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RESUMEN

Edgar Arturo Cuevas Dominguez. Deteccion de orthomyxovirus vy
paramyxovirus en anatidos de la laguna de Chiconahuapan, Estado de México.
(Bajo la direcciébn de José Antonio Quintana Lopez, Elizabeth Loza Rubio,

Carlos Gonzalez-Rebeles Islas)

El objetivo fue detectar la existencia de orthomyxovirus y paramyxovirus en
anatidos silvestres. Se realizd la prueba de la inhibicion de la hemoaglutinacién
en 231 muestras de siete diferentes especies de anatidos, provenientes de la
region central del pais, a los cuales se les tomd muestra de cloaca y traquea
mediante hisopos de algodon y conservados en medios de transporte viral. Se
realizd inoculacién en embriones pollo SPF de 9 dias de edad para la obtencién

de aislamientos virales.

Se obtuvieron dos aislamientos virales, uno de los cuales correspondié a un
orthomyxovirus (virus de influenza aviar tipo A) H7N3, proveniente de una
cerceta canela (Anas cyanoptera) macho. El segundo virus aislado,
correspondi6 a un paramyxovirus Tipo 1 (Enfermedad de Newcastle)
proveniente de una cerceta alas azules (Anas discors) macho. Ambos

aislamientos se lograron durante el mes de Febrero de 2006.

Se concluye que en la Laguna de Chiconahuapan, perteneciente a las ciénegas
de Lerma existen orthomyxovirus y paramyxovirus aviares aislados de los
individuos pertenecientes a la poblacibn de anatidos silvestres, que se
congregan en el humedal, los cuales pudieron ser detectados por la prueba de
hemoaglutinacién, es importante una mejor comprension de la epidemiologia
de la enfermedad, sin embargo se recomienda continuar el monitoreo de la
poblacion de anatidos de la region del Estado de México, bajo un modelo que
comprenda especies distintas a los anatidos que pudieran tener algun papel en
la perpetuacion de los virus que puedan estar presentes en el humedal y las

posibilidades de intercambio viral dentro areas ecoldgicas similares.



ABSTRACT

Edgar Arturo Cuevas Dominguez. Orthomyxovirus and paramyxovirus detection
in waterfowl of the wetland Chiconahuapan, State of Mexico. (By the direction of
José Antonio Quintana Lopez, Elizabeth Loza-Rubio, Carlos Gonzalez-Rebeles

Islas)

The objective was to detect orthomyxovirus and paramyxovirus which could
exist in waterfowl, by the hemagglutination inhibition test in 231 samples from
seven different duck species, coming from the central region of Lerma, State
of Mexico. For that cloacal and tracheal samples were taken by dry sterile
cotton swabs and conserved in viral transport medium. All samples were
inoculated in chicken embryos SPF, 9 days old injected into the allantoic sac in

order to obtain of viral isolations.

Two viral isolations were detected, one of those were an orthomyxovirus (avian
influenza virus A type) H7N3 coming from a male cinnamon teal (Anas
cyanoptera) and the second virus isolated was a paramyxovirus Type 1

(Newcastle disease) coming from a male blue-winged teal (Anas discors).

In conclusion, is that in the wetland of Chiconahuapan, belonging to the
wetlands of Lerma, exist both sort of viruses in the wild population of waterfowls
that arrives to the wetland. These virus could be detected by the
hemagglutination activity, but it is important a better understanding of the

epidemiology of the viral transmission.

The recommendation is to continue the surveillance of the waterfowl population
in the region of the State of Mexico and using a model that understands the
participation of different species, in which the waterfowl could role a paper of
viral perpetuation in the wetland and the possibilities of viral exchange inside

similar Mexican wetlands.
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1. INTRODUCCION:

Las poblaciones de animales silvestres que habitan el planeta son
extraordinariamente numerosas Yy diversas. México esta considerado como un
pais megadiverso, ya que ocupa el décimo primer lugar a nivel mundial en
namero de especies animales y vegetales; sin embargo, no escapa de la
acelerada pérdida y transformacién de los ecosistemas naturales, que han
generado una crisis ambiental, econémica y sanitaria a nivel mundial.! Uno de
los sectores amenazados de la biodiversidad de México son las aves silvestres,

las cuales estan representadas por 1050 especies.?

Las aves migratorias provenientes de América del Norte constituyen un
componente especialmente importante en la diversidad de las comunidades de
aves que encontramos en las distintas regiones geograficas de Mexico,
contribuyendo al 20% aproximadamente del total de las especies. Para estas
aves los ecosistemas de México son de importancia estratégica como sitios de
paso en sus migraciones hacia el sur en el otoflo y hacia el norte en la

primavera.®*

Las aves acuaticas son un recurso de enorme importancia ecolégica,
cultural y economica del pais. Uno de los acuerdos mas importantes para
mejorar la conservacion y manejo de estas aves al igual que su habitat ha sido
el Plan de Manejo de Aves Acuéticas de América del Norte, compromiso de

cooperacion internacional.’

Las aves acuaticas migratorias llegan a nuestro pais a los habitats que
se encuentran cubiertos temporal o permanentemente por agua conocidos
como humedales, viéndose en la necesidad de convivir con asentamientos
humanos, fauna silvestre y doméstica, esta interrelacion de especies favorece
la diseminacion y transmision de agentes infecciosos que pueden predisponer

condiciones para la presencia de brotes infecciosos.’



Los patdégenos animales procedentes de la fauna silvestre han cobrado
una importancia creciente en todo el mundo por los notorios efectos que tienen
sobre la salud humana, la produccion agricola, las economias dependientes de
la fauna silvestre y la proteccién de ésta.’

Las aves silvestres son importantes para la salud publica debido a que
se ha comprobado que pueden llevar consigo infecciones zoondticas
emergentes, ademas pueden ser reservorios o dispersoras de artrépodos que

sirven como vectores.7

Las enfermedades infecciosas emergentes no son accidentes, sino
evoluciones esperando a ocurrir, debido a la expansion bidtica, aunado a los
patrones de distribucion, junto a la capacidad de los microorganismos hacia la
utilizacién de nuevos hospedadores, gracias a esto pueden dispersarse por los

hospedadores desde sus &reas de origen.”

Se menciona que las enfermedades emergentes o re-emergentes son
enfermedades que resultan de los cambios en los microorganismos existentes
a consecuencia de su evolucién natural. Ademas, este concepto abarca la
aparicion de enfermedades que afectan a nuevos grupos poblacionales o los
microorganismos adaptados a nuevos vectores. Ademas, los avances en el
volumen y rapidez de la transportacion poblacional, incrementan la

oportunidad de enfermedades de emergentes o re-emergentes.**

Los factores que determinan que especies pueden actuar como
hospedadores durante una infeccibn son varios. El contacto entre el
hospedador y el patégeno son suficientes para que la infeccion ocurra. En las
aves migratorias es de preocupacion el transporte y la diseminacion de ciertos
microorganismos patégenos®® como ha sucedido en los paises Asiaticos, en
donde han ocurrido mortalidades en gallinaceas, aves acuaticas (gansos,
patos y cisnes) flamencos, garzas y gaviotas,'' lo cual seria catastréfico para

aquellas especies de animales que estan amenazados por la extincion.



Los riesgos son todavia mayores si desconocemos la microflora
residente de las aves silvestres.'® La diseminacién de virus por las aves

migratorias ha sido reportado varias veces,t">27-29115

Las aves acudticas silvestres, particularmente las del género Anatidae,
son el reservorio de todos los subtipos conocidos de orthomyxovirus tipo A 'y de

ciertos tipos de paramyxovirus aviares.!*'>*

Estas poblaciones son
consideradas los reservorios mas importantes en la introduccion de
orthomyxovirus tipo A y de paramyxovirus aviares. Dentro de la industria
avicola causan brotes de enfermedades con resultados devastadores, cuando

se trata de lineas virales patogénicas.®

Los anétidos dependen de gran diversidad de humedales, desde la
Tundra Artica, rios y estuarios, lagos de agua dulce o salada y pantanos hasta
lagunas y areas de costa como son las bahias. Estas poblaciones de anatidos
migran entre humedales, en el norte entre sus areas de reproduccion y en el
sur entre las areas de descanso. La migracion hacia el sur partiendo de las
areas de reproduccioén tiene comienzo en Julio y se incrementa a través de los
meses siguientes. La mayoria de las aves regresan al norte a sus areas de
reproduccién al final del invierno y comienzo de primavera. En el invierno de
2003-2004 cuando la mayoria de los brotes de influenza aviar ocurrieron en el
sureste de Asia, fue cuando la densidad de las aves migratorias estuvo en su
punto mas alto, esto podria implicar a las aves silvestres como posibles fuentes
de infeccion. Sin embargo algunos patrones de los brotes del virus de influenza
altamente patdgeno no coinciden con las rutas migratorias de las aves para

todos los paises.’



Para conocer la situacién de los paramyxovirus y orthomyxovirus aviares
en las poblaciones de aves acuaticas es necesario realizar monitoreos, ya que
estos virus pueden cambiar por recombinacién o mutacion entre las lineas que

estén en circulacion.®

En las aves acudticas silvestres estos monitoreos han sido de gran
ayuda en la prediccion de nuevos serotipos del virus de influenza aviar en un
area. En Siberia han proporcionado informacién temprana de una posible
pandemia a futuro, debida al virus de influenza, con ello fue posible tomar
acciones para la preparacién de vacuna.'®* Un mejor conocimiento de los
patrones de migracion y las enfermedades de las aves podria ser util en ayudar
a predecir futuros brotes, debido a enfermedades infecciosas emergentes.’

Los orthomyxovirus que han causado brotes a nivel mundial son clasicos
ejemplos de virus emergentes que se mantienen en huéspedes animales antes
de transmitirse al humano.? Debido a que todos los subtipos de orthomyxovirus
tipo A existen en las aves acuaticas, la influenza A no es una enfermedad

radicable, por lo que la prevencién y el control son objetivos fundamentales.*®

En México, las ciénegas de Lerma proporcionan un lugar de estudio con
caracteristicas particulares muy propias, como son el tipo de vegetacion, las
especies de aves, las interacciones del hombre con el habitat que lo hacen sitio
ideal para el estudio de agentes infecciosos presentes en la fauna silvestre,
que pudiera ser de algun peligro para el hombre, los animales domésticos, 0

para la misma fauna que ahi converge.



En particular, mediante la deteccién se pretende dar un primer paso en
la investigacion y creacion de informacion de forma rapida y continua sobre la
sanidad de las poblaciones de anatidos silvestres en México, ademas de tener
en cuenta su importancia para la conservacion y la regulacion de las
poblaciones de aves, con miras a desarrollar evaluaciones de riesgo, asi como
la preparacion para mejorar la conservacion de las aves acuaticas y el manejo

de posibles brotes de agentes infecciosos.

Entender y definir las especies y poblaciones a monitorear es un punto
clave que a nivel mundial esta discutiéndose, concentrarse en las aves
normalmente asociadas con estos virus y considerar el conocimiento de las
relaciones temporales y espaciales es de suma importancia para que a nivel
mundial se generen mejores datos que permitan explicar el comportamiento de

estos agentes.

Este estudio resulta fundamental para el conocimiento y evaluacion de
los orthomyxovirus y paramyxovirus dentro de las poblaciones silvestres de
anatidos en México. Pero mas que un reservorio en el sentido epidemiolégico
clasico, representan un deposito natural de un amplio conjunto de genes; un
reservorio genético en el que existen frecuentes ocasiones para la
recombinacién genética, la diseminacion por via fecal y la difusién de los virus
por todo el mundo. Ademas contemplando a las aves domésticas como un
reservorio secundario relacionado con el anterior. La transmision interespecies
de los myxovirus es un hecho comprobado, pero la especificidad de especie es
importante. Los fenomenos de sobrepoblacion y falta de alimento, falta de
cobertura de proteccion, fragmentacién podrian exacerbar difusion de los virus,
cuya existencia dentro de las poblaciones de anatidos de la Laguna de
Chiconahuapan, en el Estado de Meéxico, esta siendo reportado aqui por
primera vez a nivel nacional. Con la generacion de estos datos se pretende
desarrollar un mejor entendimiento de la existencia de patégenos y su

interaccion dentro de los habitats acuaticos y la fauna silvestre que ahi habitan.



2. OBJETIVO.

Detectar orthomyxovirus y paramyxovirus aviares en anatidos

de la laguna de Chiconahuapan, Estado de México.



3. HIPOTESIS.

En los anéatidos silvestres de la Laguna de Chiconahuapan

existen orthomyxovirus y paramyxovirus aviares.



4. JUSTIFICACION.,

Los monitoreos en animales silvestres proporcionan
informacion oportuna de la presencia de patdgenos y de
enfermedades zoondticas contribuyendo al conocimiento sobre las
enfermedades que se encuentran 0 se intercambian

geograficamente.



5. Antecedentes.

5.1 Myxovirus.
Myxovirus proviene del griego 'myxa’ que significa mucus 0 mucosa

La caracteristica propia de hemoaglutinacion fue observada mediante el
descubrimiento de que estos virus podian ser propagados en embriones de pollo.
Los virus con estas propiedades similares fueron agrupados aqui hasta los afios

70s en que se dividié en dos familias: orthomyxoviridae y paramyxoviridae.*

5.2 Orthomyxovirus.

En 1878 Eduardo Perroncito describié por primera vez una enfermedad en
las aves domésticas que después de un tiempo se volvia altamente patogénica
matando a todas las aves del area afectada.”’ En 1974 Slemons et al, revelaron
que el virus de influenza A de baja patogenicidad podria ser aislado de aves
silvestres, debido a sus hallazgos al monitorear aves silvestres contra la
enfermedad de Newcastle en California.?®* Posteriores anélisis revelaron que las
especies que vivian en ambientes acuaticos, como los patos, gaviotas, gansos y
playeritos albergan lineas de virus de influenza A de baja patogenicidad, de

diferentes subtipos y que probablemente act(ian como reservorio de estas lineas.?*

Estudios posteriores han demostrado que los subtipos de influenza que

infectan al humano y otros mamiferos originalmente circulaban en las poblaciones

de aves silvestres.?>?®



5.2.1 Caracteristicas del virus de Influenza Aviar.

El virus de la influenza aviar es un miembro de la familia Orthomixoviridae y
del género Influenzavirus A. Una pared lipidica encierra un genoma de RNA de
cadena simple, él cual se presenta en ocho segmentos o0 genes
(PB1,PB2,M1,M2,NPHA,NA,NS). Los genes HA y el NA codifican para la proteina
de hemaglutinina (HA o H) y la neuraminidasa (NA o N), respectivamente. En el
virus de influenza aviar (por sus siglas en inglés AlV= avian influenza virus), se
han encontrado 16 diferentes antigenos HA y 9 proteinas antigénicas diferentes
para la NA; un virion puede llevar en su envoltura una de estas 16 HA y una de las

9 NA dando 144 posibles combinaciones.?”?* %

Los subtipos de los virus de influenza aviar, son identificados por la
naturaleza antigénica de sus proteinas HA y NA. De los 16 subtipos del virus de
influenza aviar, solo los subtipos H5 y H7 de influenza aviar causan en las aves
de corral alta patogenicidad; sin embargo la mayoria de los subtipos H5 y H7 son
de baja patogenicidad. No obstante la preocupacién es que estos subtipos H5 y
H7 podrian cambiar debido a mutaciones en el gen HA y volverse altamente
patdgenos, estas caracteristicas patobiologicas varian de acuerdo con la especie
afectada y la cepa viral. Experimentalmente, los virus de influenza aviar de alta
patogenicidad producen una grave enfermedad sistémica con alta mortalidad en
las aves domésticas y otro tipo de gallinaceas. Sin embargo, estos mismos virus
usualmente no producen signos clinicos de infeccion o solamente una enfermedad

leve en patos domésticos y otras aves silvestres.?*84
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5.2.2 Hospedadores.

Varios son los factores que determinan que especies de aves pueden
actuar como hospedadores, siendo suficiente el contacto entre el hospedador y el
patogeno para que la infeccidn ocurra. Esto hace que algunas especies sean mas
facilmente infectadas que otras. Desde el hecho de que la transmision es
principalmente a través del agua, las especies de aves acudticas se han
encontrado infectadas por virus de influenza A de baja patogenicidad mas que las
especies no acuaticas.?* Por lo tanto los patos parecen servir como reservorios de
la mayoria de los virus de influenza A incluyendo los subtipos de hemaglutinina y
neuraminidasa de previas lineas pandémicas.?® Los virus de influenza se replican
preferentemente en las células del tracto intestinal de los patos y son excretados
en altas concentraciones en las heces, contaminando fuentes de agua dando
como resultado la infeccion de aves silvestres o0 aves domeésticas. La
recombinacién genética entre dos diferentes virus de influenza aviar puede ocurrir
en el tracto intestinal, esto explica parcialmente el ancho espectro de subtipos de

virus de influenza que pueden ser aislados de estas aves acuaticas.

Dichas infecciones son asintomaticas y producen sélo una ligera respuesta
de anticuerpos; sin embargo a pesar de esto, los patos pueden excretar el virus
por un maximo de 14 dias y ser inmunes a subsecuentes infecciones de influenza,
por al menos 96 dias después de la primera infeccién.?®*? En estos casos se cree
qgue los virus de influenza que mas facilmente se adaptan a las poblaciones de
aves son los que se replican mas rapido, esto quiere decir, que el primer virus

infectante podria prevenir el crecimiento de posteriores infecciones.*?

11



Aunque se tiene establecido que las aves acuéticas son la fuente principal
de virus de influenza A,?® los virus predominantes, aun dentro de un mismo
hemisferio, podrian diferir notablemente dentro de las aves huéspedes ya que
usan diferentes rutas migratorias, dando como resultado diferentes subtipos de
hemaglutininas y neuraminidasas que prevalecen en Norteamérica y otros en

Euroasia.?’

Debido a que los brotes de influenza altamente patdégena que ocurren en la
avicultura comercial, encuentran su origen en virus de influenza de baja
patogenicidad presentes en las aves acuaticas, el monitoreo de virus en las
poblaciones de aves silvestres podria funcionar como un sistema de alarma
temprano y podria proporcionar informaciébn a través de caracterizaciones
genéticas de los virus aislados en América y Euroasia, estando preparados a

brotes relevantes para la salud publica y animal.”®

Por ejemplo, en ltalia, el monitoreo de los virus de influenza aviar en los
anatidos silvestres, demostr6 que los virus de influenza aviar circulan
frecuentemente entre este tipo de aves durante todo el afio.?® Por otro lado, en
Alaska mediante el monitoreo se ha observado que ocurre una alta incidencia de

virus infectantes para los patos dentro de sus lugares de reproduccion.*

La aparicion de virus virulentos por mutacion de las lineas existentes de
baja patogenicidad se ha asociado a brotes de influenza aviar de alta
patogenicidad en aves de corral debido a los virus de subtipo H5 de 1983-84 en
Pennsylvania, E.U.A. y en 1994-95 en México.*® Anualmente las epidemias son
debido al cambio del antigeno y las pandemias, ocurren en intervalos de 10 a 50
afios debido a los nuevos subtipos de virus resultantes de la recombinacion

genética del virus.3*
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A nivel mundial, hay reportados 18 brotes de influenza de alta
patogenicidad, entre 1959 y 1999. Nueve debido al subtipo H5 y nueve al H7,**en
donde en Hong Kong la transmision directa de aves a humanos ocurrié durante

brotes en aves.*

La prevalencia de los subtipos del virus de influenza aviar en las aves
acuaticas varia por la edad, temporada y especies. La edad parece ser el primer
factor de riesgo para la infeccion de influenza aviar. Las proporciones de
prevalencia en juveniles han sido significativamente mayores que las proporciones
de prevalencia en aves adultas. Tipicamente se encuentra que las aves juveniles
residentes son infectadas alrededor de Julio a Noviembre, cuando las aves
migratorias se congregan para la migracion en Norteamérica. Las especies Anas
platyrhyncos y Anas discors son las que se notifican con mayores proporciones de

prevalencia del virus dentro de las poblaciones de aves acuaticas.®*>’

5.2.3 Transmision.
Debido al hecho de que se piensa que la transmision es principalmente a

través del agua, las especies de aves acuaticas se han encontrado infectadas por

virus de influenza A de baja patogenicidad mas que las especies no acuéticas.?*
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Los virus de influenza A no se replican fuera de las células del hospedador,
asi que para infectar nuevos individuos necesita permanecer durante algun tiempo
en el medio ambiente. Se ha visto que el virus de influenza A esta bien adaptado
para persistir en el agua. Sin embargo bajo condiciones naturales la persistencia
de un virus activo esta limitado por los efectos de pH, salinidad, radiacion UV y la
presencia de material biolégico como son las bacterias, enzimas degradadoras y

otros microorganismos.>®3°

5.3 Paramyxovirus.

Los virus de la familia Paramyxoviridae, forman parte del orden
Mononegavirales. La taxonomia y nomenclatura de la familia Paramyxoviridae fue
modificado en el séptimo reporte del Comité Taxonémico Internacional de Virus en
el aflo 2002 y se divide en dos subfamilias. La subfamilia Paramyxovirinae que
tiene tres géneros donde el virus de la enfermedad de Newcastle (Por sus siglas
en ingles NDV = Newcastle Disease Virus) pertenece al género Avulavirus.
Recientes trabajos que involucran la secuenciacion gendémica del virus de la
enfermedad de Newcastle sugieren que los paramyxovirus aviares son
suficientemente diferentes de otros Avulavirus para garantizar que estén en otro

grupo aparte.*
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5.3.1 Caracteristicas del virus de Newcastle.

Los viriones de los paramyxovirus son pleomorficos, con particulas
envueltas cuya membrana esta modificada con dos y a veces tres proteinas de
transmembrana y una proteina M que da linea a la superficie de la membrana. El
centro del virus incluye un genoma de RNA de cadena simple de 15 a 19 kb y
proteinas asociadas, la proteina de la nucleocapside (NO), la fosfo-proteina (P) y
el virion asociado a la polimerasa (L).** Ademas la glicoproteina viral que se
proyecta desde la superficie es la proteina de fusion (F), la cual es responsable de
la fusién de la membrana y la unién con la respectiva proteina receptora.** La
glicoproteina hemaglutinina-neuraminidasa (HN) en la superficie del virus regula la
union del virus al receptor de la célula del hospedador y la actividad de
neuraminidasa. Asi la habilidad del virus de NDV de aglutinar eritrocitos es debido

a la union de la proteina HN a los receptores de la superficie de los eritrocitos.*?
5.3.2 Hospedadores.

En la literatura existen reportes de paramyxovirus aislados de varias
especies de aves de diversas éareas. Son nueve los diferentes serotipos,
designados PMV-1 a PMV-9, que actualmente se reconocen.***> El serotipo 1
representado por el virus de la enfermedad de Newcastle, principal amenaza a la

avicultura de todo el mundo, causa altas mortalidades.*®

Los paramyxovirus aviares que circulan en las aves acuaticas se replican
en el tracto intestinal del hospedador, el cual elimina el virus a través de las heces,
guedando estable en el agua. Analisis del genoma de los virus muestran la
posibilidad que la mayoria de los patos, podrian estar infectados antes o después

de sus migraciones.*’
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Kaleta y Baldauf (1988) mencionan los registros en 27 ordenes de aves,
donde la infeccién con virus de Newcastle se puede dar de manera natural o
experimental, ademas sugirieron que es probable que todos los géneros de aves

puedan ser susceptibles a la infeccién.*®

Aunqgue se conoce muy poco acerca de los paramyxovirus aislados de las
poblaciones de aves acuaticas silvestres, se sabe que estos virus muestran un
caracter de avilurencia*® dentro de las poblaciones de anatidos silvestres con el
potencial de ser altamente virulentos. Sin embargo camparfias de monitoreo no se
llevan a cabo en varios paises, por lo cual muchas especies silvestres no estan
siendo monitoreadas; asi que no hay informacion epizootiolégica disponible que
nos proporcione una vision de la ecologia natural de estos virus.** Es necesario la
investigacion que genere informacion de estos virus y su potencialidad patogénica

alas aves silvestres.®

Varias especies de anatidos han sido seropositivos a diferentes tipos de
paramyxovirus y la dispersién dentro de las poblaciones de anatidos podria ser
mediante formas de infecciones no patégenas, lo cual demostraria la importancia
del papel de estas especies en la epizootiologia dentro de los paramyxovirus.>* Se
ha documentado la aparicion de tipos virulentos de la enfermedad de Newcastle a

partir de virus no patogénicos mantenidos en aves silvestres.>

Las mutaciones dentro de estos virus podrian jugar un papel importante en
la aparicion de enfermedades infecciosas. No es muy claro como o donde tienen
lugar estas mutaciones, aunque si pudieran 0 no ocurrir, es probable que sea
propiciado debido a las fuentes genéticas de estos virus (aves de corral y aves
silvestres) y el estado de salud de las aves.*®
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Se ha demostrado infecciones simultaneas en aves domésticas y aves
silvestres por dos diferentes lineas de paramyxovirus. El principal hecho es que
durante los pases de dichas infecciones dobles, la enfermedad del virus de
Newcastle es prevalente. El hecho de infecciones combinadas en aves por dos
serotipos de paramyxovirus aviares refleja una manera importante la
epizootiologia y patogénesis de las causas de enfermedad de los paramyxovirus

aviares.*®

El virus de la enfermedad de Newcastle con un amplio rango de
patogenicidad y virulencia ha sido aislado de una variedad de especies de aves
silvestres y domesticas alrededor del mundo.****** Este virus esté clasificado en
tres categorias, las cuales son: altamente patogénico (velogénico),
moderadamente  patogénico (mesogénico) y de baja patogenicidad

(lentogénico).>>>°

Toyoda, et al (1989), mencionan que la evolucién del paramyxovirus Tipo 1
ha sido un proceso lento, dependiente de la acumulacién de mutaciones de punto
que inducen la substitucion de aminoécidos.>’ Por lo tanto se sugiere que la
presion selectiva del sistema inmune del hospedador refuerza el proceso evolutivo
del virus de la enfermedad de Newcastle.®® Cercana similitud genética
proporcionaria evidencia para un vinculo epidemiolégico entre distintos brotes,>
por ejemplo los analisis genéticos de estos virus aislados durante los brotes de
1998-2000 en Australia sustentan esta hipétesis.®® Sin embargo, se requiere ain
de soporte sobre la posibilidad de que los virus avirulentos llevados por aves
silvestres puedan adquirir alta virulencia por mutacion, ya que no esta muy claro
cuando y donde la adquisiciéon de la virulencia toma parte en las poblaciones de
aves silvestres, con la subsecuente introduccion del virus virulento dentro de la
avicultura; o al contrario, es decir, cuando un virus avirulento es transmitido

directamente a los pollos y dentro de estas poblaciones se vuelve virulento.
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Por otro lado, en Irlanda en 1990, hubo dos brotes de enfermedad de
Newcastle, el virus aislado fue velogénico muy similar antigénicamente y
genéticamente a los virus avirulentos normalmente aislados de anatidos
silvestres.®* La poca distincién genética de este grupo de virus comparado con
todos los otros, sugiere que los virus velogénicos surgieron de tipos avirulentos
originados en aves silvestres.®? Zannetti, et al (2005), ponen de manifiesto que
existen ecosistemas que son importantes para la transmision intra e inter de los

virus aviares, como lo confirman habitats de Europa del Oeste.>?
5.3.3 Transmision.

Las diferencias en la especificidad del receptor entre tipos a partir de una
variedad de especies de aves no han sido sistematicamente investigadas. Se ha
demostrado que virus presumiblemente introducidos de anatidos silvestres dentro
de la poblacion de pollos se vuelven virulentos después de repetidos ciclos de
replicacion. Por lo tanto se piensa que el virus de la enfermedad de Newcastle de
los pollos fue originalmente derivado del que se mantiene en las aves silvestres.
Takakuwa, et al (1998), sugieren gue lineas potenciales virulentas de NDV son

mantenidos en las poblaciones de anétidos migratorios en la naturaleza.***?

Sin embargo las bases moleculares de transmision de los virus de los

anatidos silvestres a los pollos permanecen sin aclararse.

El primer paso de la infeccion del virus de la enfermedad de Newcastle
(NDV) es la union del virus a los oligosacéaridos en la superficie de la célula del
hospedador; en este caso ITO, et al (1999), mencionan que cuando el NDV
originado de las aves silvestres puede unirse a las células de los pollos existiria

un determinante clave para la transmisién de las aves silvestres a los pollos.*?
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En 2000, Shengqging, et al, aislaron cinco virus lentogénicos de la
enfermedad de Newcastle de gansos de frente blanca, y menciona la existencia
de posibles precursores de myxovirus aviares de alta patogenicidad llevados por

las aves migratorias.®®

De hecho experimentalmente se ha demostrado que los virus avirulentos,
mantenidos en la naturaleza por los anatidos, tienen el potencial de volverse
altamente patogénicos después de la transmisién y circulacion en las poblaciones

de pollos, causando brotes con altas mortalidades. %

Por lo tanto estos resultados soportan la continua vigilancia de las

poblaciones de aves silvestres, que deberia se parte integral de politicas de

control para estas enfermedades que son muy serias para la avicultura.
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6. MATERIALES Y METODOS.

6.1 Area de estudio: Laguna de Chiconahuapan (latitud19.1422 y longitud
99.5021) (Anexo 1; Mapa 1).

En el altiplano central de la Republica Mexicana perteneciente al Estado
de México se tiene uno de los humedales centrales del pais mas importantes
considerado como area de importancia para la conservacion de las aves, las

“Ciénegas de Lerma”.

Como parte de este grupo de ciénegas, la laguna de Chiconahuapan es
uno de los tres cuerpos de agua con mayor superficie, con alrededor de 800

hectareas disponibles para la llegada de aves acuaticas.

Dentro de la laguna de Chiconahuapan se ubica una Unidad de Manejo
para la Conservacion de la Vida Silvestre (UMA registro DGVS-CR-EX0681-
MEX) que mantiene una actividad cinegética dentro de 357.2 hectareas

aproximadamente (Anexo 1; Mapa 2).

Esta laguna esta compuesta por un sistema de ciénegas tulares y areas
sujetas a la inundacion incluyendo tierras dedicadas al cultivo y a la ganaderia.
Con un clima templado sub-himedo con lluvias en verano. La temperatura

media anual es de 11.5°C.
6.2 Animales.

Dentro del grupo de los anatidos, esta area de estudio registra una
especie residente (Anas platyrhyncos diazi) y seis especies de aves

migratorias (Anas acuta, Anas crecca, Anas discors, Anas clypeata, Anas

cyanoptera y Anas americana)
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Estas diferentes especies de aves son las que se pretenden monitorear
durante la temporada cinegética, realizando tomas de muestras de las aves

producto de la caceria. Permiso de colecta cientifica DGVS/07165 (Anexo 2).
6.3 Etapas del Estudio.
El estudio se llevé a cabo en diferentes etapas que son las siguientes:

Etapa 1. Se recolectd mediante hisopos estériles de algodon muestras de
exudados de cloaca y traquea®?® de 231 individuos de siete especies
diferentes de anatidos de la Laguna de Chiconahuapan, Estado de México
(Anexo 3).

El transporte de las muestras se realizé en tubos que contenian 5ml de
medio esencial minimo (Dulbecco’s Modifies Tagle médium, Gibco BRL , Life
Technologies) (Anexo 5) con un pH de 8.5, con 1% de antibiético (Gibco
Antibiotic-Antimycotic, penicilina G sodica 10,000 unidades/ml, sulfato de
estreptomicina 10,000ug/ml y amfotericin B 25um/ml como fungicida en .85% )

y transportados a 4°C.%
Etapa 2. Procedimiento de las muestras en laboratorio (Anexo 4).
Homogenizados

Se homogenizaron las muestras de cloaca de 4 patos del mismo sexo y

especie, de la misma manera se procedié con las muestras de traquea.
Las muestras de las aves se procesaron a través de una membrana de

0.45um (Durapore Membrana Filtres, Millipore) y un prefiltro de 25mm

(Millipore) para la eliminacién de particulas contaminantes.
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Pruebas Bioldgicas. Aislamiento e identificacién viral.

Se llevd a cabo la inoculacion de embriones de pollo de 9 dias de edad
SPF Tipo Il (ALPES, Grupo IDISA) ya que es un método sensible para el
aislamiento de virus aviares.’?*"°®"° para esto se usaron jeringas de insulina
(1ml calibre 27) inoculando por cavidad alantoidea,0.2ml de los homogenizados

en cada embrion (6 a 9 embriones por homogenizado) (Anexo 3).

Los embriones inoculados se incubaron a 37.7°C (Incubadora Jamesway
s/n). A las 24hrs post-inoculacion se revisé la mortalidad mediante ovoscopia,
atribuyéndose cualquier mortalidad dentro de este margen a contaminacion

bacteriana o mal manejo del embrion.

A las 48 hrs. post-inoculacién se revis6 nuevamente la mortalidad de los
embriones y se recolecto liquido alantoideo del 50% de los embriones
inoculados, el cual se almaceno en viales estériles de vidrio, para realizar
prueba de hemoaglutinacion en placa. El restante 50% de los embriones

continuaron en incubacion.

Prueba de hemoaglutinacion en placa. Se lleva a cabo mediante la colocacion
individual de 1ml de cada pool en una placa de acrilico. Posteriormente se le
aflade a cada uno de los mililitros representativos de los pools 0.2ml de

glébulos rojos al 2% de pollos (Gallus gallus) (Anexo 4.1y 4.2).

Almacenamiento: Todos las muestras son almacenadas en viales y congeladas

a -70°C (Congelador modelo american, SN190)
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7. RESULTADOS.

En el cuadro 1 se puede apreciar las siete especies diferentes de
anatidos muestreados y el numero de individuos de cada una de las especies.
El mayor nimero de muestras correspondio a la cerceta de alas azules (Anas
discors) con 73 individuos, lo cual representé un 31.6%, le sigue la cerceta de
alas verdes (Anas crecca) con 58 (25.1%), el pato golondrino (Anas acuta) 32
individuos (13.85%), cerceta canela (Anas cyanoptera) con 31 (13.41%), a
continuacion el pato cucharén (Anas clypeata) con 30 (12.98%), pato
mexicano (Anas diazi) con 5 (2.16%) y finalmente pato panadero (Anas
americana) con 2 individuos representando el .86% de un total de 231
individuos (Gréfico 1).

Cuadro 1: Cantidad de especies monitoreadas durante la realizacion del
estudio, durante la temporada cinegética 2005-2006, en La Laguna de

Chiconahuapan, Estado de México.

Nombre comun Nombre cientifico No. Individuos
Ala azul Anas discors 73
Alas verdes Anas crecca 58
Golondrino Anas acuta 32
Canela Anas cyanoptera 31
Cuchara Anas clypeata 30
Mexicano Anas diazi 5
Panadero Anas americana 2
TOTAL 231
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Grafico 1. Composicion porcentual de las especies monitoreadas,

durante la temporada cinegética 2005-2006,

Chiconahuapan, Estado de México

1%

en La Laguna de

O Anas discors
O Anas crecca
O Anas acuta
B Anas cyanoptera| -
@ Anas clypeata
O Anas diazi

B Anas americana

En el cuadro 2 se muestran los dos aislamientos virales logrados en el

mes de Febrero durante el monitoreo de la temporada de caceria 2005-2006.

El primero de los aislamientos virales pertenece a un homogenizado de

anatidos de cerceta canela (Anas cyanoptera), el cual corresponde a un

orthomyxovirus (virus de influenza aviar tipo A) H7N3 de baja patogenicidad,

resultado generado por la genotipificacion hecha por la Comision México

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

Exéticas de los Animales (CPA) (Anexo 6). El segundo aislamiento viral

correspondid a un paramyxovirus tipo 1 (Enfermedad de Newcastle) de un

homogenizado de anatidos de cerceta de alas azules (Anas discors).

Cuadro2: Aislamientos virales durante el monitoreo de la temporada de

caceria 2005-2006, en la laguna de Chiconahuapan, Estado de México.

Animal Sexo Mes Aislamiento viral
Nombre Nombre
cientifico comun
Anas Cerceta Macho Febrero Virus de influenza
cyanoptera canela tipo A subtipo H7N3
de baja
patogenicidad.
Anas discors Cerceta Macho Febrero Virus de la
de alas enfermedad de
azules Newcastle
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8. DISCUSION.

8.1 Orthomyxovirus

Se realizo por primera vez en México un aislamiento viral de un virus de
influenza A subtipo H7N3 de baja patogenicidad, a partir de poblaciones de
anatidos silvestres. En este caso fueron anatidos de la especie de Anas
cyanoptera o cerceta canela, misma especie de anatido que ha sido reportado

con H7N3 de baja patogenicidad en Bolivia en el 2001."

La prevalencia de virus de influenza aviar se encuentra en patos de
collar (Anas platyrhynchos) y en cercetas principalmente, por ejemplo otras
especies de anatidos en donde se ha aislado el subtipo H7N3, se encuentra la
cerceta de alas verdes (Anas crecca) 2001, cerceta de alas azules (Anas
discors) 2001, 2002 en Texas, pato de collar 2002 en Italia y en Iran 2004. De
forma general se menciona que la prevalencia del subtipo H7 en anatidos
silvestres se encuentra en un 11.1% y de la N3 del 10.2%." En este estudio,
el aislamiento del subtipo H7N3 de baja patogenicidad, significo el 12.9% del

total de individuos de cerceta canela (Anas cyanoptera).

Los subtipos H7 de baja patogenicidad, han demostrado que tienen la
capacidad de mutar a virus de influenza de alta patogenicidad.”> Esta
caracteristica la han demostrado principalmente cuando entran en circulacién
con las aves domésticas, principalmente en pavos,’’ llegando a causar severas
perdidas economicas en la industria avicola, tal es el caso del virus de baja
patogenicidad H7N3 que causé un brote en Norfolk, Inglaterra, en granjas

comerciales, por falta de las medidas de bioseguridad adecuadas.”

25



Senne D. (2007) menciona que han ocurrido dos brotes de virus de alta
patogenicidad de influenza aviar en aves comerciales en el continente
americano, teniendo los precursores virales en anatidos silvestres: Un brote en
Chile (H7N3)(Anas clypeata) en el afio 2002, uno en Canada (H7N3) (Anas
platyrhynchos) en 2004. Todos los demas reportes de infeccion en aves
comerciales y los aislamientos de aves silvestres pertenecen a virus de

influenza aviar de baja patogenicidad.”

De forma natural la infeccidon con virus de influenza A en los patos de
superficie (pato de collar y cercetas), generalmente no provoca signos clinicos,
esto podria explicarse porque estas aves producen una respuesta humoral baja
transitoria, que es suficiente para proporcionar proteccion parcial contra
reinfecciones homologas, pero no confieren proteccion contra subtipos
heterélogos.™® Por lo tanto, diferentes subtipos de virus de influenza pueden
infectar a los patos simultaneamente creando la posibilidad para una

recombinacion genética.™?

Las cercetas son de las pocas especies norteamericanas que mas
abundan y tienen distribucion invernal, incluyendo partes de Sudamérica. En
México esta especie convive con otros anatidos que podrian servir de

hospedadores para el virus de influenza.

Como se ha visto el virus de influenza aviar es el mas diverso entre las
aves Yy particularmente en las aves acuaticas. En México, con este subtipo H7
aislado, se corre el riesgo, al igual que en otras partes del mundo, de provocar
severos brotes en aves comerciales, si llegara a entrar en contacto con aves

24,72

domésticas podria presentar una rapida evolucion logrando mutar a alta

patogenicidad.”®
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Ademas los subtipos H7 estan relacionados con enfermedad en
humanos, siendo el reporte mas notable la infeccion confirmada de 89
personas en los paises bajos.”®’® Por lo tanto existe la preocupacién de que
brotes de influenza aviar en aves puedan introducir nuevos subtipos de
influenza dentro de la poblacibn humana, a través de un proceso de

recombinacién genética, mutacién o ambos. ®"°

Actualmente el conocimiento de los diferentes subtipos virales en
estas aves, muestran cambios estacionales y fluctuaciones entre afios en la
prevalencia y distribuciéon de subtipos. En México, el aislamiento viral de
influenza aviar realizado en esta tesis fue a finales del invierno, por lo que
resulta diferente a lo reportado por Wallensten, et al (2007), para el norte de
Europa, ya que ellos encuentran una mayor prevalencia en primavera.® Por lo
tanto en México debe continuar su vigilancia anual para reconocer los meses
de mayor prevalencia viral. Ademéas hay que tener presente los patrones de
especies de aves migratorias que son predominantes, ya que aunque hay
algunos movimientos de virus entre Eurasia y América, esta migracién por las

diferentes especies de aves, no es muy extensivo.®

Con respecto al virus de influenza A se reporta la diversificacion de dos
linajes separados, el Norteamericano y el Euroasiatico.'*®* Aunque Spackman,
et al (2007), mencionan la posible existencia de un tercer linaje, el
sudamericano.’ En estudios posteriores se recomienda confirmar la
pertenencia del H7N3 de baja patogenicidad aislado en este trabajo con estos

linajes reportados.
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Los virus pueden establecer infecciones sistémicas tanto en los patos
jovenes como en los mayores, con replicacion viral en tejidos. Las diferencias
en la patologia que reportan entre patos silvestres infectados aun no estd muy
clara y se menciona que esta relacionado con una variedad de factores
incluyendo la cepa, la repuesta inmune del huésped, el grado de madurez de
las células del huésped y la capacidad de sustentar la replicacién del virus.®*
Por ejemplo la alta letalidad para los patos esté inversamente relacionada con
la edad, a diferencia de que en otras especies aviares son altamente

patégenos a cualquier edad.?*2°

En México, posiblemente la transmision oral-fecal del virus de influenza
aviar, puede darse por medio del agua contaminada ya que ha sido un
mecanismo reconocido de transmision entre poblaciones silvestres de aves
acuaticas. Aunque hay que tener presente que las rutas de excrecion primaria

pudieran cambiar segun el subtipo de virus de influenza aviar que se trate.?®

Aun se conoce muy poco de la persistencia viral en el medioambiente,
pero se sabe, que los virus de baja patogenicidad de influenza aviar son
sumamente estables en el medio ambiente acuatico dulce, donde pueden
permanecer por mas 100 dias a 28°C,%" y estas condiciones las cumple

completamente las ciénegas de Lerma, en el Estado de México.

Brown, et al (2007), mencionan que los orthomyxovirus pueden llegar a
adquirir propiedades que les permite una alta estabilidad medio ambiental y
que estas propiedades podria ser un factor de riesgo mas para la transmision

de virus a través de aguas no tratadas para las personas y la avicultura.®”°

La persistencia de los virus de influenza aviar H7 es inversamente
proporcional a la temperatura y salinidad del agua. Ademas de que persisten

por mas tiempo los virus de influenza aviar de baja patogenicidad,33%8

por
tales condiciones, es congruente el aislamiento del subtipo H7N3 de baja

patogenicidad en México dada las condiciones medioambientales que
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caracterizan a las ciénegas de Lerma. Hay que tener presente que el H7N3 de
baja patogenicidad se conoce como uno de los subtipos que mas facilmente se

adaptan a las poblaciones de aves acuéticas.*?

Por ultimo es necesario el continuo monitoreo anual, para dilucidar la
presencia de mas subtipos virales presentes en las ciénegas de Lerma. Esto es
principalmente en los habitats de agua dulce que son de importantes para la
biologia de las especies de aves acuaticas silvestres, para ayudar a contribuir
al entendimiento de los virus de influenza aviar en el medio ambiente,

incluyendo el mecanismo y determinantes moleculares de la persistencia viral.
8.2 Paramyxovirus.

En México, por primera vez se aislé un PMV-1 en anétidos silvestres. El
aislamiento se obtuvo a partir de hisopo de traquea y cloaca de una cerceta ala
azul (Anas discors) en las ciénegas de Lerma. La presencia de este tipo de
virus en patos silvestres es considerada normal, debido a que hay anticuerpos

% y que es el virus dominante dentro de los diferentes

séricos en patos
serotipos de paramyxovirus aviares comunmente encontrados en patos y
gansos silvestres.?>?1% También existen reportes de la presencia de PMV-1

en aves zancudas.'?’

El PMV-1 se ha aislado de la mortandad de cercetas de la verde (Anas
crecca) en Iran,” y de gansos en China.** Sin embargo, no se evidenciado que
hayan muerto por el virus. Lo que mantiene la idea de que este virus es inocuo
para anatidos silvestres. Lo anterior se ha demostrado en estudios de
laboratorio, donde PMV-1 altamente patégeno para pollos domésticos, no
causa enfermedad en pato de collar (Anas platyrhynchos) y ganso canadiense

(Branta canadensis) y su excrecion por heces fue casi nula. 1%
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El PMV-1 puede tener tres presentaciones de acuerdo al tiempo en el
que mata a los embriones de pollo. Estos puede ser: 1) velogénico, 2)
mesogénico, y 3) lentogénico.****" En patos silvestres y domésticos el PMV-1
comunmente aislado es lentogénico. ***% En este estudio se observé que le
PMV-1 aislado de la cerceta ala azul es lentogénico debido a que no maté a los
embriones de pollo. Sin embargo, esta documentado que algunos PMV-1
provenientes de patos silvestres clinicamente sanos pueden desarrollar
patogenicidad para los pollos comerciales, cuando se adaptan al embrion de
pollo.®* La presencia de una fenilalanina en la posicién 117 de la hendidura F

del PMV-1 ha mostrado que aumenta la virulencia. >

La prevalencia de PMV-1 en poblaciones de anétidos silvestres de
Estados Unidos y Canada oscila entre el 1 al 3% en la época invernal,>®%-9
mientras que en Japdn, la prevalencia es del 2%.1941%2 En este estudio, el

aislamiento del PMV-1 significo el 1.7% del total de la poblacion.

El porcentaje de prevalencia mas alto ha sido reportado en juveniles de
cercetas de ala azul con un 9% en septiembre en los Estados Unidos, *’
contrario a lo encontrado en este estudio, que fue del 5.4% en el mes de

febrero.

La deteccion del PMV-1 en febrero y no en los meses previos a la
migracion podria asociarse a la falta de alimento y al hacinamiento previo a la
migracién como se ha reportado en otros paises.''® También la participacién de
otras especies de aves como la gallareta (Fulica americana) participarian en la
mantenimiento del virus. %% La deteccién de un solo PMV-1 en cercetas
silvestres migratorias en el mes de febrero, podria deberse a que se tomaron
pocas muestras del total de la poblacion.
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En este estudio no se encontré una gran variedad de subtipos ni para los
virus de influenza aviar, ni para los virus de Newcastle, pero se observaron
particularidades muy similares a otros estudios realizados en

Norteamérica,>*>3%8

en donde la prevalencia viral se encontraba siempre
mayormente en los patos de superficie, y en habitats de agua dulce, pero las
caracteristicas propias que distinguen a las Ciénegas de Lerma como son la
descarga de contaminantes, la congregacion de los animales, etc lo hacen un
sitio para posteriores estudios de monitoreo, que pudiera explicar la existencia
o0 no, de otros subtipos virales, su linaje a nivel mundial y la forma de
perpetuacion dentro de los humedales mexicanos, porque, Zannetti, et al, 2005,
sugiere que el medio ambiente y las condiciones sanitarias al igual que las

especies involucradas juegan un papel importante en la prevalencia del virus. >
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9. CONCLUSIONES.

La presencia de orthomyxovirus y paramyxovirus en La laguna de
Chiconahuapan, en el Estado de Meéxico es confirmada en este estudio

mediante el logro de aislamientos virales, siendo el primer reporte en el pais.

Por lo tanto es posible encontrar estos agentes virales en el territorio
nacional en humedales de agua dulce que presenten las mismas condiciones

que las ciénegas de Lerma.

La identificaciébn de los virus presentes en México permitird contar con
elementos para una mayor comprension de la ecologia y epidemiologia de los

agentes virales en forma natural.

10. RECOMENDACIONES.

1.- Es importante muestrear poblaciones de anatidos silvestres dentro del pais
en los humedales donde se concentren un mayor nimero de estos, ademas de
obtener un numero mayor de muestras de todas las regiones de forma

representativa del pais.

2.- Incluir pruebas moleculares para saber la relacibn que guardan

filogenéticamente las lineas presentes en el pais con el resto del mundo.

3.- Abarcar en el monitoreo a las aves charadriiformes siendo especies
reservorio como lo reportan varios autores, para corroborar o descartar la
existencia de virus y la participacion de este tipo de aves en la perpetuacion de

los orthomyxovirus y paramyxovirus dentro del pais.

4.- Comprobar si existen mas tipos de orthomyxovirus y paramyxovirus dentro

de las poblaciones de aves acuéticas.
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5.- Es necesario seguir el monitoreo y comparar los datos mediante un sistema
de vigilancia a largo plazo en las poblaciones de anatidos silvestres, junto a
sus patrones de distribucion geogréafica y modos de perpetuacion del los virus

en las poblaciones de aves
6.- Es importante también el estudio de la epizootiologia de estos virus en las

poblaciones de patos, junto con la interaccion hombre animal, para comprender

mejor la situacidon de persistencia de estos virus en los humedales de México.

33



11. Anexos
11.1. Anexo 1.
MAPA 1.

LOCALIZACION DE LA UMA latitud19.1422 y longitud 99.5021

1a. LAGUNA DE CIENEGAS DE
LERMA

“"LAGUNA DE CHICONAHUAPAN"

Fuente; Carta Topogr afica
“Tenango de Arista

INEGI E14-A4 3 Escala 1:50,000

Mapal. Localizacion de La Laguna de Chiconahuapan, Almoloya del Rio.
Estado de México.
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MAPA 2.

Mapa2. Area de la UMA que representan 357.6 hectareas
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11.2 Anexo 2.

SUBSECRETARIA DE GESTION

PARA LA PROTECCION AMBIENTAL

e etk DIRECCION GENERAL DE VIDA SILVESTRE
Y RECURSOS NATU R\ll.\ : SELR%&E:&! No. 1425,

DELEG. ALVARO OBREGON

01040-MEXICO, D. F.

OFICIO NUM. SGPADGVS! U 7 1 6 5

MEXICO, D.F., A 06 JULM

MVZ. EDGAR ARTURO CUEVAS DOMINGUEZ
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
CIRCUITO EXTERIOR SIN, C. U.,

04510, COYOACAN, MEXICO, D. F.

TEL. 2158 5852

cuevasedgar@yahoo.com.mx

Considerando que ha dado cumplimiento a los requisitos establecidos para efectuar investigacién y colecta cientifica
de flora y fauna silvestres en territorio mexicano y con fundamento en el Articulo 32 Bis fracciones I, IlI, V, XXII, XXXIX
de la Ley Organica de la Administracién Pulblica Federal; Articulos 5 fraccion XI, 79, fracciones I, 11, 11, VI y VII, 80
fraccién I, 82, 83 y 87 de la Ley General del Equilibrio Ecolégico y la Proteccion al Ambiente; Articulo 31, fraccion Vi
del Reglamento Interior de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales. Articulos 1°, 97 y 98 de la Ley
General de Vida Silvestre; Titulo Sexto, Capitulo 1, Articulo 85, fracciones I, II, lll, IV, V y VI, Capitulo il, Articulo 88,
fracciones |, Il y VI, Capitulo IV, Articulo 105, fracciones Il y Il del Reglamento de la Ley General del Equilibrio
Ecolégico y la Proteccién al Ambiente en Materia de Areas Naturales Protegidas (ANP's); las disposiciones relativas
de la Norma Oficial Mexicana NOM-126-SEMARNAT-2000, por la que se establecen las especificaciones para la
realizacion de actividades de colecta cientifica de material biolégico de especies de flora y fauna silvestres y otros
recursos biolégicos en el territorio nacional; la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2001, proteccion
ambiental-especies nativas de México de flora y fauna silvestres-categorias de riesgo y especificaciones para su
inclusion, exclusion o cambio-lista de especies en riesgo, la Direccién General de Vida Silvestre autoriza la captura,
toma de datos, toma de muestras de hisopos (cloaca y faringe), colecta de plumas primarias y liberacién inmediata del
numero de ejemplares que se consideren necesarios del grupo de aves. Las actividades se llevaran a cabo en los
Lagos de Texcoco, Guadalupe y Xochimilco pertenecientes al Valle de México. No se autorizan la colecta de
especies listadas en la NOM-059-SEMARNAT-2001, ni las actividades dentro de Areas Naturales Protegidas.
Esta autorizacion tendra una vigencia a partir de la fecha de expedicion de la presente y hasta el 30 de junio del afio
2006.

La presente se expide en apoyo a las actividades inherentes al desarrollo del proyecto “Determinacién de virus en
aves migratorias ubicadas en los humedales del Estado de México, a través de hisopos de cloaca y faringe”,
que llevard a cabo la Universidad Nacional Auténoma de México, debiendo sujetarse obligatoriamente a las
siguientes condiciones:

1. - Tomando en consideracién lo establecido por el Articulo 87 de la Ley General del Equilibrio Ecolégico y la

Proteccién al Ambiente y por el Capitulo IV, Articulo 97 de la Ley General de Vida Silvestre, el titular de la presente
debera contar con la autorizacién expresa de los legitimos propietarios de la(s) tierra(s) donde pretende desarrollar el
proyecto.

2 - Cumplir con las disposiciones Administrativas, Fiscales y de Sanidad exigibles por las autoridades competentes.

3. - En la realizacion del proyecto propuesto, se responsabilizara al titular de la investigacién de cualquier impacto
significativo que resulte sobre las poblaciones de la flora o fauna silvestres y sus habitats, por lo que debera
considerar el riesgo de perturbacién del ecosistema, antes de su ejecucién y no llevarlo a cabo si existe algin riesgo.

4. - Previo al inicio de las actividades de campo, debera enviar obligatoriamente por escrito y utilizando cualquier
medio su programa de trabajo a la Delegacién Federal de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales en
el Estado de México (Tel. 01 (722) 276 78 06, 276 7835), enviando copia del mismo a la Direccion General de Vida

1.de 2
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SUBSECRETARIA DE GESTION

PARA LA PROTECCION AMBIENTAL

DIRECCION GENERAL DE VIDA SILVESTRE
SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTI AV. REVOLUCION No. 1425,
¥ RECURSOS NATURALES co'_ TLACOPAC,
DELEG. ALVARO OBREGON
01040-MEXICO, D. F.

OFICIO NUM. SGPA/DGVS/ (’ 7 i 8 5

MEXICO, D.F., A

Silvestre. De igual manera, al término de dichas actividades lo notificara a esa Delegacitn Federaf, enviando un
reporte detallado por escrito.

5. - La totalidad del material colectado debera destinarse exclusivamente a los fines especificos del proyecto,
objeto de la presente autorizacién. Con base al Capitulo IV, articulo 98 de la Ley General de Vida Silvestre, el material
colectado sera analizados en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, donde el titular, asume la
responsabilidad de remitir a esta Direccién General, copia de la(s) constancia(s) del(os)depésito(s) debidamente
firmado(s), especificando la cantidad de ejemplares depositados.

6. - Con base al Capitulo IV, Articulo 98 de la Ley General de Vida Silvestre, el responsable debera someter a la
consideracion de la Direccion General de Vida Silvestre, en un plazo no mayor de 30 (TREINTA) dias de concluida la
vigencia de la presente, un informe que describa detalladamente las actividades realizadas, especificando el nimero
de ejemplares capturados y liberados por especie, los resultados obtenidos, la problematica del area trabajada, las
potenciales alternativas de solucion y en su oportunidad, la(s) publicacion (es) y sobretiros producto de la
investigacion.

7. - Queda estrictamente prohibido efectuar cualquier aprovechamiento de las especies de fiora y fauna silvestres,
cualesquiera que sea su estatus, excepto lo aqui autorizado, asi como realizar actividades en areas naturales protegidas
de México, sean Estatales o Federales, sin previa autorizacion.

8. - De acuerdo al Articulo 87 de la Ley General del Equilibrio Ecolégico y la Proteccién al Ambiente y al
Capitulo IV, Articulo 97 de la Ley General de Vida Silvestre, esta autorizacién no ampara el aprovechamiento
de los especimenes colectados para fines comerciales, ni de utilizacién en biotecnologia.

Se recomienda que durante sus actividades de campo, en el caso de encontrar ejemplares de especies listadas en la
Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2001, se notifique de ello (la especie, ubicacion geografica y la fecha)
a esta Direccion General, en el informe de actividades referido en la clausula nimero seis antes mencionado.

La presente autorizacion es personal e intransferible y habra de mostrarse a las Autoridades Federales, Estatales y
Municipales cuantas veces lo soliciten. Asimismo, tomando en consideracién lo establecido por el Articulo 87 de la Ley
General del Equilibrio Ecolégico y la Proteccion al Ambiente y por el Capitulo IV, Articulo 97 de la Ley General de Vida
Silvestre, el titular de la presente debera contar con la autorizacién expresa de los legitimos propietarios de la(s)
tierra(s) donde pretende desarrollar el proyecto.

El incumplimiento de las condiciones aqui establecidas, dara origen a la instauracion de un
procedimiento administrativo ante la autoridad competente, para proceder a la cancelacion de la
autorizacion y a la aplicacion de la legislacion correspondiente, segun sea el caso.

ATENTAMENTE (ERALDE
SUFRAGIO EFECTIVO. ELECCION. & %
EL DIRECTOR GENE| S Samn &

—F7 Lo 8 @

/ e

{ ° m

FELIPE RAMIREZ RUIZ DE VELASCO = SENIARINAT
Copias al reverso.../

2de2
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SUBSECRETARIA DE GESTION
PARA LA PROTECCION AMBIENTAL

= DIRECCION GENERAL DE VIDA SILVESTRE
SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTE
Y RECURSOS NATURAL :l égfﬂéggﬁ? No. 142,

DELEG. ALVARO OBREGON

01040-MEXICO, D. F.

OFICIO NUM. SGPA/IDGVS/ 0 9 8 1 3

MEXICO, D. F., A 0 Q SET. 2&15
Septiembre de 2005,

veinte afios de participacion solidaria desde los sismos del '85

MVZ. EDGAR ARTURO CUEVAS DOMINGUEZ
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
CIRCUITO EXTERIOR SIN, C. U.,
04510-COYOACAN, MEXICO, D. F.

TEL. 2158 5852

cuevasedgar@yahoo.com.mx

En alcance al Oficio NUM.SGPA/DGVS/07165 de fecha 06 de julio del afio 2005, medio por el cual se autorizo el
desarrollo del proyecto denominado “Determinacién de virus en aves migratorias ubicadas en los humedales del
Estado de México, a través de hisopos de cloaca y faringe”; al respecto, tengo a bien informarle que no existe
inconveniente en que se incluyan las Ciénegas de Lerma del Estado de México en el proyecto.

Sin embargo, debera cumplir con las disposiciones Administrativas, Fiscales y de Sanidad exigibles por las
autoridades competentes. Obligatoriamente y previo al inicio de las actividades de campo debera contactar al
C. Guillermo Ramirez Fillipini, Director Regional de a Regién Centro y Golfo (Nueva Tabachin No. 104, Col.
Tialtenango, Mpio. de Cuernavaca, Morelos, C.P. 62170, TellFax (777) 37 22 219, e-mail:
dfilipini@conanp.gob.mx), para presentar copia del proyecto de investigacién, programa de actividades, lista
de participantes y fechas en que pretenden ingresar al Area Natural Protegida; asi mismo se le asignara el
personal del ANP que lo acompafiarédn durante los trabajos de campo y debera acatar las indicaciones y
recomendaciones que le haga dicho personal.

Finalmente, le informo que este oficio debera estar acompafado invariablemente del similar arriba citado y queda
to estrictamente a las condiciones establecidas en el mismo.

ATENTAMENTE

SUFRAGIO EFECTIVO. NO REELECCION.
EN AUSENCIA DEL DIRECTOR GENERAL,
CON FORME AL ARTICULO 1
INTERIOR DE LA SEMARNAY; FIRMA | ESENTE

@ &
ARIEL ROJO CURIEL SBMARN

C.c.p. C. Francisco Giner De Los Rios .- Subsecretario de Gestién para la Proteccién Ambiental - Edificio.
C. José Bernal Stoopen - Director General de Inspeccién de Vida Silvestre, PROFEPA - Carr. Picacho Ajusco No. 200, Col. Jardines de la Montafia, Deleg.
Tialpan, C. P. 14210, México D. F.
C. Ricardo Tejeda Nichols - Delegado Federal de la SEMARNAT en el Estado de México.- Rancho San Lorenzo, Conjunto SEDAGRO, Edificio C-1, C.P.
52140, Metepec, Estado de México.
C. Guillermo Ramirez Fillipini- Director Regional de a Region Centro y Golfo (Nueva Tabachin No. 104, Col. Tl
C.P. 82170.
C. David Gutiérrez Carbonell - Director General de Manejo para la Conservacion de Areas N F i Comisién Nacional de Areas M
Protegidas.- Carr. Picacho Ajusco No. 200. 6°. Piso. Col. Jardines de la Montafia, in Tlalpan, C. P. 14210, México, D. F.
C.Fi do Sénchez C - Jefe del Dep de Analisis para el Ap hamiento de Otras Especies. Edificio.

go, Mpio. de C

R 1 (09/C2-22 )

ﬁﬁlﬁ.ﬁg P i fofici Edgar-Cuevas_aves doc esr (06/09/05)
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11.3 Anexo 3.

TOMA DE MUESTRAS

Fig. 3.1. Toma de muestra cloacal mediante hisopos

de algodon estéril.

Fig. 3.2. Toma de muestra traqueal mediante
hisopos de algoddn esteril.

Fig. 3.3. Especies de anatidos (cerceta ala azul,

4

Anas discors) producto de la actividad cinegética.
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11.4 Anexo 4

Inoculacion de embriones

Fig. 4.1. Inoculacién ruta alantoidea.®’

1. Ovoscopiar para checar viabilidad embrionaria.

2. Marcar el sitio de inoculacion.

3.Desinfectar lugar de inoculacién con solucion de yodo al 2.5%.

4. Se realiza la perforacion mediante herramientas previamente desinfectadas
del sitio marcado para inocular.

5. Usando una jeringa de insulina estéril (aguja 27GX13mm) se procede a
inocular la muestra (0.2ml de inoculo obtenido por embrién) via cavidad
alantoidea de 5 a 10 embriones. Otros cinco embriones se dejan como control.
6. Se sella con pegamento blanco el orificio de inoculacion.

7. Los embriones son incubados a 37°C por 7 dias y revisados 2 veces al dia
mediante el ovoscopio para descartar muerte embrionaria.

8. Los embriones que mueran en las primeras 24 horas son descartados, ya
que se considera muerte por traumatismo o por contaminacion.

9. Los embriones muertos después de las 24 horas post inoculacién se les
debera cosechar el liquido alantoideo. Para la prueba de hemoaglutinacién en
placa.

10. A las 48 horas post inoculacion, recolectar liquido alantoideo del 50% de
los embriones inoculados por muestra. Para la prueba de hemoaglutinacién en

placa.
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Anexo 4.1

Prueba de hemoaglutinacién en placa

Este método es una prueba estandar para probar los liquidos embrionarios
sospechosos para detectar la posible presencia de actividad hemoaglutinante

con la utilizacion de eritrocitos de pollo (Gallus gallus).

1.- Colocar en una placa de acrilico 25ul de liquido alantoideo sospechoso y
una 50ul de glébulos rojos de pollo (Gallus gallus) al 2%.

2.- Mover la placa de acrilico suavemente para que se mezclen

homogéneamente los glébulos rojos con el liquido alantoideo sospechoso.

3.- Esperar de 5 a 10 minutos

4.- Si la prueba resulta positiva a hemoaglutinacién nos indica presencia de
virus capaz de hemoaglutinar glébulos rojos, por lo cual estas muestras son
sometidas nuevamente a inoculacidn en embriones, para corroborar su
replicacion. Ademas toda prueba positiva es sometida a una prueba de

inhibicién de la hemoaglutinacion.

Si ocurre hemoaglutinacion positiva(Fig.1 y 2), la misma debera ser inhibida
con un suero hiperinmune especifico contra el virus de Newcastle, igualmente
se debera hacer control de esterilidad para comprobar que el liquido alantoideo
esta libre de bacterias. Los liquidos alantoideos que resultan negativos (Fig.3) a
la prueba de hemaglutinacion en placa, se inoculardn nuevamente en un pase
ciego en huevos embrionados pollo para corroborar que no hay virus, ademas

con un segundo pase pudiera activarse algun virus capaz de hemoaglutinar.
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Prueba de hemaglutinacion en placa, se observa la actividad hemaglutinante

2 Liquido alantoideo
negativo a hemaglutinacion
Liquidos positivos a hemaglutinacién

A toda prueba positiva a hemoaglutinacion se puede someterla nuevamente a
inoculacion en embriones, para corroborar obtener mayor cantidad de liquido

alantoideo para posteriores pruebas de laboratorio

5. El liquido alantoideo positivo a hemaglutinacion es centrifugado a 1500 X g.
por 15 minutos Yy filtrado respectivamente, y sera conservado en congelacion a

—70°C hasta su uso.

Ademas toda prueba positiva es sometida a una prueba de inhibicién de la
hemoaglutinacion. Es importante determinar si la actividad hemaglutinante
detectada en el liquido alantoideo se debe a un orthomyxovirus o

paramyxovirus.
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Anexo 4.2

Prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion en placa:

A toda prueba positiva a hemoaglutinacién se le realiza una prueba de
inhibicion de la hemoaglutinacion para enfermedad viral de Newcastle. Esta
prueba consiste en someter 2 cantidades de 0.5ml de liquido alantoideo que

haya resultado positivo a hemoaglutinacion en placa.

1.- A una de las cantidades se le agrega 0.2ul de glébulos rojos al 2% de pollo

(Gallus gallus),

2.- A la otra se le agrega .1ml de antisuero hiperinmune de la enfermedad viral
de Newcastle y se esperan 5 minutos antes de afadirle 0.2ul de glébulos rojos

al 2% de pollo (Gallus gallus).

Ambas muestras se homogenizan y se observa si el antisuero fue capaz de
inhibir la hemoaglutinacion. Si logra el antisuero inhibir esta caracteristica,
quiere decir que el virus presente capaz de hemoaglutinar corresponde al tipo

de antisuero empleado.
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11.5. ANEXO 5.

Tabla. Componentes del medio de transporte viral Dulbecco's Modified
Eagle Medium (D-MEM) (1X) liguido (alto en glucosa) usado para la

conservacion durante la transportacion de las muestras de hisopos

cloacales y trdqueales.

Componentes Peso| Concentracion Molaridad
b Molecular (mg/L) (mM)

Amino acidos

Glicina 75 30 0.400
L-Hidrocloruro de Arginina 211 84 0.398
L-Cistina 2HCI 313 63 0.201
L-Glutamina 146 584 4.00
L-Hidrocloruro de Histidina-H20 210 42 0.200
L-Isoleucina 131 105 0.802
L-Leucina 131 105 0.802
L-Hidrocloruro de lisina 183 146 0.798
L-Metionina 149 30 0.201
L-Fenilalanina 165 66 0.400
L-Serina 105 42 0.400
L-Teonina 119 95 0.798
L-Triptofano 204 16 0.0784
L-Tiroxina sal 261 104 0.398
L-Valina 117 94 0.803
Cloruro de colina 140 4 0.0286
Pantotenato de calcio 477 4 0.00839
Acido félico 441 4 0.00907
i-Inositol 180 7.2 0.0400
Niacinamida 122 4 0.0328
Hidrocloruro de piridoxina 204 4 0.0196
Riboflavina 376 0.4 0.00106
Hidrocloruro de tiamina 337 4 0.0119
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Sales Inorganicas

Cloruro de Calcio (CaCl2) 111
(anhyd.)

Nitrato ferrico(Fe(NO3)3"9H20) 404
Sulfato de Magnesio (MgSO4) 120
(anhyd.)

Cloruro de Potasio (KCI) 75
Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) 84
Cloruro de Sodio (NacCl) 58
Fosfato de Sodio monobasico 138

(NaH2PO4-H20)

200

0.1
97.67

400
3700
6400

125

1.80

0.000248
0.814

5.33
44.05
110.34
0.906

Other Components
D-Glucosa (Dextrosa) 180

Rojo Fenol 376.4
*Nota: HCI piridoxina replenplaza HCI piridoxal.

Referencia: Dulbecco, R. and Freeman, G. (1959) Virology 8:396.
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11.6 Anexo 6.

“2006, afio del Bicentenario del natalicio del Benemérito
de las Américas, Don Benito Juarez Garcia”

Direccion General de Salud Animal

Ty Comisiéon México Estados Unidos para la
G:ﬁgglé;?:l; IIE::SEAJ;%I(‘\;!E:J&LUU%L Prevencion de la Fiebre Aftosa y otras
PESCA Y ALIMENTACION : Enfermedades Exéticas de los Animales

Oficio No. B00.02.06.01. (1112771

México D.F., 4 de septiembre de 2006.

A quién corresponda

Con respecto a la solicitud: 0821000006606 ingresada al Sistema de Solicitudes
de Informacion del IFAI, del dia 14 de agosto, la cual a la letra dice: Quisiera que
me confirmaran de que el aislamiento de Lerma, Estado de México en un Anas
cyanoptera se trata de H7N2 (hemoaglutinina H7 y neuraminidasa N2).

Este reporte esta en su reporte semana. SEMANA 24 del 11 al 17 de junio de
2006 y continua en su acumulativo de la semana 31:

Le informo, que como se refiere en la solicitud en comento, los estudios
realizados al momento de la publicacion del Informe Semanal sobre
Enfermedades de Reporte Obligatorio-SEMANA 22; indicaban que se trataba
de un virus subtipo H7N2.

Sin embargo, con el propésito de tener informacion mas precisa de la
estructura genémica del virus se procedié a realizar el analisis de la
muestra con unos primers para neuraminidasa que amplificaban un
segmento de mayor niumero de pares de bases, posteriormente se llevo a
cabo la secuenciaciéon de ese segmento en el Instituto de Diagnéstico y
Referencia Epidemiolégicos, de la Secretaria de Salud y al comparar los
resultados obtenidos con los datos del Banco de Genes, se encontré que
esta secuencia tenia identidad con un virus subtipo H7N3.

Por lo que en el Reporte Obligatorio correspondiente a la SEMANA 33, se
realizé la aclaracion correspondiente.

IRECCION GENERAL DE SALUU

Sin otro particular, reciba un cordial saludo. ANIMAL

CO-ESTADOS UNIDOS
PARALA PREV DE LA FIEBRE
MVZ IGOR|RON TR ERMEDADES

EXOTICAS DE LOS ANIMALES

C.co. MVZ. Enrique Sanchez Cruz. Director de la Direccién Generate Sglud Animal. L
MVZ. Arturo C ves Cortés. Subdirector Técnico gefa CPA.

IRS/mak
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