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RESUMEN

MONTOYA CARRILLO CECILIA. deteccion de anticuerpos contra diferentes
subtipos del virus de influenza A en una interfaz aves silvestres- aves y cerdos de
traspatio (bajo la direccién de: Dr. Rafael Ojeda Flores y Dr. José Ivan Sanchez
Betancourt).

Los sistemas de traspatio propician interacciones entre animales domeésticos,
silvestres y humanos favoreciendo la transmision del virus de Influenza A (VIA). A
pesar del papel de aves acuaticas como reservorios y la participacién de cerdos y
aves como amplificadores virales, se conoce poco acerca de la exposicion de
estos animales de traspatio a VIA silvestres en México. El objetivo del estudio fue
detectar la respuesta serologica de cerdos y aves de traspatio a distintos subtipos
de VIA en una interfaz con patos silvestres del Estado de México. Se muestrearon
9 granjas dentro de un radio de 6 Km de la Ciénega de Atarasquillo, un area
natural protegida y zona de conservacion de aves durante la temporada invernal
2016-2017. Se realiz6é la prueba de inhibicion de la hemaglutinaciéon contra 10
subtipos de VIA: una variante viral de origen humano (H1N1), cuatro de origen
porcino (H1IN1, H3N2 y H5N2) y cinco provenientes de patos silvestres de la
Ciénega (H1N1, H3N2 y H5N2). Para el subtipo H1N1, se detect6 mayor
seropositividad a la variante viral de origen porcino en ambas especies. La
seroprevalencia de los subtipos H3N2 y H5N2 fue mayor hacia variantes virales de
aves acuaticas. Se detectd seropositividad de 7.5% contra la variante viral
LermaUIFMVZ377/2016(H5N2), aislado de un pato residente (Anas platyrhyncos
diazi), relacionado con VIA de aves silvestres de las rutas migratorias del Pacifico
(Alaska y Utah) y Mississippi (Arkansas). Por otro lado, mediante un modelo lineal
generalizado se detectd una relacion positiva de la seropositividad con la densidad
de animales (>30 animales) y el autoconsumo (p<0.05). Estos resultados
demuestran que ciertos factores aumentan la tasa de contacto entre animales
domeésticos y la posibilidad de transmision interespecie de VIA de aves
migratorias. Lo que resalta la importancia de estudiar integralmente la dinamica
del VIA en sistemas donde interactuan animales silvestres y domeésticos para
mejorar las acciones de monitoreo y control.



INTRODUCCION

Los patdégenos transmitidos por fauna silvestre o animales domésticos han
causado mas del 60% de las enfermedades infecciosas en humanos (1). Estas
zoonosis representan la mayoria de la enfermedades infecciosas emergentes
identificadas en personas en los ultimos 70 afos, generando una amenaza
importante para la salud mundial (2,3). Uno de los patdbgenos con mayor impacto
en la salud publica y animal es el virus de Influenza A (VIA). La Influenza es una
enfermedad infecciosa respiratoria aguda, la cual tiene una distribucion mundial,
con una alta morbilidad y en algunas ocasiones altas tasas de incidencia y
prevalencia que dependen del tipo de virus y la especie afectada (4). Este virus ha
sido asociado con cerca de 14 pandemias en humanos desde el afio 1500 (5),
ademas de las epidemias anuales que se presentan ciclicamente. Estos eventos
epidémicos han causado la muerte de millones de personas y enormes pérdidas
economicas (6).

El VIA tiene la capacidad de infectar diversas especies como caballos, cerdos,
aves, humanos, algunos mamiferos acuaticos e incluso murciélagos, es por ello,
que estos virus se consideran una amenaza en salud publica debido a su potencial
de transmision interespecie (7). Se ha reconocido que la transmision interespecie
del virus se asocia principalmente a las interfaces donde existe contacto entre
animales domésticos y humanos o animales domésticos y silvestres (8). En este
sentido, a través de estudios filogenéticos recientes, se ha demostrado que las
aves acuaticas actuan como la principal fuente de diversificacién de los VIA que
afectan a las diferentes especies que participan en la dinamica de la enfermedad
(9). Asimismo, se han identificado ciertos factores antropogénicos que aumentan
la probabilidad de contacto entre aves acuaticas con animales domésticos como la
cercania de actividades pecuarias a humedales o los sistemas de produccion
familiar que permiten la interaccion de distintas especies domésticas y silvestres e

incluso humanos.



La transmision del VIA desafia constantemente las barreras interespecie, por
tanto, existe una posibilidad constante de que surjan nuevos subtipos del virus con
el potencial de afectar negativamente la salud publica y animal (10). Por lo cual, es
necesario mantener un monitoreo y diagnostico eficaz que permita desarrollar

medidas de prevencion y control adecuadas (11).

ETIOLOGIA

El virus de influenza forma parte de la familia Orthomyxoviridae la cual esta
conformada por siete géneros: Alphainfluenzavirus, Betainfluenzavirus,
Gammainfluenzavirus, Deltainfluenzavirus, Quaranjavirus, Thogotovirus e Isavirus
(12), Los Influenzavirus presentan una cadena simple de RNA en sentido negativo,
son virus envueltos de forma pleomorfica que miden de 80 a 120 nm y se
encuentran divididos en cuatro especies: Influenza tipo A, B, Cy D (7,13,14). Los
tipos B y C infectan principalmente a humanos pero los sintomas son leves y su
transmision es minima, por lo que, tienen un bajo potencial pandémico (13).
Mientras que el tipo D solo ha sido aislado en cerdos y bovinos con signos clinicos
menores y sin presentacion en humanos (14). El virus de Influenza tipo A (VIA)
infecta a un gran rango de hospederos , siendo una amenaza constante de salud

publica a nivel mundial.

El genoma del virus de Influenza tipo A es de aproximadamente 13.6 kb y se
encuentra dividido en 8 segmentos que codifican para 12 a 14 proteinas (15-17)
(Figura y Cuadro 1), muchas de ellas son especificas por especie y pueden
prevalecer e incluso mutar durante la transmision interespecie e intraespecie (9).
Algunos de los segmentos del genoma participan en la formacion de
glicoproteinas en la superficie del virus: Hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa
(NA), las cuales determinan en parte la virulencia del tipo viral en cuestion y

permiten clasificar a los virus en subtipos.



Actualmente, se tienen registrados 18 subtipos de HA y 11 de NA. En aves
silvestres se han detectado los subtipos H1 al H16 y N1 al N9 (18), mientras que
los subtipos H17 y H18, y los N10 y N11 unicamente se han detectado en
murciélagos (19) (Figura 2).
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Figura 1. Estructura del virus de Influenza A. Modificado de: lan M. Mackay,
doi.org/10.6084/m9.figshare.6817112.v1, (2018).




Cuadro 1. Principales funciones de las proteinas que conforman al virus de
Influenza tipo A. *RNP = proteinas ribonucleicas. Modificado de: Murioz et al.,
(2016), Gramer R, (2005).

Segmento Nombre de la proteina Funcién de la proteina
1 Polimerasa basica 2 (PB 2) Replicacién viral, sintesis de RNA
Polimerasa basica 1 (PB 1) Replicacién viral, elongacién del RNA
2 Actividad pro-apoptética, induccion de la
PB-F2,-N40 _ _
respuesta proinflamatoria
Polimerasa acida (PA), o _ )
Replicacién viral, sintesis de RNA
3 PA —N182, PA - N15
PA. X Probable modulacién de la expresion
génica del hospedero (respuesta inmune)
Glicoproteina de superficie con
determinante antigénico, union viral a
4 Hemaglutinina (HA) .
receptores celulares, fusién de las
membrana viral y endosomal
Recubrimiento de RNA, transcripcion de
5 Nucleoproteina (NP) S
RNA, encapsidacion
Proteina de superficie con determinante
o antigénico, rompe uniones de &cido
6 Neuraminidasa (NA) o _ . .
sialico, liberacion viral de las células del
hospedero
. Estabilidad de la proteina de membrana,
Matriz 1 (M1)
involucrada en la salida de RNP*
7 Canal de iones transmembrana, permite
Matriz 2 (M2) la acidificacion del endosoma, permite la
salida de RNP*
No estructural 1 (NS1) Antagoniza la respuesta inmune innata
No estructural 2 (NS2)/ . o
8 Regulacién de transcripcion de RNA,

Proteina Exportadora Nuclear
(NEP)

localizacion de RNP*
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Figura 2. Transmision interespecie e intraespecie del virus de Influenza. Las
flechas solidas representan la transmision directa en una especie, las lineas
punteadas sefialan la infeccion esporadica. Modificado de: Joseph U et al. (2016).

FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA VARIABILIDAD DEL VIRUS

La gran variabilidad genética del VIA se debe, en parte a los procesos de
adaptacion y evolucion virales que estan asociados a altas tasas de mutacién (2.7
x 10°a 3.0 x 107 sustituciones de nucledtidos por cadena copiada) (20) y de
recombinacién que caracterizan a este grupo viral. El reordenamiento antigénico
(SHIFT) y el cambio antigénico (DRIFT) son los principales mecanismos que
favorecen esta variabilidad entre los VIA, en especial en las proteinas de
superficie (10). Durante el cambio genético o “DRIFT", se presentan mutaciones
puntuales que propician la sustitucion de aminoacidos que conforman las
proteinas de la superficie viral. Al cambiar los sitios antigénicos, el virus adquiere

la posibilidad de evitar el reconocimiento por parte del sistema inmune de los




hospederos. A partir de este mecanismo regularmente se generan virus de tipo
estacional (21,22). Por otro lado, cuando se infecta una sola célula hospedera con
dos o0 mas cepas virales diferentes, estas pueden presentar cambios en los
segmentos del genoma viral. Esto puede generar cambios en las proteinas de la
envoltura viral y como consecuencia, pueden generarse virus con nuevas
propiedades, entre las que destaca, un aumento del potencial pandémico, este

cambio gendmico se denomina “SHIFT”" o reordenamiento genético (21,22).

El reordenamiento genético facilita la formacion de virus recombinantes con la
capacidad de infectar diversas especies, incluyendo al ser humano. Por ejemplo,
en 1918 algunos porcinos presentaron signos similares a los que causaba la “gripe
espanola” en humanos. Estos signos fueron asociados a un subtipo de Influenza
H1N1 de origen aviar (8,23). Posteriormente, se registraron otras pandemias
relacionadas con el mecanismo “SHIFT” en virus de origen zoonético (24). Una de
ellas en Asia en 1957 con el subtipo H2N2 el cual presenta segmentos de RNA de
origen aviar con remanentes del subtipo H1N1 humano (8,24,25). Tiempo
después, en el afnio 1968 en Hong Kong ocurrié otro reordenamiento al mismo
virus asiatico (H2N2), el cual presentaba segmentos de hemaglutinina de origen
aviar lo que provocé una nueva pandemia relacionada con un subtipo H3N2
(8,24,25). En 2009 se presento la ultima pandemia registrada, cuando se detecto
la presencia del VIA HIN1pdmQ9 en México, Estados Unidos y Canada (26). Este
nuevo subtipo viral presentd una triple recombinacion de segmentos genéticos de

un linaje porcino norteamericano y euroasiatico, aviar y humano (8,16).

DINAMICA EN LA TRANSMISION DEL VIRUS DE INFLUENZA

Ademas de las caracteristicas estructurales y genéticas del virus, la transmision
interespecie y el surgimiento de nuevas variantes virales se han asociado
principalmente a diferentes interfaces que permiten el contacto entre animales y
humanos (8). El origen de las pandemias es atribuido a diferentes factores, uno de
ellos es la participacion de reordenamientos virales en poblaciones donde



conviven mas de una especie, como es el caso de producciones pecuarias donde
la transmision del virus se transmite de manera sencilla por el contacto directo con
secreciones de animales infectados, fomites (27) e incluso algunos insectos que
sugieren funcionar como vectores mecanicos debido a la deteccion de un subtipo
H5N1 de origen aviar en moscas y mosquitos cercanas a granjas de aves de
corral infectadas (28,29).

Uno de los factores determinantes en la transmision del VIA es la presencia de
receptores en las células hospedero susceptibles a la proteina HA del virus, para
comenzar su replicacion viral. Esta unidn de virus-célula hospedero ocurre a
través de receptores de acido sialico, los cuales cambian en sitio y tipo
dependiendo la especie afectada, razon por la cual la distribucion anatémica de
los receptores en las diferentes especies representan un factor importante en la
replicacion y transmision del VIA (30,31).

El cerdo posee receptores a-2,6 galactosa en el tracto respiratorio superior y a-
2,3 galactosa en el tracto respiratorio inferior, aunque se han encontrado en otros
organos como intestino, higado, encéfalo, rindbn y musculo (30,32). En aves se
encuentran ambos receptores en tracto respiratorio e intestino pero en aves
acuaticas se presenta en mayor proporcion los receptores a-2,3 galactosa (31,33).
En el humano se localizan en mayor cantidad los receptores a-2,6 galactosa
ubicados en el tracto respiratorio superior, mientras que en bronquios se
presentan en menor proporcion a-2,3 galactosa y a-2,6 galactosa (30,34) (Figura
3). La diversidad en la distribucion de receptores de acido sialico en animales
domeésticos y el humano, sugiere mayores posibilidades para la entrada o
infeccion de distintos subtipos del virus en un individuo con la posibilidad de mutar
(34), como es el caso de del segmento HA de virus aviares (G226L, 155T, G186V y
T160A) que permiten la union a receptores a-2,6 galactosa, o bien mutaciones en
la proteina PB2 (E627K) que permite la replicacion de virus aviares en mamiferos

(16) y con ello generar nuevas variantes.
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Figura 3. Localizacion de receptores celulares de acido sialico en humanos,
cerdos y aves. Modificado de: De Graaf M, Fouchier RAM, (2014).

Debido a las caracteristicas en la cantidad, tipo y distribucion de estos receptores
celulares, los porcinos y las aves de corral son considerados hospederos
amplificadores (16,35,36), es decir, que permiten el incremento en abundancia del
patogeno y la probabilidad de ocurrencia (37). Sumado a esto, la riqueza de estos
hospedadores en una comunidad y su interaccién con otros individuos y especies,
participan de manera importante en la dinamica de la enfermedad al favorecer la
transmision intraespecie e interespecie (37). Especificamente en México, se han
aislado diferentes cepas de VIA que han demostrado que la especie porcina
puede actuar como reservorio de genes virales provenientes de aves silvestres y

humanos (38).

De acuerdo con lo antes descrito, el factor con mayor importancia para la
diversificacion y transmision de VIA es el contacto del hospedero infectado con
uno susceptible en un sitio donde convivan ambos, lo cual podemos describirlo a

través de una interfaz. Una interfaz es definida como el limite a través del cual los



parasitos pueden pasar entre las comunidades bioldgicas (39). Una de las
principales interfaces que participan en el mantenimiento de la diversidad del VIA,
son los humedales, los cuales participan como zonas de descanso y alimentacion
de aves acuaticas. Estos sitios permiten la congregacion de gran cantidad de aves
acuaticas (Anseriformes y Charadriiformes), reconocidas como reservorios
naturales de VIA de baja patogenicidad, en las cuales solamente causan signos
clinicos leves o pueden pasar desapercibidos (40). La existencia de una alta
densidad de aves en un sitio propicia el aumento de la tasa de contacto entre
individuos infectados y susceptibles, lo cual permite la transmision de patégenos
de manera directa o bien, de manera indirecta a través del agua debido a las
caracteristicas del virus que permiten su persistencia en cuerpos de agua hasta
por 30 dias, dependiendo de variables como la salinidad, pH, temperatura, entre
otras (41). En el caso del VIA, este virus se replica en el tracto digestivo de las
distintas aves acuaticas y es eliminado en heces, donde puede transmitirse a otras
aves que comparten el mismo habitat, a lo largo de las rutas migratorias (27,42).
Esto puede favorecer la transmision y la evolucion de los virus y aumentar la
probabilidad de emergencia de nuevas variantes antigénicas (43), tal como lo
ocurrido con el subtipo H5N1 proveniente de aves acuaticas con una transmision

interespecie a las aves de corral y humanos (44).

El incremento en la aparicién de brotes epidémicos y epizoo6ticos de VIA también
intervienen factores medioambientales, en su mayoria ligados a perturbaciones
antropogeénicas. El contacto de aves silvestres con animales domeésticos (por
ejemplo, cerdos y aves) es mayor debido al crecimiento exponencial de la
poblacion humana y el consecuente aumento en la demanda de alimentos de
origen animal (35,39,45). El actual proceso de urbanizacion se caracteriza por la
rapida intensificacion de actividades agropecuarias, cambios socioeconémicos y la
fragmentacion ecoldgica de las zonas naturales. Todas estas transformaciones
generan grandes impactos y modifican de forma importante la epidemiologia de
enfermedades infecciosas (39,45). Uno de los factores antropogénicos que

aumentan la tasa de contacto entre animales silvestres y domésticos ademas de

10



modificar la dinamica de las enfermedades infecciosas, es la produccién de

animales para consumo.

Muchas de las producciones pecuarias se realizan bajo un sistema de traspatio,
el cuales se caracteriza por tener una estructura productiva donde la familia
participa y se integra en los procesos de produccidon en espacios libres de la casa,
que son aprovechados para la crianza de animales y actividades agropecuarias
(46). Las instalaciones son hechas regularmente con materiales de desecho, no
presentan manejo zootécnico o clinico adecuado y no existe un control para evitar
el contacto con especies silvestres, por lo que se posee poca o nula bioseguridad.
Estas caracteristicas propician la transmision de agentes infecciosos en distintas
especies, entre ellos el virus de influenza A (47), a través del contacto directo con
animales infectados (domésticos y silvestres) o de manera indirecta por medio de
heces, recursos acuaticos y zonas de cultivo (48) En México, el sistema de
produccion familiar o de traspatio representa hasta el 85% de todas las
producciones a nivel nacional (49). Sin embargo, a pesar de tener el conocimiento
sobre el riesgo latente de estas producciones en la transmision de la enfermedad,
existen muchos vacios en la vigilancia del virus en las distintas especies

domeésticas vy silvestres.

DIAGNOSTICO DEL VIRUS DE INFLUENZA

Actualmente, existen multiples pruebas diagnésticas utiles para detectar el virus
de influenza en distintas especies. Los métodos de diagnédstico directos, detectan
la infeccion por el virus en la fase aguda y se basan en la identificacion de
componentes virales a través de técnicas que permiten el aislamiento viral (huevo
embrionado libre de patdégenos especificos, lineas celulares de rindbn de perro
Madin-Derby: MDCK), la deteccion de antigenos virales (ELISA directo,
inmunofluorescencia, inmunocromatografia) y la deteccion del genoma viral (RT-
PCR) (50).
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Por el contrario, los métodos de diagndstico indirecto se basan en la respuesta
inmune humoral contra el VIA a través de la deteccion de anticuerpos. La prueba
de Inhibicion de la Hemaglutinacién (IH) es la prueba estandar reconocida por la
Organizacion Mundial de Salud Animal (OIE) para clasificar o subtipificar virus
hemaglutinantes como es el caso de Influenza (51). Mediante la técnica de
inhibicion de la hemaglutinacion, es posible detectar la respuesta inmune a la
hemaglutinina. La HA tiene la capacidad de aglutinar los eritrocitos, cuando existe
la fijacion especifica de anticuerpos a los sitios antigénicos de la proteina HA
existe una interferencia, entre la HA y los eritrocitos, por lo que no se puede
generar una aglutinacion (51) (Figura 4). Complementario a la subtipificacion se
utiliza la prueba de Inhibicion de la Neuraminidasa (IN) esto para detectar
anticuerpos especificos contra la proteina NA (52).

Otras pruebas utilizadas como técnicas indirectas son la neutralizacion viral y el
ensayo de ELISA indirecta, la cual utiliza VIA como antigeno y anticuerpos
dirigidos contra IgG e IgA conjugados con una enzima, esta reaccion de Ag-Ac es
detectada a través de un cambio de color producidos por la interaccién de la
enzima y su sustrato, que modifica al cromdégeno para generar un producto
detectable mediante espectrofotometria, esta ultima prueba cuenta con mayor
sensibilidad pero debido al tiempo y pasos a realizar no se utiliza de forma
rutinaria (53). Es por ello que la prueba de IH es viable, simple y econdmica, la
deteccién de anticuerpos se puede encontrar a partir del dia 7 post infeccion y
reconoce la respuesta inmunitaria de subtipos especificos. Por consiguiente,
permite conocer informacion epidemiolégica de una zona, que resulta de gran

utilidad para establecer acciones de monitoreo y medidas de control.
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Figura 4. Prueba de Inhibicion de la hemaglutinacion. Modificado de: Mackay, lan
M. 10.6084/m9.figshare.6225218.v2, (2018).

PAPEL DE AVES Y CERDOS EN LA ECOLOGIA DEL VIRUS DE INFLUENZA A

Como se menciona anteriormente, las aves y cerdos domésticos tienen un papel

importante dentro de la dinamica de transmision de VIA. El cambio del habitat por

zonas de explotacion agropecuarias ha permitido el acercamiento de las aves

acuaticas a animales domésticos como aves de corral (gallinas, pavos, patos,

gansos, codornices, etc), las cuales son clave para la transmision interespecie a
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mamiferos gracias al reconocimiento, adaptacion y replicacion del virus en el
sistema homodlogo de receptores presente en aves acuaticas (a-2,3 galactosa)

ubicado en tracto respiratorio y digestivo de aves de corral (30).

La presencia de VIA en aves de corral es similar a la descrita en aves acuaticas,
solo se han encontrado los subtipos virales de HA son H1, H3, H5, H6, H7 y H9,
pero ciertos linajes en los subtipos H5 y H7 pueden causar altas tasas de
mortalidad por lo que son clasificados como de alta patogenicidad (VIAAP)
(27,54). Los brotes por virus VIABP tienen una duracion corta y una limitacion
geografica, pero se han reportado casos a gran escala y de manera continua,
como lo ocurrido con el subtipo HIN2 en el continente asiatico (55). Sin embargo,
en algunas ocasiones los virus de baja patogenicidad pueden mutar para
convertirse en alta patogenicidad, ejemplo de ello es el subtipo H7N9 ocurrido en
China (56). En 2018 se tiene reporte de la situacion epidemiologica de los VIAAP
presentes en aves domésticas: H5N1, H5N2 y H5N8 en Africa; H5N1, H5N2,
H5N8, H7N3, H7N8 y H7N9 en Ameérica; en el continente asiatico HSN1, H5N2,
H5N3, H5N6, H5N8 y H7N9; mientras que en Europa se reportan los subtipos
H5N1, H5N2, H5NS, H5N6, H5N8, H5N9 y H7N7 y por ultimo en Oceania solo se
tiene registro del subtipo H7N2 (56).

Los cerdos al igual que las aves, son considerados hospederos amplificadores,
esto se debe a la presencia de ambos receptores de acido sialico presentes en
aves (o-2,3 galactosa) y en humanos (a-2,6 galactosa) distribuidos en el tracto
respiratorio del cerdo (34) y que han permitido reservar una diversidad genética
viral con la posibilidad de generar un nuevo virus con potencial pandémico. Los
cerdos son susceptibles de manera natural a la infeccion por subtipos H1N1 de
origen aviar y humano, H3N2 y H1N2 recombinantes (57), no obstante existe una
susceptibilidad de aproximadamente 28 a 38 virus aviares sin presentacion de
signos clinicos (58,59). Los VIABP que se han aislado en cerdo son H1N1, H3N1,
H4NG6, H5N2, H6N6, H7N2, H4N8, H5N1, H4N1 y HON2; asi mismo se han aislado
subtipos de VIAAP como H7N7 y H5N1 (60-62).
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Estos saltos taxondmicos se ven favorecidos por el contacto directo con animales
enfermos o bien de manera indirecta a través de elementos abioticos. En el caso
de una interfaz ave silvestre-ave doméstica es comun este contacto cuando las
aves migratorias coinciden con producciones de aves domésticas, como lo
sucedido con el VIAAP H5N1 en pavos y patos domésticos facilitando su
circulacién en Asia (63,64). Sumado a esto, existe la posibilidad de transmision a
través del comercio de animales en mercados vivos donde conviven diferentes
géneros de aves domésticas en lugares reducidos y que en ocasiones existe la
venta de estas aves o subproductos de manera ilegal en el mismo sitio (43,65). La
transmision entre aves silvestres a mamiferos como los cerdos, puede ocurrir por
la cercania de granjas de porcinos a lagos o lagunas donde se congregan gran
cantidad de aves acuaticas migratorias y residentes por ejemplo con el subtipo
H4N6 en Canada y Estados Unidos (66).

Por lo que se refiere a salud publica, la transmisiéon de VIAAv a humanos se debe
a la exposicion con aves domésticas en mercados de aves vivas e incluso por el
trabajo directo con aves en granjas y rastros, algunos de los subtipos aviares
aislados en humanos son: H5N1, H5N6, H7N2, H7N3, H7N7, H7N9, HON2, H10N7
y H10N8 (27,43,67). De modo similar, la infeccion por subtipos de origen porcino
(VIAPo) se presenta por contacto directo, los subtipos HIN1, HIN2, H3N2 se han
detectado de manera molecular y seroldgica en humanos (68).

INFLUENZA AVIAR Y PORCINA EN MEXICO

Existen diversas dependencias encargadas de la vigilancia epidemiologica del
pais, para ello se ha establecido el reporte de enfermedades y plagas exéticas y
endémicas que pueden existir dentro del territorio nacional. El VIAPo se encuentra
dentro del grupo 1 de notificacidn inmediata obligatoria a la excepcion de los
subtipos H1IN1 y H3N2, asimismo se incluyen los VIAAP (H5 y H7) en aves. Los
VIABP se encuentran dentro del grupo 2 donde se incluye el subtipo H5N2 (69).

En México se han realizado diversos estudios que permiten conocer la situacién
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epidemioldgica del pais mediante analisis seroldgicos. En relacion con los analisis,
se ha evidenciado una seroprevalencia de VIAPo del subtipo H3N2 y H1N2 en la
zona del Bajio de México de 54.76% y 25.74% respectivamente durante el afo
2016. Simultaneamente en el Estado de México se comprobd la presencia de
anticuerpos contra el subtipo H3N2 con un 33.33% y 0% para el subtipo H1N2
(60), sin embargo existe evidencia serolégica de la circulacion de este ultimo
subtipo en otros estados de la Republica desde el afio 2010 (22). Con respecto al
subtipo H1N1 se ha detectado hasta un 45.7% de seroprevalencia en diversos
sistemas de produccion (tecnificado, semitecnificado y de traspatio) en los estados
de Guanajuato San Luis Potosi, Querétaro, Michoacan y Jalisco (70).

Por otro lado, el reporte de VIA en aves migratorias es insuficiente, pero se ha
logrado el aislamiento del virus en algunas aves en Sonora (H5, H6, H7 y H9) y en
el Estado de México con el subtipo H7N3 (71-73). Igualmente en el Estado de
México, cercano a las Ciénegas de Lerma se detectd la presencia del subtipo
H6N2 a través del uso de patos centinelas y el subtipo H4N2 de linaje
norteamericano en muestras de agua durante el periodo de migracion de aves
silvestres (74,75). La investigacion de VIA en aves domeésticas ha demostrado la
circulacidon de los subtipos H5N2 y H7N3 de alta y baja patogenicidad en el pais
desde 1993 (76,77). Sin embargo en el afiio 2012 se presentd un brote de VIAAv
H7N3 de alta patogenicidad en gallinas ponedoras en el estado de Jalisco,
teniendo un impacto en otros estados como Aguascalientes, Guanajuato, Oaxaca,
Puebla, Chiapas, Querétaro y Veracruz, provocando asi la muerte de pollos de
engorda, reproductores, gallinas de postura, gallos de pelea, aves de traspatio e
incluso algunas aves silvestres localizadas en cautiverio y reservas naturales
(78,79).
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A pesar de la existencia de estos datos, existen sesgos en la dinamica de
transmision de esta enfermedad, en especial durante una interfaz aves silvestres-
aves y cerdos domésticos dentro de granjas de traspatio, puesto que son el
principal sistema de produccién del pais y de las cuales se tiene poco monitoreo
epidemiologico. Existen diversos elementos a evaluar dentro de esta interfaz como
pueden ser ambientales, caracteristicas del propio hospedero, tasa de contacto
entre animales, manejo zootécnico, medidas de bioseguridad, contacto con fauna
silvestre, entre otros (39,47). Por ello, es de suma importancia contemplar las
relaciones entre patdégeno-hospedero desde un punto de vista de multiples
hospederos y multiples patégenos a multiples escalas (80,81) con el objeto de
comprender los mecanismos evolutivos involucrados en la persistencia del virus

entre distintas especies.
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JUSTIFICACION

Los sistemas de producciéon de traspatio presentan caracteristicas favorables
para la diversificacion del VIA, algunas de estas caracteristicas son la diversidad
de especies animales, una alta tasa de contacto y pocas medidas de bioseguridad.
Estas variables permiten la posibilidad de co-circulacion de multiples subtipos del
virus en aves, porcinos e incluso humanos que podrian causar la emergencia de
nuevas variantes con riesgo pandémico. En México la mayoria de las granjas se
ven representadas por este sistema de produccion y la vigilancia epidemioldgica
en estos sitios tiende a ser insuficiente. Ademas, en ciertos casos, algunas de
estas zonas forman parte de la ruta migratoria de diversas aves silvestres, por lo
que el riesgo de incidencia es mayor. Por lo cual, es preciso realizar
investigaciones en una interfaz que englobe especies domésticas y silvestres
dentro de un ambiente propicio para la circulacion del virus de Influenza, como son
las producciones familiares cercanas a zonas de asentamiento de aves acuaticas.
Para realizar estos estudios es necesario considerar herramientas de diagndstico
sencillas y econdmicas como son las técnicas seroldgicas, que permiten conocer
el estado inmunologico de una animal durante y después de la infeccion viral.
Asimismo realizar trabajos que permitan caracterizar la region de estudio con base
en la correlacion espacial entre las especies domeésticas y silvestres en conjunto a

factores sociales.
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HIPOTESIS

La respuesta inmunoldgica contra distintos subtipos del virus de Influenza A esta
asociada con la convergencia entre animales domésticos susceptibles vy
reservorios silvestres en una interfaz entre granjas de traspatio y zonas de
migracion de aves acuaticas. Un mayor potencial de transmision se reflejara en
altas tasas de deteccidon de anticuerpos contra diferentes subtipos del virus en las
especies domésticas de esta interfaz.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de anticuerpos a través de la prueba de inhibicién de la
hemaglutinacion, contra diez diferentes subtipos de virus de Influenza A en sueros
de cerdos y aves que confluyen en una interfaz entre producciones de traspatio y

zonas de migracion de aves acuaticas.

OBJETIVOS ESPECIFiCOS

* Recolectar muestras sanguineas en aves y cerdos domeésticos de granjas de
traspatio proximas a un sitio de descanso y alimentacion de aves acuaticas

durante la época de migracion.

* Realizar la deteccion de anticuerpos contra diez subtipos del virus de Influenza

A mediante la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion.
* Evaluar la participacidon de factores zootécnicos y de bioseguridad en la

presencia de anticuerpos contra virus de Influenza A en cerdos y aves de

traspatio mediante el analisis de encuestas y datos de geolocalizacion.
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MATERIAL Y METODOS

AREA DE ESTUDIO

El estudio fue realizado en el municipio de Lerma, Estado de México, el cual
cuenta con un Area de Proteccion de Flora y Fauna en las Ciénegas de
Atarasquillo (Chignahuapan). Esta Area Natural Protegida (ANP) alberga diversas
especies de fauna de las cuales se tiene registro de 256 especies de aves tanto
residentes como migratorias, por ello es considerada Area de Importancia para la
Conservacion de Aves Silvestres (AICAS). Esta zona se ubica geograficamente en
latitud 19°21°10.64” N y 99°30°18.26" O, la altitud oscila entre los 2,640 a 3,150
msnm. Predomina el clima templado subhumedo con una temperatura promedio

anual de 12.4°C y una precipitacion pluvial de 1,075 mm por afio.

DISENO DE MUESTREO

Para el estudio, se realiz6 un muestreo sanguineo de cerdos y aves de corral
(gallinas, guajolotes, gansos, patos) que se encontraban en producciones de
traspatio cercana a la Ciénega de Chignahuapan, de diciembre de 2016 a mayo
de 2017, cubriendo la temporada invernal de migracion de aves acuaticas
procedentes de Canada y Estados Unidos La obtencion de muestras y datos
acerca de cada unidad de produccion, se realizé bajo la aprobacion del Comité

Interno para el Cuidado y Uso de los Animales (CICUA) con el protocolo N° 574 .
Obtencion de muestras en campo
La recoleccion de muestras se realiz6 mediante un muestreo de tipo oportunista

a través de la autorizacion del duefio o productor de la granja. Igualmente se

realizé una encuesta para conocer el estado general de cada produccion.
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Se obtuvieron muestras sanguineas de cerdos y diversas aves domésticas
(gallinas, guajolotes, patos domésticos). Las muestras provenientes de porcinos
fueron tomadas a partir de la puncion de la vena yugular mediante una jeringa (10
mL, aguja 18G) o un tubo para venopuncion (Vacutainer®), esto dependiendo del
peso y condicion del animal. Con respecto a las aves, la muestra sanguinea se
obtuvo a través de la vena radial utilizando una jeringa (5 mL, aguja 21 G). Para
todas las especies, las muestras recolectadas se realizaron sin anticoagulante,
fueron identificadas y transportadas a temperatura ambiente para su posterior
proceso. La obtencién de suero se realizd en el Area de Procesamiento de
Muestras en el Departamento de Etologia, Fauna Silvestre y Animales de
Laboratorio (DEFSAL), las muestras se centrifugaron a 4°C durante 10 minutos
con 1500 rpm (centrifuga Sorvall™ ST 16R, rotor TX-400), se colectd el suero en
microtubos de 2 mL, los cuales se conservaron a -20°C para su posterior analisis.

CARACTERIZACION DE LA INTERFAZ EN PRODUCCIONES DE TRASPATIO

Para determinar los factores que participan en la dinamica de transmision de VIA
en nuestro sitio de estudio, se realizo la obtencion de datos (manejo zootécnico,
niveles de bioseguridad) a través de encuestas a los duefios de las granjas
(Cuadro 2), ademas se anotaron las coordenadas geograficas de cada una de
ellas para el calculo de distancia hacia el centro de la Ciénega de Chignahuapan.
Los analisis de distancia fueron realizados a través de la funcion earth.dist de la
libreria fossil (82).
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Cuadro 2. Clasificacion de la informacion obtenida de encuestas por variable

explicativa.
VARIABLE ,
e CATEGORIAS OBSERVACIONES
1 Solo con cerdos
Tipo de granja (TG) 2 Solo con aves
3 Presenta cerdos y aves
1 Menos de 10 animales
2 10 a 20 animales
Numero de animales 3 21 a 30 animales
(N°A) 4 31 a 40 animales
5 41 a 50 animales
6 >51 animales
Distancia a la Ciénega | Distancia en
(D) km
1 Venta al publico en general
2 Consumo familiar
Venta a carnicerias
Destino de los p Venta a publico en general y consumo
animales (DA) familiar
5 Venta a carniceria y publico en general
Venta a carniceria, publico en general y
° en mercado vivo
1 Limpieza de corrales
2 Vacunacion/desparasitacion
3 Limpieza de corrales,
Bioseguridad (B) vacunacion/desparasitacion
Limpieza corrales,
4 vacunacion/desparasitacion, comparte

semental y existe un MVZ en comun
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Contacto entre cerdos - 1. Si
y
y aves (C) 2. No
1 Aves no acuaticas
Presencia de fauna
_ 2 Roedores
silvestre (PFS)
3 Aves no acuaticas y roedores
Presencia de aves - 1. Si
acuaticas (PAA) Y 2. No

Ninguna de las granjas fue vacunada contra algun subtipo de Virus de Influenza

Asimismo, se analizaron los valores obtenidos de la seroprevalencia con
respecto a la informacién obtenida por cada unidad de produccién a través de las
entrevistas (elementos de bioseguridad y manejo zootécnico, distancia con
respecto a los humedales con presencia de aves acuaticas). Para este analisis se
utilizé la funcidn glm de la paqueteria Stats efectuada en el software libre R (83).

REPLICACION DE ANTIGENOS VIRALES

Los VIA utilizados en este estudio fueron obtenidos del almacenamiento viral
localizado en la Unidad de Investigacion (Ul) de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) y de aislamientos virales de patos silvestres del
area de estudio en la temporada invernal 2016-2017, del proyecto PAPIIT IA-
205916 (79). Los VIA empleados fueron los siguientes:

» A/Mexico/INER1/2000(H1N1)

»  A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1N1)

= A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2)

»  A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1N1)

» A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2)

» A/Mexican_duck/EstadodeMexico; Lerma/UIFMVZ377/2016(H5N2)

= A/green-winged_teal/EstadodeMexico; Lerma/UIFMVZ80/2016(H5N2)
* A/northern_shoveler/EstadodeMexico; Lerma/UIFMVZ613/2016(H5N2)
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= A/Green-winged_teal/EstadodeMexico; Lerma/UIFMVZ465/2016(H3N2)
= A/blue-winged_teal/EstadodeMexico; Lerma/UIFMVZ322/2016(H1N1)

La replicacion del virus se realizo en embriones de pollo (EP) libres de patégenos
especificos (SPF) de entre 9 a 11 dias de edad en el Laboratorio Nivel 3 del
Departamento de Medicina y Zootecnia de Cerdos (DMZC), siguiendo el siguiente

procedimiento:

* Se revisO la viabilidad de los embriones y se descartaron los que se
encontraban muertos y débiles.

* Con un lapiz se delimito la camara de aire y se marcé la posicion del embrion.
Se dejaron en incubacion (37°C) por 24 horas antes de la inoculacién.

* El sitio de inoculacién se realizo en la cavidad alantoidea inoculando (200ul),
utilizando una jeringa de insulina (27G x 33mm) con una inclinacion de 90° a 5
mm de la camara de aire y del lado contrario a la ubicacién del embrién. El
proceso fue realizado dentro de una campana de flujo laminar y se
desinfectaron con alcohol al 70% cada uno de los EP (tres por cada subtipo
viral).

* Se cubrio el orificio con pegamento blanco y se dejaron incubar a 37+2°C por
72 horas.

* Diariamente se revisaron los EP. Una vez muertos o finalizadas las 72 h de
incubacion, se colocaron en refrigeracioén por 2 h

* Para la colecta del liquido alantoideo se desinfecté con alcohol al 70% la zona
de la camara de aire y se cortd por la linea marcada previamente. Utilizando
puntas estériles de 1000 ul, se deposito el liquido obtenido en tubos estériles
de 15mL.

« Elfluido se centrifugd a 3500 rpm (centrifuga Sorvall™ ST 16R, rotor TX-400) a
4°C por 10 minutos.
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TITULACION VIRAL

Antes de utilizar el virus obtenido, se realizé la titulacion viral por medio de la

técnica de Hemaglutinacion en microplaca de la siguiente manera:

* Se utilizaron placas de 96 pozos con fondo “U”, donde se deposité en todos
los pozos 50pl de Soluciéon Amortiguadora de Fosfatos (PBS).

* Posteriormente, se agregaron 50yl del liquido alantoideo obtenido de cada
EP (por duplicado) en la columna A y se realizaron diluciones dobles
seriadas desde 1:2 hasta 1:4096.

* Para finalizar se depositaron 50ul de solucién de eritrocitos al 0.5% en toda
la placa.

* La lectura de la placa se realizé aproximadamente 30 minutos despues,
tomando en consideracion el control de eritrocitos. El titulo se determin6 a
partir del ultimo pozo donde se observo aglutinacion (union Ag — eritrocito).
Se realizaron alicuotas de cada virus con su respectiva titulacion y se

conservaron en ultracongelacion a -70°C.

El titulo viral se ajusto a cuatro unidades hemaglutinantes (UHA) para el suero
proveniente de aves y a ocho UHA para el suero de porcinos.
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INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

El suero de distintos mamiferos contiene inhibidores inespecificos que interfieren
con la especificidad de la prueba. Por ello se realizé un tratamiento a los sueros
provenientes de los cerdos para evitar falsos positivos.

Las muestras de sueros fueron inactivadas a bafio Maria (56°C) por 30 minutos.
En un nuevo tubo de 1.5mL se depositaron 200ul de suero, 400ul de caolin y
400ul de eritrocitos de ave al 5%, quedando asi una dilucién 1:5. Las muestras se
dejaron en refrigeracion (4°C) durante 24 h, para que tanto el caolin como los
eritrocitos se sedimentaran. Después, se realizo la centrifugacion de los tubos a
1500 rpm por 10 min (centrifuga Sorvall™ ST 16R, rotor TX-400) y se realizé la
prueba de Inhibicion de la Hemaglutinacion (IH) con el sobrenadante. El
diagnostico serologico se realizé con la prueba IH método Beta (virus constante,

suero diluido) con base en lo descrito en los Manuales de la OIE (84,85).

Procedimiento para suero procedente de cerdos

= En una microplaca de 96 pozos con fondo en “U” se agregaron 50 pul de
PBS en todos los pozos. En la fila A se agregaron 50ul del suero adsorbido
(sobrenadante y por duplicado), se realizaron diluciones dobles seriadas de
la linea A a la H (desde 1:10 a 1:1280).

= Después se adicionaron 50ul de antigeno viral con 8 UHA de cada subtipo
de VIA en cada pozo a partir de la linea B hasta la H. Esto para mantener la
fila A como control de suero. Asimismo, se agrego un control de virus (50pl
de PBS + 50ul de Ag de cada uno de los subtipos virales).

=  Se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente y se adicionaron 50ul de
eritrocitos de ave al 0.5% en cada pozo. Se consideré un control de
eritrocitos (50ul de PBS + 50pl de eritrocitos de ave al 0.5%).
Posteriormente se dejoé incubar nuevamente a temperatura ambiente hasta

que el control de eritrocitos sedimenté.
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El titulo de cada suero se consideré con base al ultimo pozo donde se
observo sedimentacion (debido a la falta de unidn del virus a los eritrocitos
por accion de los Ac). Se consideraron positivas las muestras con titulos
mayores o iguales a 1:80 (85,86).

Procedimiento para suero procedente de aves

En una microplaca de 96 pozos con fondo en “V” se colocaron 25ul de PBS
en todos los pozos. En la linea A se agregaron 25ul de suero problema (por
duplicado) y se realizaron diluciones dobles seriadas de la linea Aala H
(desde 1:2 hasta 1:256).

Después se adicionaron 25ul de antigeno viral con 4 UHA de cada subtipo
viral en cada pozo a partir de la linea B hasta la H (fila A control de suero) y
se dejo incubar por 30 minutos a temperatura ambiente. Se anexd6 control
de virus (25ul de PBS + 25ul Ag de cada VIA).

Se agregaron 25l de eritrocitos de ave al 1% en cada pozo, se afadio un
control de eritrocitos (25ul de PBS + 25ul de suspension de eritrocitos de
ave al 1%). Posteriormente se dejo incubar nuevamente a temperatura
ambiente hasta que se observo sedimentaciéon en el control de eritrocitos.
La prueba de IH se considerd positiva si un suero causa la inhibicion
completa de 4 UHA de antigeno. La aglutinacion se evalu6 inclinando las
placas, solo los pozos en los que los glébulos rojos fluian a la misma
velocidad que los pozos de control, se consideraron con una inhibicion

completa. El titulo fue igual o mayor a 1:16.

Los resultados positivos que se alcanzaron tanto de cerdos como aves

domésticas se transformaron a una medida de presencia/ausencia (1/0) para la

obtencion de la seroprevalencia por granja, especie y subtipo usando la funcién

epi.prev de la libreria epi.R (87).
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RESULTADOS

CARACTERIZACION DE LAS GRANJAS DE TRASPATIO

Las unidades de produccién muestreadas se encontraron a una distancia menor
de 6 km del centroide de la Ciénega de Chignahuapan (19.35366 N, 99.50416 O),
ademas de encontrarse cercanas a caminos y carreteras. En el area donde ocurre
la caza cinegética, existe un gran movimiento de estos animales a través de los
cazadores y personas que viven en la misma localidad llamados “pateros”. La
manipulacion de los patos cazados se realiza a orillas del humedal, donde se
evisceran sin medidas de higiene para los “pateros” y para el ambiente debido a
los restos de las carcazas. Asimismo existe el riesgo en salud publica y animal
debido al transporte de los patos a los hogares para su consumo, de los cuales

muchos cuentan con animales domésticos en sistemas de traspatio.

Las granjas fueron clasificadas por la cantidad de individuos ademas del tipo de
animales que presentaban: 1. Cerdos, 2. Aves y 3. Cerdos y aves, seis de las
granjas se clasificaron con ambas especies, dos con solo presencia de aves y solo
una granja con porcinos. El contacto entre cerdos y aves se report6 en todas las
granjas clasificadas con ambas especies (Figura 5). Posteriormente se clasificé el
destino de los animales en seis categorias, donde la mayoria de los productores
tienen a los animales para su autoconsumo y la venta al publico en general. Los
aspectos que se categorizaron para la bioseguridad fueron la limpieza de corrales,
vacunacion/desparasitacion, si se compartian sementales y la existencia de un
Médico Veterinario en comun (Cuadro 3). Sumado a esto, ninguna de las unidades

de produccidn reportan algun esquema de vacunacion contra virus de Influenza A.
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Figura 5. Contacto directo entre cerdos y aves dentro de algunas de las granjas en
Lerma, Estado de México.
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Cuadro 3. Resultados de variables explicativas por cada granja

GRANJA | TG N°A | D (KM) DA B C PFS PAA
1 3 6 1.975 1 3 1 1 0
2 3 6 1.782 5 4 1 1 0
3 2 3 1.404 2 1 0 3 1
4 3 4 2.624 1 4 1 1 0
3} 3 ) 5.668 4 4 1 3 0
6 3 3 4.006 6 4 1 2 1
7 2 4 1.097 2 2 0 1 0
8 3 3 1.227 3 4 1 1 0
9 1 6 3.463 4 2 0 1 0

TG= tipo de granja, N°’A= numero de animales, D= distancia a la Ciénega, DA=
destino de animales, B= bioseguridad, C= contacto entre aves y cerdos, PFS=
presencia de fauna silvestre, PAA= Presencia de aves acuaticas.

La presencia de fauna silvestre se reportd en todas las granjas, los productores
han observado roedores dentro de su propiedad ademas de diversas aves
cercanas a la misma como: garzas (Ardea alba, Bubulcus ibis, Egretta thula),
garcetas (Butorides virescens), cernicalos (Falco sparverius), tordos (Euphagus
cyanocephalus, Molothrus aeneus, Agelaius phoeniceus), zanates (Quiscalus
mexicanus), lechuzas (Tyto alba), buhos (Bubo virginianus), zopilotes (Zopilote
aura), ibis (Plegadis chihi) y gorriones (Passer domesticus) (79). Solo dos
productores reportaron el avistamiento de aves acuaticas cercanas a sus granjas
(Granja 3 y 6). Ademas en ninguna granja se observo cercas perimetrales que

impidan la entrada de estas aves ni otros animales silvestres (Figura 6).
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Figura 6. Granjas muestreadas, donde se muestra la ausencia de cercas perimetrales

para impedir el ingreso de aves silvestres.
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Las unicas unidades de produccion que presentaron patos domeésticos dentro de
su propiedad fueron la granja 3 y 6 reportando que son para su autoconsumo
(Figura 7).

AN

Figura 7. Unidad de produccion donde se observo la presencia de distintas aves
domeésticas como gallinas, guajolotes y patos.
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DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Se obtuvieron 115 muestras de suero provenientes de porcinos, 69 de gallinas,
11 de guajolotes, cinco de patos domésticos y una muestra de un ganso (Cuadro
4). Estas muestras se tomaron de nueve producciones de traspatio localizadas

alrededor del centroide de la Ciénega de Chignahuapan (Figura 8).
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Figura 8. Ubicacion geografica de las granjas muestreadas en Lerma, Estado de
Meéxico. En el centro se muestra la ubicacion de la Ciénega de Chignahuapan, los

puntos representan el tipo de animales que presentaba cada unidad de

produccion.
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Cuadro 4. Numero de muestras obtenidas por especie y unidad de produccion.

GRANJA | CERDO | GALLINA | GUAJOLOTE PéTO GANSO
DOMESTICO
1. 4 9 0 0 0
2. 37 3 1 0 0
3. 0 7 8 3 0
4. 12 6 0 0 0
5. 16 13 0 0 0
6. 11 4 1 2 1
7. 0 14 0 0 0
8. 15 13 1 0 0
9. 20 0 0 0 0
TOTAL 115 69 11 5 1

Se realiz6 la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion a un total de 201
muestras contra 10 diferentes cepas de virus de Influenza, de las cuales 180 (73
de ave y 107 de cerdo) resultaron positivas a serologia. Ninguna de las granjas
presentd  seropositividad por los subtipos INER1/H1N1(humano) ni
GtoDMZCO02/H5N2(porcino). Asimismo ningun de los sueros porcinos resultd

positivo a ninguno de las variantes virales del subtipo H5N2.

Los mayores titulos de anticuerpos se observaron en los subtipos virales
Mex19/H1N1 (1:1280), UIFMVZ465/H3N2 (1:640) y UIFMVZ322/H1N1 (1:640) en
cerdos. Con respecto a las aves el titulo mayor fue de 1:256 en los virus
Mex19/H1N1, UIFMVZ465/H3N2 y UIFMVZ377/H5N2 (Figura 9).

La seropositividad general por los subtipos de origen porcino detectado en aves
domésticas fue de 81.93% para Mex19/H1N1, 25.68% para Mex51/H3NZ2 vy
62.43% para el subtipo Mex52/H1N1. Mientras que la prevalencia para los
subtipos aislados en aves acuaticas fue de 62.18% para el Vvirus
UIFMVZ322/H1N1, 37.95% para UIFMVZ465/H3N2. En el caso de los
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aislamientos del subtipo H5N2 los resultados fueron de 7.5%, 36.75% y 4.42%
para los virus UIFMVZ377/H5N2, UIFMVZ613/H5N2 y UIFMVZ80/H5N2,
respectivamente. Por otro lado, las frecuencias en la especie porcina fueron de
69.75% para el subtipo viral Mex19/H1N1, 9.75 % para Mex51/H3N2 y 45.82%
para Mex52/H1N1; en los subtipos virales de origen silvestre el porcentaje fue de
28.99% (UIFMVZ465/H3N2) y 60.78% (UIFMVZ322/H1N1) (Figura 10)(Anexo 2).
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Figura 9. Seroprevalencia por unidad de produccién, por subtipo y tipo de especie
muestreada.
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Figura 10. Prevalencia por especie y subtipo viral.

En todas las granjas muestreadas, se observo seropositividad a los aislamientos
virales del subtipo H1N1, sin embargo solo las granjas numero 3 (1:256), 5 (1:32)
y 7 (1:16 a 1:32) presentaron evidencia serolégica contra la variante viral
UIFMVZ377/H5N2 (Figura 11). Por otra parte, la granja numero 9 solo presento
exposicion a un virus de origen silvestre (UIFMVZ465/H3N2) (Anexo 3).

En todas la producciones se observé diferencia en la seropositividad entre los
aislamientos virales de origen porcino y de aves silvestres (Anexo 4). En las
granjas 1, 3, 6, 7 y 8 la frecuencia de anticuerpos en aves domésticas fue mayor
contra el virus H3N2 de origen silvestre y en las granjas N° 1, 2 y 5 en la especie
porcina. En cambio con el subtipo H1N1, en los cerdos predomind el subtipo
silvestre en las unidades de produccion N° 1, 2 y 5, pero solo destaco en gallinas
una sola granja (N° 8). En el resto de los sitios muestreados la seropositividad del
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subtipo H1N1 fue mayor con la variante viral Mex19/H1N1 a excepcion de la
granja 5, donde el mayor porcentaje se detect6 con la variante viral Mex52/H1N1.
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Figura 11. Prevalencia por subtipo viral por cada unidad de produccion muestreada.

Por lo que se refiere a los resultados de co-seropositividad por especie, la mayor
deteccion de anticuerpos contra mas subtipos de VIA se encontré en gallinas, con
hasta seis variantes virales, por el contrario en la especie porcina solo se
encontraron anticuerpos contra cuatro variedades (Cuadro 5). La unidad de
produccidon con mayor co-seropositividad fue la N° 7 con animales positivos a
todos los aislamientos virales de patos (UIFMVZ322/H1N1, UIFMVZ377/H5N2,
UIFMVZ465/H3N2, UIFMVZ613/H5N2 y UIFMVZ80/H5N2) y a los subtipos
endémicos (Mex19/H1N1, Mex51/H3N2 y Mex52/H1N1). La granja con menor co-
seropositividad fue la nimero 9 con deteccion de anticuerpos contra las variantes
virales UIFMVZ322/H1N1, Mex19/H1N1, Mex51/H3N2 y Mex52/H1N1.
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Otro punto es la seropositividad individual detectada en guajolotes y patos

domeésticos (Cuadro 6). En la mayoria de los guajolotes muestreados se

detectaron anticuerpos contra la variante viral Mex19/H1N1 en las granjas N° 3 y

6, excepto un individuo que resultd seropositivo al virus UIFMVZ465/H3N2 ubicado

en la granja N° 3. En los patos domésticos se obtuvo evidencia serologica para el

VIA Mex19/H1N1 y co-seropositividad en dos animales con la variante viral

Mex52/H1N1 provenientes de la granja N° 3. Mientras que el unico individuo

muestreado de la especie Anser sp. (Ganso comun) presentd co-seropositividad

con las variantes virales Mex19/H1N1, Mex52/H1N1 y UIFMVZ322/H1N1.

Cuadro 6. Seropositividad en otras especies de aves.

TiTULO DE
ESPECIE VARIANTES VIRALES GRANJA
ANTICUERPOS
Guajolote . _ 1:16 hasta
A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1N1) 3y6
(Meleagridis 1:128
gallopavo A/Green-
var. winged_teal/Mexico/LermaUIFMVZ465 1:16 3
domesticus) 12016(H3N2)
Pato A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1N1) 1:16 hasta 1:64 3y6
domeéstico
(Cairina
A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1N1) 1:16 3
moschata
domestica)
G A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1N1) 1:128
anso
A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1N1) 1:16
comun 6
A/blue-
(Anser anser
) winged_teal/Mexico/LermaUIFMVZ322 1:32
domesticus)
/2016(H1N1)
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MODELO LINEAL GENERALIZADO

Con la informacion obtenida de las encuestas y los resultados de serologia se
realiz6 un Modelo Lineal Generalizado, teniendo como variable respuesta la
seropositividad por granja, especie (cerdo o ave) y por subtipo viral. Las variables
que explicaron de mejor manera la seroprevalencia de virus de Influenza por
unidad de produccion fueron el numero de animales (N°A) y el destino de los
mismos (DA). El modelo se especifico de la siguiente manera:

Modelo: (POS, NEG) ~ N°A + DA

Este modelo tuvo una Pseudo-R? de 0.0368, por lo que la variabilidad de la
respuesta se explica en un 3.68% y el valor obtenido del Criterio de Informacion de
AIKAKE (AIC) fue de 1987.8. De todas las variables utilizadas para este analisis
solo dos fueron estadisticamente significativas (p<0.05): Numero de animales
(categorias 4,5 y 6) y destino de los animales (consumo familiar), mostrando asi
una relacion positiva con la variable respuesta (Cuadro 7).

Cuadro 7. Resultados del Modelo Lineal Generalizado

VARIABLE VALOR )
P PseudoR AIC
EXPLICATIVA ESTIMADO
N°A 4 (31-40
_ 1.1337 0.0000204
animales)
N°A 5 (41-50
_ 1.8774 0.0000595
animales)
0.0368 1987.8
N°A 6
_ 1.0573 0.01045
(>51 animales)
DA (consumo
. 0.9522 0.00013
familiar)

P: Nivel de Significancia, AIC: Criterio de Informacion Aikake
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DISCUSION

El objetivo general del presente estudio fue la deteccién de la seropositividad
hacia el virus de Influenza A en distintas granjas de traspatio dentro de un radio
menor a 6 km de la Ciénega de Chignahuapan en Lerma, Estado de México.
Ademas, conocer la relacion existente entre la seroprevalencia y diversas
caracteristicas zootécnicas y de bioseguridad dentro de la interfaz aves silvestres-
aves y cerdos de traspatio.

Entre los hallazgos principales destaca la co-seropositividad en gallinas (Gallus
gallus domesticus), donde se encontraron anticuerpos contra los subtipos virales
de origen porcino (Mex19/H1N1, Mex 52/H1N1) y los virus provenientes de los
patos migratorios (UIFMVZ322/H1N1, UIFMVZ465/H3N2, UIFMVZ377/H5N2,
UIFMVZ613/H5N2). Por otro lado, en cerdos la maxima deteccion de anticuerpos
en un individuo fue de cuatro variantes virales de dos subtipos virales H1N1
(Mex19/H1N1, Mex52/H1N1, UIFMVZ322/H1N1) y H3N2 (Mex51/H3N2,
UIFMVZ465/H3N2). La prueba diagnostica de Inhibicion de la Hemaglutinacion
(IH) es altamente especifica y sensible, teniendo la propiedad de poder discernir
entre subtipos virales a pesar de ser clasificados con la misma proteina de
superficie como es la Hemaglutinina, en especial cuando existié una co-infeccion
(22,88). En todas las producciones muestreadas se encontro diferencias en el
titulo de anticuerpos entre subtipos similares (H1N1, H3N2 y H5N2) detectados en

un mismo animal.

Sin embargo en algunas ocasiones puede existir un nivel bajo de cruzamiento
antigénico, por lo que es necesario obtener sueros hiperinmunes para evaluar la
relacion antigénica entre virus para eliminar falsos positivos (22,88). Otra forma de
evitar la presencia de falsos positivos, es elegir como positivo el aislado con mayor
titulo de anticuerpos (89). En este ultimo contexto y debido a la falta de antisueros
para cada aislamiento viral, la determinacién de seropositividad para el subtipo
H1N1 en cerdos (1:1280) y aves (1:128), fue mayor con el virus de origen porcino
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Mex19/H1N1 en la mayoria de las producciones. Solo en las granjas N° 2 y 3, se
detectd un titulo de anticuerpos mayor contra el subtipo aislado de patos silvestres
UIFMVZ322/H1N1 (1:320), a pesar de tener un 100% de similitud en su genoma
con el subtipo Mex52/H1N1 en la proteina HA (79). Sin embargo, se han
detectado cerca de 11 mutaciones en los aminoacidos que conforman la proteina
neuraminidasa (NA) (79), lo que puede causar un cambio en la inhibicion estérica
causada por los anticuerpos (Ac) hacia la proteina NA y por lo tanto afectar la
interaccidn de la proteina HA y los Ac dirigidos hacia ella (90). Por esta razon, es
posible que la deteccion inmunoldgica a través de una prueba diagndstica dirigida

a la proteina HA, detectara una nueva variante viral del mismo subtipo viral.

Por otra parte, en las variantes virales del subtipo H3N2, el mayor titulo de
anticuerpos se observo con el subtipo UIFMVZ465 en mas de 60 individuos entre
cerdos y aves (titulo de Ac 1:160 y 1:256 respectivamente). Mientras que,
solamente 15 individuos, en su mayoria cerdos, ubicados en las granjas N° 5, 7 y
8 tuvieron una seropositividad alta con el subtipo Mex51/H3N2 (titulo de Ac 1:80
en cerdos y 1:256 en aves). Cabe destacar que esta mayor respuesta inmune de
los animales de traspatio contra el VIA de origen silvestre (UIFMVZ465), coincidid

en tiempo y espacio con la deteccion molecular en patos silvestres (79).

Lo mismo se observd con las variantes virales obtenidos de los patos con el
subtipo viral H5N2, los cuales solo fueron detectados en gallinas, el virus
UIFMVZ613/H5N2 obtuvo la mayor evidencia serolégica con un titulo de
anticuerpos de 1:16 a 1:256 en las granjas N° 1, 3, 5, 6, 7 y 8, en las cuales los
productores reportaron haber asistido a mas de una vez al ANP donde se realiza
la caza cinegética de aves silvestres. El subtipo UIFMVZ377/H5N2 presentd
seropositividad solamente en tres granjas con un titulo maximo de anticuerpos de
1:256, este virus en particular se encuentra relacionado con VIA de aves silvestres
de las rutas migratorias del Pacifico (Alaska y Utah) y del Mississippi (Arkansas) y
fue detectada de una especie endémica: Pato Mexicano (Anas platyrhynchos
diazi) (79). Por ultimo, la variante viral UIFMVZ80/H5N2 solo presentd anticuerpos
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en tres individuos (1:32) localizados en las granjas 3, 6 y 7. Las variantes virales
UIFMVZ613/H5N2 y UIFMVZ80/H5N2 presentan un 100% de similitud con el
subtipo GtoDMZCO02/H5N2 de origen porcino, sin embargo se identificaron
mutaciones de aminoacidos en la proteina HA entre ambas variantes virales
(Mutacién K1272N (Lisina - Asparagina) (79). De manera que, la presencia de
los diferentes aislamientos virales del subtipo (H5N2), no presentaron
antigenicidad cruzada entre si ante la prueba serolégica de IH, confirmando que se

tratan de variantes virales diferentes.

Otro hallazgo importante, fue la baja seropositividad en los patos domésticos
muestreados (Cairina moschata domestica), los cuales solo presentaron
anticuerpos contra el subtipo H1N1 de origen porcino (Mex19/H1N1) con un titulo
de 1:64. Asimismo, el unico individuo muestreado de la especie Anser anser
domesticus (Ganso comun), resultd positivo serolégicamente a las tres variantes
virales del subtipo H1N1 presentando titulos de anticuerpos diferentes, de los
cuales, el de origen porcino presentd un titulo mayor (Mex19/H1N1 - 1:128).
Sumado a esto, no se encontré evidencia serologica de la co-circulacion de los
subtipos H1N1, H3N2 y H5N2 entre estas especies, a pesar de detectarse la co-
seropositividad en gallinas que conviven en el mismo sitio (Granjas N° 3 y 6). La
presencia del VIA de origen porcino en patos y gansos domeésticos es poco
reportada, sin embargo existen estudios donde se ha identificado la presencia del
virus porcinos como H5N1 y H7N1 VIAAP en estas especies aviares y bajo

sistemas de produccién de traspatio que convergen con humedales (91,92).

Adicionalmente, las seroprevalencias generales obtenidas contra los subtipos de
origen porcino fue de 69.75% para el subtipo viral Mex19/H1N1, 9.75 % para
Mex51/H3N2 y 45.82% para Mex52/H1N1 en porcinos. Estos resultados coinciden
con lo reportado en el Estado de México y la zona del Bajio para el subtipo H1N1
45.7% y 55% y el subtipo H3N2 (33.33%) en cerdos dentro de producciones semi-
tecnificadas y de traspatio (60,70,93). La ausencia de anticuerpos contra el subtipo
H5N2 de origen porcino coincide con lo investigado en un trabajo experimental
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realizado en la FMVZ en el afio 2017, donde se realiz6 una inoculacion del virus
H5N2 en cerdos resultando en un bajo titulo de anticuerpos (<1:80) (94). La
inmunidad dada por los subtipos porcinos H1N1 y H3N2 genera una barrera para
la infeccion de subtipos de origen aviar (95), por lo cual es posible que en este
estudio no se encontrara respuesta inmunitaria por parte de los subtipos H5N2 en

porcinos.

En aves domeésticas, la seropositividad fue mayor en comparacion de las
frecuencias obtenidas en cerdos, 81.93% para Mex19/H1N1, 25.68% para
Mex51/H3N2 y 62.43% para el subtipo Mex52/H1N1. La mayoria de las
infecciones en aves de corral son causadas por el VIA de origen aviar, sin
embargo, se han localizado receptores de acido sialico para virus de origen
porcino (a-2,3 galactosa) en tracto respiratorio e intestino (31). Los reportes de
subtipos de origen porcino en aves son escasos, no obstante, los VIAPo H1N1,
H1N2 y H3N2 se han detectado en pavos (Meleagris gallopavo) causando una
disminucién en la produccion de huevo (96-99). En nuestro estudio, se
encontraron cuatro granjas (N° 2, 3, 6, 8) con presencia de guajolotes (Meleagridis
gallopavo var. domesticus), en las cuales se encontré seropositividad arriba del
40% para los aislados virales del subtipo H1IN1 y mayor del 30% para el subtipo
H3N2.

La seropositividad de los subtipos virales aislados en patos migratorios fue de
60.78% y 28.99% para los subtipos H1N1 y H3N2 en cerdos de traspatio y 62.43%
y 37.95% en aves de corral. Los aislados virales utilizados tienen origen porcino y
aviar que circulan en granjas en el Estado de Meéxico, Guanajuato, Hidalgo,
Michoacan y Querétaro desde el afio 2010 y 2014 (79). En este sentido, la
presencia de VIAPo en aves silvestres es poco documentado, sin embargo Olsen
et al (2003) reportaron un aislamiento viral HIN2 en patos silvestres relacionados
a un rearreglo porcino, aviar y humano (H1N1) y con el virus H3N2 presente en
porcinos en Carolina del Norte, Estados Unidos (100). Igualmente en China

existen reportes de la presencia de un subtipo H3N2 en patos con segmentos de
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origen porcino del virus H3N2 y H1N1 (101). Ambos rearreglos virales presentan
identidades mayores del 98% con los subtipos de origen porcino, lo cual
concuerda con lo obtenido en la filogenia de los subtipos UIFMVZ322/H1N1 vy
UIFMVZ465/H3N2 (99%) (79). Sumado a esto, la diferencia en la deteccion de
anticuerpos contra mas de un subtipo viral (HIN1 y H3N2 de origen porcino o
aviar), podria indicar la existencia de nuevas variantes virales y la nula o poca

existencia de antigenicidad cruzada a traveés de la prueba de IH.

Desde otra perspectiva, la inclusiéon del Modelo Lineal Generalizado (GLM) fue
una aproximacioén pobre para conocer la relacion entre las variables descritas por
granja y la presencia de animales positivos al VIA. Esto debido a que el analisis
solo pudo describir alrededor del 4% la variable respuesta, a pesar de ello, se
encontraron dos caracteristicas estadisticamente significativas: el numero de
animales (N°A) y el destino de los mismos (DA), las cuales mostraron una relaciéon

positiva con la seroprevalencia de VIA.

El nimero de animales mostré una relacién positiva con la seropositividad del
virus, siendo mayor al presentarse una poblacién arriba de 31 animales. Esto es
debido al aumento en la tasa de contacto entre individuos, facilitando la
transmision del VIA por contacto directo (43). Por otra parte, el destino de los
animales también fue estadisticamente significativa con una relacién positiva
solamente para la categoria N° 2: autoconsumo de los animales. La mayoria de
los sistemas productivos de traspatio se realizan bajo un esquema de baja
bioseguridad y poco manejo zootécnico, siendo la principal fuente de alimentos
para la familia propietaria (46,49). Debido a estos factores donde se genera un
flujo de animales y productos dentro del hogar sin ninguna vigilancia, las granjas
de traspatio se consideran zonas de alto riesgo para la emergencia de infecciones
zoondticas (102).

Si bien, al analizar el resto de las variables para identificar factores de riesgo
para la presencia de anticuerpos contra VIA, no se observd alguna otra
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asociacion. Esto podria ser explicado por la poca variabilidad de las condiciones
de manejo y bioseguridad observadas en las granjas (47). Sin embargo, las
condiciones con las que se realiza el manejo con los animales dentro de cada
granja, reflejan una alta probabilidad de contacto entre animales domésticos, aves
silvestres y humanos. Por ejemplo, las granjas con mayor co-seropositividad
fueron localizadas a menos de 4 km del centroide de la Ciénega de
Chignahuapan, asimismo se obtuvo una seropositividad del subtipo viral silvestre
UIFMVZ377/H5N2 solo en las granjas 3, 5, 7; dos de las cuales se encontraban a
menos de 2 km del humedal, mientras que la otra granja fue localizada a 5.67 km.
Se ha reportado que la presencia de cuerpos de agua cercanas a producciones
favorecen la circulacion del VIA debido a la contaminacion de agua con heces de
aves (103). Esto se ha evidenciado en China con los subtipos H7N9 y H10N8 con
segmentos silvestres en aves domeésticas (104). En el caso, de la produccion que
se encontraba mas lejana a la Ciénega, la introduccidon del virus pudo darse a

través de fomites o por la compra de animales infectados con el VIA (27).

Igualmente, podemos relacionar los resultados obtenidos por el GLM al tipo de
muestreo realizado (oportunista) que generd una cantidad pequefia de muestras
por produccién de traspatio. No obstante, los resultados de seropositividad
confirman la existencia de los subtipos endémicos de origen porcino reportados
con anterioridad en el Estado de México, ademas de la posible circulacion de
subtipos silvestres en cerdos y aves de traspatio, debido a la poca o nula
bioseguridad presente en las granjas y en la zona de caceria en el Area Natural
Protegida. Estos antecedentes obtenidos en la interfaz, dan lugar a escenarios
para el surgimiento de nuevas variantes virales (47,102) y la necesidad de ampliar
la recoleccion de muestras en numero y espaciotemporalmente para futuros
analisis, ademas la inclusion de otras variables para caracterizar cada una de las
unidades de produccion muestreadas para comprender la dinamica de transmision

de los virus de Influenza en la region.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos a través de la prueba de IH en este estudio
demostraron la evidencia serolégica contra los subtipos virales porcinos que se
encuentran circulando desde 2010 en cerdos (H1N1, H3N2), sumado a esto se
encontraron titulos de anticuerpos altos contra los mismos virus en aves
domeésticas. Por otro lado, durante la temporada invernal 2016-2017 en la Ciénega
de Chignahuapan se encontraron patos migratorios positivos a virus de Influenza
(H1N1, H3N2), ademas de un pato residente positivo al subtipo H5N2. Estos
animales coinciden espacio temporalmente con la seropositividad detectada
dentro de las granjas de traspatio muestreadas localizadas a menos de 6 km del
centroide del humedal, lo que sugiere la transmision de estos virus hacia animales

domésticos.

A pesar de no encontrar un porcentaje alto para la explicacion de la
seropositividad en las granjas a través del GLM, se identificaron factores
importantes que pueden afectar la dinamica de transmision del virus de Influenza
en la region, como es la densidad de animales, el destino de los mismos y la
cercania a la Ciénega. Estas variables permiten el aumento en la tasa de contacto
entre aves silvestres-cerdos y aves de traspatio con la posibilidad de aumentar la
transmision por contacto directo o mediante fomites o agua contaminada. Por esta
razon, se recomienda continuar con el estudio en unidades de produccién con
sistemas de traspatio debido a los bajos niveles de bioseguridad que presentan.
Asimismo, se evidencia la necesidad de estudiar la interfaz entre animales
domeésticos y silvestres para determinar puntos clave relacionados con la
transmision y el control de las enfermedades infecciosas ya que constituyen un

riesgo latente para la produccion y sanidad animal, asi como para la salud publica.
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ABREVIATURAS

AICAS
ANP
B

o

D

DA
DEFSAL
DMZC
ELISA
EP
FMVZ
GLM
HA

H

IN

M1

M2

NA
NEP
N°A
NP
NS1
NS2
PA
PAA
PB1
PB2
PBS
PFS

Area de Importancia para la Conservacion de Aves Silvestres
Area Natural Protegida

Bioseguridad

Contacto entre aves y cerdos

Distancia a la Ciénega

Destino de animales

Departamento de Etologia, Fauna Silvestre y Animales de Laboratorio
Departamento de Medicina y Zootecnia de Cerdos
Ensayo por inmunoabsorcioén ligado a enzimas
Embrion de pollo

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Modelo Lineal Generalizado

Hemaglutinina

Inhibicion de la hemaglutinacion

Inhibicidn de la neuraminidasa

Proteina de matriz 1

Proteina de matriz 2

Neuraminidasa

Proteina exportadora nuclear

Numero de animales

Nucleoproteina

Proteina no estructural 1

Proteina no estructural 2

Polimerasa acido

Presencia de aves acuaticas

Polimerasa basica 1

Polimerasa basica 2

Solucién Amortiguadora de Fosfatos

Presencia de fauna silvestre
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RPM Revoluciones por minuto
RT-PCR Reaccién en Cadena de la Polimerasa de Transcripcion Reversa

TG Tipo de granja

UHA Unidades Hemaglutinantes

Ul Unidad de Investigacion

VIA Virus de Influenza A

VIAAP Virus de Influenza A de Alta Patogenicidad
VIABP Virus de Influenza A de Baja Patogenicidad
VIAPo Virus de Influenza Porcina

VIAv Virus de Influenza Aviar
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ANEXOS

ANEXO 1. Fechas de obtencion de muestreos

GRANJA FECHAS MUESTRAS
1. 03-12-16 A=4,C=9
2. 18-12-16 / 12-02-17 / 19-02-17 A=4,C=37
3. 12-03-17 A=18
4. 25-03-17 A=6,C=12
5. 13-05-17 A=13,C=16
6. 06-05-17 A=8, C=11
/. 06-05-17 A= 14
8. 27-05-17 A=13, C=15
9. 23-04-17 C=20

A= aves, C= cerdos

ANEXO 2. Porcentaje de seroprevalencia por especie y subtipo viral.

ESPECIE SUBTIPO SEROPREVALENCIA %
Mex19/H1N1 81.93
Mex51/H3N2 25.68
Mex52/H1N1 62.43
LermaUIFMVZ377/H5N2 7.5
Ave LermaUIFMVZ80/H5N2 4.42
LermaUIFMVZ613/H5N2 36.75
LermaUIFMVZ465/H3N2 37.95
LermaUIFMVZ322/H1N1 62.18
Mex19/H1N1 69.75
Mex51/H3N2 9.52
Cerdos Mex52/H1N1 45.82
LermaUIFMVZ465/H3N2 28.99
LermaUIFMVZ322/H1N1 60.78

Los subtipos marcados de color verde, fueron asilados de aves silvestres.
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ANEXO 3. Porcentaje de seroprevalencia por unidad de produccion y subtipo viral.

GRANJA SUBTIPO SEROPREVALENCIA %
Mex19/H1N1 100
Mex51/H3N2 0
Mex52/H1N1 21.51
LermaUIFMVZ377/H5N2
B LermaUIFMVZ80/H5N2
LermaUIFMVZ613/H5N2 58.65
LermaUIFMVZ465/H3N2 17.92
LermaUIFMVZ322/H1N1 58.65
Mex19/H1N1 71.68
Mex51/H3N2 0
Mex52/H1N1 28.30
LermaUIFMVZ377/H5N2
> LermaUIFMVZ80/H5N2
LermaUIFMVZ613/H5N2
LermaUIFMVZ465/H3N2 47.21
LermaUIFMVZ322/H1N1 73.43
Mex19/H1N1 98.57
Mex51/H3N2 0
Mex52/H1N1 26.88
LermaUIFMVZ377/H5N2 5.97
> LermaUIFMVZ80/H5N2 7.68
LermaUIFMVZ613/H5N2 33.60
LermaUIFMVZ465/H3N2 23.89
LermaUIFMVZ322/H1N1 41.82
Mex19/H1N1 100
Mex51/H3N2 6.33
+ Mex52/H1N1 69.58
LermaUIFMVZ377/H5N2 0
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LermaUIFMVZ80/H5N2 0
LermaUIFMVZ613/H5N2 0
LermaUIFMVZ465/H3N2 5.97
LermaUIFMVZ322/H1N1 83.63
Mex19/H1N1 51.77
Mex51/H3N2 46.08
Mex52/H1N1 87.61
LermaUIFMVZ377/H5N2 3.71
LermaUIFMVZ80/H5N2 0
LermaUIFMVZ613/H5N2 29.66
LermaUIFMVZ465/H3N2 74.16
LermaUIFMVZ322/H1N1 81.57
Mex19/H1N1 65.71
Mex51/H3N2 5.97
Mex52/H1N1 41.82
LermaUIFMVZ377/H5N2 0
LermaUIFMVZ80/H5N2 6.33
LermaUIFMVZ613/H5N2 11.95
LermaUIFMVZ465/H3N2 16.98
LermaUIFMVZ322/H1N1 33.96
Mex19/H1N1 100
Mex51/H3N2 53.76
Mex52/H1N1 100
LermaUIFMVZ377/H5N2 30.72
LermaUIFMVZ80/H5N2 7.68
LermaUIFMVZ613/H5N2 38.40
LermaUIFMVZ465/H3N2 61.44
LermaUIFMVZ322/H1N1 92.17
Mex19/H1N1 53.76
Mex51/H3N2 11.52
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Mex52/H1N1 34.56

LermaUIFMVZ377/H5N2 0
LermaUIFMVZ80/H5N2 0
LermaUIFMVZ613/H5N2 3.84
LermaUIFMVZ465/H3N2 18.54
LermaUIFMVZ322/H1N1 30.72
Mex19/H1N1 80.65
Mex51/H3N2 16.13
Mex52/H1N1 53.76
LermaUIFMVZ377/H5N2 0
> LermaUIFMVZ80/H5N2 0
LermaUIFMVZ613/H5N2 0
LermaUIFMVZ465/H3N2 0
LermaUIFMVZ322/H1N1 53.76

Los subtipos marcados de color verde, fueron asilados de aves silvestres.
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ANEXO 4. Porcentajes de Seroprevalencia por granja, especie y quasiespecie de

VIA.
GRANJA ESPECIE VIRUS % PREVALENCIA
Mex19/H1N1 100
Mex51/H3N2 0
Mex52/H1N1 0
Aves LermaUIFMVZ377/H5N2 0
LermaUIFMVZ80/H5N2 0
LermaUIFMVZ613/H5N2 92.17
1. LermaUIFMVZ465/H3N2 13.44
LermaUIFMVZ322/H1N1 30.72
Mex19/H1N1 100
Mex51/H3N2 0
Cerdos Mex52/H1N1 26.88
LermaUIFMVZ465/H3N2 26.88
LermaUIFMVZ322/H1N1 100
Mex19/H1N1 100
Mex51/H3N2 0
Mex52/H1N1 0
Aves LermaUIFMVZ377/H5N2 0
LermaUIFMVZ80/H5N2 0
LermaUIFMVZ613/H5N2 0
2. LermaUIFMVZ465/H3N2 0
LermaUIFMVZ322/H1N1 53.76
Mex19/H1N1 69.58
Mex51/H3N2 0
Cerdos Mex52/H1N1 29.96
LermaUIFMVZ465/H3N2 52.31
LermaUIFMVZ322/H1N1 75.56
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Mex19/H1N1 98.57
Mex51/H3N2 0
Mex52/H1N1 26.88
Aves LermaUIFMVZ377/H5N2 5.97
LermaUIFMVZ80/H5N2 7.68
LermaUIFMVZ613/H5N2 33.60
LermaUIFMVZ465/H3N2 23.89
LermaUIFMVZ322/H1N1 41.82
Mex19/H1N1 100
Mex51/H3N2 0
Mex52/H1N1 64.52
Aves LermaUIFMVZ377/H5N2 0
LermaUIFMVZ80/H5N2 0
LermaUIFMVZ613/H5N2 0
LermaUIFMVZ465/H3N2 17.92
LermaUIFMVZ322/H1N1 89.61
Mex19/H1N1 98.57
Mex51/H3N2 8.96
Cerdos Mex52/H1N1 71.68
LermaUIFMVZ465/H3N2 0
LermaUIFMVZ322/H1N1 80.65
Mex19/H1N1 58.65
Mex51/H3N2 80.65
Mex52/H1N1 100
Aves LermaUIFMVZ377/H5N2 8.27
LermaUIFMVZ80/H5N2 0
LermaUIFMVZ613/H5N2 66.17
LermaUIFMVZ465/H3N2 66.17
LermaUIFMVZ322/H1N1 74.44
Cerdos Mex19/H1N1 47.04
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Mex51/H3N2 20.16
Mex52/H1N1 73.92
LermaUIFMVZ465/H3N2 80.65
LermaUIFMVZ322/H1N1 87.37
Mex19/H1N1 92.17
Mex51/H3N2 0
Mex52/H1N1 46.08
Aves LermaUIFMVZ377/H5N2 0
LermaUIFMVZ80/H5N2 17.92
LermaUIFMVZ613/H5N2 30.72
LermaUIFMVZ465/H3N2 40.32
LermaUIFMVZ322/H1N1 67.20
Mex19/H1N1 48.88
Mex51/H3N2 9.78
Cerdos Mex52/H1N1 39.10
LermaUIFMVZ465/H3N2 0
LermaUIFMVZ322/H1N1 9.78
Mex19/H1N1 100
Mex51/H3N2 53.76
Mex52/H1N1 100
LermaUIFMVZ377/H5N2 30.72
Aves LermaUIFMVZ80/H5N2 7.68
LermaUIFMVZ613/H5N2 38.40
LermaUIFMVZ465/H3N2 61.44
LermaUIFMVZ322/H1N1 92.17
Mex19/H1N1 41.36
Mex51/H3N2 8.27
Aves Mex52/H1N1 33.09
LermaUIFMVZ377/H5N2 0
LermaUIFMVZ80/H5N2 0
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LermaUIFMVZ613/H5N2

8.27

LermaUIFMVZ465/H3N2 38.40

LermaUIFMVZ322/H1N1 49.63

Mex19/H1N1 64.52

Mex51/H3N2 14.34

Cerdos Mex52/H1N1 35.84
LermaUIFMVZ465/H3N2 0

LermaUIFMVZ322/H1N1 14.34

Mex19/H1N1 80.65

Mex51/H3N2 16.13

9. Cerdos Mex52/H1N1 53.76
LermaUIFMVZ465/H3N2 0

LermaUIFMVZ322/H1N1 53.76

Los subtipos marcados de color verde, fueron asilados de aves silvestres.
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