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RESUMEN 

El influenzavirus A (IA) y el paramixovirus 1 (PMV1) infectan aves silvestres y 

domésticas. El hábitat natural para estos virus son los humedales y los principales 

reservorios son los patos, gansos y cisnes (Anseriformes). La mayoría de los humedales de 

México alojan especies de patos. Existen varios reportes en Norteamérica de aislamientos y 

serología en este tipo de aves bajo estas condiciones, pero ninguna en áreas cercanas al 

trópico. La biodiversidad de estos virus en humedales mexicanos se desconoce. Este trabajo 

buscó la presencia de los PMV1 e IA en un humedal del centro del país, que constituye 

parte de la ruta central de migración y sitio de estancia de anátidos silvestres en la 

temporada otoño-invierno. En un humedal del Estado de México se introdujo un grupo de 

patos como centinelas en el periodo de septiembre de 2007 hasta marzo de 2008, época de 

estancia de las aves migratorias. Cada veintiún días se realizaron observaciones de las 

especies y sus densidades en el humedal, se realizó un examen médico general de las aves 

centinelas y se colectaron hisopos traqueales y cloacales, así como muestras de agua de 

diferentes áreas del humedal para aislamiento viral. También se colectó sangre de cada 

individuo para determinar títulos séricos. La presencia e identificación viral se realizó por 

medio RT-PCR. El IA y el PMV1 fueron aislados en los meses de mayor densidad aviar, 

comprobando que estos agentes circulan con mayor facilidad en comunidades altamente 

pobladas. Los títulos serológicos se incrementaron de acuerdo a la circulación del virus en 

los patos, teniendo una respuesta más rápida y elevada en re-exposiciones. Este es el primer 

estudio realizado en un humedal cercano al trópico que evidencía la presencia del IA y 

PMV1, y el primer reporte de IA y PMV1 realizado en un ambiente silvestre en México. 

 

Palabras clave: Influenzavirus A, paramixovirus 1, anseriformes, patos centinelas, humedal, 

títulos séricos. 

 

 



ABSTRACT 

Influenzavirus A (IA) and paramixovirus 1 (PMV1) infect wild and domestic birds. The 

natural habitat for IA and PMV1 are wetlands and the main reservoirs are ducks, geese and 

swans (Anseriformes). Most of wetlands in Mexico lodge duck species. There are several 

AI and PMV1 reports of isolations and serology of Anseriformes in wetlands of North 

America but none in near tropic areas. The biodiversity of AI and PMV1 in Mexican 

wetlands is unknown. This study searches the presence of AI and PMV1 in a wetland of 

central Mexico, that constitute part of the migratory central route and station of wild anatid 

species in the fall-winter season. In a wetland of Estado de Mexico a group of sentinel 

ducks was introduced during the migratory season, from September 2007 to march 2008. 

Every twenty one days observations of species and its densities were made; a clinic exam 

of sentinel ducks was performed; tracheal and cloacal swabs and water samples were 

collected for virus isolation. Also blood samples of sentinel ducks were taken for serology 

evaluation of antibody titers. The presence and identification of virus were determined by 

RT-PCR. AI and PMV1 were isolated in the period of higher avian density, probing that 

these virus circulate easier in environments with high densities of species. The serological 

titers were incremented according to the virus circulation in ducks, showing a faster and 

higher immunological response to virus re-exposition. This is the first study performed in a 

near tropic wetland that evidence the presence of AI and PMV1, and the first report of AI 

and PMV1 made in wild environment in Mexico. 

 

Key words: Influenzavirus A, paramixovirus 1, Anseriformes, sentinel ducks, wetland, 

serological titers. 
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INTRODUCCIÓN 

   Existen en la actualidad 2 virus de importancia responsables de enfermedades 

respiratorias en aves, el influenzavirus A y el paramixovirus 1 (enfermedad de Newcastle). 

Ambos provocan severos daños económicos en la industria avícola y se encuentran 

infectando a un amplio número de especies aviares en la naturaleza. Estos agentes 

comparten características físico-químicas que, en algunos casos, les confieren la capacidad 

de ser patógenos (Saif 2003). 

CARACTERÍSTICAS FÍSICO QUÍMICAS DEL INFLUENZAVIRUS A Y PARAMIXOVIRUS 1. 

   El virus causante de la influenza aviar pertenece a la Familia Orthomyxoviridae, Género 

Influenzavirus A. Tiene un diámetro de 80 a 120 nm, ARN de cadena sencilla de sentido 

negativo segmentado en 8 fracciones codificantes cubierto por una cápside, de simetría 

helicoidal, envuelto en una capa fosfolipídica y contiene glucuproteínas que se proyectan 

desde la envoltura y poseen actividad hemoaglutinante y de neuraminidasa. El 

influenzavirus A se divide en subtipos de acuerdo con la antigenicidad de sus 

hemoaglutininas (H) y neuraminidasas (N) (Knipe et al., 2001). Hasta la fecha se han 

distinguido 16  H (H1-H16) y 9 N (N1-N9). Este virus provoca pérdidas considerables en la 

avicultura debido a la mortalidad, disminución en los parámetros productivos y el comercio 

de aves afectadas, siendo las variantes de alta y moderada virulencia las involucradas en 

estos casos (Saif 2003; Ritchie 1994). 

   Por otro lado, el paramixovirus 1 (virus de Newcastle), pertenece a la Familia 

Paramyxoviridae, Subfamilia Paramyxovirinae, Género Avulavirus, serogrupo 

Paramixovirus aviar 1 (PMV1). Es un virus envuelto con ARN no segmentado de cadena 

sencilla, negativa, helicoidal y cápside simétrica, de forma esférica a pleomórfica. Los 

viriones tienen un diámetro de 100 a 500 nm, su superficie está cubierta con proyecciones 

con acción hemoaglutinante y de neuraminidasa. Este virus provoca las pérdidas más 

grandes en la avicultura mundial (Knipe et al., 2001; ICTV 2009; Saif 2003). 
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MECANISMOS DE PATOGENICIDAD 

      La capacidad infectante de estos dos agentes, se debe a la presencia de hemoaglutininas 

y neuraminidasas en la superficie de su envoltura lipídica. 

Las hemaglutininas poseen tres funciones conocidas: 

1. Se unen a los receptores de la superficie celular que poseen ácido siálico 

permitiendo la adhesión del virión a la célula. 

2. Son responsables de la penetración del virus al citoplasma celular mediante la 

fusión de la membrana con la partícula viral formando una membrana endosomal, la 

consecuencia es la liberación de la nucleocápside viral dentro del citoplasma (en el 

virus de influenza aviar). 

3. Son antígenos del virus contra los cuales se producen los anticuerpos neutralizantes. 

   La neuraminidasa permite la liberación de nuevas partículas virales, al remover el ácido 

siálico presente en los receptores de la membrana celular, a los cuales se encuentra 

adherido el virión. Esta proteína posee importancia inmunológica y diagnóstica al actuar 

como determinante antigénico. 

   El paramixovirus 1 posee una proteína de fusión denominada F. La cual media la 

penetración viral mediante la fusión entre la envoltura del virión y la membrana plasmática 

de la célula huésped. Este evento ocurre en un pH neutral. Como consecuencia de este 

proceso la nucleocápside es liberada al citoplasma. 

   Las glucoproteínas de superficie (H y N) de los virus de influenza aviar exhiben una gran 

variabilidad en su secuencia de aminoácidos debido a dos procesos. En el primero,  los 

virus pueden recombinarse in vivo entre miembros de un tipo homotípico, dando como 

resultado la aparición de un nuevo subtipo de virus que contiene una H o una N distinta. El 

segundo se debe a cambios puntuales en la secuencia de aminoácidos, debidos a mutaciones 

puntuales que provoca la retrotranscriptasa viral. 
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   Por estas características, los influenzavirus A y paramixovirus 1 tienen una amplia 

variedad de huéspedes susceptibles y reservorios, incluyendo a las aves y varias especies de 

mamíferos, incluyendo al humano (Knipe et al., 2001). 

LAS AVES COMO RESERVORIOS Y LA ECOLOGÍA DE INFLUENZAVIRUS A Y PARAMIXOVIRUS 1 

   El influenzavirus A y el paramixovirus 1 infectan a una amplia variedad de especies 

aviares que ocupan hábitats acuáticos, especialmente a las aves silvestres de los Géneros 

Anseriformes, Ciconiiformes y Pelecaniformes (Jonassen y Handeland 2007; Pasick et al., 

2007; Dalessi 2007; Wan et al., 2004; Glaser et al., 1999). 

   Las aves del Orden Anseriformes, representado por los patos, gansos y cisnes, son 

reservorios de ambos virus, y para el caso del influenzavirus A son los principales 

reservorios (Brown et al., 2007; Hanson et al., 2002). Estas aves están ampliamente 

distribuidas en el mundo. Cerca del 25% al 30% de los anátidos en el hemisferio Norte 

portan el virus de influenza (Ritchie et al., 1994). El virus se ha aislado de 20 de las 42 

especies de patos, gansos y cisnes nativos de Norteamérica (Stalknecht et al., 1990 y 1997). 

En estas especies la infección es generalmente asintomática, pero pueden presentar cuadros 

de depresión severa, signos nerviosos y mortalidad, sobre todo en aves jóvenes y algunas 

especies susceptibles (Brown, et al., 2006; Pantin-Jackwood y Swayne 2007). 

   La infección con paramixovirus 1 e influenzavirus A tiene lugar en tracto respiratorio 

superior y tracto intestinal, eliminando grandes concentraciones de viriones vía  aerosoles y 

heces que contaminan el aire y el agua, siendo la ruta de transmisión principal en ambientes 

acuáticos de tipo fecal-oral por medio del agua contaminada (Brown et al., 2007; De Marco 

et al., 2003). Para el caso de Anseriformes este tipo de transmisión aplica en su totalidad 

pues estas aves obtienen su alimento vadeando con el pico el agua y el fondo en busca de 

insectos, larvas, gusanos, raíces y algunos tubérculos y semillas. Con base en los estudios 

de Brown et al., (2008), los virus pueden persistir viables en el agua por periodos de 2 hasta 

6 meses en condiciones de laboratorio, dependiendo de la temperatura y la salinidad, que 

tienen un efecto inverso y adverso sobre la persistencia del virus. Con lo anterior, deduce 
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que en las aves acuáticas el virus siempre estará dispersándose de manera constante en 

ambientes acuáticos por periodos prolongados. 

   En México existen varios ambientes acuáticos, en los que habitan especies de 

Anseriformes. Uno de estos ambientes es la cuenca del Lerma, constituido por un grupo de 

cuerpos de agua a los que cada año arriban en densidades elevadas alrededor de 12 especies 

de anátidos migratorios, que son la cerceta ala azul (Anas discors), cerceta ala verde (Anas 

crecca), cerceta canela (Anas cyanoptera), el pato cucharón norteño (Anas clypeata), el 

pato golondrino (Anas acuta), el pato friso (Anas strepera), el pato texano (Anas fulvigula), 

pato chalcuán (Anas americana), el pijije canelo (Dendrocygna bicolor), el pato boludo 

menor (Aythya affinis), pato coacoxtle (Aythya valisineria) y el pato enmascarado 

(Nomonyx dominicus) (Vázquez-Rivera 2004). Se han aislado influenzavirus A de algunas 

de estas especies de patos migratorios en Canadá y E.U.A. Cabe mencionar que existen 

especies endémicas como el pato mexicano (Anas diazi) del cual se desconoce su papel 

como reservorio y huésped del influenzavirus A. 

   Alrededor de estos cuerpos de agua encontramos poblaciones humanas que poseen 

animales domésticos, como cerdos, ovinos, algunos bovinos, equinos y en su mayoría aves 

como gallinas y pavos principalmente y con menor frecuencia patos. Estos asentamientos 

humanos se encuentran en estrecho contacto con los humedales, y en muchos casos el agua 

de estos ambientes es empleada para actividades agrícolas y pecuarias. 

   Dadas las características mencionadas, estos escenarios ofrecen un ambiente ideal para la 

preservación, replicación y propagación del influenzavirus A y el paramixovirus 1. En 

México no se tiene registro de los influenzavirus A y paramixovirus 1 asociados a estos 

ambientes y a las especies que infectan. 

HIPÓTESIS 

   Las características del humedal del Estado de México permiten la presencia de 

influenzavirus A y paramixovirus 1 aviares similares a los reportados en Estados Unidos y 

Canadá. 
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   Los influenzavirus A y paramixovirus 1aislados de los patos domésticos y del agua son 

los mismos. 

OBJETIVO GENERAL 

   Determinar la presencia de influezavirus A y paramixovirus 1 aviares presentes en un 

humedal del Estado de México a partir de patos domésticos centinelas y el agua del hábitat. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Aislar por medio de embrión de pollo libre de patógenos específicos los influezavirus A y 

paramixovirus 1 presentes en hisopos de tráquea y cloaca de los patos. 

Aislar por medio de embrión de pollo libre de patógenos específicos los influezavirus A y 

paramixovirus 1 aviares presentes en agua de las regiones de tule, pastos, lirio, claros y 

orilla del bordo, a partir de muestras tomadas con hisopos. 

Determinar si el agua asociada a ciertas regiones específicas del bordo posee características 

que favorecen la concentración y conservación de influezavirus A y paramixovirus 1. 

Registrar las condiciones de salud de los patos a muestrear en cada etapa del muestreo. 

Determinar si los virus presentes pertenecen a los influenzavirus A o  paramyxovirus 1 a  

través de RT-PCR. 
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REVISIÓN DE LITERATURA 

   En varios estudios y reportes realizados se ha encontrado que las especies de  aves en las 

que más aislamientos de influenzavirus A se realizan son patos silvestres. El paramixovirus 

1 también ha sido frecuentemente aislado de estas especies, aunque existe menos 

información de este agente en estos animales. En algunas de estas especies se han realizado 

aislamientos o seroconversiones de influenzavirus A y paramixovirus 1. 

   Stalknecht (1990) aisló 28 cepas del virus de influenza aviar a partir de 605 A. discors 

(prevalencia 3.1%), 75 Dendrocygna guttata (prevalencia 2%), 375 A. strepera y 334 A. 

crecca (prevalencia 0.4%) encontrando 9 hemoaglutininas y 9 neuraminidasas, en un 

estudio realizado en Louisiana, E.U. Pasick et al., (2005) aisló virus H5N2 y H5N9 de 704 

patos silvestres en Columbia Británica, el primero fue encontrado en una explotación de 

patos domésticos a 120 Km. de su origen. 

   También se han reportado aislamientos y casos de brotes de influenza aviar en aves, 

principalmente patos migratorios infectados y portadores del virus, en varias entidades de 

China, y países del Norte de Europa (Fouchier et al., 2003; Fereidouni et al., 2005; Liu et 

al., 2005; Normile 2006; Feare 2007; Pasick et al., 2007; Dalessi et al., 2007; Jonassen y 

Handalend 2007). 

      Un factor importante para que los virus sean mantenidos en un ambiente acuático 

determinado es una alta población de especies susceptibles. Estos escenarios se dan durante 

la temporada de migración de varias especies aviares hacía el sur, cuando muchos 

individuos de diferentes especies se congregan en los humedales a lo largo de las rutas 

migratorias, conviviendo en estrecho contacto. Estos individuos servirán como huéspedes 

donde los virus se replicarán y eliminarán en grandes cantidades al agua donde conviven y 

se alimentan una gran cantidad de aves. De esta manera el ciclo de infección persistirá 

(Slemons et al., 2003).  

   Hubálek (2004) menciona que todos los subtipos antigénicos (H1-H15 y N1-N9) son 

perpetuados en aves acuáticas migratorias, sobre todo en patos y gansos, dónde el índice de 
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aislamiento va desde 0.3% hasta 30%. Para el caso del virus de Newcastle (VEN) menciona 

que las aves afectadas pueden transportarlo largas distancias, ya que los huéspedes 

recuperados y los portadores eliminan el agente por periodos prolongados. El 

paramixovirus 1 se ha encontrado en anseriformes y pelecaniformes causando afecciones 

manifestadas por comportamientos aberrantes, signos nerviosos y muerte (Wan et al., 2004; 

Glaser, et al., 1999). 

JUSTIFICACIÓN 

    En nuestro país existen varios humedales que albergan varias especies de Anseriformes, 

principalmente patos, y cada año arriban a estos lugares varias especies migratorias, 

estableciendo un ecosistema ideal para la presencia del influenzavirus A y el paramixovirus 

1.  

   En México el único reporte de influenzavirus A existente es el aislamiento de un subtipo 

H7N3 a partir de un ejemplar de cerceta canela durante un estudio realizado en aves 

migratorias en el estado de México en el 2006. En este estudio se colectaron hisopos 

traqueales y cloacales de cadáveres de varias especies de patos migratorios, durante la 

época de actividad cinegética que se realiza cada invierno (noviembre-febrero) cuando las 

aves migratorias arriban y permanecen en los humedales nacionales. 

   En nuestro país se desconoce la situación de estos virus en este tipo de ambiente, durante 

qué época y en qué especies de aves acuáticas se presentan. Además de las especies de 

anátidos  migratorias, existen residentes que podemos encontrar todo el año en los 

humedales, como el pato tepalcate (Oxyura jamaicensis) y el pato mexicano (Anas diazi), 

que posiblemente sean hospedadores para los virus, y contribuyan a su preservación en 

estos ambientes. Los datos y estudios de la presencia de agentes infecciosos en especies 

residentes  son inexistentes. 

   El presente estudio buscó los subtipos de influenzavirus A y paramixovirus 1 que residen 

en forma natural en los humedales del Estado de México, empleando patos domésticos 

(Anas platyrhynchos domesticus) como método de captación (centinelas) para detectar la 
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presencia de virus en el ambiente. Tomando como área de estudio un humedal artificial que 

es hábitat de las especies de aves migratorias ya mencionadas. Este humedal comparte la 

avifauna de las ciénagas del Lerma, como son cercetas, patos, íbices, garzas, grullas y 

gallaretas entre otros. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Área de estudio. El estudio se realizó en el bordo “las Maravillas”, un humedal artificial 

localizado dentro de la región de la cuenca del Lerma, en el Estado de México (Figura 1). 

Posee un clima templado subhúmedo con lluvias en verano (junio-agosto), con una 

precipitación media anual de 800 a 1200 mm, y una temperatura media anual de 12 a 16 ºC. 

En él encontramos las especies Anas diazi y Oxyura jamaicensis que son residentes, y 

durante el periodo comprendido entre los meses de octubre-marzo a las especies Anas 

discors, Anas crecca, Anas cyanoptera, Anas acuta, Anas clypeata, Anas americana, Anas 

strepera y Anas fulvigula, que son migratorias (Vázquez-Rivera 2004). 

Animales centinelas. Se obtuvieron 11 patos (A. platyrynchus) de un año de edad libres de 

influenza aviar, Newcastle y salmonelosis. Los patos se identificaron por medio de 

brazaletes de plástico numerados que se colocaron en el tarso izquierdo de cada pato. Se 

formaron cuatro grupos. Tres grupos de tres patos y un grupo de dos para la toma de 

muestras de hisopos traqueales y cloacales. Los animales fueron mantenidos en una unidad 

de aislamiento proporcionándoles agua y comida. Las aves fueron evaluadas en forma 

previa a su liberación, realizándoles un examen médico general registrando peso y 

condición corporal de cada individuo y colectando muestras de sangre para determinar los 

títulos serológicos contra influenzavirus A (IA) y paramixovirus 1 (PMV1). Los patos 

fueron liberados en el área de estudio en el mes de septiembre del 2007 en un corral de 445 

m
2
, localizado en el claro central del humedal donde se congregaban las mayores 

densidades de aves. Las aves fueron liberadas en buenas condiciones de salud con una 

buena condición corporal (2 y 3 de 5 de calificación basada en la masa de los músculos 

pectorales), con pesos de 1550 hasta los 2100 gramos y desprovistos de títulos de 

anticuerpo contra influenzavirus A y paramixovirus 1. Cuatro patos murieron durante el 

estudio en los meses de noviembre-enero debido a las condiciones ambientales adversas, 

como lo confirmó la necropsia de cada pato. 
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Figura 1. Ubicación geográfica del área de estudio. Como se puede apreciar, el bordo “Las 

Maravillas” (      Área de estudio) se encuentra ubicado en el Estado de México dentro de la 

región de la cuenca del Lerma-Chapala [       ]. Fuente Google earth. 
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Diseño muestral 

   Posterior a la introducción de los patos en el humedal las aves se mantuvieron en el bordo 

desde septiembre, antes de la llegada de las especies migratorias, hasta marzo al término de 

la migración, permaneciendo en contacto con el agua y las aves que habitaban y se 

congregaban en el bordo. Semanalmente se realizó identificación de especies y sus 

densidades en el humedal de forma observacional. 

   Cada 21 días se colectaron muestras de: 

Patos centinelas: se colectaron muestras de hisopos traqueales y cloacales de los 

patos centinelas preservándolas en medio de transporte comercial para virus UTM-

RT de industrias COPAN conteniendo solución balanceada de sal de Hank 

suplementada con albúmina sérica bovina, cysteina, gelatina, sucrosa, ácido 

glutámico, vancomicina, anfotercina B, colistina y rojo fenol como indicador de 

pH (Copan Italia, Brescia). Las muestras traqueales y las muestras cloacales se 

guardaron por grupo de patos en tubos separados.  

Agua: Se colectaron muestras e hisopos de agua de las regiones de tule, pastos, 

claros y orilla del humedal preservándolas en medio de transporte comercial 

UTM-RT (COPAN). Las regiones fueron 1) agua de las isletas de tule, donde se 

tomaron muestras del interior (AZIT), de la orilla de la isleta de tule (AOZT) y a 

tres metros del manchón de tule (AZT3m); 2) de la región de pastizal del bordo 

(AZP), donde descansaba una gran cantidad de aves; 3) agua del claro central del 

bordo (ACC) donde se congregaba la mayor cantidad de aves; 4) agua del cerco de 

los patos centinelas (AZTP), localizado a la orilla del claro central. 

Muestras de sangre. Se colectaron muestras de sangre de los patos en jeringas de 3 ml sin 

anticoagulante para la obtención de sueros. Estos fueron empleados para la determinación 

de títulos serológicos contra influenzavirus A y paramixovirus 1. 
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   Todas las muestras fueron transportadas al laboratorio de Patología Aviar del 

Departamento de Producción Animal: Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia de la UNAM para ser almacenadas en refrigeración y trabajarlas al día siguiente. 

   En cada muestreo se realizó un examen  médico general a cada pato centinela registrando 

su peso y condición corporal. 

   Se realizaron dos muestreos emergentes, debido a los resultados de los aislamientos en 

embrión de pollo con las muestras de patos de noviembre y de agua de febrero. Estos 

muestreos se realizaron una semana después del muestreo original.  En la figura 2 se 

muestra esquemáticamente las actividades realizadas en el bordo, basadas en la estancia de 

las aves migratorias en el área de estudio. 

Aislamiento viral. Los viales con los hisopos fueron homogenizados en vortex por 30 

segundos para desprender los viriones. Posteriormente se retiraron los hisopos y se 

centrifugaron los tubos a 150 x g (1500 rpm) por 15 minutos. Se recolectó el sobrenadante 

con jeringas de 5ml. para ser filtrado con membranas durapore de 0.45 µm (Millipore) a 

pequeños frascos viales de vidrio. A estos se les añadió 0.2 ml. de antibiótico-antimicótico 

conteniendo penicilina G sódica 10 000 UI/ml, estreptomicina 10 000 µg/ml y anfotericina 

B 25 mg/ml (GIBCO, Invitrogen corp.). Por cada muestra se inocularon 3 embriones 

ALPES I (embriones de pollo libres de patógenos específicos ALPES I de 9 a 11 días de 

edad de industrias ALPES 7 Norte 416, Tehuacan Puebla, CP 75700, México) vía cavidad 

alantoidea con 0.2ml. Para el grupo control se inocularon 3 embriones con medio de 

transporte (COPAN). Los embriones se incubaron a 37.7°C y 55% de humedad relativa 

(incubadora Jamesway o River Hatchery Systems) y se ovoscopiaron diariamente para 

detectar mortalidad en las  primeras 72 hrs. Los embriones muertos en las primeras 24 hrs. 

posteriores a la inoculación fueron eliminados. Se recolectó líquido alantoideo de 

embriones muertos a partir de las 48 hrs. y vivos hasta las 72hrs. postinoculación para 

realizar la prueba de hemoaglutinación (HA) y un pase inoculando 0.2 ml de líquido 

alantoideo vía cavidad alantoidea en embriones de 10 días de edad. El procedimiento a 

seguir con estos embriones fue el mismo que para los anteriores. Las muestras positivas a
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Preliberación Septiembre Octubre Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Diseño muestral y actividades realizadas en el humedal durante el periodo de estudio. Se liberó un grupo de 

patos domésticos de la raza Pekín al principio del mes de septiembre [     ] en el bordo. Cada 21 días se realizó un examen 

médico general y se colectaron muestras de hisopos cloacales, traqueales y muestras de sangre de los patos, así como 

muestras de agua [    ]. Cada semana se evaluó de manera cualitativa mediante observación las especies de aves presentes 

en el bordo y sus densidades. El estudio comprendió desde antes de la llegada de las especies migratorias (     ), el periodo 

de estancia de las aves  migratorias (     ), incluyendo los dos meses de mayor riqueza de especies (    ), hasta el final de la 

migración, cuando todas las especies migratorias retornan a su territorio de reproducción, y sólo quedan aves residentes en 

el humedal. 
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HA fueron sometidas a la prueba de inhibición de la hemoaglutinación para PMV1 e IA y 

RT-PCR para determinar el tipo o cepa de influenzavirus A o paramixovirus 1. 

Prueba de Hemoaglutinación (HA). En una placa de acrílico se colocó una gota (0.05 a 

0.1 ml) del líquido alantoideo de cada embrión inoculado para aislamiento. Se agregó una 

gota (0.05 a 0.1 ml) de eritrocitos de pollo lavados con PBS 1x, a una concentración de 2 

%. Homogenizando la mezcla con movimientos giratorios suaves, se observó en unos 

minutos la hemoaglutinación (NOM-044-ZOO-1995; Saif 2003). Las muestras que 

resultaron positivas a la hemoaglutinación fueron sometidas a la prueba RT-PCR para 

identificar el gen M de influenzavirus A y el gen M del paramixovirus 1. 

Serología. Las muestras sanguíneas sin anticoagulante obtenidas se dejaron reposar por 24 

horas a temperatura ambiente para obtener la mayor cantidad de suero. Estos se vertieron 

en una placa de 96 pozos de fondo plano para facilitar su manejo. Con antígeno preparado 

conteniendo 4 unidades hemoaglutinantes para IA y 8 unidades para ENC, en una placa de 

96 pozos, se colocaron 50 µl utilizando una fila por cada suero desafiado. Se emplearon 

placas de fondo “U” para paramixovirus 1 y fondo “V” para IA. Se agregaron 50 µl de 

suero en la primera columna, y se realizaron diluciones dobles trasfiriendo 50µl al pozo 

siguiente, homogenizando por pipeteo cada dilución por lo menos 7 veces. En el último 

pozo se eliminaron los 50 µl restantes. Se dejó incubar la mezcla por 30 minutos. Se 

agregaron 50 µl de eritrocitos de pollo lavados a una concentración de 1 % para IA y 0.7 % 

para paramixovirus 1. La mezcla incubó por 30 minutos y posteriormente se realizó la 

lectura, tomando como resultado la última dilución que haya presentado sedimentación 

completa de glóbulos rojos. 

   Con los títulos serológicos de cada muestreo se obtuvo la media geométrica (MGT) y un 

intervalo de confianza (IC) de 99% (0.01) 

Notificación de resultados a SAGARPA 

   Los líquidos alantoideos positivos a la prueba de HA fueron remitidos al laboratorio de 

CPA (Comisión México-U.S. para la prevención de la fiebre aftosa y otras enfermedades 
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exóticas de los animales) acatando lo establecido por legislación en sus normas oficiales 

mexicanas NOM-044-ZOO-1995-Campaña Nacional contra la influenza aviar y NOM-013-

ZOO-1994-Campaña nacional contra la enfermedad de Newcastle velogénico 

(paramixovirus 1). Los resultados de serología de los patos centinelas obtenidos durante el 

periodo de estudio fueron reportados al SIVER (sistema de vigilancia epidemiológica en 

vida silvestre) de SENASICA (Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad 

Agroalimentaria). 

RT-PCR 

Extracción. Para la extracción del ARN viral se utilizó el paquete de columnas para ácidos 

nucleicos virales de invitrogen (PureLInk RNA-DNA viral kit, Invitrogen Corporation, 

Carlsbad, CA 92008 USA) siguiendo el manual de instrucciones del producto. 

Iniciadores. Para el diseño de los iniciadores empleados en este estudio se utilizaron 

secuencias de ARN genómico del gen matriz (M) y del gen de la hemaglutinina (HA) 

subtipos 5 y 7 del virus de influenza obtenidas del GENBANK 

(http//www.ncbi.nlm.nih.gov) con las cuales se realizó un alineamiento múltiple con la 

herramienta CLUSTAL W disponible en la red 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Con los resultados del alineamiento 

múltiple se evidenciaron las regiones de identidad sobre las que se diseñaron las secuencias 

de los iniciadores. En el cuadro 1 se enlistan los iniciadores empleados, secuencias, fuente 

u origen y tamaño del fragmento amplificado. 

   Para el diagnóstico del paramixovirus 1 y el gen HA subtipo 5 del virus de influenza A en 

muestras se emplearon iniciadores obtenidos de los Protocolos de Pruebas de Laboratorio 

de los Servicios Veterinarios Nacionales (National Veterinaries Services Laboratories 

Testing Protocol NVSLTP of USDA, Ames, IA 50010, USA). 

   A todos los iniciadores se les realizó una rigurosa serie de análisis, evaluando la 

formación de horquillas, homodímeros y heterodímeros mediante la herramienta 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
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oligoanalyzer 3.1 disponible en la red por el Integrated DNA Technologies 

(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/). 

Reacción de RT-PCR. Las muestras positivas a la prueba de hemoaglutinación se 

sometieron a dos RT-PCR para determinar el virus o los virus aislados. Estas reacciones 

amplificaron el gen M del influenzavirus A y el gen M del paramixovirus 1. 

   Las muestras positivas a la identificación del gen M de IA por RT-PCR fueron sometidas 

a una segunda reacción para identificar el subtipo de la hemoaglutinina (H) involucrada. 

Para esto se emplearon iniciadores que amplificaran los subtipos H5 y H7. 

   Se empleo una última reacción de RT-PCR para amplificar la mayor parte del gen HA 

para su secuenciación. Con la secuencia del gen HA obtenida se realizaron los análisis 

correspondientes para la identificación del probable linaje del virus. 

   Para llevar a cabo las reacciones de RT-PCR se empleó el equipo “One step RT-PCR” de 

Qiagen. Los productos de las reacciones fueron revelados en geles de agarosa al 2%. 

   Todos estos procedimientos antes descritos fueron realizados en un Gabinete de seguridad 

Biológica clase II de la marca NUAIRE tipo A/B3 o en un gabinete de PCR. 
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Cuadro 1. Iniciadores empleados en el estudio 

Secuencia de Iniciadores Gen de identidad 
Tamaño del 

producto (pb) 
Fuente/Diseño 

SECUENCIAS DE INICIADORES EMPLEADOS EN EL DIAGNÓSTICO DE INFLUENZAVIRUS A Y PARAMIXOVIRUS 1 

AGT GAT GTG CTC GGA CCT TC 
M de Paramixovirus 1 120 pb 

National Veterinaries Services 

Laboratories Testing Protocol CCT GAG GAG AGG CAT TTG CTA 

GAG TCT TCT AAC CGA GGT CG 
M de Influenzavirus A 741 pb 

Diseñado mediante alineamiento 

múltiple de 71 secuencias del gen GGA TCA CTT GAA TCG CTG C 

ACG TAT GAC TAT CCA CAA TAC TCA 
H5 de Influenzavirus A 161 pb 

National Veterinaries Services 

Laboratories Testing Protocol AGA CCA GCT ACC ATG ATT GC 

CAT TCA TAG CCC CTG ACA G 
H7 de Influenzavirus A 390 pb 

Diseñado mediante alineamiento 

múltiple de 35 secuencias del gen CCT GTG ATC TGA TCT ATT GC 

SECUENCIAS DE INICIADORES EMPLEADOS PARA SECUENCIACIÓN 

GAC GGT CAC ACA TGC TCA 
H5 de Influenzavirus A 949 pb 

Diseñado mediante alineamiento 

múltiple de 40 secuencias del gen GCC ATC CTC CTT CTA TGA ATC C 

CAC CAT GCT GTG GCA AAT G 
H7 de Influenzavirus A 1387 pb 

Diseñado mediante alineamiento 

múltiple de 37 secuencias del gen GTG TTG TTC CTT ATG CTC TCC A 
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RESULTADOS 

OBSERVACION DE AVES 

   Las aves migratorias comenzaron a arribar al bordo a mediados del mes de octubre, 

cuando los primeros grupos de cercetas ala verde y ala azul se avistaron. A partir de esta 

fecha el número de aves y especies fue en aumento. Los meses de noviembre, diciembre, 

enero y principios de febrero fueron la época de mayor riqueza en el humedal, encontrando 

9 especies (Figuras 3 y 4). Posteriormente el número de aves fue disminuyendo 

rápidamente. Al comenzar el mes de marzo sólo quedaban las aves residentes (A. diazi, O. 

jamaicensis y escasas cercetas A. discors y A. crecca). 

AISLAMIENTOS 

   El primer aislamiento viral se realizó en el mes de noviembre del 2007. En este muestreo 

los hisopos traqueales y cloacales del grupo 1 así como los cloacales de los grupos 2 y 4 

fueron positivos al aislamiento. Al realizar el pase en embrión de pollo de 10 días, los 

líquidos alantoideos de las muestras de tráquea y cloaca de los grupos 1 y 2, los de tráquea 

del grupo 3 y los de cloaca del grupo 4 fueron positivos. En el muestreo emergente 

realizado una semana después, el resultado fue positivo en las muestras de tráquea y cloaca 

del grupo 1 y las de cloaca del grupo 3, tanto al aislamiento como en el pase. 

   El tercer aislamiento en los patos fue realizado en enero. Las muestras cloacales del grupo 

3 fueron positivas al aislamiento, pero al realizar el pase los líquidos alantoideos de los 

grupos 1, 3 y 4 provenientes de cloaca fueron positivos (Cuadro 2 y Figura 11). 

   En el agua los aislamientos se realizaron a finales de enero, el día 27, cuando una muestra 

de agua asociada al tule del claro central del humedal fue positiva en el pase. El segundo 

aislamiento en agua fue realizado el día 3 de febrero, en un muestreo emergente de agua. El 

aislamiento se hizo a partir del agua del claro central del humedal, y fue positivo tanto en el 

asilamiento como al pase. 
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Figura 3. Área de estudio mostrando la riqueza de especies aviares existentes durante el mes de diciembre 2007. En 

la imagen se observa el gran número de aves de las especies A. diazi, A. discors, A. crecca, A. cyanoptera, A. acuta, 

A. clypeata, A. americana, A. strepera y A. fulvigula congregadas en el claro central del humedal, lugar donde 

permaneció el grupo de patos centinelas. 

Fotografía tomada por Gary García Espinosa 
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 Figura 4. Patos centinelas en estrecho contacto con las aves silvestres en el bordo “Las Maravillas”. La imagen fue 

tomada en el mes de diciembre de 2007, época de mayor riqueza de especies aviares acuáticas. 

Fotografía tomada por Gary García Espinosa 
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Cuadro 2. Resultados del aislamiento viral y su pase en embrión de pollo a partir de las muestras obtenidas de los grupos de patos y agua 

Gpo. de 

patos 23/09/07 14/10/07 4/11/07 

Em 

11/11/07 25/11/07 16/12/07 6/01/08 27/01/08 

Em agua 

5/02/08 17/02/08 9/03/08 27/03/08 

1   
T 
C 

T 
C 

    NA    

2   
 

C 
         

3    
 

C 
  

 
C 

 NA    

4   
 

C 
     NA    

AGUA         ACC    

Pase del aislamiento a las 72 hrs. en embrión de pollo de 10 días de edad. 

1   
T 
C 

T 
C 

  
 

C 
     

2   
T 

C 
         

3   
T 

 

 

C 
  

 

C 
     

4   
 

C 
   

 
C 

     

AGUA        AZTP ACC    

 
T: muestra traqueal.  NA: muestras no recolectadas en esa fecha.  AZTP: muestra de agua del claro de los patos centinelas. 

C: muestra cloacal.  ACC: muestra de agua del claro central. 
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SEROLOGÍA 

  Influenzavirus A. En septiembre, cinco de los patos presentaron títulos de anticuerpos 

que fueron desde 0 hasta 1/64 con una media geométrica de título serológicos 

(MGT)=1/2.76 y un intervalo de confianza (IC 99%) de 15.56. Para el segundo monitoreo 

todos los centinelas mostraban niveles de anticuerpos que iban desde 1:16 hasta 1:64 y una 

MGT=1/25.99 con IC de 11.98. A principios de noviembre los títulos séricos de algunos 

individuos disminuyeron, mostrando valores desde 0 hasta 1/64 con una MGT=1/18.03 y 

un IC de 24.76. Estos niveles incrementaron rápidamente a la semana cuando todos los 

patos presentaron valores desde 1/16 hasta 1/128 con una MGT=1/38.66 y un IC = 25.13.  

Para finales del mes de noviembre, los títulos descendieron con valores de 0 a 1/64 y una 

MGT=1/10.31 con un IC = 14.80. Ya en el mes de diciembre todos las aves volvieron a 

presentar anticuerpos con valores desde 1/16 hasta 1/64 y una MGT=1/20.16. En el 

comienzo del mes de enero los títulos serológicos mostraron un incremento importante con 

niveles desde 1/32 hasta 1/512, una MGT=1/107.63 y un IC de 151.63. Estos valores 

disminuyeron paulatinamente en los dos muestreos subsecuentes obteniendo cifras de 1/32 

a 1/256 y una MGT=1/43.07 (IC=82.43) y 0 a 1/32 con una MGT=1/15 (IC=14.08) en el 

mes de febrero. Un nuevo aumento en los títulos de anticuerpos se presentó al inicio del 

mes de marzo cuando las aves centinelas mostraron valores desde 1/32 hasta 1/256 con una 

MGT=1/80.63 y un IC=115.43. A finales del mes las valores descendieron hasta 1/8 a 1/16 

y una MGT=1/12.70 y un IC=6.87 (Cuadro 3 y Figuras 5 y 11). 

   Paramixovirus 1. Los títulos de anticuerpos contra el paramixovirus 1 permanecieron en 

0 durante los primeros meses. En el mes de noviembre los títulos fueron desde 0 hasta 1/2 

(tres patos), con una MGT=1/0.21 y un IC=0.73. Posteriormente volvieron a mantenerse en 

0. Es hasta el comienzo del mes de enero, cuando cinco patos presentaron títulos positivos 

contra el agente, los valores fueron desde 0 hasta 1/64, con una MGT=1/14.67 y un 

IC=26.16. Para el siguiente muestreo los títulos habían descendido con valores desde 1/4 a 

1/16 y una MGT=1/10.77 (IC=5.29).En el mes de febrero los patos presentaban valores de 

anticuerpos que iban de 0 hasta 1/8 con una MGT=1/3.03 y un IC=4.61. Finalmente a 
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Cuadro 3. Títulos serológicos de los patos centinelas contra influenzavirus A y paramixovirus 1 por muestreo a lo largo del periodo de estudio 

Títulos  contra Influenzavirus 

 Preliberación 
23-Sep-

07 
14-Oct-07 

04-Nov-

07 

Em 

11/Nov/07 

25-Nov-

07 

16-Dic-

07 
06-Ene-08 27-Ene-08 17-Feb-08 09-Mar-08 

30-Mar-

08 

Relación 

positivos:n 
0:11 3:11 10:11 7:11 11:11 9:10 9:9 8:8 7:7 5:7 6:7 2:3 

No. de patos 

por título 

serológico 

(patos=título) 

8=0 

3=1:2 

6=0 

2=1:8 

1=1:16 

1=1:32 

1=1:64 

1=insuf 

4=1:16 

5=1:32 

1=1:64 

3=insuf 

1=0 

1=1:8 

2=1:16 

1=1:32 

3=1:64 

2=1:16 

5=1:32 

3=1:64 

1=1:128 

2=0 

6=1:16 

1=1:32 

1=1:64 

7=1:16 

1=1:32 

1=1:64 

2=1:32 

2=1:64 

1=1:128 

2=1:256 

1=1:512 

6=1:32 

1=1:256 

 

1=insuf 

1=0 

1=1:16 

4=1:32 

1=insuf 

3=1:32 

1=1:128 

2=1:256 

1=1:8 

2=1:16 

MGT 0.21 2.76 25.99 18.03 38.66 10.31 20.16 107.63 43.07 15 80.63 12.7 

IC 99% 0.75 15.56 11.98 24.76 25.13 14.8 13.93 151.63 82.43 14.08 115.43 6.87 

             

Títulos  contra paramixovirus 

Relación 

positivos:n 
0:11 0:11 0:11 0:11 0:11 0:10 0:9 5:8 4:7 0:7 0:7 0:3 

No. de patos 

por título 

serológico 

(patos=título) 

11=0 11=0 
1=insuf 

10=0 
11=0 

8=0 

3=1:2 
10=0 9=0 

1=0 

1=1:2 

1=1:4 

2=1:34 

3=1:64 

1=1:4 

2=1:8 

4=1:16 

2=insuf 

2=0 

1=1:4 

2=1:8 

1=insuf 

2=0 

1=1:4 

2=1:8 

3=0 

MGT 0 0 0 0 0.21 0 0 14.67 10.77 3.03 3.17 0 

IC 0 0 0 0 0.73 0 0 26.16 5.29 4.61 3.76 0 

 
            MGT: media geométrica de los títulos de anticuerpos obtenidos por muestreo. 

IC: intervalo de confianza de 99% (0.01) del valor de la media geométrica de los títulos de anticuerpos. 
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Figura 5. Títulos serológicos de los patos centinelas contra el virus de influenza aviar. En la gráfica se muestra la media 

geométrica de los títulos serológicos de los patos centinelas (MGT) contra influenzavirus A, obtenidos por muestreo a lo 

largo del periodo de estudio. En cada muestreo se puede observar el rango mínimo y el máximo de la media geométrica, 

obtenido al calcular el intervalo de confianza de 99% (0.01) de cada valor. Para el caso de algunos valores mínimos, estos 

fueron sustituidos por el título de anticuerpos más bajo presentado en esa fecha.  
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Figura 6. Títulos serológicos de los patos centinelas contra el paramixovirus 1. En la gráfica se muestra la media geométrica de 

los títulos serológicos de los patos centinelas (MGT) contra el paramixovirus 1 obtenidos por muestreo a lo largo del periodo de 

estudio. En cada muestreo se puede observar el rango mínimo y el máximo de la media geométrica, obtenido al calcular el 

intervalo de confianza de 99% (0.01) de cada valor. Para el caso de algunos valores mínimos, estos fueron sustituidos por el 

título de anticuerpos más bajo presentado en esa fecha.  
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principios del mes de marzo las pruebas serológicas revelaron títulos de 0 a 1/8 con un 

MGT=1/3.17 (IC=3.76). Al final del mes los títulos de anticuerpos contra paramixovirus 1 

eran nulos en los patos centinelas (Cuadro 3 y Figuras 6 y 11). 

RT-PCR 

Influenzavirus A. Las muestras cloacales de los grupos 1, 2 y 4 del muestreo del 4 de 

noviembre del 2007 y del grupo 2 del muestreo del 11 de noviembre del 2007 así como las 

muestras traqueales del grupo 2 del muestreo del día 4 de noviembre fueron positivas a la 

amplificación del gen M del influenza virus A por RT-PCR (Figura 8). 

Las muestras positivas a la RT-PCR del gen M del influenzavirus A fueron sometidas a una 

segunda RT-PCR para determinar si el subtipo de HA en cuestión era H5 o H7. Pero las 

muestras fueron negativas a la RT-PCR de diagnóstico de estas hemoaglutininas (Figuras 9 

y 10). 

Paramixovirus 1. Las muestras cloacales de los grupos de patos 1, 3 y 4 del muestreo del 6 

de enero del 2008 y las muestras de agua de la zona del tule del cerco de los patos del 

muestreo 27 de enero del 2008 y del claro central del muestreo del 3 de febrero del 2008 

fueron positivas a la RT-PCR del gen M del paramixovirus 1 amplificando un producto de 

120 pb (Figura 7). 
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Figura 7. Productos de RT-PCR para diagnóstico del paramixovirus 1. En esta reacción se 

amplificaron 120 pb del gen M del paramixovirus 1. Carril 1 marcador de ADN de 100 pb 

(Roche); carril 2 ARN de virus de Newcastle vacunal cepa La sota como testigo positivo; 

carriles 3-5 muestras cloacales del 6-I-2008 de los grupos 1, 3, 4; y carriles 6 y 7 muestras 

de agua de enero y febrero respectivamente. Todas estas muestras fueron positivas.  

 

Figura 8. Productos de RT-PCR de diagnóstico del influenzavirus A. Se amplificaron 761 

pb del gen M del virus de influenza. Carril 1 marcador de ADN de 100 pb (Roche); carril 2 

ARN de liquido alantoideo como control negativo; carril 3 virus de influenza aviar 

H5N2/2007 proporcionado por CPA; carril 4 virus de Newcastle vacunal cepa La sota; carril 

5 agua DEPC; carriles 6 y 7  muestras traqueal y cloacal del grupo1 del 4-XI-2007; carriles 

8 y 9 muestras traqueal y cloacal del grupo 2 del 4-XI-2007; carril 10 y 11 muestras traqueal 

del grupo 3 y cloacal del grupo 4 del 4-XI-2007; carril 12 muestra cloacal del grupo 2 del 

11-XI-2007.  Solo las muestras 1C, 2T, 2C y 4C del 4-XI-2007 y la muestra 2C del 11-XI-

2007 fueron positivas. 
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Figura 9. Productos de RT-PCR para diagnóstico del subtipo H5 del gen HA del influenzavirus 

A. Se amplificaron 161 pb. Carril 1 marcador de ADN de 100 pb (Roche); carril 2 ARN del virus 

de influenza aviar H5N2/2007 proporcionado por CPA como testigo positivo; carril 3 liquido 

alantoideo como testigo negativo; carril 4 muestra cloacal del grupo 1 del 4-XI-2007; carriles 5 y 

6 muestras traqueal y cloacal del grupo 2 del 4-XI-2007; carril 7 muestra cloacal del grupo 4 del 

4-XI-2007; carril 8 muestra cloacal del grupo 2 del 11-XI-2007. Sólo el virus control H5N2 

amplificó el producto esperado.  

Figura 10. Productos de RT-PCR de diagnóstico del subtipo H7 del gen HA del influenzavirus 

A. El tamaño del producto esperado fue de 390 pb. Carril 1 marcador de ADN de 100 pb 

(Roche); carril 2 ARN del virus de influenza aviar H7N3/cerceta azul como control positivo; 

carril 3 liquido alantoideo como testigo negativo; carril 4 muestra cloacal del grupo 1 del 4-XI-

2007; carriles 5 y 6 muestras traqueal y cloacal del grupo 2 del 4-XI-2007; carril 7 muestra 

cloacal del grupo 4 del 4-XI-2007; carril 8 muestra cloacal del grupo 2 del 11-XI-2007. Sólo el 

virus control H7N3 amplificó el producto esperado.  
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Figura 11. Comparación de resultados de los aislamientos, títulos serológicos y densidades 

de aves en el bordo. En el esquema se muestra en el eje principal (parte inferior) el periodo 

de estancia de las aves migratorias [  ], marcando el periodo de mediados de noviembre, 

diciembre, enero y principios de febrero como los meses de mayor riqueza de especies 

aviares en el bordo [    ]. Tomando como referencia el eje principal, en la parte superior se 

esquematizan los aislamientos positivos a  influenzavirus A [    ] y paramixovirus 1 [    ] así 

como los virus aislados al pase [      y      respectivamente] a partir de hisopos traqueales y 

cloacales de los patos centinelas en los meses de noviembre y enero así como los 

aislamientos a partir de agua en los meses de enero y febrero. En la parte media se muestra la 

gráfica de la media geométrica de los títulos serológicos contra influenzavirus A [         ] y 

paramixovirus 1 [         ] presentes en los patos centinelas a lo largo del periodo de estudio. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

AISLAMIENTOS VIRALES 

   El influenzavirus A y el paramixovirus 1 estuvieron presentes en el humedal de estudio 

siendo aislados en embrión de pollo tanto de muestras de patos centinelas como de agua.  

   Los aislamientos virales fueron realizados en la época de estancia de las aves migratorias 

en el bordo, cuando las condiciones de clima con temperaturas bajas y la elevada densidad 

de aves en el humedal favorecen la presencia y replicación de los agentes (Figura 8).  

   Lo anterior obedece a las teorías establecidas en estudios previos (Brown et al., 2008), en 

los que se ha observado que las bajas temperaturas favorecen la preservación y viabilidad 

del influenzavirus A y el paramixovirus 1, y cuando encontramos en el ambiente un gran 

número de hospederos en los que estos agentes pueden replicarse y eliminarse en grandes 

cantidades para continuar el ciclo, el virus pudo ser detectado tanto en agua como en patos 

(Stalknecht et al., 1990; Hubalek 2004; Brown et al., 2007). 

   El primer aislamiento fue de influenzavirus A al comienzo del mes de noviembre, cuando 

comenzó la temporada de alta densidad de aves en el bordo. Esto nos indica que el virus 

infectó a nuestras aves sólo hasta que hubo una cantidad suficiente de hospedadores que 

replicaron al virus eliminándolo en cantidad suficiente para llegar a infectar a los patos 

centinelas. 

   El segundo aislamiento realizado, se efectuó a los siete días del primero. En este se 

detectó al influenzavirus A, comprobando que la infección persistía en los patos que 

eliminaban el virus vía cloaca. El virus continuó eliminándose 7 días posteriores al primer 

aislamiento, mostrando un periodo de eliminación más prolongado al reportado por 

Stalknecht (2007) al infectar patos de siete especies distintas con el virus H5N1/Hong Kong  

de alta patogenicidad, presentando un periodo de excreción de tres a cinco días. Hay que 

tomar en cuenta que la excreción viral pudo durar más de siete días en nuestros patos 

centinelas, ya que pudo haber comenzado días antes de realizar el muestreo del primer 

aislamiento, y pudo terminar días después del muestreo a los siete días. Pero esto no pudo 
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ser comprobado al no realizar muestreos más continuos en este periodo. Una razón por la 

cual el periodo de excreción en nuestros centinelas fue más prolongado al reportado por 

Stalknecht (2007), es porque el influenzavirus A aislado en este estudio es un virus 

silvestre, adaptado a los patos, que puede infectar, replicarse y eliminarse en grandes 

cantidades, sin causar consecuencias graves ni signos clínicos en sus huéspedes, 

permitiendo un periodo de excreción más prolongado. 

      El influenzavirus A no volvió a ser aislado a partir de muestras de los centinelas muy 

probablemente debido a la respuesta inmune de los patos, la cual se trata más adelante. 

      El paramixovirus 1 se aisló tanto en patos como en agua. El primer aislamiento del 

paramixovirus 1 se realizó a principios del mes de enero del 2008 a partir de las muestras 

de hisopos cloacales de los patos centinelas. En esta época se registraron las densidades 

más altas de aves en el cuerpo de agua coincidiendo con los registros de Vázquez-Rivera 

(2007), con lo cual la diseminación del virus fue facilitada entre las aves que convivían en 

estrecho contacto (Hubaleck 2004).  Al igual que para el caso del influenzavirus A, el 

paramixovirus 1 se encuentra en humedales habitados por un gran número de aves durante 

la época de invierno, con la diferencia de que este agente pudo ser aislado solo hasta que la 

densidad de aves en el bordo estuvo en su máximo. Lo anterior nos da evidencia de que el 

paramixovirus 1 podría estar menos adaptado a este tipo de aves, al tener menos individuos 

susceptibles a este agente o replicarlo en menor cantidad el virus tarda más tiempo en 

hacerse evidente en los aislamientos, coincidiendo con los resultados encontrados en otros 

estudios, en los cuales el índice de aislamientos del paramixovirus 1 es menor al del 

influenzavirus A debido a que mencionan que muchas especies de anseriformes son 

resistentes al paramixovirus 1 (Wan et al., 2004; Hua et al., 2005; Douglas et al., 2007; 

Lindh et al., 2008; Zeng et al., 2008). 

      Los últimos dos aislamientos realizados fueron de Paramixovirus 1 a partir de agua en 

los muestreos de finales de enero y principios de febrero. Estos aislamientos fueron hechos 

a partir de las muestras de agua del claro central, donde se congregaban y convivían la 

mayor cantidad de aves en el bordo. Basados en estos resultados, podemos concluir que el 
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paramixovirus 1 pudo ser detectado al aislamiento solo hasta la época de mayor densidad 

en el humedal, al tener una gran cantidad de aves que infectar, replicándose en ellos para 

ser eliminado al ambiente en cantidades importantes y ser aislado a partir de muestras de 

agua. El virus podía ser preservado en el ambiente gracias a las temperaturas bajas de 

invierno. 

   Los aislamientos realizados dan evidencia de que los mixovirus aviares, como el 

influenzavirus A y el paramixovirus 1, están presentes en humedales del Estado de México, 

lo cual sustenta la idea de que en otros cuerpos de agua con alta densidad de especies de 

patos en el país los virus pueden estar presentes y mantenerse viables. 

   Con este estudio se demostró que tanto el influenzavirus A como el paramixovirus 1 están 

presentes en humedales mexicanos, pero faltan por esclarecer varias incógnitas. No está 

determinado cuantos subtipos de virus se encuentran, si se mantienen en el ambiente o son 

transportados por las aves migratorias cada año, pudiendo variar los subtipos aislados. 

Desconocemos a que especies infectan, y si las especies endémicas, como el A. diazi es 

hospedero de estos virus. Es importante ahondar en la ecología de estos virus en ambientes 

del país. 

   Con el aislamiento viral en embrión de pollo se comprobó que los virus encontrados 

estaban activos. Al no presentar mortalidad embrionaria dentro de las primeras 72 horas, se 

comprobó que se trataba de influenzavirus A de baja patogenicidad y paramixovirus 1 

lentogénicos. 

   Cabe mencionar que los pobladores de la región poseen especies de aves domésticas de 

traspatio en hogares aledaños al humedal además de cerdos u otras especies. Por este 

motivo es recomendable realizar monitoreos de la zona y estudios filogenéticos del virus 

para poder implementar medidas de prevención y control de cualquier riesgo o probable 

brote. 
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TÍTULOS DE ANTICUERPOS DE PATOS 

Títulos contra influenzavirus A. Los títulos de anticuerpos en los patos estuvieron 

presentes desde el primer muestreo, evidenciando la presencia de forma indirecta del 

influenzavirus A y el paramixovirus 1. Los anticuerpos contra el influenzavirus A se 

presentaron en cinco patos para el primer muestreo, pero solo tres con títulos significativos 

mayores a 1:10. Es hasta octubre cuando todos los individuos mostraron títulos contra el 

influenzavirus A. Esto nos da evidencia indirecta de la presencia del agente desde esta 

época. Los títulos se mantuvieron constantes hasta el mes de noviembre cuando mostraron 

el primer incremento. Este aumento se debe a que los patos fueron expuestos al 

influenzavirus A y desarrollaron la infección, elevando sus títulos de anticuerpos ante una 

respuesta inmune. Posteriormente los niveles de anticuerpos disminuyeron.  

   A principios del mes de enero los títulos serológicos contra influenzavirus A presentaron 

el máximo nivel registrado. El incremento en los anticuerpos contra influenzavirus A nos 

indica que el virus permanecía presente, y los patos volvieron a entrar en contacto con el 

agente montando una respuesta inmune más elevada para controlar la infección y al 

aislamiento el virus no fue detectado. Finalmente en el mes de marzo se presentó el último 

pico de anticuerpos que observamos, mostrando evidencia de una re-exposición de los 

patos centinelas al influenzavirus A. 

   Como era de esperarse, los patos montaron una respuesta inmune contra el agente al 

infectarse por primera vez. Pero en las siguientes exposiciones al virus, la infección fue 

controlada por el sistema inmune de los patos, reflejándose en el aumento de los títulos de 

anticuerpos contra el virus. Este fenómeno sucede en aves al vacunarlas. Al entrar en 

contacto en ocasiones posteriores con el agente, la repuesta inmunológica será más elevada 

para proteger al huésped, y al ser controlado el virus por el sistema inmune del animal el 

virus no es eliminado. De esta manera si el animal es muestreado el agente no será aislado 

(Philippa et al., 2007; Bertelsen et al., 2007; Furger et al., 2008). 
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   Lo anterior sucedió en la época de mayor densidad de aves en el humedal, cuando el virus 

podía ser más fácilmente diseminado entre individuos que convivían en estrecho contacto 

facilitando la circulación del virus (Figura 8). 

   Los títulos de anticuerpos contra influenzavirus A encontrados en los patos centinelas  

nos dan evidencia indirecta de la presencia del agente. En la primera exposición de los 

patos al virus, los centinelas desarrollaron la infección y montaron una respuesta. Y 

podemos concluir que el virus de influenza recirculaba y volvió a estar en contacto con 

nuestros patos como lo muestran los títulos serológicos del mes de enero y febrero, cuando 

encontramos patos con valores elevados. Esto nos da evidencia de que el virus recircula en 

el ambiente y los patos durante la época de gran abundancia de individuos con la estancia 

de las aves migratorias. 

Títulos contra Paramixovirus 1. Los títulos séricos contra paramixovirus 1 mostraron 

incrementos al principio del mes de enero. Estos valores concuerdan con el aislamiento del 

para a partir de muestras de cloaca de los patos centinelas. Al presentar la infección con el 

PMVA1 los patos montaron respuesta inmune, explicando el incremento en los valores de 

anticuerpos contra este agente. Cabe mencionar que solo cinco ejemplares del grupo de 

ocho presentaron títulos de anticuerpos positivos mayores a 1:10. Esto pudo deberse a que 

los patos con títulos de anticuerpos menores a 1:10 se encontraban en un estadío de 

infección temprano sin haber montado aún una respuesta inmune contra el agente. 

      Los resultados reflejados en los títulos serológicos de nuestro estudio refuerzan los 

supuestos de que el influenzavirus A y el paramixovirus 1 pueden estar presentes en 

ambientes con altas poblaciones de aves y condiciones propicias. Podemos observar que en 

la época con alta población de aves, la circulación de los virus se facilita, reflejándose en el 

aumento de los títulos de anticuerpos (Figura 8). 

   Este es el primer estudio que evalúa la respuesta inmune de aves en una ambiente 

silvestre ante la exposición del influenzavirus A y el paramixovirus 1 en condiciones 
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naturales. Pero es necesario realizar más estudios con aves silvestres en este tipo de 

ambientes. 

RESULTADOS DE DX POR RT-PCR 

   Los aislamientos en embrión de pollo positivos a la hemoaglutinación fueron sometidos a 

RT-PCR para determinar si el virus en cuestión era paramixovirus 1 o influenzavirus A. 

Cabe mencionar que fue por este método de diagnóstico por el cual se pudo evidenciar la 

presencia del paramixovirus 1, ya que todas las muestras positivas a hemoaglutinación con 

glóbulos rojos de pollo mostraron inhibición de la hemoaglutinación con suero hiperinmune 

contra el influenzavirus A. Pero al correr la RT-PCR para identificar el gen M del 

paramixovirus, las muestras de patos positivas a HA del mes de enero y los aislamientos en 

agua fueron positivas a la reacción amplificando el segmento de 120 pb del genoma del 

paramixovirus 1. 

   Las muestras positivas a la RT-PCR del gen M del influenzavirus A fueron sometidas a 

una segunda reacción para amplificar el subtipo H5 y el H7, pero los resultados fueron 

negativos. Solo se corrieron estas dos reacciones debido a razones específicas. La primera 

fue que los aislamientos se realizaron en embrión de pollo, siendo muy probable que el 

virus en cuestión perteneciera a un subtipo de hemoaglutinina H5 o H7 que infectan más 

comúnmente a esta especie. La segunda es que en México el subtipo encontrado es un H5, 

por lo que sería lógico encontrar un virus perteneciente a este subtipo; y por último, los dos 

únicos virus disponibles para estandarizar las RT-PCR fueron un H5N2 nacional y un 

H7N3 aislado en el 2006 a partir de una cerceta canela durante la temporada de migración 

en las ciénagas del Lerma. No se estandarizaron más RT-PCR para diagnóstico y 

secuenciación de los demás subtipos de influenzavirus A debido a la carencia de material 

genético o cepas de las cuales extraerlo. 

   Los resultados de RT-PCR negativos a la amplificación del gene HA para los subtipos 5 y 

7 del virus de influenza aviar indican un subtipo diferente de hemoaglutinina. Sin embargo, 

como se mencionó anteriormente, su tipificación no fue posible debido a la carencia y 
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dificultad para obtener cepas de influenzavirus con HA diferentes a la nacional, dado el 

riesgo biológico que implica la introducción y manejo de estos biológicos. Además de las 

medidas y legislaciones en materia de sanidad. 

   Es importante contar con la RT-PCR como método de diagnóstico para evidenciar la 

presencia de agentes patógenos como el influenzavirus y el paramixovirus en este tipo de 

estudios (Heine et al., 2007; Suarez et al., 2007). Cabe mencionar que en este estudio se 

empleo en conjunto con el aislamiento viral para demostrar que los virus estaban activos, y 

posteriormente se utilizó la RT-PCR como método eficiente de diagnóstico e identificación 

de los virus. 

   Los resultados de RT-PCR obtenidos nos muestran que el subtipo aislado no pertenece a 

las hemoaglutininas H5 y H7, lo cual desmiente la idea de que en México solo existe el 

subtipo H5N2 del virus de influenza aviar. Por mucho tiempo se sostuvo que en México el 

único subtipo de influenzavirus existente era el H5N2, al vigilar solo aves domésticas. Pero 

al cambiar de objetivo, hacia las aves silvestres y sabiendo que en Norteamérica estas 

portan 15 de las 16 HAs y las 9 NAs, comprobamos que en nuestro país en ambientes 

naturales existen otros subtipos del influenzavirus A. 

   Es necesario mencionar que no se pudo determinar el subtipo de influenzavirus A y por lo 

tanto no fue posible caracterizarlo y comparar las secuencias para concluir si el o los virus 

en cuestión son parecidos a los norteamericanos o son nuevos. Por este motivo se seguirá 

trabajando al respecto en la caracterización molecular utilizando iniciadores específicos o 

degenerados para todas las Hs ó bien clonación y secuenciación. 

   Hace falta realizar más investigaciones en ambientes silvestres para determinar si las 

especies de Anseriformes residentes son hospederos de estos virus, y que subtipos 

encontramos en ellas.  

   Es necesario realizar monitoreos de forma constante en aves y ambientes silvestres para 

determinar qué tipo de virus habitan en ellos. Es importante determinar si estos virus se 

mantienen en nuestros humedales o son transportados por las aves migratorias, si son 
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subtipos diferentes o similares a los encontrados en Norteamérica. Si las especies 

endémicas son huéspedes para estos agentes. Es preciso profundizar en estos estudios y 

tener un registro de los subtipos que tenemos en nuestro territorio, para determinar su 

origen, identificar mutaciones y recombinación genética y, con el intercambio 

intercontinental de virus reportado en Alaska por aves migratorias (Koehler 2008), poder 

implementar las medidas necesarias para evitar riesgos de brotes o epidemias en la 

avicultura, aves silvestres y salud pública. 

   Con este estudio se comprobó que en un humedal cercano al trópico el influenzavirus A y 

el paramixovirus 1 están presentes. Esto nos da pauta para sustentar que en humedales de 

latitudes cercanas al trópico estos virus están presentes, pero hay que realizar más estudios 

al respecto. 
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