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Resumen

Las enfermedades herpesvirales aviares mas estudiadas son la enteritis viral de los
patos, Laringotraqueitis y la enfermedad de Marek. En México la Laringotraqueitis
y la enfermedad de Marek son enzodticas. La enteritis viral de los patos es una
enfermedad que pertenece al grupo 1 del listado de las enfermedades y plagas
exodticas y endémicas de notificacion obligatoria de los animales terrestres y
acuaticos de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, por lo que se le
considera exotica. Es causada por el Anatid alphaherpesvirus 1. Se puede observar
dafio vascular, coagulopatia intravascular diseminada, necrosis, erupciones en la
superficie de la mucosa del tracto digestivo y lesiones degenerativas en 6rganos
parenquimatosos y linfoides. El objetivo del estudio fue determinar la presencia del
Anatid alphaherpesvirus 1 en muestras de heces de patos migratorios de los
géneros Anas, Mareca, Oxyura y Spatula de la época invernal 2016-2017, obtenidas
en la laguna de Chiconahuapan de las Ciénegas de Lerma, Estado de México, que
obtuvieron por secuenciacion masiva un 85% de secuencias de nucleoétidos de la
familia Herpesviridae que afecta a las aves. Se estandarizo el testigo positivo del
plasmido sintético que contiene el gen de la polimerasa del Anatid alphaherpesvirus
1 que amplifica un segmento de 446 pb, debido a que los herpesvirus son
especificos de huésped y éste es el Unico herpesvirus conocido que afecta a los
anatidos. Se detecto por PCR punto final la presencia de materia genético del Anatid
alphaherpesvirus 1 en 3 muestras de patos migratorios (Spatula clypeata, Mareca
americana y Mareca strepera), en la laguna de Chiconahuapan de las Ciénegas de
Lerma, Estado de México.

Financiado por el PAPIIT IN218716
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Abstract

The most studied avian herpesvirus diseases are duck viral enteritis,
laryngotracheitis and Marek's disease. In Mexico, laryngotracheitis and Marek's
disease are enzootic. Duck viral enteritis is a disease that belongs to group 1 of the
terrestrial and aquatic animal’s exotic and endemic diseases and pests’ mandatory
notification list of the Ministry of Agriculture and Rural Development, so it is
considered exotic. It is caused by the Anatid alphaherpesvirus 1. Vascular damage,
disseminated intravascular coagulopathy, necrosis, eruptions on the digestive tract
mucosa and degenerative lesions in parenchymatous and lymphoid organs can be
observed. The study objective was to determine the presence of Anatid
alphaherpesvirus 1 in migratory ducks fecal samples (Anas, Mareca, Oxyura and
Spatula genera), in the winter season of 2016-2017, obtained in the Cienegas of
Lerma Chiconahuapan lagoon, State of Mexico, which obtained, by mass
sequencing, 85% of Herpesviridae family nucleotide sequences that affect birds. The
synthetic plasmid positive control containing the Anatid alphaherpesvirus 1
polymerase gene that amplifies a segment of 446 bp, was standardized, because
herpesviruses are host-specific and this is the only known herpesvirus that affects
ducks. Anatid alphaherpesvirus 1 genetic material was detected by endpoint PCR in
3 samples of migratory ducks (Spatula clypeata, Mareca americana and Mareca
strepera), in the Cienegas of Lerma Chiconahuapan lagoon, State of Mexico.

Financed by PAPIIT IN218716
Keywords: ducks, herpesvirus, duck viral enteritis
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l. MARCO TEORICO

l. I. HERPESVIRUS

El orden de los Herpesvirales contiene 4 componentes estructurales que incluyen
una envoltura bilipidica, un tegumento amorfo, una cépside icosaédrica con 162
picos de glucoproteina y ADN lineal de doble cadena. El tamafio del genoma va de
los 124kb (virus de la varicela del simio de Alphaherpesvirinae) a 241 kb
(citomegalovirus del chimpancé de Betaherpesvirinae), con una relacién G-C de 32-
75% (McGeoch et al., 2006). Son de genoma complejo con dos regiones Unicas,
una larga (UL por sus siglas en inglés) y una corta (US por sus siglas en inglés),
cada una rodeada por una secuencia de repeticion interna (IR, por sus siglas en

inglés) y una repeticion terminal (TR, por sus siglas en inglés) (Zhao et al., 2009).

. 1l. CLASIFICACION

Los herpesvirus son especificos de especie y pueden causar diversas alteraciones
en organos Yy tejidos. Por ejemplo en aves, con excepcion de la enfermedad de
Marek, producen principalmente necrosis en epitelio respiratorio y digestivo (Young,
1995).

Taxondmicamente los herpesvirus de mamiferos, aves y reptiles comparten una
extensa relacion genética, con un ancestro en comun y se dividen de acuerdo a las
diferencias con su tropismo celular, organizacién genémica y contenido genético
(McGeoch et al., 2006; Liu et al.,, 2008). Tienen una secuencia genémica y
disposicion de genes con una homologia de identificacién de 40 genes conservados,
los cuales conservan funciones relacionadas en la replicacibn de cada virus
(Mettenleiter et al., 2009).

De acuerdo con la lista del Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV, por
sus siglas en inglés) estan aceptadas tres familias herpesvirales: Alloherpesviridae,
Herpesviridae y Malacoherpesviridae. En la familia Herpesviridae, se encuentra la

subfamilia Alphaherpesvirinae, que consta de cinco géneros; donde los géneros



lltovirus y Mardivirus afectan Unicamente a aves. Son aceptadas dos especies
virales del género lltovirus (Gallid alphaherpesvirus 1, Psittacid alphaherpesvirus 1)
y cinco especies virales en la familia Mardivirus (Anatid alphaherpesvirus 1,
Columbid alphaherpesvirus 1, Gallid alphaherpesvirus 2, Gallid alphaherpesvirus 3,
Meleagrid alphaherpesvirus 1). Existe registro de otras especies virales, pero no
han sido aceptadas por el ICTV; pero si en la seccion sin clasificar del Centro

Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en ingles).

l. IIl. ENFERMEDADES HERPESVIRALES AVIARES

Las enfermedades herpesvirales aviares mas estudiadas son la enteritis viral de
los patos, Laringotraqueitis y enfermedad de Marek. En México la Laringotraqueitis
y la enfermedad de Marek son enzodticas. La enteritis viral de los patos es una
enfermedad que pertenece al grupo 1 del listado las enfermedades y plagas
exodticas y endémicas de notificacion obligatoria de los animales terrestres y
acuaticos de la SADER (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural), por lo que se

le considera exotica.

l. IV. PATOS SILVESTRES

Los patos silvestres son especies sinantropicas que migran facultativamente , en
su mayoria migran durante el invierno hacia latitudes donde el clima es menos frio
(Welsh et al., 2017). Se ha comprobado que son diseminadoras naturales de
semillas de plantas, a través de tres mecanismos diferentes: plumas o miembros
pélvicos, esofago (por medio de la regurgitacion), y en heces (Farmer et al., 2017).
Estudios demuestran que los patos migratorios son reservorios naturales para los
Influenzavirus tipo A y Avulavirus aviar (Papp et al., 2017; Wille et al., 2017a; Yin et
al.,, 2017); asi como de bacterias como Mycobacterium avium, Clostridium

botulinum, entre otros. Lo hacen a través de tres mecanismos:1.- acarreadores



bioldgicos; 2.- acarreadores mecanicos; y 3.- acarreadores u hospedadores de

ectoparasitos infectados (Hubalek y Huba, 2004).

En el caso de los patos, las infecciones virales son las enfermedades infecciosas
mas importantes que los afectan (Wang et al., 2017). La expansion de la industria
productora de patos, la creciente movilidad de humanos y animales, los
contaminantes en el agua que disminuyen el estado inmunitario de las aves y otros
factores, han creado condiciones favorables para el esparcimiento de los virus
(Wang et al., 2017). Los virus de mayor importancia a nivel mundial en los patos
son: el virus de la hepatitis viral del pato (DHAV-1), virus de la enteritis viral de los
patos (DPV), virus Tembusu de los patos (DTMUV), el parvovirus del pato moscovita
(MPDV), el reovirus del pato moscovita (ARV) y el virus de la influenza A (Wang et
al., 2017).

l. V. ENTERITIS VIRAL DE LOS PATOS
Agente causal

La enteritis viral de los patos también es conocida como plaga de los patos (Trapp
y Osterrieder, 2008). Es una enfermedad aguda que afecta a los anatidos. Se tiene
registro que afecta 48 especies del orden de los Anseriformes (Kaleta et al., 2007;
Jietal., 2009). Es causada por el Anatid alphaherpesvirus 1 (AHV1), el cual tiene
un tamafio de 158 kb, con 4 componentes estructurales que incluyen una envoltura
bilipidica, un tegumento amorfo, una capside icosaédrica con picos de glucoproteina
y ADN lineal de doble cadena con un porcentaje G-C de 44.91% (Li et al., 2009). Se
inactiva a un pH menor de 3y de mas de 11 (Friend, M. et al., 1999). El virus se
replica principalmente en las células epiteliales de la mucosa del tracto digestivo,
principalmente en el esofago, timo, bolsa de Fabricio, bazo e higado en los
huéspedes susceptibles siendo las células epiteliales y los linfocitos, el principal
sitio de replicacion (Shawky and Schat, 2002). A temperatura ambiente (22°C) la
infectividad puede durar hasta 30 dias (Dhama et al., 2017).



Epidemias en patos silvestres

El primer reporte a nivel mundial fue en Holanda, en 1923 (Pearson et al., 1997).
En Estados Unidos, Canada, algunos paises de Europa y Asia, es considerada
como enzodtica (Dhama et al., 2017).

En los patos silvestres se tiene el reporte de dos epidemias: la primera en Dakota
del Sur y Nueva York en enero de 1973 (hasta entonces era considerada exatica),
donde mas de 40,000 de 100,000 patos azulones (Anas platyrhynchos), un pequefio
namero de gansos canadienses (Branta canadensis) y otras especies, murieron en
el Refugio Nacional de vida Silvestres “Lago Andes” mientras invernaban en la
region (Pearson et al., 1997). La segunda epidemia fue en febrero de 1994 en los
Lagos Finger en la region oeste de Nueva York, donde 12,000 cadaveres fueron
recuperados (Friend, M. et al., 1999).

Especies susceptibles

A través de estudios sobre la epidemiologia de la infeccién en aves acuaticas de
vuelo libre que evalué la prevalencia de la infeccién, diseminacion viral y virulencia
de 6 cepas virales; se tiene documentada la susceptibilidad de ciertas especies de
patos silvestres: el cerceta alas azules o pato media luna (Spatula discors), el porrén
americano (Aythya americana), pato joyuyo o pato de la Florida (Aix sponsa), ganso
canadiense (Branta canadensis), friso (Mareca strepera), anade real o azulén (Anas
platyrhynchos), moscovita (Cairina moschata), pato rabudo o golondrino nortefio
(Anas acuta), de mayor a menor susceptibilidad, respectivamente (Friend, M. et al.,
1999; Spieker et al., 1996). La tltima con una inoculacién de 103° PFU desarrollaron
anticuerpos pero no murieron (Spieker et al., 1996) y durante los brotes naturales
de la enfermedad no se han encontraron entre las aves con signos clinicos o
muertas. El pato azulon (Anas platyrhynchos), es considerado como el reservorio
natural de la enfermedad; mientras que la cerceta alas verdes (Anas crecca),

presenta alta resistencia a las infecciones experimentales (Dhama et al., 2017).



Distribucion, trasmision y rutas de exposicion

La enteritis viral de los patos tiene una distribucion mundial, donde los patos
migratorios desempefian el papel principal en la transmision y diseminacion de la
enfermedad en los diferentes continentes (Dhama et al., 2017). Investigaciones
refieren que los brotes de la enfermedad son debido a que aves portadoras del virus
lo eliminan en heces, las que contaminan el alimento y agua donde aves
susceptibles pueden tener contacto. Experimentalmente se ha demostrado que las
aves portadoras pueden liberar el virus por méas de cuatro afios (Dhama et al., 2017),
lo cual hacen principalmente durante la primavera, cuando la duracion de la luz del
dia es mayor y coincide con la época de cria; los cuales son eventos fisioldgicos
estresantes que favorecen la liberacién del virus (Friend, M. et al.,1999). Un estudio
en granjas productoras de pato en Bangladesh, evidencié una mayor mortalidad y
una prevalencia de la enfermedad durante el verano de 12.9% a nivel de granja y
5.82% a nivel de parvada; y en temporada de lluvias de 10.1% a nivel de granja y

4.96% a nivel de parvada (Agency and Development, 2006; Islam et al., 2018).

Otro estudio dividi6 a las aves acuaticas en 4 grupos: a) patos residentes, b) patos
residentes criados en cautiverio, c) patos silvestres invasores y d) patos silvestres
de humedales urbanos; determinando que la prevalencia de la infeccion latente
varia segun la especie de ave. El pato rabudo (Anas acuta), es el que presenta la
mayor frecuencia de infeccién latente con un 8%, pero ninguna de las muestras de
cloaca examinadas fueron PCR positivas al virus. De los patos residentes, la cerceta
alas azules o pato media luna (Spatula discors), y el pato moteado (Anas fulvigula),
son conocidos por presentar susceptibilidad a la enteritis viral de los patos. De los
patos residentes criados en cautiverio, se detectd a 13 con infeccién latente (8% de
frecuencia) (Keel et al., 2013). Se ha reportado la transmision vertical de la

enfermedad pero aun no se ha confirmado (Friend, M. et al., 1999).

La trasmision de la enfermedad se realiza a través de contacto directo con aves
infectadas o de forma indirecta con ambientes contaminados con el AHV1 Sandhu
y Shawky, 2003; Dhama et al., 2017).



La ruta de exposicion al AHV1 tiene un efecto importante en la mortalidad que se
puede presentar por la enfermedad, donde los patos silvestres tienen una mayor
exposicion por via conjuntival, intranasal u oral (Spieker et al., 1996). Se sabe que
se requiere de 100 a 1000 veces mas concentracion del AHV1 para producir
mortalidad via conjuntival o intranasal en comparacion con la via oral (Spieker et al.,
1996). De acuerdo con la tesis de doctorado de Spieker (1970), se reporto que las
aves infectadas excretan cerca de 1037 PFU de AHV1 por ml de heces antes de

morir, cantidad suficiente para producir mortalidad seguida de una exposicion oral.

Periodo de incubacidn, signos clinicos, lesiones macroscoépicas e histoldgicas

El periodo de incubacion va de los 4 dias en jovenes a los 7 dias en adultos. El
periodo patogénico de la enfermedad varia con la edad, donde generalmente es
mas corto en jovenes. La mayoria de las aves mueren sin mostrar signos clinicos e
inclusive se pueden encontrar cadaveres flotando en la superficie de los humedales
(Dhama et al., 2017). La severidad de los signos clinicos que se pueden observar,
varian segun la especie, edad, sexo, estado inmune y cepa viral (Sandhu &
Metwally, 2008; Dhama et al., 2017). En caso de que se presenten signos clinicos,
los mas comunes son depresion, hipofagia, polidipsia, deshidratacion, debilidad,
plumas erizadas, rinorrea, ataxia, fotofobia, movimiento involuntario de cabeza y
cuello, diarrea verde acuosa, disnea y conjuntivitis (Campagnolo et al., 2001;
Sandhu y Shawky, 2003). Se tiene registrada una morbilidad y mortalidad en patos
domésticos que va de 5 al 100% (Trapp and Osterrieder, 2008) Se ha reportado una
disminucién cerca del 50% de la produccion de huevo resultando en una pérdida
economica significativa (Walker et al., 1970; Campagnolo et al., 2001; Sandhu and
Shawky, 2003; Sandhu and Metwally, 2008; Ji et al., 2009; Xie et al., 2017).

Las lesiones dependeran de la especie afectada, edad, estado inmune y la cepa
viral (Sandhu y Shawky, 2003). Comunmente se puede observar dafio vascular,
coagulopatia intravascular diseminada y necrosis, erupciones en la superficie de la

mucosa del tracto digestivo y lesiones degenerativas en 6rganos parenquimatosos



y linfoides (Dhama et al., 2017). También se pude observar enteritis severa,
hemorragias en intestino, cavidades, corazon, pericardio, higado y bazo, placas en
intestino y esofago. (Campagnolo et al., 2001; Sandhu y Shawky, 2003; Dhama et
al., 2017). Las lesiones en el tracto digestivo son comunes en cavidad oral, eséfago,
ciego, recto y cloaca. Las lesiones orales comprometen erosion y la presencia de
membranas diftéricas sublinguales. De forma cronica, los patos silvestres presenta
erosiones orales en la entrada del ducto la glandula salival sublingual (Burgess et
al, 1979; Campagnolo et al., 2001; Sandhu y Shawky, 2003; Dhama et al., 2017).
En el intestino se pueden presentar bandas anulares presentes con forma de anillos
rojos. Histolégicamente debido al dafio vascular, los 6rganos afectados presentan
cambios degenerativos, donde se incluyen necrosis en el epitelio del tracto digestivo
con infiltracion variable de linfocitos y macrofagos en la mucosa y serosa de los
tejidos conectivos. Se pueden observar inclusiones citoplasmaticas e intranucleares
eosinofilicas en las células epiteliales del tracto digestivo, respiratorio y
reproductivo, principalmente (Campagnolo et al., 2001; Dhama et al., 2017). En los
organos parenquimatosos se pueden observar hemorragias, y necrosis focales

rodeando las células vasculares (Dhama et al., 2017).

Técnicas de diagndéstico

Las técnicas de diagnostico disponibles para la deteccion del AHV1, dependen del
propdsito que se quiera realizar, donde la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE, por sus siglas en francés) establece dos: la identificacion del agente y las
pruebas serologicas (deteccién de la respuesta inmune). Con el propdsito de
identificar el agente, el aislamiento primario del virus se obtendra de muestras de
higado, bazo y rifién inoculadas en cultivos celulares y embrion de pato. También a
través de métodos moleculares mediante PCR punto final (Hansen et al., 2000),
PCR tiempo real y LAMP (técnica de amplificacion isotérmica mediada por bucle)
estado (Plummer et al., 2018; Kumar et al., 2004; Xie et al., 2006; Jia et al., 2006; Ji



et al., 2009; Xie et al., 2017). Con esta ultima, se ha estudiado la prevalencia de la

enfermedad en algunas especies de patos silvestres (Wozniakowski et al, 2014).

El protocolo de PCR punto final para identificacion del AHV1 que se encuentra en
el Manual Terrestre de la OIE, 2018, se basa en la amplificacion de una secuencia
del gen de la polimerasa del Anatid alphaherpesvirus 1, que consta de un producto
de PCR de 446 pb, usando los iniciadores: 5'- GAAGGCGGGTATGTAATGTA-3’
(sentido) y 5"-CAAGGCTCTATTCGGTAATG-3" (contrasentido).

Prevencion y control

No existe un tratamiento clinico para la enfermedad. El control y prevencion de la
trasmision de la enfermedad en producciones de patos, se enfoca en disminuir el
contacto entre la poblacién susceptible durante la presentacion de epidemias,

medidas de bioseguridad y vacunacion (Dhama et al., 2017).

En patos silvestres el control de las Unicas dos epidemias que se han reportado,
se realiz6 de las siguiente manera: en enero de 1973, en Dakota del Sur y Nueva
York donde méas de 40,000 de 100,000 patos azulones y un pequefio nUmero de
gansos canadienses y otras especies, murieron en el Refugio Nacional de vida
Silvestres “Lago Andes”, como método de control de la enfermedad se considerd
practico y efectivo, cerrar el pozo de la bahia Owens, para permitir la congelacién y
facilitar la dispersion de las aves acuaticas al rio Missuri, donde la contaminacién
fue reducida por descargas de agua de Fort Randall Dam, reduciendo la transmision
del virus, a través de la adicion de hipoclorito de calcio en el agua. Adicionalmente
se establecié un area de cuarentena hasta la confirmacién del diagnostico, donde
los cadaveres fueron incinerados o enterrados; y se colocaron aves centinelas como
monitoreo de exposicion (Pearson G. L. et al., 1997). El otro reporte fue en febrero
de 1994 en los Lagos Finger, en la region oeste de Nueva York, donde 12,000
cadaveres fueron recolectados, incinerados o enterrados (Friend, M. et al., 1999;
Converse and Kidd, 2001).



Il. JUSTIFICACION

Estudios con técnicas de secuenciacion masiva, también conocida como
secuenciacion de Ultima generacion, realizados en una reducida cantidad de
animales en un tiempo y espacio especifico, han demostrado que los animales
domésticos y silvestres tienen en sus heces una amplia diversidad de familias y
géneros virales que en su mayoria corresponden a virus de otros animales, plantas,
y bacterias. La cantidad de informacion obtenida a través de esta tecnologia es tan
amplia que es dificil entender la participacion de los animales en la transmision y
dispersién de virus en salud publica, animal, vegetal y ambiental (Fawaz et al.,
2016).

Ramirez-Martinez et al., realizo un estudio sobre virébmica en heces de patos
migratorios durante los meses de enero a febrero del afio 2016 en la laguna de
Chiconahuapan de las Ciénegas de Lerma, Estado de México; evidencio la
presencia de material genético de diversas familias y géneros virales de aves,
peces, plantas, invertebrados y bacterias. Aproximadamente el 85% de las

secuencias de nucledtidos encontradas correspondieron a la familia Herpesviridae.

Se sabe que los herpesvirus son especificos de huésped y el Unico herpesvirus
conocido a nivel mundial que afecta a los anatidos es el virus de la enteritis de los
patos (AHV1). De acuerdo a la OIE en México no se encuentra la presencia del
AHV1 y otros herpesvirus en anatidos. No se ha publicado la presencia directa,
indirecta del virus o mortalidad en patos en México asociado a este virus.

Como se mencion6 anteriormente, la enteritis viral de los patos es una enfermedad
que pertenece al grupo 1 del listado las enfermedades y plagas exoéticas y
endémicas de notificacion obligatoria de los animales terrestres y acuaticos de la
SADER, por lo que se le considera exatica. Por lo tanto, en las muestras de patos
utilizadas por Ramirez-Martinez et al. es importante realizar un estudio de
diagnéstico del agente viral al que pertenecen estas secuencias de nucleétidos
encontradas en las muestras y de ser necesario, realizar la notificacion ante el

Sistema Nacional de Vigilancia Epizootioldgica.



. HIPOTESIS

Se espera que haya secuencias de nucledtidos de la familia Herpesviridae en las
muestras de heces de los patos migratorios, que correspondan al Anatid

alphaherpesvirus 1 que afecta a los anatidos.

V. OBJETIVO

Identificar por PCR punto final la presencia del Anatid alphaherpesvirus 1 en
muestras de heces de patos migratorios tomadas durante los meses de enero a
febrero del afio 2016 en la laguna de Chiconahuapan de las Ciénegas de Lerma,

Estado de México.

V. MATERIAL Y METODOS
1. Zona de estudio y seleccion de las muestras

Se utilizaron 87 muestras de heces del estudio realizado por Ramirez-Martinez et
al, 2018, tomadas en el humedal del norte (laguna Chiconahuapan) de las Ciénegas
de Lerma, en el altiplano central de México, ubicado en el Estado de México dentro
del Municipio de Lerma, Almoloya del Rio, Texcalyacac y Santa Cruz Atizapan
(19°09°'34.4“N, 99°29'48.6” W). Esta area esta catalogada como uno de los 142
sitios RAMSAR ubicados en territorio mexicano (RAMSAR, 2017). Las heces fueron
obtenidas directamente del recto de cadaveres de patos migratorios, de los géneros
Anas, Mareca, Oxyura y Spatula (cuadro 1), obtenidos por actividad cinegética
durante los meses de enero a febrero de 2016, colocadas individualmente en tubos
estériles de plastico de 15ml, mantenidas a 4°C hasta su almacenamiento en el

laboratorio a -75°C (Ramirez-Martinez et al, 2018).

10



2. Estandarizacion del control interno en las muestras (Hansen et al, 2000)

Con el proposito de eliminar los resultados falsos negativos causados por
inhibidores de PCR o por pérdida de ADN durante la extraccion, se determind utilizar
un control interno exdégeno (Intype IC-DNA, Qiagen Cat No: 289980), obteniendo un
producto de PCR de 190 pb. Basado en el criterio que, si el control interno es
amplificado pero la secuencia objetivo no, indica que la reaccién de amplificacion
fue satisfactoria y que la secuencia objetivo no esté presente, o bien, esta presente
en un nimero de copias debajo del umbral de detecciéon (Ornelas E., 2018).

Se utilizaron 3 muestras piloto de heces de patos migratorios de la especie Spatula
discors (antes Anas discors) obtenidas durante la época invernal 2014-2015 en las
Ciénegas de Lerma que se encontraban almacenadas a -70°C (cuadro 2), se les
extrajo el ADN usando protocolo Purelink viral RNA/DNA Mini Kit (Cddigo de
catalogo: 12280050).

Previo a la extraccion del ADN se realizaron dos alicuotas de cada una de las
muestras, una con enzima de DNAsa turbo Buffer y la otra sin enzima, con el
propdsito de determinar si la extraccion final de ADN se ve alterada al usar las
enzimas que degradan el DNA enddgeno de la muestra (cuadro 3) (figura 1). Se
encontro interferencia entre los productos de PCR esperados de los iniciadores del
control interno y del plasmido pUC57 PolDev, en una PCR duplex (figura 2), por lo

que se determind realizar PCR’s independientes para cada par de iniciadores.

Se determind no realizar tratamiento enzimatico para el procesamiento de las
muestras debido a la disminucion en la cuantificacion de ng en las muestras,
después de la extraccion del ADN, y al ser un virus exotico se espera que, en caso
de obtener muestras positivas, la cantidad de ADN viral correspondiente al AHV1

se de escasa a nula.
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3. Estandarizacion del testigo positivo del plasmido sintético que contiene el

gen de la polimerasa del virus de la enteritis de los patos (pUC57 PolDev).

Se sintetizé un plasmido sintético pUC57 (figura 3), en el laboratorioT40ligo,
manufacturado por ADN Sintético SAPI de CV, y los iniciadores en la empresa
SIGMA-ALDRICH (cuadro 4). En el Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria
(CENID) del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) ubicado en Santa Fe, Ciudad de México, siguiendo las instrucciones de
uso de productos de PCR y suministros de pladsmidos por la empresa GenScript, se
centrifugo el plasmido a 6,000 x g por 1 minutos a 4°C y se resuspendié en 30 ul de
agua grado molecular para disolver el DNA presente en el vial y finalmente se coloco

en el vortex durante 1 minuto.

Posteriormente con 10 pl del vial, se llevo a cabo la transformacién bacteriana de
E. coli H5a (protocolo One Shot® Chemical Transformation). EIl método QIAGEN®
Midiprep # Catalogo 12643, se empled para la extraccidon, obteniendo 600ul de

plasmido.

Utilizando el Kit TopTaq Master Mix de Qiagen, se realiz6 el protocolo de PCR
(Hansen et al., 2000), establecido por la OIE, el cual se basa en la amplificacion de
la secuencia del gen de la polimerasa del AHV1 (DP-VAC DNA) de un tamafio de
446 pb con los iniciadores: 5 -GAAGGCGGGTATGTAATGTA-3 (sentido) y 5°-
CAAGGCTCTATTCGGTAATG-3" (contrasentido), siguiendo las siguientes
constantes: un primer ciclo de activacién de 94°C por 2 minutos, 37°C por 1 minutos
y 72°C por 3 minutos; una extension de 35 ciclos de 94°C por 1 minutos, 55°C por
1 minutos y 72°C por 2 minutos y finalmente una extension final de 72°C por 7
minutos (cuadro 5). Este protocolo es capaz de detectar desde 1pg de ADN
especifico al AHV1 sin producir un producto de PCR cuando se realiza con otros
herpesvirus aviares (IBDC, GEH, BEH, GHOH, SOH, PFH, FHV, CHV y ILV)
(Hansen et al., 1999, 2000).

Los iniciadores fueron reconstituidos con agua grado molecular (cuadro 6), para

posteriormente hacer alicuotas a una concentracion de 10 uM/ml. Estos iniciadores
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amplifican un producto de PCR de 446 pb correspondiente a la insercion del gen de
la polimerasa del AHV1 en el plasmido pUC57 PolDev. Se realiz6 una PCR punto
final en gradiente a 56.9° y 55.4° con el protocolo de Hansen, 2000 utilizando el Kit
TopTag Master Mix, con el propésito de estandarizar el testigo positivo del AHV1
(figura 4).

En caso donde se obtuvieron muestras positivas y descartar que el resultado se
haya debido a la contaminacion con el plasmido del AHV1, se estandarizé un control
positivo del sitio de clonacion (MCS), siguiendo las siguientes constantes: un ciclo
de activacion de 94°C por 3 minutos; una extension de 35 ciclos de 94°C por 1
minutos, 55°C por 1 minutos y 72°C por 1 minutos y finalmente una extension final
de 72°C por 7 minutos (cuadro 7) vy utlizando los iniciadores 5'-
GTAAAACGACGGCCAGTG -3° (sentido) y 5- GGAAACAGCTATGACCATG -
3’(contrasentido), esperando que no se amplifigue ningan producto de PCR
descartando la contaminacién. De acuerdo con la informacién proporcionada por el
laboratorio donde se elaboré el plasmido pUC57 PolDev, su genoma tiene un
tamafo de 3475 pb donde se incluye la secuencia del gen de la polimerasa del
Anatid alphaherpesvirus 1 con un tamafio de 446 pb, que inicia en 379 pb y culmina
hasta 1332 pb dando un esperado de amplificacién para los iniciadores de MCS de

aproximadamente 953 pb.
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VI. RESULTADOS

De las 87 muestras de patos silvestres, Unicamente 88.5% (77 muestras)
amplificaron el producto de PCR de correspondiente al control interno, el resto de
las muestras fueron descartadas del estudio (cuadro 1) (figura 5).

De acuerdo con Lorenz (2012), la presencia de dimeros de los iniciadores de
menor tamafo al esperado de 190 pb en la electroforesis correspondiente al control
interno de las muestras (figura 5), puede deberse a que los iniciadores se hibridaron
entre si en lugar del ADN de la muestra, al ocurrir esto se observa un producto de

menos de 100pb en la electroforesis.

Mediante PCR desarrollada por Hansen,et al, se detecté en 3 muestras de heces
de patos migratorios la presencia del producto de PCR de 446 pb correspondiente
al AHV1. Debido a la poca cantidad de muestra de cada una de las aves, no fue
posible realizar un gel Unicamente con las muestras positivas (figura 6). Las 3
muestras de heces positivas a la presencia de material genético del AHV1 durante
los meses de enero a febrero del afio 2016 en la laguna de Chiconahuapan de las
Ciénegas de Lerma, Estado de México, pertenecen a las especies Spatula clypeata
(muestra 35), Mareca americana (muestra 44) y Mareca strepera (muestra 46)

(cuadro 8).

Posteriormente a las muestras positivas con los iniciadores del AHV1, se les
realiz6 una PCR con iniciadores del sitio de clonacion del plasmido pUC57 PolDev
(MCS) descartando un falso positivo (figura 7).

Para saber si la secuenciacion de las muestras positivas podia realizarse. Se tomé
como base el protocolo del BigDye ® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, que
indica que la concentracion adecuada de las muestras posterior a la extraccion del
producto de PCR en el gel constitutivo es de 3 a 10 ng/ul de muestra, de acuerdo
con el tamafio de 446 pb. Unicamente 2 de las 3 muestras, amplificaron una
intensidad de banda visible a ojo humano en el gen constitutivo y se procedio a

realizar la extraccion del ADN, de acuerdo al protocolo para el gel de extraccion
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Qiaquick Gel Extraction Kit QIAGEN (N CAT. 28704 Y 28706). Obtuvieron una
cuantificacion de 4.4 ng/ul (muestra 35) y de 5.04 ng/ul (muestra 44) (cuadro 9). El
purificado de ADN se envi6 al Laboratorio de Fisiologia Celular para su
secuenciacion, pero no hubo reaccién de secuenciacion durante el procesamiento

de las muestras, debido a la poca cantidad de muestra.
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VII. DISCUSION
Susceptibilidad al AHV1 de las especies en el estudio

La informacién disponible relacionada con la resistencia a la enfermedad por patos
silvestres es escasa, la mayoria de la informacién estéa relacionada a granjas de
produccion. En este estudio se utilizaron las muestras de 9 especies de patos
diferentes de las cuales Unicamente se ha demostrado la susceptibilidad de 4
especies: Spatula discors, Mareca strepera, Anas acuta y Anas crecca, de mayor a
menor susceptibilidad (Friend et al., 1999; Dhama et al., 2017). De las especies que
salieron positivas, se tiene registro de la susceptibilidad de Mareca strepera que es
considerado una especie de mediana susceptibilidad al AHV1 (Friend et al., 1999,
Spieker et al., 1996).

Como se menciono, para que la enfermedad se presente es necesario un aumento
en las tasas de contacto entre las especies susceptibles. En México, de acuerdo
con el registro de aves acuéaticas en las Ciénegas de Lerma hecho por Hernandez-
Colina et al., se puede inferir que la poblacién de especies altamente susceptibles
(Spatula discors con 67 ejemplares y Aythya americana con 33 ejemplares) es de
un 39.21%; las especies medianamente susceptibles (Mareca strepera con 44
ejemplares) es de 17.25% y las resistentes (Anas acuta con 44 ejemplares y Anas
crecca con 67 ejemplares) es de 43.52%. Ademas, no existe registro en México de
la presencia del Anas platyrhynchos, considerado como el reservorio de la
enfermedad. Lo anterior nos indica que la poblacion de los patos silvestres en
México tiene una concentracion mayor de especies resistentes a la enfermedad, lo

gue dificulta la presentacion de casos de la enfermedad.

Eliminacion del AHV1 en aves portadoras

El AHV1 es dificil de monitorear y controlar debido a que los patos pueden
establecerse como portadores que son detectados unicamente durante periodos de

eliminacion activa del virus (Wozniakowski and Samorek-Salamonowicz, 2014).
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Se ha reportado el papel de patos silvestres como portadores del virus durante la
presentacion de epidemias (Wozniakowski et al, 2014). Burgess et al, demostro que

la frecuencia de eliminacion viral en un periodo de muestreo de un afio es del 69.8%.

Como se mencioné anteriormente, la ruta de exposicion al AHV1 en patos
silvestres es principalmente por via oral, conjuntival e intranasal, donde se sabe que
se requiere de 100 a 1000 veces mas concentracion del AHV1 para producir
mortalidad via conjuntival o intranasal en comparacion con la via oral (Spieker et al.,
1996). Sin embargo, se sabe que existe una relacion entre la densidad de poblacion
y la presentacion de la enfermedad, siendo mayor la presentacién de la enfermedad
en altas densidades de poblacion (Spieker et al., 1996). Los patos silvestres se
encuentran agrupados en pequefios grupos aislados hasta que los polluelos llegan
a la madurez o son capaces de volar, mientras que en las granjas de produccion la
densidad de poblacién es alta facilitando la transmisién de la enfermedad (Spieker
et al., 1996).

De acuerdo con los registros del Instituto Nacional de Transparencia, Acceso a la
Informacién y Proteccion de Datos Personales (INAI); en el afio 2018 se registraron
691 unidades de produccién pecuaria (UPPs) con patos dados de alta en el Padrén
Ganadero Nacional de la SADER. De estas producciones, Unicamente una contenia
1000 patos y estaba ubicada en el estado de Jalisco; el resto de las UPPs tuvieron
un promedio de 15 patos o menos cada una. Aunado a lo anterior en México no se
encuentra desarrollada la anacultura y la densidad de poblacién de patos no se tiene

registrada.

Estado de latencia del virus en las aves infectadas

Los herpesvirus tienen la capacidad de persistir indefinidamente en el huésped y
evadir la respuesta inmune (Robinson et al., 2010). No se sabe como el virus entra
en estado de latencia ni los mecanismos de infeccion latente en las aves (Liu et al.,

2017). El tnico modelo en el cual se han explorado los mecanismos de latencia de
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los herpesvirus, asi como la induccion del virus para la formacién de tumores es el

virus de la enfermedad de Marek.

Se considera que la infeccion viral latente estd determinada cuando en un mismo
huésped, mediante PCR, las muestras de cloaca son negativas pero positivas en
muestras del ganglio trigémino (Keel et al., 2012; Dhama et al., 2017). En este
estudio Unicamente se realiz6 PCR de muestras de heces tomadas del recto de
aves aparentemente sanas. Burgess et al, demostré que en patos aparentemente
sanos se puede detectar el virus en cloaca hasta por mas de 4 afios después de la
infeccion. El realiz6 varios muestreos de las aves; en unos tom6 muestras tanto de
cavidad oral como de cloaca y obtuvo un 76% de deteccion del virus; en otros
muestred Unicamente cavidad oral y detectd un 14% del virus; y en otros Unicamente
muestred cloaca y detectdé un 10 % de virus. Lo que determina que no existe una
constante cantidad de eliminacion viral por ninguna de las vias. Se propone que la
frecuencia (3.44%) de patos positivos en este estudio por PCR al AHV1, puede
deberse a un estado de latencia de la enfermedad, donde en aves convalecientes
se sabe que el virus puede establecer una infeccion latente en el ganglio trigémino
(TG), tejido linfoide y linfocitos de sangre periférica (Shawky and Schat, 2002;
Dhama et al., 2017).

De acuerdo con Burgess et al, evidenci6 que las aves convalecientes son inmunes
a reinfecciones, demostrando la muerte de patos azulones por infecciones
persistentes, mostrando de esta forma que la presentacion de mortalidad es

dependiente a la ruta de exposicion y la cepa viral (Dhama, et al, 2017).

Pearson y Cassidy (1997) observaron la ausencia de epizootias de la enteritis viral
de los patos en aves acuaticas migratorias durante 20 afos del afio 1973 al 1993,
después de la epizootia del lago Andes en Estados Unidos. Ellos detectaron la
presencia de anticuerpos neutralizantes contra el AHV1 en aves acuaticas hasta
por 79 dias después de la tltima muerte registrada por la enteritis viral de los patos
en Estados Unidos desde 1978 hasta 1986 (Brand y Docherty, 1988; Converse y
Kidd, 2001)
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Estacionalidad de la enfermedad

Las aves acuaticas migratorias y los patos silvestres, desempefian un componente
esencial en el ecosistema de humedales (Post et al., 1998; Green y EImberg, 2014;
Viana et al, 2016; Giunchi et al., 2019). El volar desempeiia una demanda altamente

energética para las aves migratorias (Johansson et al., 2014; Giunchi et al., 2019).

Esta comprobado que, en asociacion con la urbanizacion, los factores que afectan
la trasmisién de patdgenos en animales silvestres, incluyen un aumento en la
agregacion y disponibilidad de recursos que resulta en un aumento en las tasas de
contacto, disminucién de la biodiversidad, modulacion en la inmunidad del huésped
y niveles de estrés (Becker and Hall, 2014; Becker et al., 2015; Bradley and Altizer,
2006; Delgado and French, 2012; Patz et al., 2004; Penczykowski et al., 2014; Wille
et al., 2017b).

La mortalidad, severidad de la enfermedad y las especies afectadas varian entre
cada una de las epidemias que se han registrado. Aproximadamente 86% de las
epidemias registradas a nivel mundial se han reportado durante los meses de marzo
a junio. En el caso de los Estados Unidos de América, el reporte de las epidemias
han sido en granjas de produccion de patos, sin embargo el virus no ha sido aislado
o identificado (Dhama et al., 2017).

No se tiene registro del comportamiento de la enfermedad o el virus en el
continente americano durante la época invernal. En lugares donde la enfermedad
es considerada como enzootia, los focos epidémicos principalmente ocurren
durante la primavera (Spieker et al, 1996), en regiones cercanas a humedales donde
patos domésticos y silvestres pueden llegar a interactuar (Dhama et al., 2017). El
muestreo de las aves se realizo durante el periodo invernal, época en la cual los
patos migratorios llegan a territorio mexicano. En todo México, los estudios sobre

los patos silvestres, son escasos (Colon-quezada, 2009).

De acuerdo a la NOM-046-Z00-1995, Sistema Nacional de Vigilancia

Epizootiologica, publicada el 19 de febrero de 1997, esta es una enfermedad de
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notificacion obligatoria, debido a que se encuentra dentro de la lista 1 (enfermedad
exotica) del Acuerdo vigente mediante el cual se enlistan las enfermedades y plagas

exoticas y enzodticas de notificacion obligatoria en los Estados Unidos Mexicanos.

Este es el primer estudio donde se confirma la presencia del AHV1 en México. Se
realizo la notificacion de manera inmediata ante el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (SIVE), el cual se encuentra interrelacionado con sistemas de
vigilancia internacional (como la OIE), este se encargar4 de la recoleccion
sistemética de datos necesarios, consolidacion, evaluacion e interpretacion de la
informacion, para la propuesta de alternativas sobre las medidas adecuadas a
tomar, distribucion rapida de la informacion y de las recomendaciones a las
unidades administrativas que deben decidir y actuar en los diferentes niveles

organizacionales.

VIIl. CONCLUSIONES

La especie viral de herpesvirus aviar detectada por virbmica en patos migratorios
obtenidos por actividad cinegética durante su estancia invernal en el Estado de

México es el Anatid alfaherpesvirus 1.

La deteccion de Anatid alfaherpevirus 1 en los patos migratorios evidencia por
primera vez su presencia en México. La enfermedad es exética en México, pero las
unidades de produccion de patos domésticos deben evitar el contacto directo o
indirecto con patos silvestres y su habitat.

La frecuencia de 3.8% del Anatid alfaherpesvirus 1 por PCR en heces de patos

migratorio sugiere replicacion del virus.

La ausencia de la enfermedad del Anatid alfaherpesvirus 1 en los patos
migratorios sugiere la presencia de factores que limitaron la presencia de la

enfermedad en el habitat.
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IX. PROSPECCION

Es necesario realizar el aislamiento y caracterizacion del virus para conocer el
origen filogenético, virulencia y posible impacto en la salud de los patos silvestres 'y

domésticos en México.

Considerando el comportamiento de la enfermedad en los patos silvestres donde
dificilmente se observan signos clinicos y solo se presenta muerte subita, se
propone realizar el monitoreo de los patos en las Ciénegas de Lerma, para
determinar si presentan lesiones relacionadas con la enfermedad y si son positivos

al virus por PCR en cloaca y/o ganglio trigémino.

De acuerdo con la Ley General de Vida Silvestre, se necesita autorizacion por
parte de la SEMARNAT para hacer un muestreo de poblaciones silvestres, la cual
serd otorgada soélo cuando no se afecte con la viabilidad de las poblaciones,
especies, habitats y ecosistemas. Para esto, debido a que no existen estudios
previos de la presencia de la enfermedad en poblaciones silvestres, se tienen que
muestrear un total de 385 patos en la zona, considerando un 95% de confianza y
un error del 5%, lo que implicaria un elevado costo de recoleccion, manejo y

procesamiento de las muestras.
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ANEXOS

Figuras
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Figura 1. Amplificacién del producto de PCR de aproximadamente 190 pb correspondientes al
control interno exégeno
PM: marcador de peso molecular. Carriles 1 a 6, ensayo 1; carril 1 y 2 muestra 1 con y sin
enzimas; 3y 4 muestra 2 con y sin enzimas; 5y 6 muestra 3 con y sin enzimas). Carriles 7 a 12,
ensayo 2; carril 7y 8 muestra 1 con y sin enzimas; 9 y 10 muestra 2 con y sin enzimas; 11y 12
muestra 3 con y sin enzimas)
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Figura 2. Amplificacién de los productos de PCR duplex del control interno exégeno y
plasmido pUC57 PolDev
A. PM: marcador de peso molecular; 1 testigo positivo de pUC57 PolDev; 2 testigo positivo del
control interno; 3 y 4 muestra 1 con enzimas; 5 y 6 muestra 1 sin enzimas; 7 y 8 muestra 2 con
enzimas; 9 y 10 muestra 2 sin enzimas. B. PM: marcador de peso molecular; 1 testigo positivo
de pUC57 PolDev; 2 testigo positivo del control interno; 3 y 4 muestra 3 con enzimas; 5y 6
muestra 3 sin enzimas; 7 testigo negativo.
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Figura 3. Mapa del plasmido pUC57 con el inserto del gen de la polimerasa del Anatid
alphaherpesvirus 1
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Figura 4. Estandarizacién del testigo positivo del plasmido pUC57 PolDev
correspondiente al gen de la polimerasa del AHV1

PM: Peso molecular; 1y 2: la amplificacién del producto de PCR esperado; de 446 pb;
T- testigo negativo.
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Figura 5. Amplificacién del producto de PCR del control interno exégeno heterélogo de
aproximadamente 190 pb en las muestras positivas al pUC57 PolDev
*PM marcador de peso molecular; | testigo positivo del control interno exégeno heterélogo;
El nimero de los demas carriles pertenece a las muestras positivas al AHV1.
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Figura 6. Amplificacién del producto de PCR de aproximadamente 446 pb de las muestras
positivas al pUC57 PolDev
*PM marcador de peso molecular; A testigo positivo del AHV1; El nUmero de los carriles 35, 44

y 46, pertenece a las muestras positivas al AHV1.
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Figura 7. Amplificacion del producto de PCR de aproximadamente 956 pb de la region
MCS del pUC57 PolDev
*PM marcador de peso molecular; MCS testigo positivo del sitio de clonacion del plasmido
pUCS57 PolDev; El nimero de los carriles 35, 44 y 46, pertenece a las muestras positivas al
AHV1.
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Cuadros

Cuadro 1. Numero de patos por especie que fueron analizados durante los meses de enero a
febrero del afio 2016 en la laguna de Chiconahuapan de las Ciénegas de Lerma, Estado de
México

Especie Numero de Muestras negativas al Muestras positivas al
muestras control interno control interno
1 Anas crecca 2 0 2
2 Spatula discors 3 1 2
3 Spatula cyanoptera 6 0 6
4 Oxyura jamaiciencis 8 1 7
5 Anas diazi 8 0 8
6 Anas acuta 10 2 8
7 Mareca americana 15 3 12
8 Mareca strepera 16 1 15
9 Spatula clypeata 19 2 17
Total 87 10 77

Cuadro 2. Identificacion de las muestras utilizadas para la estandarizacion de los protocolos
de PCR

Especie Identificacion
Spatula discors 09-11-14 (Pato 12)
Spatula discors 09-11-14 (Pato 1)
Spatula discors 09-11-14 (Pato 13)

Cuadro 3. Cuantificacién del material genético en las muestras piloto (NanoDrop 1000)

Muestra Ensayo 1 Ensayo 2
(ng/ul) 260/280 (ng/ul) 260/280
1 Con enzimas 45.2 2.07 64 2.04
Sin enzimas 234 1.97 434.7 1.91
2 Con enzimas 540 1.92 717.8 2.12
Sin enzimas 578.5 1.89 957.1 1.98
3 Con enzimas 13.6 2.22 40 1.91
Sin enzimas 102.1 2.02 102.4 1.91

34



Cuadro 4. Iniciadores utilizados para la deteccién del gen de la polimerasa del AHV1

Nombre Longitud ™m® Secuencia Tamafio
7F-DEV 20 58.9 GAAGGCGGGTATGTAATGTA 446 pb
7R-DEV 20 58.8 CAAGGCTCTATTCGGTAATG

Cuadro 5. Protocolo de PCR punto final de Hansen et al, 2000

Numero de ciclos Temperatura (°C) Tiempo (minutos)

Activacion 1 94
37

72
Alineacién, extension 35 94

55
72
Extensioén final 1 94
55

72

N R RPN R PORN

Cuadro 6. Volumen y concentracion de los iniciadores para la deteccion del gen de la
polimerasa del AHV1 después de ser reconstituidos

Iniciadores Volumen (ul) Concentracion (uUM/ml)
7F-DEV 1162 200
7R-DEV 2052 100
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Cuadro 7. Constantes de PCR para el sitio de clonacién (MCS) del plasmido pUC57 PolDev

Numero de ciclos Temperatura (°) Tiempo

(minutos)
Activacion 1 94 3
Alineacion, extension 35 94 1
55 1
72 1
Extension final 1 72 7

Cuadro 8. Listado de muestras positivas a AHV1 durante los meses de enero a febrero del afio
2016 en la laguna de Chiconahuapan de las Ciénegas de Lerma, Estado de México

IDENTIFICACION ESPECIE COLECTA
35 Spatula clypeata -

44 Mareca americana 24.01.16
46 Mareca strepera 07.02.16

- Sin registro de la fecha de muestreo

Cuadro 9. Cuantificacion del purificado de ADN, obtenido de las muestras posterior a la
extraccién en gel constitutivo

Muestra (ng/ml) 260/280 260/230
35 4.4 3.21 0.01
44 5.04 5.73 0.01
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