos modelos evolutivos que
buscan explicar la gran diversidad del virus de IA, uno de ellos se enfoca en un
proceso de especiacion alopatrica y el otro en una especiacion simpatrica. Bajo el
modelo alopatrico los subtipos HA y NA corresponden a linajes virales producto de
un aislamiento geografico, lo cual resulta en una acumulaciéon de cambios y
mutaciones que llevan al surgimiento de diferentes subtipos. En el modelo
simpatrico, los subtipos HA y NA se originaron dentro de la misma poblacién
espacial, sin embargo la seleccién natural provocd la “separacién” de subtipos
similares y de esta manera se produjera la especiacion de los diferente subtipos
(Dugan et al. 2008).
A pesar de la gran diversidad de subtipos que presenta el VIA, algunos estudios
topologicos han demostrado que algunos subtipos tanto de HA como de NA
presentan una mayor similitud entre ellos, lo que los lleva a formar grupos (Ej. (H1,
H2, H5 y H6 son muchos mas similares entre ellos; y H7, H10 y H15 son mas
similares entre ellos). Asi mismo, estas proteinas de superficie, HA y NA,
presentan una menor diversidad intrasubtipica y una mayor divergencia
intersubtipica. Estudios han demostrados que las otras proteinas que componen al
virus de IA son altamente conservadas bajo diferentes procesos de seleccion
(Taubenberger 2010). Dentro de estas divergencias tenemos que la HA presenta
una diversidad intersubtipica de 45.5% y una similitud intrasubtipica del 92%. Sin
embargo ciertos pares de subtipos como H4 vs. H14, H7 vs. H15, H13 vs. H16 y
H2 vs. H5, presentan una menor divergencia (79%), indicando que el proceso de
especiacion es mas reciente (Dugan et al. 2008). Una situacién similar ocurre con
la NA, en donde entre diferentes subtipos existe una similitud de 43.6%, mientras
que dentro del mismo subtipo existe una similitud del 89% (Dugan et al. 2008).
Existen tres mecanismos bajo los cuales un cambio evolutivo puede ocurrir en los
virus de influenza: mutacion, reordenamiento y recombinacion. Estos mecanismos

pueden influir en la especificidad de hospedero que tendra el virus y en su



patogenicidad (Shao et al. 2017). Estos procesos ocurren usualmente al momento
de coinfecciones entre dos o mas subtipos de influenza, donde las proteinas de
superficie HA y NA, se reordenan e intercambian dando lugar a nuevas cepas y/o
subtipos (Dugan et al. 2008). Estos procesos estan relacionados con la proporcion
de hospederos susceptibles, tasas evolutivas y presiones selectivas actuando
sobre los genes.

Uno de los procesos que favorece la evolucidn del virus de influenza son las
mutaciones significativas en sitios antigénicos. Los virus de IA son altamente
dinamicos con tasas elevadas de mutacién, que van de 1 x 10-3 a 8 x 100J-3
sustituciones por sitio por ano, aproximadamente (Taubenberger 2010). Estas
mutaciones modifican los aminoacidos de porciones antigénicas de las proteinas
HA y NA, brindandole ventajas selectivas al virus, tal como es la evasion de la
respuesta inmune del hospedero, donde cambios estructurales minimos producen
una nueva variante viral que el sistema inmune del hospedero y asi se logra la
colonizacion del patégeno (Shao et al. 2017). En la influenza humana este
procesos ocurre con mayor medida debido a las fuertes presiones inmunologicas
de la poblacion (Taubenberger 2010).

En el reordenamiento ocurre un intercambio de segmentos de RNA entre dos
diferentes subtipos de influenza que se encuentran coinfectando a una misma
célula (Nelson 2007). El virus de la influenza presenta un genoma segmentado,
por lo que al momento de la replicacion viral pueden ocurrir errores en la RNA
polimerasa lo que permite el intercambio de segmentos entre los dos subtipos
(principalmente de aquellos con los que presenta una mayor relacién) (de Silva et
al. 2012) y la posible formaciéon de nuevas cepas y/o subtipos, ante los cuales la
poblacion es inmunoldgicamente ingenua (Shao et al. 2017; Taubenberger 2010).
El proceso de reordenamiento ocurre constantemente en las infecciones por
influenza, sin embargo muchas veces este proceso no produce cambios fuertes y
llega a ser indetectable (Nelson 2007). En otras ocasiones, cuando los cambios
son lo suficientemente fuertes, ocurre la generacion de nuevas cepas o subtipos,
favoreciendo que estos tengan la capacidad de soportar distintas presiones

evolutivas, infectar a nuevos hospederos, evadir la respuesta inmune o resistir



farmacos (Lu, Lycett, and Leigh Brown 2014).

La coexistencia de los diferentes subtipos dentro de un mismo hospedero puede
estar asociada a la falta de inmunidad heterosubtipica y reacciones de proteccion
cruzada. Al ocurrir esto, los subtipos poco comunes presentaran una menor
competencia y se favorece asi que existan procesos de coinfeccion en
poblaciones de aves silvestres (Lu, Lycett, and Leigh Brown 2014; Ferguson,
Galvani, and Bush 2003). En este caso seria de gran interés, y utilidad, y conocer
la frecuencia en que estas coinfecciones ocurren en ambientes naturales, y la
influencia que tienen sobre la salud de los hospederos y su posible diseminacion a
otras especies. Se ha visto que las coinfecciones ocurren en mayor medida entre
subtipos que presentan diferentes proteinas HA y NA, y que los subtipos “raros”
tienden a presentarse en mayor medida en estas coinfecciones debido a la ventaja
de sobrevivencia que pudieran llegar a tener (Sharp et al. 1997).

La coexistencia de multiples linajes virales en una escala temporal y espacial
limitada es conocida y bastante frecuente (Nelson 2007). Estudios demuestran la
coninfeccién por dos o incluso hasta tres subtipos diferentes de influenza en una
sola muestra (Sharp et al. 1997). Aquellos subtipos mejor adaptados a una
poblacidon de aves seran capaces de replicarse con mayor rapidez. Sin embargo si
dos subtipos adaptados a una poblacion coinfectan a un mismo individuo en
diferente tiempo, el primer subtipo podria evitar el crecimiento del segundo
subtipo. De esta forma podriamos tener una baja representacion de los subtipos
coinfectantes (Sharp et al. 1997).

Transmision zoonotica del virus de influenza

En ocasiones algunos subtipos de influenza pueden infectar a otras especies,
incluyendo al ser humano, sin embargo la transmision entre individuos se ve
limitada por la inmunidad de los hospederos. La transmisién de IA al ser humano
genera fuertes problemas en salud publica, afectando anualmente entre 250 y 500
mil personas (De Graaf and Fouchier 2014). En los ultimos 100 afnos se han
identificados cuatro pandemias asociadas al virus de IA: la pandemia espanola por
H1N1 en 1918; la pandemia asiatica por H2N2 en 1957; la H3N2 Hong Kong en



1968; y la pandemia de 2009 que inicié en México por HIN1 (Sorrell et al. 2011).
Para que un virus pueda infectar a un nuevo hospedero, incluyendo al ser
humano, el virus primero tiene que atravesar diferentes barreras a nivel celular
para favorecer el anclaje y la replicacion, evadir la respuesta inmune del
hospedero, y tener la capacidad de transmitirse e infectar a otros individuos
(Capua and Munoz 2013). En el caso de los subtipos de IA que pueden llegar a
infectar a aves domésticas se ha propuesto que algunas especies terrestres como
codornices y pavos pueden actuar como especies puente o amplificadores, y
favorecer la transmision del virus (Capua and Munoz 2013).

La transmision de IA a humanos es un proceso multifactorial que involucra la
capacidad del virus de infectar al humano, la interaccion con la célula y el
hospedero, y la subsecuente transmision entre humanos (Reperant, Kuiken, and
Osterhaus 2012). Para que esto ocurra el virus requiere establecer un correcto
sitio de anclaje para la HA, es decir cambiar el sitio de a-2,3-Gal a a-2,6-Gal, lo
que le permite fusionarse con la célula del hospedero humano; sitio de enclaje
multi-basico (MBCS) que le confiere la capacidad de infectar un mayor nimero de
células; y la habilidad de la proteina NS1 para permitir evadir la respuesta inmune.
Sin embargo existen diferentes factores inherentes al hospederos que pueden
prevenir las infecciones por VIA, como es la proteina transmembranal inducida por
interferones (IFITM), que controla la replicacion viral (Horman et al. 2018).

Los procesos de mutacion y reordenamiento influyen en la patogenicidad y
virulencia de los subtipos, asi como en la especificidad de hospedero que tendran.
Por lo tanto, estas variaciones genéticas y los cambios que conllevan pueden
alterar el comportamiento del agente pudiendo brindarle un potencial pandémico
(Shao et al. 2017). Un claro ejemplo es el estudio realizado en torno al recambio
de caso del HON2 de baja patogenicidad a uno de alta patogenicidad, como
consecuencia de procesos de reordenamiento con H5N6, H7N9 y H10N8 (Figura
3) (Shao et al. 2017). Asi mismo, el reordenamiento de subtipos de influenza ha
producido subtipos con un impacto pandémico para la poblacion, tal es el caso de
dos de las tres pandemia del siglo pasado, la de 1957 (H2N2) y de 1968 (H3N2)
(Nelson 2007; Taubenberger 2010). Por otro lado se ha observado que en



procesos de coinfeccidn, subtipos de alta patogenicidad, como es el caso de
H7N1, pueden ser atenuados y disminuir su patogenicidad al reordenarse con
otros subtipos de influenza, incluyendo aquellos de caballo, cerdo o humano
(Diederich et al. 2015).

Multiple Reassortment Events
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Figura 3. Evolucién genética del virus H7N9 en China, 2013. Los ocho segmentos del virus H7N9
estan relacionados con virus |A de aves silvestres, patos domésticos y gallinas domésticas en Asia.
Cada segmento es representacion por una linea horizontal. H7N9 obtuvo su HA de patos
domeésticos, su NA de aves silvestres, y los seis segmentos restantes de multiples HON2 de gallinas
domésticas.

Tomado de Goneau LW, Mehta K, Wong J, L’Huillier AG, Gubbay JB. (2018). Zoonotic Influenza
and Human Health—Part 1: Virology and Epidemiology of Zoonotic Influenzas. Current Infectious
Disease Reports. 20(10): 37.

La importancia de estudiar este agente radica en el hecho de que es un virus que
afecta a la industria avicola, que algunos subtipos presentan un potencial
pandémico y zoonético (H5 y H7), y al impacto que en los ultimos afos ha tenido
en la conservacion de aves silvestres. Y a pesar de que es un agente que se ha
estudiado con gran detenimiento y profundidad todavia existen muchos huecos en
el conocimiento de su epidemiologia, principalmente en como se comporta este
patdbgeno en escalas regionales mayores. Los estudios sobre la ecologia de

patdgenos rara vez buscan conocer la incidencia de patdégenos entre diferentes



comunidades o regiones. Y esto es de gran importancia para conocer los
mecanismos que estructuran el ensamblaje de especies, y conocer como la
distribucion de especies hospederas en diferentes comunidades facilitara el
conocimiento sobre la distribucién de los patégenos que las afectan. Entender lo
anterior nos brindara las bases para conocer como las caracteristicas de una
region influyen en la emergencia de enfermedades infecciosas y actuar con mayor
precision al momento de surgir brotes que afectan la salud humana, animal y
ecosistémica.

Es por lo anterior que se requieren realizar estudios a mayores escalas en las
cuales se busque conocer la relacion que tiene el virus de IA con la ecologia,
distribucion y caracteristicas de las aves hospederas, con el objetivo de conocer
las dinamicas patogeno-hospedero y poder desarrollar programas de monitoreo
mas eficientes y certeros enfocados a las especies de importancia epidemioldgica.
De igual forma es importante conocer como se relacionan los diferentes subtipos
de influenza en diferentes escalas geograficas, asi como las interacciones que
ocurren dentro de un mismo hospedero, ya que nos brindaran las bases para
comprender los procesos que influyen en la dispersion y diseminaciéon de la IA, y
realizar asi una vigilancia epidemiolégica adecuada para la prevencion de posibles
brotes pandémicos. Cambios en la dispersion, colonizacion, extinciones locales, e
interacciones bidticas pueden alterar la ocurrencia de reservorios, vectores o
patogenos. Estos patrones pueden ser modelados con diferentes herramientas
que ayudaran al manejo de enfermedades en las poblaciones y comunidades
silvestres. Entre estos métodos tenemos a las metacomunidades y el analisis de

co-ocurrencia.



Capitulo 1. Teoria de metacomunidades y analisis
de co-ocurrencia en ecologia.



Modelos nulos en ecologia

Uno de los principales retos en ecologia es el comprender como cambian las

comunidades en diferentes escalas temporales y espaciales (Rosenzweig 1995).
La ecologia de comunidades busca conocer y explicar cuales son los patrones de
distribucion, abundancia y evolucion de las especies que interacttan en un
ambiente geografico dado, asi como los mecanismos bajo los cuales éstos se
rigen (Gianuca et al. 2014; Maurer et al. 2013), y si estos procesos son de origen
deterministico o estocastico (Garcia—Quintas and Parada 2014). En ecologia de
comunidades existen diferentes herramientas que permiten obtener informacion y
realizar analisis sobre los diferentes patrones y mecanismo que influyen en las
comunidades. Entre estas herramientas tenemos a los modelos nulos, que han
sido de gran utilidad en ecologia en las ultimas décadas (Gotelli 2000).
Un modelo nulo busca la generacién de patrones por medio de la aleatorizacion de
informacion previamente conocida. Este modelo esta disefiado con base en
procesos ecoldgicos o evolutivos de interés para el investigador. La aleatorizacidon
de la informacion permite el desarrollo de nuevos patrones de ensamblaje,
simulando la variacién estocastica y tomando en cuenta la ausencia de un
mecanismo ecologico particular. Los modelos nulos son una gran herramienta que
nos permiten explorar y conocer los posibles resultados de acuerdo a los distintos
mecanismos ecolégicos utilizados (Gotelli 2000). De acuerdo a Gotelli (2000), los
modelos nulos presentan diferentes caracteristicas:

1. Permiten la distincidbn entre patrones y procesos: Generan simples
predicciones de la estructura de la naturaleza y favorecen la comprobacion de
esas predicciones utilizando datos reales. Por ello es importante distinguir entre
los patrones que observamos y los diferentes mecanismos que los producen.

2. Permiten que exista la posibilidad del “no efecto”: Un posible resultado de
los modelos nulos es que los patrones observados no pueden ser diferenciados de
aquellos generados por el modelo nulo. Si el modelo nulo fue construido
adecuadamente podemos deducir que los mecanismos no se encuentran
operando y que la teoria no genera predicciones. Sin embargo, si el modelo nulo
es rechazado y el patrén es consistente con las predicciones tedricas, nos muestra



evidencia positiva a favor del mecanismo. Evidencias positivas no deben
interpretarse de manera definitiva, ya que diferentes mecanismos pueden generar
patrones ecoldgicos similares.

3. Estan basados en el principio de parsimonia: Este principio sugiere que se
favorezcan las explicaciones simples de las complejas. Sin embargo no existe
garantia de que estas explicaciones simples sean las correctas ya que la
parsimonia es un principio empirico.

4. Basados en el principio de falsificacion: La evidencia negativa nos permite
rechazar una hipétesis, pero la evidencia positiva no puede verse como la prueba
de una hipdtesis. Los modelos nulos son agregados de distintos mecanismos
posibles contra una sola hipétesis alternativa.

5. Enfatizan la importancia de los mecanismos estocasticos para producir
patrones naturales: Muchos patrones en la naturaleza tienen un componente
estocastico que refleja la variabilidad ambiental. Los modelos nulos favorecen la
variabilidad natural de la estructura de las comunidades. Algunos factores son tan
variables en tiempo y espacio que es mejor representarlos como estocasticos que

modelarlos.

Teoria de metacomunidades

El término comunidad se refiere a un conjunto de especies que habitan en un
sitio especifico (Leibold and Mikkelson 2002). Sin embargo estas comunidades no
actuan como elementos aislados, si no que existe una constante interaccion entre
ellas por el movimiento de individuos a través de los diferentes sitios (Gregorius,
Gillet, and Ziehe 2014). Estas interacciones pueden ser altamente dinamicas y
producir cambios en su riqueza y composicion cuando son medidas en escalas
temporales cortas (Datry, Bonada, and Heino 2016).
A nivel local, existen una gran cantidad de interacciones entre especies y su
coexistencia esta en funcion de las dimensiones del nicho y la heterogeneidad del
habitat, asi como las diferentes historias de vida. A nivel regional, se ignora las
dinamicas locales y se considera que la diversidad es resultado de procesos
regionales debido a la dispersidn entre comunidades. Cuando la dispersion es



baja, existiran eventos de colonizacion los cuales regularan el ensamblaje de las
comunidades locales. Si la dispersién es alta, ocurren eventos de efecto en masa
y de rescate, los cuales modifican la abundancia de especies y sus interacciones,
pudiendo afectar la estructura y dinamica de las comunidades a nivel regional.
Estos procesos locales y regionales actuan en conjunto para estructurar la
diversidad de especies (Leibold et al. 2004).

Al conjunto de comunidades locales, potencialmente unidas por la dispersion de
individuos, se le conoce como metacomunidad (Leibold and Mikkelson 2002). La
teoria de metacomunidades constituye un modelo tedrico y mecanistico para
explicar la interdependencia de las interacciones locales (intraespecie,
interespecie, y entre las especies y el habitat), y los procesos regionales
(dispersion) para determinar los patrones espaciales de la distribucion y diversidad
de especies (Logue et al. 2011; Leibold et al. 2004).

La coexistencia en una metacomunidad esta dada por una compensacion regional
de las habilidades locales competitivas. Como resultado tendremos especies
localmente diferentes pero similares a nivel regional. Por lo tanto la diversidad
local se encuentra en funcion del grado de heterogeneidad u homogeneidad
regional, y la dispersién entre comunidades (Mouquet and Loreau 2002).

A pesar de que existen diferentes modelos para realizar estas predicciones la
teoria de metacomunidades generalmente predice una relacion positiva entre la
diversidad local de especies (alfa diversidad) y la tasa de dispersién, una mayor
dispersion permite que mas especies colonicen los parches (Simonis and Ellis
2014). De igual forma, un incremento en la dispersién lleva a la homogenizacion
en la composicidn de especies, produciendo una disminucion en la beta diversidad
(Mouquet and Loreau 2003).

En un contexto dinamico, los cambios ambientales tendrian la capacidad de
afectar la distribucion local de especies y modificar la estructura de las diferentes
comunidades (Fernandes et al. 2014). Si las metacomunidades se estructuran por
procesos azarosos, la prediccidn de los efectos de estos cambios ambientales en
la biodiversidad a una escala mayor (continente) no podria ser posible. Realizar
este tipo de analisis nos permite conocer y establecer como los patrones



regionales y continentales influyen en la diversidad de especies, asi como las
dinamicas espaciales y temporales de las metacomunidades (Maurer et al. 2013).
Evaluar la importancia de estos procesos y la respuesta a cambios ambientales
puede brindarnos informacion importante sobre la sostenibilidad de una
comunidad y poder asi desarrollar estrategias adecuadas de conservacion.

El estudio de metacomunidades ha identificado dos ramas interrelacionadas
y complementarias para comprender las variaciones espaciales en la composicion
de especies: una enfocada en los mecanismos, y otra en los patrones (Leibold et
al. 2004). El enfoque mecanistico busca comprender las variaciones en la
composicion de sitios a través de la dinamica de parches, el ordenamiento de
especies, el efecto de masa y la neutralidad (Figura 4) (Presley, Higgins, & Willig
2010). A continuacién se describen dichos enfoques y las caracteristicas que
presentan.

*Dinamica de parches: asume que existen multiples parches que son idénticos
con la capacidad de contener a una poblacion. Este modelo esta basado en
la ocupancia o disponibilidad de los parches. La diversidad local de
especies se encuentra limitada por la dispersion, mientras que las
dinamicas espaciales se encuentran en funcion de procesos de
colonizacion y extincion (Holyoak, Leibold and Holt 2005).

*Ordenamiento de especies: este paradigma se centra en que la existencia de
diferentes tipos de parches es lo suficientemente diferente para influir en la
demografia local y en las interacciones entre especies locales. La calidad
de los parches y la dispersién de los individuos afectaran la composicion de
las comunidades locales (Leibold et al. 2004).

*Efectos de masa: se enfoca en el efecto de la inmigracion y emigracion en la
dinamica de las poblaciones locales. En este sistema las especies pueden
ser “salvadas” de la exclusién competitiva de aquellas comunidades en
donde son malos competidores a través de la migracion hacia comunidades
donde sean mejores competidores. El rol que juegan las dinamicas
espaciales influye en la densidad de la poblacién local (Leibold et al. 2004).

*Neutral: considera que todas las especies son similares en su competencia,



movimiento y aptitud. Las interacciones poblacionales dependen del
movimiento aleatorio de los individuos, lo cual modifica las frecuencias
relativas de las especies. La dinamica de diversidad de especies deriva de
probabilidades de perdida de especies (extincion, emigracion) y ganancia

de especies (inmigracion, especiacion (Leibold et al. 2004).

Figura 4. Representacion de los cuatro paradigmas de la teoria de metacomunidades para
dos especies competentes en dos poblaciones. Las flechas conectan a ambas poblaciones con
sitios para colonizacién. Las flechas sélidas indican una mayor dispersion que las flechas
punteadas, y el movimiento es unidireccional y bidireccional. El grado de competencia de una
especie estd dado por la caja u 6valo pequeno (nicho) con el simbolo del sitio. Los cuatro
paradigmas estan ilustrados en a) dinamica de parches; b) ordenamiento de especies; c) efectos de
masa; d) neutral. a) muestra condiciones que permiten la coexistencia: un trade-off competencia-
colonizacion ilustrado con la especie A como mejor competidor pero la especie B es un colonizador
superior; tercer parche esta vacante y puede ser ocupado por cualquier especie. b) las especies
estan separadas en nichos espaciales y la dispersion no es suficiente para alterar la distribucion. En
c) las especies se encuentran en habitats fuente y sumidero; las letras y simbolos pequefios indican
poblaciones mas pequefias. En d) todas las especies estan presentes en todos los parches; las
especies se perderan gradualmente de la region y seran reemplazadas por especiacion.
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Debido a la complejidad de los sistemas ecoldgicos, es poco probable que las
especies que interactuan en una metacomunidad se agrupen en uno solo de los
paradigmas antes mencionados, sino que las metacomunidades se rigen de
acuerdo a multiples paradigmas. Las suposiciones de los cuatros paradigmas
pueden agruparse en dos tipos de acuerdo a Leibold et al. (2004).

* Sobre la naturaleza de los sitios locales: dinamica de parches y paradigma
neutral, asumen que los sitios no difieren en ningun aspecto mas que en la
composicién de especies que habitan en estos; por otro lado efecto en
masa y ordenamiento de especies asumen que existen diferencias
intrinsecas entre los sitios y de acuerdo a sus caracteristicas, la especies
ocuparan diferentes parches.

» Sobre las caracteristicas ecologicas de las especies involucradas: en la
teoria neutral no existen variaciones en las caracteristicas; en dinamica de
parches existe suficiente variacion en la habilidad competitiva lo que lleva a
una coexistencia regional. En efecto en masa y en ordenamiento de
especies, existen dinamicas compensatorias en las habilidades de las
especies para desarrollarse adecuadamente bajo diferentes condiciones
por lo que la distribucion regional de especies sera determinado por
procesos evolutivos y biogeograficos.

Por el contrario el enfoque basado en patrones evalua las caracteristicas en la
distribucion de especies a través de gradientes ambientales que surgen como
resultado de los mecanismos, y se manifiestan en estructuras particulares,
aleatorias (random), tablero de ajedrez (checkerboard), anidado (nested),
espaciado uniforme (evenly spaced), gleasoniana o clemensiana (Leibold and
Mikkelson 2002).

En 1916 Clements describié que las comunidades presentaban diferente
composicidn de especies, pero que esta composicion estaba basada en la historia
evolutiva compartida y las relaciones ecolégicas interdependientes, lo que resulta
en grupos de especies con limites de rango coincidentes a lo largo de diferentes
porciones del gradiente ambiental.



Por el contrario, Gleason (1926) sugirié6 una estructura basada en respuestas
idiosincraticas especificas e individualistas de las especies en respuesta al
ambiente, donde la coexistencia resulta por similaridades en las tolerancias o
requerimientos (Presley, Higgins, & Willig 2010). En 1975, Whittaker buscé
resolver la disputa entre Clements y Gleason, al desarrollar la idea de
‘comunidades continuas” contrario a lo que se conocia sobre comunidades
“discretas”. Dichas comunidades continuas se refieren a una alternativa azarosa,
en donde cada especie se distribuye independientemente de las otras especies, y
una fuerte competencia puede resultar en un patrén de tablero de ajedrez, debido
a pares de especies mutuamente excluyentes (Leibold and Mikkelson 2002;
Presley, Higgins, & Willig 2010).

Posteriormente Patterson y Atmat (1986) propusieron los patrones anidados,
donde sitios con un menor numero de especies, son subconjuntos anidados de
sitios con una mayor riqueza. En este modelo las probabilidades de extincidén de
especies consistentemente llevan a patrones de colapso faunistico, debido a que
todas las especies tienen las mismas probabilidades de extincion. Esta pérdida de
especies esta asociada a variaciones en las caracteristicas especificas de las
especies (dispersidon, especializacion de habitat, tolerancia a condiciones
abidticas) (Figura 5) (Leibold and Mikkelson 2002; Presley, Higgins, & Willig
2010).



Figura 5. Descripcion de las estructuras de la teoria de metacomunidades de acuerdo a Presley, Higgins, & Willig (2010)
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Como medida para unificar las diferentes suposiciones, Presley, Higgins, y Willig
(2010) desarrollaron un modelo para la identificacion de por lo menos 12
estructuras basadas en los tres elementos de las metacomunidades (coherencia,
recambio de especies, agrupamiento de limites). Dentro del mismo modelo
proponen la utilizacion de seis cuasi-estructuras consistentes con los seis patrones
mencionados anteriormente (aleatorias, tablero de ajedrez, anidado, espaciado
uniforme, gleasoniana o clemensiana), los cuales presentan caracteristicas
idéntica a excepcion de presentar un valor de recambio aleatorio. Cada una de las
posibles estructuras asume que la distribucion de especies esta modelada por
interacciones bidticas (competencia, asociaciones de habitat) o por respuestas a
factores abioticos (temperatura, precipitacion), que varian entre los sitios que
constituyen a un gradiente ambiental.

De acuerdo a la teoria de metacomunidades, diferentes especies tienden a habitar
sitios diferentes, y diferentes sitios albergan diferentes especies. A lo largo de los
afnos diferentes modelos de la estructura espacial han sido desarrollados para
describir los patrones en la distribucion de especies y su respuesta a factores
bidticos y abidticos a través de diferentes gradientes ambientales (Henriques-
Silva, Lindo, and Peres-Neto 2013).

Leibold y Mikkelson (2002) proponen una metodologia para identificar si una
matriz se encuentra dentro de alguno de las estructuras mencionadas
anteriormente. Para poder determinarlo se requieren conocer tres aspectos
esenciales de las metacomunidades, coherencia, recambio de especies y
agrupamiento de limites (Figura 6).

* Coherencia (coherence): mide la presencia o ausencia de las especies a lo
largo de los diferentes sitios. Si en una secuencia de especies la
“presencia” (determinada con un 1) no es interrumpida por la “ausencia”
(determinada por un 0) de una especie, entonces la coherencia sera
positiva. Entre mas interrupciones existan, menor coherencia tendra la
metacomunidad (Leibold and Mikkelson 2002). El numero de ausencias es
comparada con una distribucién nula creada a partir de la aleatorizacién de

la matriz. Si las ausencias observadas no son significativamente diferentes



de las esperadas, las especies no responden al mismo gradiente ambiental
y la metacomunidad presentara una estructura aleatoria. Metacomunidades
con un mayor numero de ausencias observadas (coherencia negativa)
presentaran una distribucion de tablero de ajedrez, indicando una fuerte
competencia entre las especies. Metacomunidades con coherencia positiva
tienen menos ausencias observadas que las esperadas y la estructura se
evaluara de acuerdo con el recambio y el agrupamiento de limites (Presley,
Higgins, & Willig 2010; Henriques-Silva, Lindo, and Peres-Neto 2013).

* Recambio de especies (turnover): se refiere a la forma en que la composicion
de especies cambia a lo largo de las comunidades (Henriques-Silva, Lindo,
and Peres-Neto 2013). El recambio refleja la tendencia que tienen las
especies por reemplazarse unas a otras a lo largo de los diferentes sitios
(Leibold and Mikkelson 2002). Un recambio negativo (bajo), es consistente
con distribuciones anidadas, mientras que un recambio positivo (alto) es
consistente con estructuras gleasonianas, clemensianas o espaciado
uniforme (Presley, Higgins, & Willig 2010).

* Agrupamiento de limites (boundary clumping): se refiere al grado en que los
rangos de los limites de las diferentes especies se agrupan. La significancia
del agrupamiento de limites es evaluado con una prueba de chi-cuadrada,
que compara la distribucion observada con la esperada. En caso de
presentar un resultado significativo se utiliza el indice de Morisita para
determinar si los limites se encuentran agrupados y presentan respuestas
similares a los gradientes. Valores mayores a 1 (I>1) indican una estructura
clemensiana, mientras que valores menores a 1 (I<1) indican una
distribucion de espaciado uniforme, donde las especies compiten a lo largo
de gradientes ambientales y buscan compensar su habilidad para utilizar
recursos alternativos (Henriques-Silva, Lindo, and Peres-Neto 2013). Las
metacomunidades con limites distribuidos aleatoriamente, indican
respuestas individuales por parte de cada una de las especies, lo cual es
caracterestico de una estructura gleasoniana (Presley, Higgins, & Willig
2010).



Figura 5. Diagrama del enfoque jerarquico basado en el analisis de los elementos de la
estructura de la metacomunidad y los posibles resultados consistentes con las estructuras
idealizadas de Leibold y Mikkelson (2002). Cuenta con tres patrones de perdida de especies
para subconjuntos anidados, seis cuasi-estructuras, y tres estructuras de compartimentos
para las distribuciones clemensianas. Los cuadros muestran los resultados estadisticos; los
6valos indican la direccion de recambios no significativos.
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Tomado de: Presley, S. J., C. L. Higgins, and M. R. Willig. 2010. A comprehensive
framework for the evaluation of metacommunity structure. Oikos 119:908-917.

Ensamblaje de especies y analisis de co-ocurrencia

Dentro de las metacomunidades las condiciones bidticas del ambiente y las
caracteristicas de las especies son un elemento clave para la co-ocurrencia de las
especies en tiempo y espacio. Este conocimiento nos brinda una herramienta muy
util para comprender la complejidad y sensibilidad de las distintas interacciones en
una comunidad y poder asi inferir los procesos que las estructuran (Patrick et al.
2014).
Dos especies pueden coexistir en un mismo sitio siempre y cuando no compitan
por los mismos recursos, o si su sobrelapamiento en el uso de recursos es
reducido por diferencias ecoldgicas y/o morfoldgicas de las especies (Stubbs and
Wilson 2004). Asi mismo, las comunidades también pueden ensamblarse de
acuerdo a filtros ambientales, y a la existencia de ciertas caracteristicas



adaptativas. Las especies mayormente relacionadas filogenéticamente van a
compartir caracteristicas e historias de vida, por lo que los patrones de
composicién de especies en una comunidad estaran asociados a la relacion
evolutiva que exista entre las especies (Krasnov et al. 2013).

En ecologia, la teoria neutral de ensamblaje de las comunidades busca conocer la
influencia de los procesos de especiacion, extincion, dispersion y la deriva
ecologica, sobre la abundancia relativa de las especies, bajo el supuesto que
todas las especies son demograficamente similares. Esta teoria es de gran utilidad
para describir las comunidades ecologicas en diferentes escalas espaciales y
temporales; y funciona como un modelo nulo para la construccion de modelos que
incorporen las interacciones especie-sitio y compararlos con las predicciones de la
informacion empirica (Volkov, et al. 2003). El objetivo es brindar una base para
reconocer patrones no aleatorios provocados por las interacciones de las especies
y tener un modelo para evaluar dichas interacciones e identificar las diferentes
variables que llevan a asociaciones positivas o negativas entre las especies
(Leibold and Mikkelson 2002).

De acuerdo a Hubbell (2006), la teoria neutral nos permite identificar las
conexiones que existen entre los procesos ecolégicos que ensamblan a las
comunidades en escalas locales, y los procesos evolutivos y biogeograficos que
actuan a mayor escala, tales como especiacion y filogeografia. La hipotesis de
equivalencia ecoldgica o redundancia funcional, es el pilar principal de la teoria
neutral. Es de amplio conocimiento que las diferencias entre las especies
favorecen la coexistencia, lo que brinda un efecto estabilizador en la comunidad.
El cuestionamiento principal es conocer cuales diferencias son importantes y
necesarias para la coexistencia, o incluso identificar si las diferencias entre
especies en verdad son esenciales para dichos procesos de coexistencia (Hubbell
2006).

La busqueda y comprension de reglas que ensamblan a las comunidades estan
basadas en la suposicion que las interacciones bidticas son lo suficientemente
fuertes para producir patrones discernibles. Las reglas de ensamblaje de las

comunidades enfatizan la importancia de las interacciones interespecificas en la



determinacién de las especies que estaran presentes en una comunidad en
particular. En primera instancia las especies que se sobrelapan en mayor medida
en la fenologia, uso de recursos y otras dimensiones de nicho no podran coexistir
en el mismo nicho. Por otro lado las especies que coexisten en una misma
comunidad deben diferir en ciertas caracteristicas (como puede ser tamafo
corporal o caracteristicas troficas) para asi poder utilizar diferentes recursos y
evitar la competencia entre las especies (Gotelli 2000).

Los patrones de co-ocurrencia de especies en una comunidad son influenciados
por las interacciones entre las especies, las condiciones ambientales, o la
dispersion de individuos. La co-ocurrencia espacial considera la superposicion
espacial de especies a lo largo de los diferentes sitios que componen a la
comunidad. En este caso cada sitio es representado por un nodo, y los nodos con
las mismas especies estaran relacionados (Leibold and Mikkelson 2002). Por otra
parte la co-ocurrencia temporal ocurre dentro de un mismo habitat y una misma
comunidad. Aqui los nodos representan la correlacidon en la abundancia de
especies a lo largo de un periodo de tiempo dentro de un mismo ambiente (Patrick
et al. 2014).

La variabilidad ambiental es otro factor que modifica los patrones de co-
ocurrencia. Condiciones ambientales asincronicas (inestables) pueden afectar la
sincronia espacial y por consecuente la co-ocurrencia de especies. Por otro lado,
al existir condiciones ambientales sincronicas (estables) en una comunidad, se
permite el establecimiento de interacciones entre las diferentes especies. En
comunidad con una menor sincronia ambiental, se formaran redes pequefas de
especies conectadas espacialmente, mientras que al existir condiciones con
mayor estabilidad, se formaran redes mayores y mas densas de co-ocurrencia de
especies (Patrick et al. 2014).

El analisis de la co-ocurrencia de especies se ha utilizado durante mucho tiempo
en ecologia. En sus inicios, este analisis permitio conocer la importancia de la
competencia en la estructura de comunidades ecoldgicas y de la existencia de
reglas de ensamblaje, concluyendo que las especies no ocurren de manera

azarosa en la naturaleza, sino que todas responden a variaciones ambientales



(Veech 2013). Estos anadlisis se realizan a partir de matrices de presencia-
ausencia para demostrar la ocurrencia de un grupo de especies en una serie de
sitios. En dichas matrices, cada fila representa una especie diferente y cada
columna representa un sitio. Utilizando una nomenclatura dicotdomica de 0 y 1 se
demuestra la presencia 0 ausencia de las especies (Gotelli 2000).

Existen dos métodos de analizar una matriz de presencia-ausencia. El modelo Q
evalua la similitud de las diferentes columnas, mostrando como los sitios son
similares de acuerdo a las especies que contienen. En el modelo R, se comparan
las filas de la matriz y muestran la similitud de especies de acuerdo a los sitios que
ocupan; los sitios con mayor similitud seran los que compartan especies similares.
Ambos modelos son importantes para conocer el ensamblaje de las comunidades
(Gotelli 2000).

Las métricas para la aleatorizacion de presencia-ausencia de especies tienen
diferentes fortalezas y debilidades con relacion a sus propiedades estadisticas,
complexidad computacional y realismo biolégico (Veech 2013). Estos métodos
difieren en las tasa de error tipo | y error tipo Il (Gotelli 2000), donde el error tipo |
ocurre cuando un par de especies es erroneamente identificado por tener una
asociacion positiva o negativa, mientras que el error tipo Il ocurre cuando una
verdadera asociacidn positiva o negativa es incorrectamente definida como
aleatoria. Estos errores ocurren por el proceso de aleatorizacion que utilizan los
modelos (Veech 2013).

Veech (2013) propone un modelo basado en el uso de la teoria probabilistica para
demostrar las probabilidades exactas de que dos especies deberan co-ocurrir en
mayor o menor frecuencia de la que en realidad lo hacen. Dicho modelo es
puramente analitico y no requiere de aleatorizacion. Este modelo muestra un
enfoque de parsimonia para comprender el ordenamiento de las especies. El
modelo calcula la probabilidad de que dos especies co-ocurran en un sitio en
especifico. Este modelo clasifica a los pares de especies en categorias
(asociaciones positivas, negativas o aleatorias), con base en el nivel de
significancia. Asi mismo, el modelo probabilistico disminuye la probabilidad de
obtener errores tipo | y Il



El modelo probabilistico de la co-ocurrencia de especies permite obtener
analiticamente (sin aleatorizacion o simulacién) la probabilidad (P) que dos
especies co-ocurran en una frecuencia menor o mayor que la frecuencia de co-
ocurrencia observada. Estas probabilidades pueden obtenerse analiticamente bajo
el supuesto que la probabilidad de occurencia de las especies en cada sitio es
igual a la frecuencia observada entre todos los sitios (Veech 2013).Este tipo de
analisis nos permite estudiar y predecir futuras tendencias de co-ocurrencia,
conocer los procesos de ensamblaje de las comunidades, las interacciones entre
especies, y determinar patrones de distribucion para los diferentes pares de
especies (Veech 2013; Patrick et al. 2014).
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Abstract

In the last years, the study of pathogen communities has been of big concern for
understanding pathogen-host dynamics and the epidemiological and ecological
factors related to it. Influenza A virus (AlV) is an important pathogen in public
health and the poultry industry, however we still need to understand the ecological
patterns that act at bigger geographical scales (continent or biogeographic region).
In this study we asses how AlV metacommunities are structured, as well as how
subtypes co-occurred in different bird species at global and regional scales. Using
Influenza Research Database we obtained 188,412 records of 241 bird species,
grouped in 11 zoogeographic regions. In the co-occurrence analysis, positive
associations were found between pairs of AlV subtypes, some of them of zoonotic
importance; and for metacommunities, in the paleartic, oriental and sino-japanese
regions, as well as worldwide, quasi-clumped species loss nested structures were
presented. Positive co-occurence associations indicate that different influenza
subtypes are presented in the same bird species, which can favor a process of
coinfection that may lead to genetic reassortment and the generation of new
genotypes, some of them with zoonotic potential. However, in the metacommunity
framework, nested structures are associated with a sample bias, mainly due to an
over sampling of Anas platyrrhynchos and Gallus gallus domesticus. It is important
to modify how surveillance is carried out to ensure a greater overview of the
ecological factors involving AlV, and develop better surveillance and monitoring

programs.

Keywords: birds, co-occurrence, Influenza, metacommunity ecology, multi-host

pathogen



Introduction

One of the main issues in ecology is to understand the factors involved in the
structure of biological communities through time and space (Rosenzweig 1995).
Community ecology studies distribution patterns, abundance and evolution of
species that interact in a specific geographic environment, as well as the
mechanisms involved in the community arrangement (Gianuca et al. 2014; Maurer
et al. 2013), and determine if these processes are deterministic or stochastic
(Garcia—Quintas and Parada 2014). However, in the last decades, ecological
communities have been affected by anthropogenic activities. Habitat loss and
fragmentation have altered biodiversity and affected ecosystem function and
community dynamics, including those of pathogens (Dirzo et al. 2014; Suzan et al.
2015). Some of these alterations are an increase in pathogen distribution and the
risk of emergence of new pathogens, as well as changes in dispersion and
transmission of diseases (Suzan et al. 2015; Foley et al. 2005). Understanding
host-pathogen dynamics, and their epidemiological and clinical patterns, can give
us important insights in the community ecology of pathogens (Mihaljevic 2012).
Influenza virus is an important pathogen due to the economic impact it represents
every year, its pandemic potential and the capacity to infect multiple hosts (WHO,
2013). The influenza virus belongs to the Orthomyxoviridae family, has a
pleomorphic structure with eight segments of ss-RNA, that encode ten proteins. It
is classified in four influenza virus genus, A, B, C, and D (Su et al. 2017), that
differentiate each other by their antigenic variations in the matrix protein (M1) and
nucleoprotein (NP) (Garcia-Garcia and Ramos 2006).
Influenza A virus, also called Avian Influenza Virus (AlV) presents different
subtypes that depend on their hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA)
combinations. At least 120 different subtypes have been reported in wild birds
(Olsen et al. 2006). Most of them are low pathogenic influenza virus (LPIV) with a
mild disease involving the respiratory and digestive tract. However some high
pathogenic influenza virus (HPIV) subtypes, mainly H5 and H7, produce a systemic
disease with mortality of nearly 100% (Garcia-Garcia and Ramos 2006).
AlV is distributed worldwide and has been isolated from different species such as



humans, pigs, ferrets, cats, marine mammals and several wild birds (Olsen et al.
2006). AlV has been detected in at least 105 bird species from 26 different
families, but it has been isolated most frequently in Anseriformes and
Charadriiformes (Garcia-Garcia and Ramos 2006). These two orders are
considered the main reservoirs of AlV, in relation to their feeding and reproductive
behavior, worldwide distribution and the characteristics of the environment where
they live (Reperant, Kuiken, and Osterhaus 2012). Due to the factors mentioned
above, recent studies have focused on understanding the evolution (Shao et al.
2017), pathology (Horman et al. 2018), and epidemiology (Goneau et al. 2018) of
AlV. However, only few studies have focused on understanding the macro ecology
of AIV and the mechanisms and patterns that influence their communities.

One of the tools that has been used for these ecological purposes is null modeling
(Gotelli 2000). These tools help us build models for species-site interactions and
then compare them to predictions about the empiric information. This way we can
identify non-random patterns for species-sites interactions and the possible factors
related to them (Leibold and Mikkelson 2002).

Within null models, metacommunity theory constitutes a theoretical and
mechanistic model for explaining the relation that exists between local
communities. A metacommunity can be defined as a group of communities in an
specific geographical area that are connected by the movement of species
between communities (Leibold and Mikkelson 2002). Metacommunity theory aims
to study how species interactions (intra and interspecies, as well as with the
environment) and regional processes (dispersion) affect species distribution and
diversity within an specific geographical area (Logue et al. 2011, Leibold et al.
2004). Throughout the years different models have been made to identify the
spatial structure that metacommunities have in relation with species distribution
and their response to biotic and abiotic factors, through different environmental
gradients. In this framework habitat availability, local environmental conditions and
spacial connectivity, control the structure of metacommunities through time and
space (Datry, Bonada, and Heino 2016).

Regional processes operates at larger scales and regulate species introduction to



local communities (dispersion and connectivity), while at local scales populations
are selected by environmental filters (nestedness and food availability), stochastic
processes (colonization and extinction) and biotic interactions (Stegen et al. 2013).
In this context, environmental changes can affect local distribution of species and
therefore impact the metacommunity structure (Fernandes et al. 2014).
Metacommunity theory in pathogen ecology is a very useful framework for
understanding the driving patterns of species distribution that can shape reservoir,
vector, and infectious diseases occurrences (Suzan et al. 2015). It can give us
important insights for understanding the spatial ecological dynamics of pathogens,
the processes that structure those communities, and pathogen evolution
(Mihaljevich 2012). The metacommunity represents an integrative framework for
understanding disease ecology.

Within metacommunities, co-occurrence analysis is an important tool that allows us
to understand the processes that influence communities assemblage, the nature of
species interactions (positive, negative or random) and the distribution patterns for
the different pairs of species (Veech 2013; Patrick et al. 2004). Co-occurrence
analysis aims to define how pairs of species interact between each other within a
geographical area and the ecological processes that favor these positives (or
negative) interactions (Patrick et al.2014). This tool allow us to determine if pairs of
species occur randomly in nature or if their interactions are influenced by certain
ecological assemblage rules. Due to the above, metacommunity theory and co-
occurrence analysis are important tools in the study of how AIV behaves at local
and regional scales and host-pathogen dynamics (Maurer at al. 2013).

Within this paper we want to address two main hypothesis: AIV metacommunities
structures are influenced by ecological patterns of bird species rather than by
deterministic processes; and AlV co-occurrance is associated with ecological and
evolutionary aspects of the virus rather than a random co-occurrance of subtypes.
Understanding the macro ecology of this virus can give us important insights on its
evolution, pathogeny and epidemiology in a constant changing world.



Material and methods
Viral data

From the Influenza Research Database (NCBI) we selected all the records of
Influenza A virus that had been identified in bird species from all around the world.
For the purpose of this research we selected just the records of the subtypes that
had been sequenced. The database consisted of sample ID, subtype, country,
date, strain, and GenBank access number. Using the free software OpenRefine
(Google Refine 2016) we extracted from the strain name (e.g. (A/greater white-
fronted goose/California/44358-095/2007(H6N1)) the host name (e.g. greater
white-fronted goose) and the locality (e.g. California), and added it to the database.
We obtained the host’s family, genus and species using the taxonomy information
for each species, available in the IUCN Red List of threatened species.
With the package “ggmap” (Kahle and Wickham 2013) from the R free software (R
Core Team 2016) we obtained the coordinates for every locality where the virus
had been identified. Using the global map of zoogeographic regions by Holt et al.
(2013) we identified the zoogeographic region (Neartic, Panamanian, Neotropical,
Paleartic, Afrotopical, Saharo-arabian, Sino-Japanese, Oriental, and Australasian)
where the sample was taken (Figure 1). The complete database consisted of ID,
GenBank access number, subtype, country, locality, latitude and longitude, date,
host family, host genre, host species common name, host species scientific name,

and zoogeographic region.
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Figure 1. Map of the terrestrial zoogeographic realms and regions of
the world. (Holt et al., 2013)



Metacommunity analysis by zoogeographical regions

The first step for the metacommunity analysis was to create a presence-
absence matrix for species (AlV subtypes) found in each site (bird species). In this
study, the local community consists of all the influenza subtypes that inhabit a
single bird species. Using the records of AIV detected in the different birds we
created 7 different presence-absence matrices (“species” in columns and “sites” in
rows), one for each zoogeographic region. As well we analyzed a worldwide matrix
that included every single record of AIV ever detected in birds from around the
world.
Using the “metacom” package (Dallas 2014) in R we analyzed the elements of
metacommunity structure (coherence, boundary clumping and turnover) according
to the framework of Leibold & Mikkelson (2002), and Presley, Higgins and Willig
(2010), for distinguishing among patterns of metacommunity structure. This
package is based on the evaluation of the three metrics calculated from a
presence-absence matrix (Dallas 2014). The matrix was first ordinated via
reciprocal averaging, where species with similar ranges and sites with similar
species were grouped together to minimize embedded absences. The matrix was
compared to the null distribution of random matrices. It's important to notice that
boundary clumping and turnover are only relevant if the matrix has a positive
coherence (empirical matrix has fewer embedded absences than null matrices)
(Dallas 2014).
According to the results of the metacommunity analysis we made a general lineal
model (GLM) for specific regions to identify the relationship between the number of
cases per bird species (independent variable) and the number of influenza
subtypes (dependent variable). This way we were able to detect if sampling efforts
influenced the diversity of subtypes found in birds and if any bias existed on the

bird species that were sampled.

Co-occurrence analysis patterns between influenza subtypes
Species co-occurrence analysis was done using the same species-site

presence-absence matrices as for the metacommunity analysis, but with species



as rows and sites as columns. Matrices were created for each zoogeographic
region and for the entire world. We used a species co-occurrence probabilistic
model developed by Veech (2013). The “cooccur” package in R, applied a
probabilistic model for species co-occurrence to a set of species (AlV subtypes)
that are distributed among a set of sampling sites (bird species). The algorithm
calculated the observed and expected frequencies of co-occurrence between pairs
of species. The expected frequency was based on the distribution of each species
being random and independent of all other species in the assemblage. The
analysis evaluates the probability that a more extreme (low or high) value of co-
occurrence could have been obtained rather than the probability obtained by
chance. The model then classified species pairs as having positive, negative or
random associations (based on the expected frequencies) as well as the effect size
for each pair of subtypes, a quantitative measure for co-occurrence.

Afterwards, for each pair of subtypes that co-occur we identified those that were
zoonotic and those that were non-zoonotic in each zoogeographic region and
worldwide. This information was obtained from Widdowson (2017), for all the
confirmed reports of zoonotic Influenza A virus infections in humans (H1N1, H3N2,
H5N1, H5N6, H6N1, H7N2, H7N3, H7N7, H7N9, HON2, H10N7, H10N8). By taking
into account the effect size (quantitative measurement of co-occurrence) for each
pair we performed an ANOVA in R to identify if the effect size mean for the three
pair groups (pairs of zoonotic subtypes that co-occur positively, pairs of zoonotic
and non-zoonotic that co-occur positively, and pairs of non-zoonotic subtypes that
co-occur positively) presented any significant differences (p < 0.05). We used the
effect size to make this comparison, because it is a quantitative measure of the
associations between pairs. Finally we ran a Turkey HSD test using R to confirm

where the differences occurred between groups.



Results

Data overview

Our final database consisted in a total of 188,412 records of influenza A virus
that had been identified in bird species from all around the world. The data
corresponds to all the records that had been identified since 1902 to 2016, from a
total of 96 countries, from every continent except Antartica. All records obtained
belonged to a sample of 241 bird species, of 132 genres and 46 families. There
were 127 influenza subtypes, that corresponded to HA1 to HA16 and NA1 to NA®9.
Of the 188,412 records, 75,138 (39.88%) belonged to Anas platyrhynchos and
46,734 (24.8%) to Gallus gallus domesticus. The most representative subtypes
were H5N1 with 29,395 (15.6%) samples, followed by H4N6 with 15,195 (8.06%),
and H3N8 with 14,084 (7.47%).

Metacommunity analysis

In the Paleartic and Sino-japanese regions, and worldwide, the
metacommunity analysis resulted in a positive coherence, non-significant negative
turnover, and positive boundary clumping, which according to Presley, Higgins, &
Willig (2010), defined a quasi-nested structure with clumped species loss. For the
Oriental region positive coherence, significant negative turnover and positive
boundary clumping was obtained, resulting in a nested structure with clumped
species loss. All other regions had a random metacommunity structure due to a
non-significant coherence. The Panamanian region had insufficient data and was
not analyzed (Table 1).



Table 1. Metacommunity structures of AlV subtypes in the different bird species, for each zoogeographic
region according to values of coherence, turnover and boundary clumping.

ZOOGEOGRAPHIC COHERENCE TURNOVER BOUNDARY METACOMMUNITY
REGION CLUMPING STRUCTURE
Neartic 4116 0.165 4549.32 425376 0.87  452619.55 16.12 0 Random

Panamanian - - - - - - - - -
Saharo-arabian 37 0.475 44.376 509 0.557 625.586 3.442 0 Random
Afrotropical
Nested clumped
Oriental 346 0.001 916.399 5128 0.010  96550.86 39.65 0 .
Sino-japanese o
Australian : 978 0.915 1008.46

Worldwide




The general lineal model (Figure 2) showed that two bird species (Gallus gallus
domesticus and Anas platyrhynchos) were the ones that had more AlV subtypes
recorded. For the majority of the bird species (99.17%) there were fewer records
and therefore the influenza subtypes identified in these species were less than
from the other two species. Other bird species with more than 41 AlV subtypes
found in them were Arenaria interpres, Anas crecca, A. discors, A. acuta and A.

clipeata.

Figure 2. General lineal model that shows the relationships between influenza A
virus subtypes diversity and the sampling effort for each bird species. Each dot
represent a bird species. Species that had more that 46 subtypes were the ones
that where identified with a name.
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Co-occurrence analysis:

With the co-occurrence analysis we were able to detect if pairs of AIV

subtypes were frequently found together (positive co-occurrence) or seem to

exclude each other (negative co-occurrence). More than 83% of pairs were

eliminated during the analysis because of an apparent non co-occurrence between

subtypes. However, the remaining pairs of subtypes, except one in worldwide

(H3N8 + H5N1), presented positive co-occurrences in bird species (Table 2).

Worldwide and in the Neartic region a bigger number of pairs were analyzed. In the

Saharo-arabian, Afrotropical and Australasia region we obtained mostly random

CO-0ccurrences.

Table 2. Influenza subtypes pairs co-occurrence by zoogeographic region and worldwide.
The table show the number of positive, negative and random co-occurrence patterns

between the diferente AlV subntypes

Region Total Pairs Remaining Pairs with Pairs with Pairs with
number of eliminated number of positive co- negative co- random co-
pairs pairs occurrence occurrence occurrence
Worldwide 8001 89.3% 806 643 1 162
Neartic 6670 83.49% 1101 836 0 265
Panamanian 231 96.1% 5 0 0 5
Neotropical 4753 95.41% 218 78 0 140
Paleartic 4753 95.41% 218 78 0 140
Saharo-arabian 78 89.74% 8 0 0 8
Afrotropical 171 98.83% 1 0 0 1
Oriental 2278 98.6% 32 1 0 31
Sino-japanese 2701 98.41% 43 3 0 40
630 99.68% 2 0 0 2

The subtypes that co-occur more commonly were:
* Worldwide: H3N8, H4N6, HON2, H5N2 and H1N1
* Neartic: H7N3, H6N1, H10N7, H4N6 and H11N9
* Neotropical: H4N6, H7N7, H5N8, HGN8 and H1N1
* Paleartic: H4N6, H7N7, H5N8, H6N8 and H1N1



The ANOVA test for the three positive pair groups resulted in a significant p-value
(0.000000393). The Tukey HSD test showed that there are significant differences
(p < 0.05) between all the groups. The zoonotic pairs group presented bigger effect
sizes than the other two groups, which suggested that worldwide the zoonotic
influenza viruses are co-occurring positively in a more stronger way than the non-

zoonotic subtypes (Figure 3).

Figure 3. ANOVA test of the co-occurrence effect size mean for the three pair groups
(Non zoonotic pairs; Zoonotic and Non-zoonotic pair; Zoonotic pairs) of influenza
subtypes that co-occur positively worldwide.
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The Neartic region showed a significant p-value (0.00000278) for the ANOVA,
demonstrating a difference between the effect size mean of the three groups
(Figure 4). The Tukey HSD test showed that the mean effect sizes of the zoonotic
pairs was bigger than the mean effect size of the zoonotic, non-zoonotic group (p =
0.0000156), and the non zoonotic group (p = 0.0000015). There were no
significant difference between the zoonotic, non-zoonotic group and the non-



zoonotics (p = 0.6385602). As well as the results from worldwide, in the Neartic
region zoonotic pairs co-occurred at a larger percentage. The ANOVA test p-value
for the Paleartic and Neotropical regions was non-significant. In these two regions
pair groups was non-significant (p = 0.536 and p = 0.777, respectively) showing no
differences in the mean effect size of the three groups.

Discussion

Metacommunity analysis

Metacommunity structures in the Paleartic, Oriental and Sino-japanese
regions, as well as worldwide, showed nested and quasi-nested structures. In
nested structures, species that occupied a smaller portion of the environmental
gradient are contained within the ranges of those that occupy a larger portion of the
gradient (Almeida-Neto et al. 2008). For this study nested metacommunity
structure indicates that in certain bird species a bigger richness of influenza
subtypes (> 46 subtypes) have been identified. In contrast other species (97% of
bird species) have fewer subtypes (< 46 subtypes) and act as subsets of the
species with a bigger richness. The different environmental gradients for the
metacommunity structure then are considered to be genetic and functional
differences between bird species.
Few studies have considered pathogens in a metacommunity analysis. Alvarez-
Mendizabal et al. (2018) found that flavivirus in rodents and birds in Bahia de Kino,
México, presented Clementsian structures due to heterogeneous habitats in which
some species are clustered. Nieto-Rabiela et al. (2018), analyze viral
metacommunities in rodents across different zoogeographical regions and found
quasi-Clementsian, Clementsian and random structures. Quasi-Clementsian and
Clementsian structures were identified due to a response to environmental filters
across regions, argumenting that viral distribution responds to dispersion filters and
host characteristics. Random structures were obtained due to information biases
and dynamism in ecosystems. These structures are not consistent with the results
we obtained in our analysis. Nestedness structures of AlIV are associated with a



bias in the sampling of the virus, there exists a positive correlation between
sampling effort and AlV subtypes richness.

Anseriformes and Charadriiformes are considered to be the main reservoirs of AlV
(Garcia-Garcia and Ramos 2006). In our analysis, only seven of the 241 species
recorded had more than 46 different AlV subtypes. Of those seven, five belonged
to Anseriformes order and one belonged to Charadriiformes order. These species
present a worldwide distribution, which is related to migratory patterns that connect
many bird populations in time and space, and therefore these species can act as
important reservoirs for dissemination and transmission of the different AIV
subtypes (Olsen et al. 2006). However in our study we analyze 88 species of
Anseriformes, and 57 species of Charadriiformes, and only seven of them host a
considerable amount of AlIV subtypes. It would be important to monitor other
species, for understanding more completely the distribution and ecology of AlV.
One of the most sampled species was Gallus gallus domesticus. This is due to its
economical and productive importance that makes it a target species for
surveillance programs. AlV is a huge threat for the poultry industry because of the
high mortality rates that this virus causes in these populations. It is assume that
wild birds transmit AlV to poultry, and due to multifactorial processes (Diederich et
al. 2015) it can change from LPAIV to HPAIV. However, the role of G. gallus
domesticus in the epidemiology of influenza is not completely understood. The
abundant richness of subtypes that had been found in this species can give us
important insights on how surveillance programs are being made, and even
change the paradigm on the transmission of this pathogen between populations.
Most studies worldwide focused on the study of Anas platyrhynchos and the
influenza subtypes it carries. It has been shown that A. platyrhynchos can act as
an important mixing vessel for the recombination of influenza subtypes (Sharp et
al. 1997). Its behavior, worldwide distribution and ecology has made this species to
be considered the main reservoir of the influenza virus. Because of the latter, this
duck may be demonized and we do not know with enough certainty if this
assumption is true.

Hoye et al. (2010), reviewed 191 reports of surveillance of wild bird from 1961 to



2007 and showed there exists a considerable bias toward Anseriformes and
Charadriiformes, as well as species that can be easily caught or that are present at
higher concentrations (e.g. A. platyrhynchos). This sampling bias is mostly related
to the sampling methods (ornithologist-captured and hunter-collected birds) used in
wildlife disease surveillance. Surveillance programs then do not provide a clear
representation of the diversity of wild birds and their relative abundances, so we
may be overlooking potential reservoirs or host species.

The evolution and transmission of AlV is closely tied to the host's ecology and
environmental characteristics (Spackman 2009). However if we continue studying
the same species over and over again we will not be able to understand the
interactions that exists between the different birds species and their AlV subtypes.
For example, in the last years, more studies have focused on terrestrial birds
(mainly passerines), rather than water birds. Terrestrial poultry such as quails or
turkeys have been proposed to be AlV amplifiers and the main connector between
wild waterfowl and domestic poultry (Capua and Munoz 2013). However the
epidemiological role of these birds is still unclear.

As mentioned above, wild birds may act as reservoirs for the IAV, however, in the
last years clinical and sometimes lethal diseases have been widely reported in wild
birds. In 2002, an H5N1 outbreaks caused the deaths of waterfowls and other bird
species (Phoenicopterus ruber, Egretta garzetta and Ardea cinerea) in Hong Kong
(Trevor et al. 2002). In 2016 a H5N8 started circulating in Europe, causing in the
Netherland the death of over 13,600 wild birds, most of them being Aythya fuligula
and Anas penelope (Kleyheeg et al. 2017). The identification of disease caused by
HPAIV in wild birds is of big concern for the conservation of species and it changes
the idea about wild birds being considered as reservoirs of the virus. The virus is
starting to affect wild birds and this could lead to a huge environmental problem.
Different cases of influenza affecting wild birds can be related to the way humans
have altered the ecology of AlV. Even though the impact of our actions hasn’t been
completely proven, the role of wildlife trade and the release of exotic species can
play an important role in the dissemination of new influenza subtypes in new

geographical areas, where native species don’t have an immune protection



(Stallknecht et al. 2006). Other anthropogenic effects such as climate change and
urban development can alter migration patterns and population dynamics (Reed et
al. 2003). This hasn't been studied with a closer look, but a change in the ecology
of this virus is a fact, and this is having important consequences in the

conservation and maintenance of wild bird populations.

Co-occurrence analysis

AlV presents a high divergence between subtypes and little internal genetic
diversity within subtypes (Dugan et al. 2008). Yet, one study has shown
coinfections between different subtypes in the same hosts (Sharp et al. 1997), and
even coinfections between genotypes of the same AlV subtype (Qi et al. 2018). By
using the co-occurrence analysis, we found out that in the Neartic, Paleartic and
Neotropical regions as well as worldwide, almost all AlV subtypes pairs co-occur
positively in the same bird species. These co-ocurrences mean that different pairs
of subtypes of influenza have been found in the same bird species. These positive
interactions can help us infer if there exists little or a lack of possible competition
between subtypes coinfecting the same hosts. Our data does not represent a
coinfection within the same individuals, however it do demonstrate that different
subtypes have been found in the same bird species.
Lu, Lycett, and Leigh Brown (2014), demonstrated that certain subtypes, such as
H1N1, H3N8 and H4NG, were constantly found in wildbirds, mainly ducks. In our
study we detected that also those three subtypes presented positive co-occurrence
with most of the subtypes analyzed. As well, HSN2, H5N8, H7N3 and H7N7, co-
occur constantly with many subtypes. This information is of great concern because
H5 and H7 are considered to be HPIV and have a zoonotic importance. The fact
that these subtypes are constantly co-occurring with other subtypes in the same
bird species can result in a possible genetic reassortment and the development of
new influenza strains, that can be of importance for the poultry industry and in
public health.
In our results we also detected that zoonotic pairs have a higher size effect than

non-zoonotic pairs or even the combination between zoonotic and non-zoonotic



pairs. Therefore, we can assume that some pairs of subtypes have been found
more commonly in certain bird species in comparison to other subtypes. And from
these subtypes the ones that co-occur in a stronger way were those that have
been considered zoonotic. But what are the implications of these co-occurrence
patterns?

It is well-known that each subtype possesses a different probability of giving or
accepting viral genes of other subtypes (Lu, Lycett, and Leigh Brown 2014),
however the dynamics of these subtypes have depend on a combination of
epidemiology and cross-reactive immunity based on antigenic distances (Shao et
al. 2017). The higher co-occurence of zoonotic subtype pairs in wild birds may be
a possible indication of how these subtypes, due to a possible “cooperative
behavior’, are more capable of avoiding a host’'s immune response and allowing
replication and transmission to new hosts. The effect of these zoonotic subtypes
co-occurring more often with other subtypes could be related to an increase in
virulence and the possibility of affecting multiple bird species; or the transmission
to new host species, including humans (Lu, Lycett, and Leigh Brown 2014; Capua
and Munoz 2013).

However there’s also the possibility that the interaction between two subtypes in a
coinfection process can attenuate pathogenicity of one of the subtypes. In a study
by Diederich et al. (2015), HPAlI H7N1 was attenuated after reassortment with
influenza A virus from other species (equine, swine and human). This reassortment
can produce a highly pathogenic subtype, or by the contrary can produce a mild
pathogenic subtype.

These findings can give us important recommendations during surveillance
campaigns for identifying the potential products of zoonotic subtypes pre-
reassortment during a coinfection. Or it could be a biological way in which we could
attenuate the pathogenicity of a subtype that is of concern during an outbreak. And
even though the origin of new subtypes depends on a complex network of genes,
geography and ecology, as well as species immunity and fitness (Sharp et al.
1997; Dugan et al. 2008), it could be possible that certain subtypes that tend to co-

occur more commonly with zoonotic viruses have the potential to generate novel



re-assortments capable of transmitting to new hosts, by facilitating certain
interconnected mutations or relations. Understanding viral diversity in AlV can help
us infer the processes that affect virulence, pathogenicity and host dynamics, and
maybe, it can be a way in which we can control outbreaks in poultry and in humans

populations.

Conclusion

In this research project we were able to identify an important bias on the
available information of AlIV. This bias didn’t allow us to identify the precise
metacommunity structures of the different zoogeographical scales, so we couldn't
accept this hypothesis. However we did find an importance co-occurrence pattern
between AlIV subtypes that are zoonotic, which is related to our hypothesis about
co-occurrence patterns related to ecological factors. This information is of big
importance because it opens the path for further research about how subtypes are
interacting between each other, and the possible mechanisms that can be
associated with zoonotic subtypes. It can give important insights about how
subtypes can become zoonotic and therefore develop more concrete surveillance
programas.
The use of the elements of metacommunity structure framework and co-
occurrence analysis can give us important insights on the ecology, evolutionary
and biogeography of pathogen-host systems. Many studies focus on
understanding the dynamics that occur between hosts and their pathogens,
however we have to understand that these relationships have different factors that
influence their presence or absence. We have to understand that in ecology
everything act as a system and there are many factors involved in these dynamics.
Even thought the influenza virus is an extensively investigated virus, we haven't
completely understood the processes and dynamics related to it. Surveillance and
monitoring programs have to be more adequate and precise. And bigger efforts
have to be made to understand the relation that exist between this pathogen and
other environmental actors. Also this programs have to start focusing on the

conservation of species and their habitat, because as we have seen influenza virus



is starting to affect bird species.

There’s still plenty of information we have to get. However studying systems as a
whole can give us important clues on the multiple associations that occur between
beings and their environment. Studying pathogens at bigger scales (continental,
regional and worldwide) can help us understand better the way beings are
interacting and the factors involve in it. These tools allow us to manage
communities in a more sustainable way, and therefor help us identify possible
events that could affect environmental health and consequently human health.
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Discusién general

Analisis de co-ocurrencia

El analisis de co-ocurrencia realizado demuestra que practicamente todos los
pares de subtipos de influenza (en la region neértica y a nivel mundial) co-ocurren
positivamente en las mismas especies de aves. Estas interacciones positivas nos
permiten inferir la existencia de una baja o inclusive nula competencia entre
subtipos coinfectantes en un mismo hospedero. A pesar de que nuestros datos no
representan un proceso de confesion en un mismo individuo, nos brindan un mejor
panorama de como los diferentes subtipos pueden infectar a las mismas especies
de aves o inclusive a un mismo individuo (o célula). Estudios han demostrado
procesos de coinfeccion entre diferentes subtipos (Sharp et al. 1997), e inclusive
coinfecciones entre genotipos del mismo subtipo (Qi et al. 2018).
Uno de los factores que favorece la cionfeccion entre diferentes subtipos se debe
a la falta de proteccion inmunoldgica cruzada. Alelos divergentes de HA, NA y NS
circulan en las mismas especies de aves en la misma region geografica,
favoreciendo una divergencia simpatrica (Dugan et al. 2008).
En el presente estudio se detecté que aquellos pares que eran considerados
zoonoticos presentan un mayor tamafno de efecto que ellos pares no zoonoticos,
asi como con las combinaciones de zoonético y no zoondético. De acuerdo a los
resultados podemos asumir que algunos pares de subtipos encontrados en las
especies de aves son mas comunes que otros subtipos, y que de estos pares, los
que co-ocurren con mayor intensidad son aquellos considerados zoondticos. A
pesar de que en nuestro estudio no se considero la estacionalidad de las
muestras, los hallazgos nos brindan informacion importante sobre aquellos
subtipos mas comunes en coinfecciones en aves, asi como el impacto ecoldgico
que las combinaciones de subtipos podrian tener dentro del hospederos y entre
subtipos.
Cada subtipo de IA posee una probabilidad diferente de recibir o brindar genes a
otros subtipos (Lu, Lycett, and Leigh Brown 2014), sin embargo estas dinamicas
dependen de la combinacion entre la epidemiologia y la inmunidad basada en las
distancias antigénicas (Shao et al. 2017). Los hallazgos de subtipos zoondticos



presentando un mayor grado de co-occurrencias en aves puede ser un posible
indicador de como los subtipos, por un posible comportamiento cooperativo, son
capaces de evadir la respuesta inmune del hospedero y asi replicarse vy
transmitirse a nuevos hospederos.

Estos hallazgos nos pueden brindar informacion importante para la mejor
implementacion de campafias de vigilancia para la identificacion de subtipos con
potencial zoondtico, producto del reordenamiento durante coinfecciones. A pesar
de que el origen de nuevos subtipos depende de una red compleja de genes,
geografia y ecologia, asi como inmunidad y aptitud de los hospederos (Sharp et al.
1997; Dugan et al. 2008), puede ser posible que ciertos subtipos tiendan a co-
occurrir mas comunmente con otros subtipos zoonoéticos pudiendo generar nuevos
subtipos capaces de transmitirse a nuevos hospederos.

El virus de influenza representa una seria amenaza a la salud publica global,
causando entre 250 mil y 500 mil muertes cada afo alrededor del mundo (Shao et
al. 2017). Buscar comprender la evolucién del virus de influenza A es un gran reto,
pero su estudio brindara mayor comprensién en los procesos ecologicos que le
rigen. Estudiar la diversidad viral dentro de los hospederos no ha sido
ampliamente estudiado, pero nos pueden brindar informacion importante sobre los
procesos de reordenamiento entre segmentos...Los esfuerzos de vigilancia y los
mecanismos de control ocurren afio con ano, sin embargo se requiere de buscar
nuevos métodos para comprender la ecologia de este virus, y asi poder controlar
la emergencia de brotes de IA.

La migracion de algunas especies de aves es uno de los procesos que puede
favorecer la transmision y diseminacion del virus de influenza. Sin embargo
estudios filogenéticos han demostrado que existe una clara separacion entre los
linajes de aquellos subtipos provenientes del hemisferio este y aquellos del
hemisferio oeste (Dugan et al. 2008). De la mayoria de las aves que han sido
muestreadas en los distintos sitios migratorios, los subtipos aislados muestran una
concordancia con la regidn en la que se presentan. Dichos subtipos presentan
muy pocos genes provenientes del otro hemisferio, lo que indica que existe poca o
nula sobrevivencia de los subtipos provenientes de otros hemisferios (Dugan et al.



2008). A diferencia de lo que se creia, la introduccion de genes provenientes de
otros hemisferios a una region no esta dada en mayor medida por las aves
migratorias, sino que proviene de la importacion de aves para la industria
productiva (Dugan et al. 2008).

Aparentemente estos procesos de reordenamiento y mutacion son muy frecuentes
en aves silvestres al momento de la replicacion viral, lo cual favorece que exista
una gran diversidad de combinaciones entre los subtipos HA y NA (Taubenberger
2010). En nuestro estudio se identific la co-ocurrencia de los diferentes subtipos
de influenza que han sido identificados en aves alrededor del mundo. Esta co-
ocurrencia fue de caracter positiva, o que quiere decir que entre los pares de
subtipos identificados, no existe una “repulsién”. Los pares de subtipos de
influenza estan co-ocurriendo positivamente en las mismas especies, indicando un
posible proceso de superinfeccidn que pudiera estar ocurriendo en las aves
silvestres. Con los datos que tenemos es dificil identificar las muestras que
pertenecen a un mismo individuos, sin embargo las co-ocurrencias positivas nos

muestran dicha posibilidad.

Metacomunidades

Entre 1918 y 1919 un agente de etiologia desconocida provocd una
enfermedad respiratoria severa con un resultado fatal en un tercio de la poblacién
mundial (500 millones de personas) (Taubenberger et al. 2006). En el periodo de
un afo este patdogeno habia causado la muerte de 40 millones de personas en
todo el mundo; mas personas murieron por esta enfermedad que por los efectos
de la 1ra Guerra Mundial (Johnson and Mueller 2002). Estudios han demostrado
que la pandemia de influenza de 1918 fue causada por un virus de influenza tipo A
de origen aviar, sin embargo las muestras obtenidas presentan una distincion
genética de otros subtipos de influenza (Morens et al. 2010). Actualmente el origen
de este patdogeno permanece siendo un misterio.

Desde la pandemia de influenza de 1918, otras tres cepas han sido de importancia
pandémica. La primera es la gripe asiatica de 1957 provocada por un subtipo
H2N2, posteriormente la gripe de Hong Kong de 1968 causada por un subtipo



H3N2, y finalmente la pandemia de 2009 por un subtipo H1N1 (Guan et al. 2010).
Debido a las fuertes implicaciones que presenta este virus para la salud publica,
esfuerzos de vigilancia y monitoreo para la detecciéon de influenza ocurren
alrededor del mundo. Posterior a la transmision de un subtipo H5N1 de alta
patogenicidad de aves a humanos en 1997, los esfuerzos por comprender la
dinamica del virus de influenza tipo A y el rol que juegan los hospederos naturales
(aves acuaticas) incremento en gran medida (Machalaba et al. 2015).

De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis de metacomunidades se
pudieron identificar ciertos patrones de los programas de vigilancia de IA. Las
estructuras anidadas encontradas en la region paleartica, oriental y sino-japonesa,
asi como a nivel mundial, muestran que existe un sesgo en los esfuerzos de
muestreo del patogeno. Ciertas especies de aves son mayormente muestreadas, y
en estas especies es en donde una mayor variedad de subtipos de influenza han
sido identificadas. Especies que son menos muestreadas presentan una menor
cantidad de subtipos. De acuerdo a la teoria de metacomunidades, estas aves con
una menor diversidad de subtipos de influenza actuan como subgrupos de
aquellas aves mayormente muestreadas y que cuentan con una mayor diversidad.
El problema aqui radica en el hecho de que debido al sego de muestreo no
podemos conocer el panorama completo de los virus y sus hospederos.

Con mas de 10,000 especies de aves identificadas en el mundo, de acuerdo a
nuestros estudios podemos identificar una grave falta de informacién. Unicamente
contamos con registros de 241 especies de aves en donde el virus de influenza ha
sido identificado, lo que corresponde a menos del 2.41% del total de las especies
de aves. Las especies mayormente maestreadas son Gallus gallus domesticus y
Anas platyrrhynchos.

Para Gallus gallus domesticus, la importancia econdémica y productiva lo hace un
blanco de gran importancia para su vigilancia. En 2018, el Departamento de
Agricultura de Estados Unidos previoé que la produccién avicola alcanzara los 92.5
millones de toneladas de pollo (USDA, 2018). Esta informaciéon nos da una visién
muy clara de la importancia economica de comprender la ecologia del patégeno y

su subsecuente monitoreo en esta especie. Es por lo anterior que los programas



de vigilancia deben de ser enfocados a prevenir que los virus de IA de alta
patogenicidad alcancen a estas poblaciones, asi como al desarrollo de programas
adecuados de medicina preventiva que puedan ser implementados a nivel
mundial.

La transmision de virus de influenza de aves silvestres a domésticas ocurre
principalmente por un contacto directo o indirecto entre los individuos (Alexander
2007). Esta transmision ocurre principalmente con subtipos de baja patogenicidad
y estan limitados en tiempo y espacio (Bodewes and Kuiken 2018). Sin embargo
como se menciono anteriormente, estos subtipos pueden llegar a mutar y producir
enfermedades letales en las poblaciones de aves domésticas, provocando
mortalidades de hasta el 100%. El comprender la estacionalidad y prevalencia de
los subtipos de influenza circulantes en las comunidades de aves en una regidn
nos brindaria informacion importante para el desarrollo de programas adecuados y
certeros para la deteccion oportuna de patdgenos que pudieran afectar a las aves
domésticas. Por otro lado estudios recientes han identificado una posible via de
transmision de aves domeésticas a aves silvestres. Por lo tanto los subtipos de
influenza de alta patogenicidad que afectan a las aves domeésticas podrian
transmitirse a aves silvestres, ocasionando serios problemas de salud en estas
poblaciones, lo que conlleva un impacto a la conservacion de las diferentes
especies. Realizar estudios y monitoreo constantes tanto en aves silvestres como
en domeésticas nos permitira comprender con mayor precision la ecologia de este
patogeno y poder hacer frente a las adversidades que se pudieran presentar en un
futuro.

En el caso de Anas platyrhynchos la mayoria de los estudios a nivel mundial se
centran en el monitoreo de esta especie y los subtipos de influenza que albergan.
Se ha demostrado que esta especie puede actuar como un importante sitio de
recombinaciéon de subtipos de influenza (Sharp et al. 1997). Su comportamiento,
distribucion mundial y ecologia hacen que Anas platyrhynchos sea considerado el
principal repertorio de este virus (Olsen et al. 2006; Kang et al. 2016). Sin
embargo, esto puede que no sea del todo cierto.

En un estudio realizado por Hoye et al., en 2010, 191 reportes de vigilancia de



aves silvestres de 1961 a 2007 fueron analizados. Los resultados mostraron que
existe un considerable sesgo de muestreo hacia Anseriformes y Charadriiformes,
asi como hacia especies que son facilmente capturadas o que se presentan en
mayores concentraciones. Este sesgo de muestreo esta relacionado con los
métodos de muestreo (captura por ornitdlogos y aves colectadas por cazadores)
que se utilizan en vigilancia de enfermedades en aves silvestres. Los programas
de vigilancia no estan realizando una correcta representacion de la diversidad de
aves y sus abundancias relativas, por lo que podriamos estar dando por sentado
la existencia de reservorios u hospederos potenciales para este patogeno.

La ecologia del virus de |A esta estrechamente vinculada a la ecologia del
huésped y a las caracteristicas del ambiente donde habitan (Spackman 2009). Las
aves silvestres albergan una amplia diversidad de subtipos de influenza, y la
dinamica poblacional que presentan favorece la evolucion y transmisién de este
virus (Machalaba et al. 2015). Sin embargo, como se ha mencionado
anteriormente, actualmente no conocemos la gran diversidad de subtipos y cepas
que existen, ni las especies hospederas que contribuyen al mantenimiento y
transmision del virus. En los ultimos afios, se han realizado una mayor cantidad de
estudios sobre aves terrestres (principalmente del orden Passeriforme), en lugar
de aves acuaticas. En algunos estudios se ha identificado que aves como las
codornices o los pavos actuan como amplificadores del virus de IA, lo que
demuestra una posible conexion entre aves acuaticas silvestres y aves domésticas
(Capua and Munoz 2013). Sin embargo, el papel epidemiolégico que tienen estas
aves aun no esta claro (Fujimoto et al. 2015).

Supuestamente las aves acuaticas actuan como reservorios para el 1AV, sin
embargo, en los ultimos afos las enfermedades clinicas y en ocasiones letales en
estas aves han ido en aumento (Machalaba et al. 2015). En 2002 en Hong Kong,
un brote de H5N1 causo la muerte de aves acuaticas y otras especies de aves
(Phoenicopterus ruber, Egretta garzetta y Ardea cinerea) (Trevor et al. 2010). En
2016, un H5N8 comenzd a circular en Europa causando la muerte de mas de
13,600 aves silvestres en los Paises Bajos, la mayoria de ellas de la especie
Aythya fuligula y Anas penelope (Kleyheeg et al. 2017). La identificacion de la



enfermedad causada por virus de IA de alta patogenicidad en aves silvestres es
una gran preocupacion para la conservacion de las especies y modifica el
paradigma de que las aves silvestres sean consideradas como reservorios del
virus.

Los casos de influenza que afectan a las aves silvestres pueden estar
relacionados con la forma en que los humanos pueden alterar la ecologia del virus
de IA. A pesar de que el impacto de nuestras acciones no se ha demostrado
completamente, el comercio ilegal de especies silvestres y la liberacion de
especies exoticas puede jugar un papel fundamental en la diseminacion de nuevos
subtipos de influenza hacia nuevas areas geograficas, donde las especies nativas
no tengan proteccién inmune hacia el patégeno (Brown and Stallknecht 2008).
Otros efectos antropogénicos, como el cambio climatico y el desarrollo urbano,
pueden alterar los patrones de migracion y la dinamica de las poblaciones (Reed
et al. 2003), impactando de igual manera en la ecologia de los sistemas patégeno-
hospedero.

Un reservorio se define como "cualquier objeto animado o inanimado o cualquier
combinacion de estos que sirva como habitat para que un patéogeno se reproduzca
y pueda transmitirse a un huésped susceptible". Con esta definicion es importante
cambiar la forma en que consideramos a las aves silvestres, principalmente Anas
platyrhynchos, como reservorios del virus de IA. Todavia no hemos entendido
completamente el papel ecoldgico que tienen las diferentes especies hospederas,
y como sus caracteristicas y comportamiento de vida pueden alterar la
diseminacién del virus. Esto es motivo de gran preocupacion para un desarrollo
adecuado de los programas de vigilancia y para los esfuerzos de conservacion

gue debemos comenzar a aplicar a las especies de aves en todo el mundo.



Conclusiones

Las actividades del ser humano ejercen un fuerte impacto sobre los ecosistemas y
las comunidades de especies que habitan en ellos. La gran mayoria de las veces
dentro de estas comunidades no tomamos en cuenta a los patdogenos a pesar de
que son de gran importancia para la salud de los ecosistemas y sus habitantes.
Diversos estudios han demostrado como los cambios antropogénicos influyen en
las comunidades de patogenos, alterando su ecologia, distribucion, virulencia y
diversidad de hospederos que pueden afectar.

El virus de Influenza es un patdogeno que se ha visto afectado por dichas
actividades antropogénicas. Los paradigmas que se conocian sobre las aves
acuaticas actuando como reservorios o la diferencia existente entre subtipos del
hemisferio este y hemisferio oeste, han cambiado. En los ultimos afos se han
visto brotes de influenza en las poblaciones de aves silvestres, provocando la
muertes de cientos e inclusive miles de aves en areas determinadas. De igual
manera, debido a la destruccion y fragmentacion del habitat, las aves han
modificado sus patrones migratorios, y con ellos la posible diseminacion de
patdégenos, incluyendo el virus de Influenza, a nuevos sitios con nuevos posibles
hospederos. El impacto que el ser humano tiene sobre las comunidades de
patogenos es real y es una situacidn que representa una seria alarma para la
salud publica y animal, asi como para el desarrollo de esfuerzos adecuados de
conservacion.

La diversidad viral de influenza es muy amplia por lo que si estudiamos el
comportamientos de los diferentes subtipos dentro de un mismo hospedero y
dentro de una misma regién podremos llegar a resultados mas claros y precisos.
Es tiempo de que dejemos de pensar en que todos los patégenos son negativos y
causan dafo, porque de acuerdo a los analizado en este estudio, podemos llegar
a las conclusiones de que la co-ocurrencia de diferentes subtipos de influenza
puede provocar el subsecuente desarrollo de nuevos subtipos, sin embargo
muchos de ellos no necesariamente de caracter zoondtico. Al conocer la
diversidad viral podemos llegar a entender las complejas relaciones que existen
entre los diferentes subtipos y el impacto que tienen en las poblaciones de aves.



Es de gran importancia que nos demos cuenta que los esfuerzo de vigilancia y
monitoreo actuales no son los adecuados. Los programas ya no pueden ser
enfocados al estudio de una sola especie o de un solo subtipo de influenza, y
mucho menos hacia una visidn antropocentrista. Debemos de comenzar a
desarrollar programas que sean mas integrales y en los cuales se analicen y
estudien todos los componentes que forman parte de los sistemas patdégeno-
hospedero. Los programas de vigilancia y monitoreo deben de tomar en cuenta el
aspecto de salud publica y salud animal, asi como mantener un eje de
conservacion tanto de las aves como de los sitios de distribucion de las especies.
Vivimos en un mundo extremadamente complejo y dinamico, donde dia a dia
ocurren cambios que alteran e irrumpen la funcion de los ecosistemas. Si
queremos comprender el funcionamiento de las distintas partes que componen a
un ecosistema debemos de, como seres humanos, vernos como parte de este
gran todo y no como un elemento que se encuentra por encima del resto de las
especies. Todo en este planeta esta relacionado, por lo que es importante que
comencemos a darnos cuenta del impacto que nuestras acciones tienen sobre los
distintos elementos que componen al planeta, incluyendo a aquellos tan pequefios

COMo un virus.
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