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RESUMEN

El crecimiento acelerado de la poblacion humana ha generado la transformacion de los
ecosistemas naturales en paisajes antropicos. Esto ha favorecido la presencia de especies
invasoras que facilitan la introduccidn, transmision y propagacion de enfermedades,
principalmente en ecosistemas tropicales. Por sus caracteristicas ecolégicas y evolutivas las
enfermedades virales asociadas a los cerdos asilvestrados han adquirido mayor relevancia,
ya que debido al comportamiento sinantropico del cerdo asilvestrado se han establecido
nuevas interacciones biologicas, por ejemplo, con los virus de influenza. En México existen
pocos estudios sobre la interaccion de virus de influenza A con cerdos asilvestrados. En este
estudio se busco demostrar la participacién del cerdo asilvestrado en la transmision y el
mantenimiento de virus de influenza A en una region del sureste mexicano. Entre mayo y
octubre de 2018 fueron tomadas muestras de suero, hisopos nasales y 6rganos de 61 cerdos
asilvestrados en la region de Laguna de Términos, Campeche para serologia y deteccion
molecular. Se aislé el virus de las muestras positivas en embriones de pollo y se secuencio el
genoma completo del virus de influenza A. Se hizo un andlisis filogenético y por medio de
analisis de percepcidn remota se determindé el grado de antropizacion de las areas de estudio
a través del calculo del indice Integrado Relativo de Antropizacion. Los datos se analizaron
bajo un modelo de regresion logistica. Se detectaron anticuerpos contra subtipos de influenza
HIN1 humano (11.47%), H1IN1 porcino (8.19%) y H5N2 aviar (1.63%). La prevalencia
molecular fue del 19.67%. Se obtuvo la secuencia de un subtipo H5N2 que se agrupd con
secuencias reportadas en cerdos y aves de México. Se encontré un efecto positivo de la
antropizacion del paisaje sobre la seropositividad, ademas las variables edad y prevalencia
resultaron dependientes, los animales positivos molecularmente en su mayoria fueron
adultos. La exposicién de los cerdos asilvestrados a virus humanos confirma la interaccion
entre estos hospederos y el virus y sugiere la existencia de antroponosis. El ambito hogarefio
les permite distribuirse en grandes areas y favorece la interaccion con diversos hospederos y
fuentes de infeccion. Los ecosistemas con mayor transformacion antropogeénica favorecen la
presencia del cerdo asilvestrado y permiten su participacion en la transmision vy
mantenimiento de virus de influenza A en la region de Laguna de Términos.

Palabras clave: antroponosis, eco-epidemiologia, HSN2, seroprevalencia, sinantropico.
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ABSTRACT

The accelerated growth of human population has generated the transformation of natural
ecosystems into anthropic landscapes. This has favored the presence of invasive species that
facilitate the introduction, transmission and spread of diseases, mainly in tropical ecosystems.
Due to their ecological and evolutionary characteristics, viral diseases associated with feral
pigs have become more relevant, since due to the synanthropic behavior of feral pigs, new
biological interactions have been established, for example, with influenza viruses. In Mexico
there are few studies on the interaction of influenza A virus with feral pigs. This study sought
to demonstrate the participation of feral pigs in the transmission and maintenance of influenza
A virus in a region of southeastern Mexico. Between May and October 2018, serum samples,
nasal swabs and organs from 61 feral pigs were obtained at the Laguna de Términos region,
Campeche for serology and molecular detection. The virus was isolated from the positive
samples in chicken embryos and the complete genome of influenza A virus was sequenced.
A phylogenetic analysis was made and by means of remote perception analysis the degree of
anthropization of the study areas was determined through of the calculation of the Integrated
Relative Anthropization Index. Data were analyzed under a logistic regression model.
Antibodies against human H1N1 influenza subtypes (11.47%), porcine HIN1 (8.19%) and
avian H5N2 (1.63%) were detected. The molecular prevalence was 19.67%. The sequence of
a subtype H5N2 was obtained that was grouped with sequences reported in pigs and birds of
Mexico. A positive effect of landscape anthropization on seropositivity was found; in
addition, the age and prevalence variables were found to be dependent, molecularly positive,
and the animals were mostly adults. Exposure of pigs feral to human viruses confirms the
interaction between these hosts and the virus, and suggests the existence of anthroponosis.
The home environment allows them to be distributed in large areas and favors the interaction
with various hosts and sources of infection. Ecosystems with greater anthropogenic
transformation facilitate the presence of feral pigs and allow their participation in the

transmission and maintenance of influenza A virus at the Laguna de Terms region.

Keywords: anthroponosis, eco-epidemiology, H5N2, seroprevalence, synanthropic.
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INTRODUCCION

IMPACTO DE LAS ACTIVIDADES ANTROPOGENICAS EN PROCESOS
ECOLOGICOS

En la actualidad se esta viviendo una de las eras mas devastadoras para la vida en la Tierra,
el Antropoceno, del griego Anthropos (ser humano) y kainos (nuevo), propuesta como una
nueva era geoldgica (Corlett, 2015; Crutzen, 2002) la cual enfrenta un triple desafio a causa
de las actividades humanas, las tasas actuales de cambio climético introducido por el ser
humano, la extincion masiva de especies locales y globales y el uso inadecuado de la tierra
(Kremen y Merenlender, 2018).

Entre el manejo inadecuado de la tierra y otros cambios de uso de suelo, la conversién de los
ecosistemas naturales a tierras de trabajo agricolas y ganaderas representa la mayor amenaza
para el mantenimiento de la biodiversidad (Newbold et al., 2015). Durante el altimo siglo,
esta conversion de uso de suelo ha sido particularmente drastica en los tropicos (Song et al.,
2018).

Los bosques tropicales albergan aproximadamente el 70% de la biodiversidad a nivel
mundial. Sin embargo, se estima que en la region tropical se pierden aproximadamente 15
millones de hectareas de bosque maduro por afio, de las cuales el 60% es debido a la
fragmentacion del habitat asociada a las actividades agropecuarias, forestales, asi como
pastoreo mal organizado, la urbanizacion, la mineria, la tala furtiva e incendios (Cristobal et
al., 2014; Dirzo, Aguirre y Lopez, 2009).

Las actividades agropecuarias, afectan directa e intensamente procesos ecoldgicos en los

diferentes niveles de organizacion, que van desde el comportamiento de los individuos, la



dindmica de las poblaciones, la composicién y estructura de las comunidades, los flujos de
materia y energia y la dinamica de enfermedades (Dale y Polasky, 2007; Trilleras, Jaramillo,
Vega y Balvanera, 2015), favoreciendo de esta manera, el surgimiento de enfermedades
infecciosas (principalmente zoondticas) y eventos de emergencia, asi como la modificacion
de la transmisién de enfermedades endémicas (Patz et al., 2004).

De tal manera que dentro de los factores asociados a la propagacion e incremento de eventos
zoondticos se encuentran el cambio climatico, el comercio, el turismo, la fragmentacion y
deforestacion de los bosques tropicales (Allan y Ostfeld, 2003; Suzéan et al., 2008). Por ello
la ecoepidemiologia general de las zoonosis se sustenta en la relacion que existe entre
animales domésticos, silvestres o sinantrépicos que son reservorios de diferentes agentes
infecciosos y las poblaciones humanas (WHO, 2006).

La transmision de enfermedades zoonoéticas puede darse por contacto directo, indirecto y a
través de vectores (Reyes-Novelo et al., 2011). Principalmente, se presenta en dos tipos de
ambiente, en el ambiente sinantrépico, considerado como el ambiente doméstico y
peridoméstico del ser humano que puede incluir sitios rurales, suburbanos y urbanos y el
segundo es el ambiente exoantrépico, localizado fuera del alcance de la poblacién humana,
donde la estructura de la vegetacion permanece sin alteracion con bajos niveles de
fragmentacion y perturbacion, asi como una gran capacidad de resiliencia (Hubalek, 2003;
Reyes-Novelo et al., 2011). De manera adicional se encuentra un tercer tipo de ambiente
determinado como ecotono o zona de transicion, que se define como un sistema dinamico
que compone los limites entre dos sistemas ecoldgicos adyacentes. En esta zona de transicion
existen diferentes ambientes por lo que juega un papel importante en los ciclos de transmision

de enfermedades zoondticas (Despommier, Ellis y Wilcox, 2006).



Al entender como los hospederos utilizan los recursos brindados por el ambiente y su
repercusion en las interacciones entre especies, facilita determinar el riesgo local de
transmision y el mantenimiento de agentes infecciosos (Barasona et al., 2014). Sin embargo,
las interacciones en estas interfaces son dificiles de medir o caracterizar, por lo que
frecuentemente el riesgo de transmisidn solo se puede estimar usando tasas como la tasa de
contacto (Cappelle et al., 2011).

Aunado a lo anterior, las asociaciones entre antropizacion y la prevalencia de agentes
infecciosos en poblaciones de vida silvestre sugiere que a través de una alteracion en la
estructura del habitat y cambios en la disponibilidad de recursos, dicha antropizacion asi
como la urbanizacion producirdn cambios significativos en la estructura de las comunidades
de vida silvestre, que de manera posterior, se caracterizard por albergar una baja
biodiversidad con incremento proporcional en la abundancia de ciertas especies generalistas
de héabitat (Hassell, Begon, Ward y Févre, 2017).

A escala de paisaje, se crea una tendencia decreciente de riqueza de especies de las areas
rurales a los asentamientos humanos con especies sinantropicas que ocurren en densidades
mas altas en entornos antropizados o urbanos que en las areas con menor grado de
perturbacion (Hassell et al., 2017). Esto genera una mayor tasa de contacto entre hospederos
susceptibles debido al aumento de la densidad poblacional de las especies sinantropicas (a
través de cambios en los patrones y densidades de distribucion del hospedador) y, por lo
tanto, aumenta el riesgo de transmision de agentes infecciosos (Palacios et al., 2011). Ademas
la transmisidn zoonotica inversa, también Ilamada antroponosis, que va de los seres humanos
a los animales puede representar una amenaza para las poblaciones de animales domésticas

y silvestres al estar expuestos estos a seres humanos infectados (Hassell et al., 2017).



La sinantropia entonces, es una caracteristica que presentan los animales no domesticados de
interactuar en el entorno humano. Esta interaccion se ve favorecida por las condiciones de
refugio y alimentacion que la poblacién humana propicia a través de la modificacion de los
ecosistemas naturales y la generacion de ambientes favorables para el establecimiento de
asentamientos humanos. Estas condiciones favorecen que algunas especies con mayor
adaptabilidad ecoldgica encuentran en estos nuevos ecotonos artificiales la posibilidad de
satisfacer necesidades bésicas para su reproduccién y desarrollo, asi como ausencia de
depredadores o competidores facilitando el incremento poblacional (Ruiz-Pifia y Reyes-
Novelo, 2013).

Algunos ejemplos de animales sinantropicos son los roedores del género Peromyscus,
reservorios de hantavirus, diferentes especies de aves migratorias que participan en la
ecologia del virus del Oeste del Nilo, asi como perros (Canis lupus familiaris) y gatos (Felis
catus) que forman parte del ciclo de transmision de ricketsiosis y filariasis (Long et al., 2019;
Pandit et al., 2018; Reyes-Novelo, 2011). De igual forma, muchas de las especies con
comportamiento sinantrépico son especies exéticas invasoras. Las especies invasoras son una
de las principales causas de pérdida de biodiversidad a nivel mundial (Cuthbert, Callaghan 'y

Dick, 2019) y su repercusion en la transmision de enfermedades es de suma importancia.

ESPECIES EXOTICAS INVASORAS
Las especies exoticas invasoras son aquellas introducidas por accién humana, intencional o
accidentalmente, en un ecosistema que se encuentra fuera de su area de distribucién natural

y cuyas caracteristicas bioldgicas les confieren la capacidad de colonizar, establecerse y



causar dafos al ambiente (Aguirre et al., 2009). La Ley General de Vida Silvestre, define a
una especie exotica invasora, como aquella especie o poblacidn que no es nativa, encontrada
fuera de su ambito de distribucién natural, capaz de sobrevivir, reproducirse y establecerse
en ecosistemas naturales y que amenazan la diversidad bioldgica nativa, la economia y la
salud humana (DOF, 2016). Mientras que la Unién Mundial para la Naturaleza (UICN)
define a una especie invasora como aquella especie exotica o traslocada que ha sido
introducida accidental o intencionalmente fuera de su distribucion natural, y que tiene la
capacidad de colonizar, invadir y persistir, y su introduccién y dispersion amenazan la
diversidad bioldgica, causando dafios al ambiente, a la economiay a la salud humana (UICN,
2019).

Con frecuencia se utilizan de manera indistinta los términos “especies invasoras”,
“introducidas”, “exdticas”, “no nativas”, “no indigenas”, entre otros, para referirse a estas
especies. Sin embargo, el concepto de especies invasoras no debe confundirse con el de
especies exoticas, que si bien las especies exoticas pueden tornarse como especies invasoras,
en algunos casos no sucede de esta manera (Aguirre et al., 2009; Alvarez-Romero et al,
2008).

Durante el proceso de invasion de una especie, se pueden reconocer tres fases: introduccion,
establecimiento y expansion. Despues del establecimiento, las especies invasoras tienen el
potencial de proliferar y diseminarse dafiando los intereses humanos, los ecosistemas y la
biodiversidad (Genovesi y Shine, 2000). Las vias de introduccion de estas especies son
maultiples, debido a varios factores, como la deficiencia en la vigilancia de los sistemas
fronterizos y la falta de medidas de prevencion y control en estos. La globalizacion y el

incremento en la eficacia del transporte han propiciado la entrada masiva, intencional o



accidental, de especies exdticas a los ecosistemas. Sin embargo, también existen vias de
dispersion natural, como los rios, las corrientes marinas y la via aérea que facilitan el
movimiento sin control de muchas especies, como es el caso de algunas aves (Aguirre et al.,
2009).

Las especies invasoras son responsables de un elevado nimero de extinciones y de otros
dafios ambientales, que se presentan de manera exacerbada en regiones insulares, como
consecuencia de la depredacion, la competencia, la alteracion del habitat, el sobrepastoreo y
los dafios al suelo (Catford, 2018). Ademas de los impactos directos, la mayoria de especies
exoticas invasoras acarrean numerosos efectos indirectos que pueden ocasionar cambios en
las comunidades y en los ecosistemas tales como la introduccion de enfermedades, la
transmision, mantenimiento y propagacion de estas (Solis, Arnaud, Alvarez, Galina, 2009;
Wehr, Hessand y Litton, 2017).

Existen diversos ejemplos de especies exdéticas invasoras que van desde plantas como
Bromus tectorum una especie herbacea perteneciente a la familia de las gramineas que ha
degradado millones de hectareas de areas naturales en todo el mundo o la palma aceitera
africana (Elaeis guineensis) que actualmente es de las principales causas de deforestacion en
los bosques tropicales (Aguirre et al., 2009; Luskin et al., 2017). Otro ejemplo seria el caso
del mosquito tigre Aedes albopictus, un mosquito asidtico altamente invasivo, cuya
expansion por Africa, América y Europa comenzo a finales de los afios 70°s, representando
una amenaza para la salud publica por ser el vector de enfermedades virales como dengue,
fiebre amarillay virus del Oeste del Nilo (Cuthbert et al., 2019). Dentro de la fauna doméstica
también se cuenta con otros ejemplos de especies exoticas invasoras, como es el caso de los

gatos domeésticos (Felis catus), que se encuentran entre las especies introducidas con mayor



potencial de dafio, ya que han sido responsables de la extincion o disminucién de numerosos
mamiferos, aves y reptiles, particularmente en los ecosistemas insulares (Maeda, Nakashita,
Shionosaki, Yamada y Watari, 2019). Un ultimo ejemplo son los cerdos asilvestrados (Sus
scrofa), reconocidos como una de las especies con mayor capacidad de invasion de nuevas
areas (Lowe, Browne, Boudjelas y De Poorter, 2000) y que causan mayores dafios al

ambiente (Barrios-Garcia y Ballari, 2012).

EL CERDO ASILVESTRADO (Sus scrofa) COMO ESPECIE EXOTICA INVASORA
Origen y distribucion

Los cerdos asilvestrados (Sus scrofa) (Linnaeus, 1758) se originaron por diversas causas
ligadas a actividades antropogénicas. Se considera que son cerdos domésticos, jabali
europeo, e hibridos de estos, que han coincidido en tiempo y espacio (Wehr et al., 2017,
Mayer, 2000). En el caso de las poblaciones de cerdos domésticos que fueron liberados y se
han establecido en diferentes habitats, al paso del tiempo y de generaciones, han ido
recuperando caracteristicas fenotipicas del agriotipo que les dio origen, el jabali euroasiatico.
Estas poblaciones se han reproducido con el jabali europeo en algunas partes donde este ha
sido traslocado y es considerado una especie exdtica, dando origen a individuos con diferente
grado de hibridacién, por lo cual el fenotipo de estos animales es sumamente variado, lo que
ha generado confusion sobre su taxonomia (Figura 1) (Mayer, 2000; Adeola et al., 2017;
Barrios-Garcia y Ballari, 2012; Ditchkoff y West, 2007; Hidalgo-Mihart et al., 2014;
Alvarez-Romero et al., 2008; Wehr et al., 2017; West, Cooper y Armstrong, 2009).

Recientemente, la implementacion de pruebas genéticas para diferenciar entre jabali europeo,



linajes de cerdos domésticos e hibridos de estos, ha permitido a los investigadores realizar
un seguimiento de las introducciones historicas poblacionales asi como una distincion clara

del origen de los cerdos asilvestrados (Wehr et al., 2017).

Jabali euroasiatico
Sus scrofa

Domesticacion ”

Cerdo doméstico

Asilvestracion ﬂ

» Hibridacion +

Cerdo doméstico

) ) Hibridos Jabali euroasiatico
en vida libre

Tipos de cerdos asilvestradps

Figura 1. Clasificacion taxondémica de los cerdos asilvestrados. Se muestran los tres tipos de cerdos
asilvestrados, el cerdo doméstico en vida libre, el jabali euroasiatico (donde su distribucion es exética) y los
hibridos de estos. Adaptado de (Mayer, 2009).

Los cerdos asilvestrados son nativos de Europa, Asia y Africa del Norte, el Género Sus
incluye al jabali barbudo (Sus barbatus), el jabali vietnamita (Sus bucculentus), el jabali de
Bisayas (Sus cebifrons), el jabali verrugoso de Célebes (Sus celebensis), el jabali filipino (Sus
philippensis), el jabali verrugoso de Oliver (Sus oliveri), el jabali enano (Sus salvanius), el
jabali verrugoso de Java (Sus verrucosus), el jabali barbudo de Palwan (Sus ahoenobarbus)

y el jabali euroasiatico (Sus scrofa), del cual descienden la mayoria de las razas porcinas que



fueron domesticadas. Sin embargo, existen estudios con estimaciones de reloj molecular que
demuestran que existieron diferentes puntos de domesticacion a partir de linajes divergentes
de jabalies ya que se han identificado tres grupos distintos de Sus scrofa, un clado asiatico y
dos grupos europeos. Esto ha generado mayor diversidad genética en los cerdos asilvestrados
por provenir de tres diferentes grupos de animales, cerdo doméstico (diferentes razas con
diversos origenes), jabali europeo e hibridos de estos (Ramos-Onsins, Manunza y Amills,

2014; Giufra et al., 2000; Larson et al., 2005) (Figura 2).

=3 Suggested migration events after domestication «

EEE Wild boar range distribution at present 777 Main suggested centers of pig domestication

Figura 2. Puntos de domesticacion del cerdo y distribucidn nativa del jabali. Mapa que muestra el sudeste
asiatico, como origen de las especies de jabalies (Sus scrofa, Sus celebensis, Sus verrucosus, Sus
barbatus, Sus philippensis y Sus cebifrons), y la distribucion geografica actual del jabali. También se
indican (areas alineadas) centros de domesticacion de cerdos en el Cercano Oriente (Anatolia, # 1) y China
(se han informado multiples centros de domesticacion en las regiones aguas arriba # 2 y aguas abajo # 3 del
rio Yangtze, la Meseta Tibetana # 4 y la region Mekong # 5, pero hasta ahora los datos no son
concluyentes). Las rutas de dispersion potenciales de estos centros de domesticacion también se muestran
con flechas marrones. También se han propuesto centros de domesticacion cripticos, sin apoyo
zooarqueologico, en el sudeste asiatico, India y otros lugares. Tomado de (Ramos-Onsins et al., 2014).


https://www.nature.com/articles/hdy201468#ref56

Actualmente la distribucion de los cerdos asilvestrados ocupa todos los continentes excepto
la Antartida, llevando asi al establecimiento de poblaciones asilvestradas en gran parte del
mundo (Adeola et al., 2017; Pérez-Rivera et al., 2017; Solis, Arnaud, Alvarez, Galina, 2009;
Tisdell, 2011; West et al., 2009). Esta distribucién se debe a la introduccién antropogénica
de cerdos domésticos y jabalies euroasiaticos con fines de alimentacion y en el caso particular
de los jabalies europeos, con fines de caceria cinegética, estos eventos se han documentado
desde la época de la colonizacion humana y la conquista a varios continentes (Mayer, 2000).
Sin embargo, existen paises en los que se denota ocurrencia de cerdos asilvestrados, pero se
desconoce con exactitud su distribucion como se muestra en la figura de Barrios Garcia y

Ballari (2012) (Figura 3).
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Figura 3. Distribucion mundial de Sus scrofa. La gama nativa de la especie se muestra en negro y la gama
introducida en gris. Los circulos grises indican las islas donde se ha introducido S. scrofa y (?) denota
ocurrencia, pero distribucion desconocida. Tomado de (Barrios-Garcia y Ballari, 2012).
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Rasgos de historia de vida

Los cerdos asilvestrados también conocidos como “cerdos alzados”, “cerdos ferales”,
“cerdos rusos”, “cerdos feroces” o “cerdos salvajes”, son llamados de diferente forma de
acuerdo con la regién o lugar donde se encuentren. Son generalistas de habitat y de dieta, al
ser omnivoros se adaptan a cualquier tipo de habitat, aunque prefieren los climas templados,
se reproducen prolificamente debido a que las hembras son poliéstricas continuas con un
ciclo estral de 21 dias, el tamafio de camada varia entre 4-12 lechones por camada, con una
a dos camadas al afio (Solis, Arnaud, Alvarez, Galina, 2009; Tisdell et al., 2011; West et al.,
2009). El &mbito hogarefio de manera general es de 0.62 a 48.3 km?, siendo amplio y por
ende su capacidad de dispersion es alta (Fattebert, Baubet, Slotow y Fischer, 2017). En el
caso particular de las hembras se ha registrado un ambito hogarefio de 0.3 a 7.2 + 1.8 Km?y
en el caso de los machos se ha registrado un ambito hogarefio de 3.1 a 48.3 + 4.3 Km?, en
ambos casos esta dispersion depende de una serie de factores como el tipo de vegetacion, la
region geografica, la disponibilidad de alimento y agua, la temporada del afio, la etapa
fisiol6gica en la que se encuentren y la densidad local de cerdos asilvestrados (Wehr et al.,
2017; Mayer, 2009; Mcilroy, 1990; Hampton, 2004; Salbosa, 2009). La densidad poblacional
va de 12 a 43 cerdos por Km?en areas sin caceria y de 3 a 8 cerdos por Km?en sitios cercanos
a la caceria, pero estos valores se ven afectados por los factores ya mencionados (Mcilroy,
1990; Mayer, 2009).

En cuanto a sus caracteristicas morfologicas, estas muestran gran variabilidad derivada de
los origenes taxondmicos y ancestrales diversos de estos individuos, por lo que la descripcion
fisica se hace de manera general. El tamafio de los cerdos asilvestrados va de mediano a

grande, con un cuerpo robusto en forma de barril, relativamente largo, miembros toracicos y
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pélvicos cortos y delgados, cada uno con cuatro falanges, la cabeza es puntiaguda con cuello
corto. Los 0jos son pequerios, las orejas son grandes y anchas, que se estrechan hasta la punta.
El pelo es liso, erizado y obscuro. La cola esta cubierta de pelo, especialmente hacia la punta,
puede variar de recta a rizada (Cuadro 1) (Mayer, 2009; Wehr et al., 2017). Tienen gran
rusticidad, por lo que se piensa que son mas resistentes a las enfermedades infecciosas.

Cuadro 1. Resumen de siete medidas corporales externas de 358 cerdos asilvestrados adultos. Los datos se

segregaron por sexo e incluyeron una muestra combinada de jabali euroasiatico, cerdos asilvestrados e hibridos.
Adaptado de (Mayer, 2009).

Medicién Sexo N Promedio Rango de Desviacion Diferencia de
(mm) observaciones estandar porcentaje
Longitud F 174 1594.4 1045 - 1910 143.0 5.5
total M 184 1682.4 1160 — 2083 160.2
Longitud F 174 1305.3 840 — 1580 116.4 5.8
cabeza- M 184 1380.9 950 - 1750 129.6
cuerpo
Longitud de F 174 288.5 130 — 395 46.7 4.5
la cola M 184 301.6 90 - 410 60.5
Longitud del F 174 269.8 185 - 333 23.2 5.6
pie trasero M 184 285.3 200 — 380 24.4
Longitud de F 174 149.9 86 — 204 21.5 4.7
oreja M 184 157.2 92 - 250 24.4
Alturaala F 174 698.4 515 - 1000 70.3 9.2
cruz M 184 761.8 535 - 1060 95.5
Longitud del F 174 226.6 155 — 305 27.3 7.5
hocico M 184 244.4 160 — 368 31.7
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El cerdo asilvestrado en la interfaz entre animales silvestres, domésticos y seres
humanos

Los cerdos asilvestrados ademas de causar dafios a los ambientes conservados y producciones
agricolas, también han sido asociados con la transmision y mantenimiento de agentes
infecciosos relacionados con animales domésticos, silvestres y seres humanos (Wehr et al.,
2017).

La caracterizacion de la interfaz entre humanos, animales domésticos y silvestres se ha
identificado como una herramienta clave y esencial para el control de enfermedades
infecciosas emergentes (Cappelle et al., 2011).

Dentro de la interfaz cerdos asilvestrados, animales domésticos y agentes infecciosos,
destacan los causantes de peste porcina africana, fiebre porcina clésica, enfermedad de
Aujesxky, tuberculosis bovina, entre otros (Gortazar et al., 2007; Essey et al., 1983,
Machackova et al., 2003, Naranjo et al., 2007 y Wehr et al., 2017). Sin embargo, varios de
estos agentes infecciosos también causan enfermedades en poblaciones silvestres, en este
sentido el riesgo de contacto con poblaciones de cerdos asilvestrados reservorios o enfermos,
es mayor para poblaciones de animales silvestres amenazados o en peligro de extincion
(Wyckoff, Henke, Campbell, Hewitt y VerCauteren, 2009).

En el caso de la interfaz humano, cerdos asilvestrados y agentes infecciosos, sobre todo en
el caso de los cazadores, quienes mantienen una mayor tasa de contacto con los cerdos
asilvestrados, se han asociado enfermedades como encefalitis japonesa y brucelosis en Japon
(Watarai et al., 2006, Nidaira et al., 2007), virus de la hepatitis E en Japon y Australia (Meng
et al., 2009), triquinelosis en Papua, Nueva Guinea (Owen et al. 2005) y virus de influenza

porcina (Meng et al., 2009).
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En el caso particular de las enfermedades virales encontradas en cerdos asilvestrados,
influenza A se encuentra dentro de las de mayor preocupacion por las caracteristicas
ecoldgicas y evolutivas que caracterizan a este virus y a este hospedero que, por su
distribucién, hébitos, anatomia, entre otras, puede participar de forma importante en la

dinamica de estas interacciones ecoldgicas y evolutivas (Martin et al., 2017).

VIRUS DE INFLUENZA A

El virus de influenza es un virus RNA de cadena simple, de sentido negativo, perteneciente
a la familia Orthomyxoviridae, estd compuesto de 8 segmentos y su genoma consta de 13,588
nucleodtidos aproximadamente (Cuadro 2, Figura 4). Con base en sus diferencias antigénicas
existentes entre su nucleoproteina y la proteina de matriz, se dividen en los tipos A, B, Cy
D o Alfainfluenzavirus, Betainfluenzavirus, Gamainfluenzavirus y Deltainfluenzavirus
respectivamente, de acuerdo con la ultima nomenclatura oficial publicada por el
“International Committee on Taxonomy of Viruses” (ICTV) (Mc Cauley et al, 2012; ICTV,
2019). Los virus de influenza A poseen distintos subtipos de acuerdo con las 16
hemaglutininas y 9 neuraminidasas encontradas en aves silvestres (Arbelaez, Calderdn,
Rincon, Lora y Mercado, 2008; Ong et al., 2009). Actualmente se sabe de la existencia de
dos nuevos subtipos de hemaglutinina y neuraminidasa (Rejmanek, Hosseini, Mazet y
Daszak, 2015). Estos virus recientemente identificados son el H17N10 y el H18N11
encontrados en hisopos rectales de murciélagos Sturnira lilium y Artibeus jamaicensis (Short

etal., 2015).
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Lipid envelope
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Figura 4. Virus de influenza A. Tomado de (Krammer et al., 2018).
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Cuadro 2. Genes y proteinas de virus de influenza A. Adaptado de (Gramer, 2005; Mufioz-Medina et al.,

2015).
Gen Segmento Nombre de la proteina Funcion de la proteina
1 Polimerasa Basica 2 Polimerasa Basica 2 (PB2) Proteina interna, replicacion viral.
(PB2) Sintesis de RNA viral.
2 Polimerasa Basica 1 Polimerasa Bésica 1 (PB1) Proteina interna, replicacion viral.
(PB1) PB1-F2 Sintesis de RNA viral.
Actividad pro-apoptotica.
Introduccion de la respuesta
proinflamatoria.
3 Polimerasa Acida (PA) Polimerasa Acida (PA) Proteina interna, replicacion viral.
4 Hemoaglutinina (HA) Hemoaglutinina (HA) Glicoproteina de superficie.

Determinante antigénico.
Unién viral a receptores celulares.
Fusion de la membrana endosomal.
Especifica de subtipo.

5 Nucleoproteina (NP) Nucleoproteina (NP) Proteina de la nucleocapside.
Encapsidacion.
Recubrimiento de RNA.
Transcripcion de RNA.
Especifica de tipo.

6 Neuraminidasa (NA) Neuraminidasa (NA) Proteina de superficie.
Determinante antigénico.
Liberacién viral de las células huésped.
Especifica de subtipo.

7 Matriz (M) Matriz (M) Involucrada en la salida de las RNP virales
del ndcleo y en el empaquetamiento viral.
Estabilidad de la proteina de membrana.
Canal de iones transmembrana.
Acidificaciéon del endosoma y liberacion
de las RNPs al citoplasma.

8 No estructural (NS) No estructural (NS) Proteinas internas.
Antagoniza la respuesta inmune innata.
Regulacién del ciclo viral, especialmente
en la transcripcion del RNAm vy la
localizacion de proteina ribonucleicas
virales.

Caracteristicas ecoldgicas y evolutivas
La caracteristicas ecoldgicas y evolutivas del virus de influenza A, favorecen que estos virus

sean unicos en muchos aspectos, desde la gran diversidad de hospederos que infectan (aves
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silvestres acuaticas, aves domeésticas, seres humanos, porcinos, equinos, caninos, mamiferos
marinos, entre otros) (Figura 5) hasta su capacidad Unica para evolucionar y adaptarse,
mediante saltos taxondmicos, que en algunos casos permite el establecimiento en nuevas
especies. Esto debido a su genoma segmentado que le confiere una evolucion continua, que
es mucho mayor en las glucoproteinas de superficie, pero también ocurre en menor grado en
cada uno de los ocho segmentos génicos, utilizando dos mecanismos clave que determinan
esta variabilidad, uno de ellos es llamado “DRIFT” o deriva antigénica y el otro “SHIFT” o
reordenamiento antigénico (Rajao y Vincent, 2015; Short et al., 2015; Stephenson y

Nicholson, 2001).

Influenza A virus Influenza B virus Other influenza viruses

Wild birds Humans ?

H1-H4
Aquatic H7

mammals  H10 H1-H16 HIN1 H3N2
N1-N9 (H2N2) ?
H1 ?
Hi13
Bats Influenza C virus Experimental animals
?
H17N10
8
H18N11 H1.H3
HS, H6, H7
H9, H10
HS, H7
H9, H10
H3N8 HIN1/2
HIN7 H2N3 H3N2
Influenza D virus
HS5N1
H5N1 Domestic and wild animals ?

H3N2
H3N8
HIN1
H3N2
HSN1
HIN1, H3N2
HSN1, HON2
H10N4

Figura 5. Hospederos del virus de la influenza por especies. Tomado de (Long et al., 2018).
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La deriva antigénica se debe a laacumulacion de mutaciones puntuales en genes, que resultan
en cambios de aminoacidos en las proteinas de la superficie HA y NA, asi como a genes
internos. Los cambios en la secuencia de aminoacidos pueden alterar los sitios antigénicos
sobre la molécula, de este modo es posible que el virion escape al reconocimiento por el
sistema inmune del hospedero. Una variante debe experimentar dos 0 mas mutaciones antes
de que surja una cepa nueva de importancia epidemioldgica (Bedford et al., 2015; Zambon,
1999). Por medio de este mecanismo es como se generan los virus de tipo estacional (Brown,
2000).

El cambio antigénico por otro lado se trata de alteraciones antigénicas importantes en la HA
y NA, que conducen a la aparicién de un nuevo subtipo de influenza. Los segmentos
genomicos virales del virus de influenza se redistribuyen con facilidad en las células
doblemente infectadas, generando asi alteraciones drasticas en la secuencia de una proteina
de la superficie viral. Estos cambios son demasiado grandes para poderlos considerar como
una mutacién (Bedford et al., 2015; Zambon, 1999). Es probable que el cambio antigénico
esté dado por el entrecruzamiento o reordenamiento genético entre virus de influenza
humanos, animales, especialmente los de origen aviar y porcino (Vries et al., 2010) (Figura

6).
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Avian H3Nx Seasonal human H2N2

Antigenic shift

Antigenic drift

Figura 6. Virus de influenza A. Tomado de (Krammer et al., 2018).

La infeccidn en cerdos asilvestrados por el virus de influenza con subtipos que provienen de
aves, humanos u otras especies, coloca a esta especie como un hospedero propicio para
generar nuevas variantes virales patégenas, no solo por las caracteristicas ya mencionadas,
sino también por la distribucion de sus receptores principalmente en traquea de acido sialico
a2,3-galactosa (Saa2,3-Gal) y a2,6-galactosa (Saa2,6-Gal). Los virus aviares tienen
predileccion por los primeros receptores y los virus humanos por los segundos, por lo que el
cerdo puede ser infectado por ambos (Graaf y Fouchier, 2014). Ademas de las caracteristicas
moleculares de la especie, es importante mencionar las interacciones directas e indirectas que

el cerdo asilvestrado tiene con los nichos ecologicos de animales silvestres, principalmente
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aves migratorias, animales domésticos, sobre todo de producciones de traspatio o tipo

familiar y contacto con los seres humanos.

CERDO ASILVESTRADO Y VIRUS DE INFLUENZA A: SITUACION EN MEXICO
Se ha documentado la presencia de poblaciones de cerdos asilvestrados en algunas sierras al
sur de la peninsula de Baja California, en el centro de Chihuahua, oeste de Coahuila, extremo
norte de Nuevo Ledn y al noroeste de Tamaulipas (Hidalgo-Mihart et al., 2014; Solis-Camara
et al., 2009).

En Campeche, Hidalgo y colaboradores (2014) obtuvieron 14 fotografias de cerdos
asilvestrados en tres sitios diferentes dentro del Area de Proteccion de Flora y Fauna Laguna
de Términos (APFFLT) y zonas adyacentes durante el desarrollo de un estudio de foto
trampeo entre el 2012 y 2013. Este fue el primer reporte documentado de una poblacion de
cerdos asilvestrados en el APFFLT y del sureste de México (Hidalgo-Mihart et al., 2014).
Desde el punto de vista biologico, la presencia de especies invasora como el cerdo
asilvestrado genera gran preocupacion dentro del APFFLT por los posibles impactos que
puede generar a la flora y fauna nativa, tomando en cuenta que la regién presenta una alta
diversidad de especies, entre ellas, mantiene poblaciones de especies que se creian extintas,
como es el caso del pecari de labios blancos (Tayassu pecari), entre otras (Hidalgo-Mihart et
al., 2014; CONABIO, 2017).

En la actualidad existen pocos estudios orientados a conocer la relacion de agentes
infecciosos como influenza A en cerdos asilvestrados, la mayor proporcion se ha realizado

en EE. UU. y en el caso especifico de México, solo existe un estudio en el norte del pais en
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el que Pérez y colaboradores (2017) trabajaron en la Reserva de la Bidsfera Sierra La Laguna,
Baja California Sur, reportaron la presencia de anticuerpos contra agentes infecciosos por
medio de serologia en cerdos asilvestrados, donde encontraron una seroprevalencia del
30.7% parael virus de influenza A. En el centro y sur del pais ain no se realiza ningan estudio
enfocado a la ecologia y epidemiologia de enfermedades infecciosas asociadas con cerdos
asilvestrados, por lo tanto es necesario conocer cual es el estatus del virus de influenza A en
cerdos asilvestrados debido a las repercusiones ecoldgicas y la importancia que puede tener
en salud publica y salud animal asi como el impacto ambiental en Areas Naturales Protegidas
como es el caso del APFFLT, donde se ha reconocido la existencia de poblaciones de especies

amenazadas o en peligro de extincion.

21



JUSTIFICACION

Debido a que influenza A es una enfermedad emergente que afecta a una gran diversidad de
especies incluyendo al cerdo asilvestrado, que estd en contacto con diversas fuentes de
infeccidn y transmision, es importante conocer los subtipos de influenza A que se asocian
con estos animales. Es necesario impulsar el desarrollo de aproximaciones eco-
epidemioldgicas que permitan comprender la asociacion entre virus y hospedero, debido a
que los cerdos asilvestrados tienen contacto con otros animales silvestres, domésticos y con

los seres humanos, lo cual propicia mayor interaccion viral entre hospederos.
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HIPOTESIS

El cerdo asilvestrado es una especie generalista de habitat con una gran capacidad de
adaptacion a distintos tipos de ambientes conservados y ambientes con diferente grado de
antropizacion, donde interactia con animales silvestres, animales domésticos y seres
humanos, lo cual favorece la diversificacion de virus de influenza A debido a que es un

hospedero susceptible a la transmisién y al mantenimiento de estos virus.
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OBJETIVO GENERAL

Demostrar que la poblacion de cerdos asilvestrados de la region de Laguna de Términos esta
participando en la transmision y mantenimiento de virus de influenza A para su integracion

en la comprension de la eco-epidemiologia del virus de influenza A.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Categorizar a la poblacion de cerdos asilvestrados de Laguna de Términos y zonas
aledarias.

2. Determinar la presencia de anticuerpos contra virus de influenza A.

3. Determinar si las muestras son positivas al virus de influenza A y si las mismas
tienen virus infectante e identificar los subtipos virales.

4. Categorizar el grado de antropizacion del paisaje de los sitios de muestreo.

5. Analizar los factores implicados en la ecoepidemiologia de los subtipos de
influenza A encontrados en la poblacion de cerdos asilvestrados en Laguna de

Términos y zonas aledanas.
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MATERIALES Y METODO

Area de estudio

El estudio se realizé en los municipios de Carmen y Palizada, ubicados al suroeste del estado
de Campeche. Los sitios fueron seleccionados de acuerdo con la presencia de cerdos
asilvestrados en cautiverio o con la caceria de estos (Anexo 1), de igual forma se ingreso al
Area de Proteccion de Flora y Fauna Laguna de Términos (APFFLT), con la ayuda y permiso
de autoridades de la Comision Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP) donde se
tenia el reporte de avistamientos de cerdos asilvestrados dentro del area (Anexo 2).

El APFFLT y areas de influencia forman parte de una planicie inundable a nivel del mar, esta
regién forma parte de un gran fragmento de vegetacion natural conocida como Selva La
Montafia, dominada principalmente por asociaciones de vegetacion inundable de palmar,
bosque tropical caducifolio y subcaducifolio, asi como sabanas naturales inundables, también
Ilamadas marismas. Asimismo, en la orilla de los rios se encuentran asociaciones de manglar
y otros tipos de vegetacion inundable, tales como popal (Thalia geniculata, Pontederia
sagittata y Sagittaria lancifolia) y tular (Thypha dominguensis). La region presenta una gran
diversidad de especies de vertebrados terrestres y acuaticos (Anexo 3) (Hidalgo-Mihart et
al., 2014; CONABIO, 2017).

La toma de muestras biologicas se realizd en 20 sitios, de los cuales 17 pertenecen al
municipio de Carmen y 3 al municipio de Palizada, que se encuentran dentro del APFFLT

(Figura 7).
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Figura 7. Area de estudio y sitios de muestreo.

Categorizacion de los animales muestreados

Los animales que fueron muestreados se clasificaron en dos grupos, cerdos asilvestrados
libres (Grupo A), incluidos todos los cerdos que son capturados para el muestreo o aquellos
que son cazados como fuente de alimento y el otro grupo fue de cerdos asilvestrados cautivos
(Grupo B), cerdos que tienen un origen libre pero que fueron capturados y ya llevaban cierto
tiempo en confinamiento (de un dia como minimo a 4 semanas como maximo) para aumentar
su peso y finalmente ser consumidos.

Los cerdos asilvestrados también fueron clasificados de acuerdo con su fenotipo, para esto

se tomaron medidas morfométricas en las que se incluyeron la circunferencia del tdrax
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(CTR), el largo total (LT), la altura a la cruz (AC), el largo de rostro “hocico” (LH) y el largo
de oreja (LO). En el “Grupo 1” fueron incluidos los cerdos con fenotipo asilvestrado que
resulta ser muy variado por el grado de hibridacién de estos animales, sin embargo, de manera
general se observaron estas caracteristicas para asignarlos a esta categoria: tamafio mediano
a grande con respecto a un cerdo doméstico, cuerpo robusto en forma de barril (a menudo
aplanado de los costados), pies y manos cortos y delgados, cuerpo relativamente largo,
cabeza puntiaguda apoyada en un cuello corto, pelaje negro, liso y erizado a lo largo del
dorso, ojos pequefios, orejas peludas relativamente grandes y anchas, que se estrechan en la
punta, la cola es corta en longitud y cubierta de pelo, especialmente en la punta, puede variar
de recta a rizada (Mayer, 2000) y para el caso del “Grupo 2” fueron incluidos cerdos
asilvestrados con fenotipo mezclado, es decir, que cumplian con algunas pero no todas las
caracteristicas de un fenotipo asilvestrado y ademas aun contaban con algunas caracteristicas
fisicas de cerdo doméstico.

Del total de individuos fueron tomadas variables categoricas discretas como el sexo (hembra
0 macho), la edad (lechén, juvenil o adulto) y el estado reproductivo (reproductivo y no

reproductivo).

Toma de muestras, transporte y almacenamiento
De los cerdos asilvestrados del grupo Ay B se obtuvieron hisopos nasales, introduciendo el
hisopo en la cavidad nasal y rotandolo en las paredes de este, posteriormente se colocaron

dentro de un tubo de plastico de 15 mL el cual contaba con solucién salina buffer (PBS) como
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conservador de la muestra para ser transportada en congelacion con nitrégeno liquido (-
195.8°C) y posteriormente almacenarla a -70°C hasta su procesamiento.

Se tomaron también de los cerdos asilvestrados del grupo A, drganos clave en la infeccion
por virus de influenza A, como lo son: traquea, pulmon, y linfonodos mediastinicos; estos
fueron almacenados en vasos de plastico congelados en nitrégeno liquido (-195.8°C) para su
transporte, despueés fueron almacenados a -70°C hasta su procesamiento.

De igual forma, tanto en el grupo A como en el B de cerdos asilvestrados, se tomaron 5 mL
de muestra sanguinea directamente de la vena yugular, estas muestras se almacenaron en
tubos vacutainer sin anticoagulante para su posterior centrifugacion y extraccion de suero,
estas muestras fueron conservadas en refrigeracion (4°C) para evitar hemdlisis y
posteriormente el suero fue congelado a -20 °C hasta su procesamiento, revisar Anexo 4.

El Subcomité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales Experimentales (SICUAE)
aprobd todos los procedimientos para el manejo y toma de muestras biol6gicas de los cerdos

asilvestrados de nuestro estudio, con nimero de protocolo MC-2018/2-11.

Inhibicién de la hemoaglutinacion (IH)

A las muestras de suero se les realiz6 la técnica de IH por el método beta (suero diluido, virus
constante) (Del Castillo et al., 2010).

Antigenos virales

Los siguientes subtipos de influenza A fueron utilizados como antigenos: influenza humana
(hHIN1) A/Mexico/INER1/2000(H1N1), con numero de acceso de GenBank: JN086908,

influenza porcina (poH1N1) A/swine/Mexico/JalDMZC05/2015(H1N1), con numero de
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acceso al GenBank: MHO013200-MHO013207, influenza porcina  (poHIN2)
A/swine/MexMich/DMZC/2014(H1N2), influenza porcina (poH3N2)
A/swine/Mexico/HgoDMZC11/2015(H3N2), con ndmero de acceso al GenBank:
MHO006715-MH006722 e influenza aviar (avH5N2)
A/swine/Mexico/EdoMexDMZC03/2015(H5N2), con numero de acceso al GenBank:
MHO013208-MHO013215.

1. Tratamiento de las muestras de suero. Todas las muestras fueron previamente
identificadas, absorbidas con caolin en microtubos de 2 mL estériles, las cantidades
depositadas en cada tubo fueron las siguientes:

- Suero =300 pL

- Caolin =600 pL

- Eritrocitos de ave al 0.5% = 600 pL

De tal forma que la dilucion quedd 1:5. Las muestras se dejaron en refrigeracion a
4°C durante 24 horas para que el caolin, asi como los eritrocitos de ave sedimentaran.
Transcurridas las 24 h los sueros se centrifugaron a 1500 revoluciones por minuto
(rpm) durante 10 minutos para posteriormente realizar la prueba de IH con los
sobrenadantes.

2. Realizacion de la prueba IH
a) Fueron utilizadas microplacas en fondo “U” de 96 pozos.

b) Se colocaron 50 pL de PBS en todos los pozos de la microplaca.
c) Posteriormente se depositaron 50 UL de cada uno de los sueros de la fila “1A” a

la fila “1H” de la microplaca.
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d) Se realizaron diluciones dobles seriadas de la fila 1 a la 12 (desde 1:10 hasta
1:20480).

e) Después fueron colocados 50 pL de los antigenos virales de los siguientes
subtipos de influenza A (HIN1 humano, HIN1 porcino, HIN2 porcino, H3N2
porcino, H5N2 aviar) con 8 Unidades Hemoaglutinantes (UHA) de la fila dos a
la 12. A la fila uno no se le agreg6 antigeno por ser el control de suero. Se dejo
un control de virus (50 pL de PBS + 50 pL de antigeno en sus respectivas
microplacas).

f) Se dejé incubar a temperatura ambiente por 30 minutos.

g) Posteriormente se adicionaron 50 pL de eritrocitos de ave al 0.5% a toda la placa.
Fue considerado un control positivo de eritrocitos (50 uL de PBS + 50 pL de
eritrocitos de ave al 0.5%).

h) Finalmente se dejé a temperatura ambiente hasta que el control de eritrocitos para
después realizar la lectura.

3. Lectura

Fueron consideradas positivas las muestras con titulos mayores o iguales a 1:80 UHA,

el titulo de cada suero se dio en el ultimo pozo donde se observo sedimentacion de

eritrocitos. La prueba fue realizada para cada uno de los subtipos de influenza A ya
mencionados.

4. Los titulos se transformaron a logaritmo base 10 para su analisis estadistico.
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Extraccion del RNA viral

Las muestras de hisopos nasales fueron descongeladas gradualmente y centrifugadas a 5000
rpm durante 10 minutos, posteriormente fueron tomados 200 L de la muestra para iniciar la
extraccion del RNA viral, se empleo el kit comercial “QIAamp® cador® Pathogen Mini Kit”
(QIAGEN), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Posteriormente se prepard
la reaccion de qRT-PCR.

Las muestras de drganos fueron maceradas con nitrégeno liquido, después de esto, se prepard
una suspension 1:10 con PBS, la suspension se mezclé con vortex durante 5 minutos y
posteriormente se centrifugd a 5000 rpm durante 15 minutos. Se utilizaron los sobrenadantes
para la extraccion de RNA viral con el mismo kit de extraccion, siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

gRT-PCR del gen M del virus de influenza A

Para realizar la gqRT-PCR fue utilizado el kit comercial VetMAX™-Gold SIV Detection Kit
(Life Technologies) dirigido hacia el gen de matriz (M) y al gen de la nucleoproteina (NP).
El procedimiento se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante de la siguiente
manera:

La mezcla fue preparada para las muestras, asi como para el control positivo proporcionado
por el kit y los controles negativos (control sin templado NTC, agua libre de nucleasas) con

las proporciones mostradas en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Componentes y volimenes del kit para la preparacion de la mezcla de la gqRT-PCR.

Componente Volumen por reaccion
Buffer 2X Multiplex RT-PCR 12.5 uL
Enzima mix Multiplex RT-PCR 2.5puL
Primer cebador mix del virus de influenza 1.0puL
Agua libre de nucleasas 1.0 uL
Volumen total de la mezcla RT-PCR 17.0 uL

Posteriormente se colocaron 17 pL de la mezcla de qRT-PCR en cada microtubo de 0.2 mL
y se le agregaron 8.0 uL de las muestras de extraccion de RNA a procesar. Las condiciones

de amplificacion se presentan en el cuadro 4.

Cuadro 4. Condiciones de amplificacion de la qRT-PCR.

Etapa Ciclo Temperatura Tiempo
Transcripcion reversa 1 48°C 10 minutos
Inactivacion RT/Desnaturalizacion inicial 1 95°C 10 minutos
Amplificacion 40 95°C 15 segundos
60°C 45 segundos

Se utiliz6 el Termociclador Rotor-Gene™ Q (QIAGEN).
Para analizar los datos se tomaron en cuenta las siguientes consideraciones:

e Una muestra es considerada positiva siempre que la fluorescencia emitida sea mayor

a la de los controles negativos.

e Una muestra es considerada negativa siempre que la fluorescencia emitida sea menor

o igual a la de los controles negativos.
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Entre mas bajo es el valor de ciclo umbral o Ct de la muestra, mayor es la cantidad
de copias gendmicas presentes en la muestra.
Las muestras con un valor de Ct menor a 35 fueron consideradas positivas y con un

valor de Ct de 35 a < 40 fueron consideradas sospechosas (Choi et al., 2015).

La extraccion del RNA viral, asi como la gRT-PCR se realizaron en la Unidad de

Investigacion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia — UNAM.

Aislamiento viral

Las muestras positivas a la qRT-PCR se intentaron replicar en embrion de pollo libre de

patdgenos especificos (SPF) para lograr aislar el virus de influenza A. La inoculacion de los

embriones de pollo se realizd con el sobrenadante de las muestras positivas y el

procedimiento para la replicacion viral fue el siguiente:

1.

Se reviso la viabilidad de los embriones de pollo a su llegada y se descartaron los
muertos y débiles.

Posteriormente se dejaron descansar por 24 horas y después de esto se realizé la
inoculacion.

Con un lapiz se trazé una linea por encima de la cdmara de aire.

Se desinfectd con alcohol al 70%, después se perforaron e inocularon con una jeringa
de insulina con 200 pL, en un angulo de 90°.

Se cubri6 el orificio con pegamento blanco y fueron incubados a 37 + 2°C por 72

horas.
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6. Diariamente fueron revisados, hasta que se cumplieron 72 horas post-inoculacion.
Los muertos a las 24 h fueron descartados por traumatismo.
7. El liquido alantoideo de los embriones muertos a las 48 horas, asi como los que
sobrevivieron a las 72 horas, fue tomado de la siguiente manera:
a. La camara de aire fue desinfectada con alcohol al 70% y se cortd por la linea
marcada previamente.
b. El liquido alantoideo se tomé con puntas estériles, procurando tomar liquido
cristalino y sin yema.
c. Posteriormente el fluido obtenido se centrifugé a 3500 rpm a 4°C durante 10
minutos.
Titulacion viral. El liquido alantoideo obtenido se titul6 por medio de la técnica de
“Hemoaglutinacion en placa” para corroborar si hubo replicacion viral. La metodologia de
este procedimiento es la siguiente:
En una microplaca de 96 pozos en fondo “U” se colocaron 50 uLL de PBS en todos los pozos,
posteriormente en el pozo uno, se colocaron 50 pL del liquido alantoideo obtenido de cada
embrién y se realizaron diluciones dobles seriadas desde 1:2 hasta 1:4096. Después de ello
se colocaron 50 pL de eritrocitos de ave al 0.5% a toda la placa.
La lectura se realizd hasta que el control de eritrocitos sedimentd. Fueron consideradas
positivas al aislamiento viral las muestras que presentaron hemoaglutinacion y obtuvieron un
titulo de 1:8 UHA, donde se observaba turbidez del liquido en los pozos (unién antigeno —
anticuerpo).
Se realiz6 un segundo y tercer pase del liquido alantoideo obtenido a un nuevo embrién de

pollo sucesivamente.
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La IH, asi como el aislamiento viral se realizaron en el Laboratorio de Investigacion (Nivel
3 de Bioseguridad) del Departamento de Medicina y Zootecnia de Cerdos de la FMVZ —

UNAM.

Secuenciacion

Las muestras positivas a la gRT-PCR y al aislamiento viral fueron sometidas a RT-PCR para
la amplificacion de los ocho segmentos genéticos del virus, utilizando el kit comercial
SuperScript™ 111 One-Step RT-PCR System with Platium™ Taq High Fidelity DNA
Polymerase (ThermoFisher, Scientific) y un termociclador de punto final. Los productos de
RT-PCR fueron visualizados por electroforesis en un gel de agarosa al 2%. Posteriormente,
las bibliotecas se prepararon con el kit lon Xpress™ Plus Fragment Library Kit
(ThermoFisher, Scientific) de acuerdo con las indicaciones del fabricante bajo un protocolo
de 200 pares de bases (pb). Se determiné la molaridad de las bibliotecas con el kit comercial
High Sensitivity DNA Kit (Agilent, Santa Clara, CA). Se prepar6 una mezcla equimolar de
librerias para realizar el templado que se sometio a una amplificacion clonal mediante PCR
de emulsion con el kit comercial Ton PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit Ion Torrent™
(ThermoFisher, Scientific) en el lon OneTouch™ 2 System. Posteriormente se realizo la
secuenciacion del templado con el kit comercial lon PGMTM Hi-QTM View Sequencing
Kit (ThermoFisher, Scientific) en la plataforma lon Torrent Genome Machine (PGM). Para
el ensamble de las secuencias, fueron seleccionadas las lecturas que obtuvieron un Q Score

mayor a 20.
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Anadlisis filogenéticos

Las secuencias de subtipos de virus de influenza A se compararon con secuencias reportadas
en el banco de genes (“Gen Bank”), seleccionando aquellos con un porcentaje de identidad
superior a 95%, usando la herramienta BLAST (Herramienta de busqueda basica de
alineacion local) del NCBI (Centro Nacional de Biotecnologia). El analisis filogenético se
realiz6 de forma independiente para cada segmento gendémico con el software MEGA 10.1
utilizando el método de méxima verosimilitud para inferir en la historia evolutiva.
Finalmente, los arboles fueron editados con el programa FIGTREE v1.4.3 (Saavedra-

Montafiez et al., 2018).

Caracterizacion del grado de antropizacion del paisaje

La caracterizacion del grado de antropizacién se realizé mediante la caracterizacion de la
cobertura del paisaje utilizando el software ArcGIS 10.5 (ESRI, Redlands, California,
EEUU). El grado de antropizacion se define como el grado de modificacion de un ecosistema
original por efectos antropogénicos. La cobertura se refiere a todos los aspectos que forman
parte del recubrimiento de la superficie terrestre, estos pueden ser de origen natural o
antropico, por medio de esta clasificacion se calcul6 el indice integrado relativo de
antropizacién (INRA) (Martinez, 2010).

Tomando como base la propuesta metodoldgica de Martinez (2010), se adaptdé la
clasificacion del INRA para esta investigacion, con base en las coberturas vegetales de la

regién de Laguna de Términos y zonas aledafias.
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Para la estimacion del grado de antropizacién se utilizaron imagenes satelitales SENTINEL -
2A, la banda numero 8 pancromatica, con una resolucién de 10 m. Se realiz6 una clasificacion
supervisada a partir del uso de suelo, en la que se clasificaron cuatro clases (“Bosque”,
“Zonas agropecuarias”, “Zonas urbanas” y “Agua”) de acuerdo con la firma espectral que
mostraban los diferentes tipos de coberturas. Se hicieron 5 poligonos por cada clase para que
la seleccion fuera més fina.

Posteriormente se definieron 8 unidades de analisis (UA), es decir, el &rea a la que se le asigna
un valor de antropizacion, estas areas fueron seleccionadas con base en la distribucion de los
cerdos asilvestrados, trazando un &rea de amortiguamiento promedio entre hembras y machos
que fue de 25.51 km? (Wehr et al., 2017; Mayer, 2009; Mcilroy, 1990; Hampton, 2004;
Salbosa, 2009). Luego de esto, se divide a las UA en partes iguales, a estas unidades se les
Ilama subunidades de andlisis (SUA), en este caso cada SUA esta representada por un pixel
(Martinez, 2010).

Después se asigna un valor de antropizacién a partir de con la clasificacion supervisada,
obteniendo tres categorias: “Bosque” que incluye bosques tropicales, humedales y corrientes
de agua, “Zonas agropecuarias”, que incluye cultivos, pastizales y tierras de pastoreo y
“Zonas urbanas”, que incluyen areas de asentamientos humanos, sin cobertura forestal,

carreteras y caminos (Cuadro 5) (Martinez, 2010; Martinez-Duefias, 2003).

37



Cuadro 5. Valor de antropizacién por tipo de cobertura.

Categoria Valor de antropizacion Tipo de cobertura
A 0 Bosques y humedales
B 0.5 Agricola y pecuaria
C 1 Urbana

La determinacién de los valores de antropizacion es inherente al area de estudio, lo que le

confiere caracter relativo al INRA. Ya identificados los valores de antropizacion para cada

SUA, se estima el grado relativo de antropizacion por UA con base en la siguiente férmula:
INRA = (ZSUA/n) (100)

Donde, ZSUA = la sumatoria del valor de antropizacion parcial de todas las SUA y n =

ndmero total de SUA.

Andlisis de datos

Con los datos de individuos positivos en la serologia se obtuvo la seroprevalencia estimada,
definida como la proporcion de cerdos asilvestrados positivos por IH entre el total de
animales evaluados, con un nivel de confianza del 95%. De igual forma se obtuvo la
prevalencia de animales positivos molecularmente a influenza A, definida como la
proporcion de cerdos asilvestrados positivos a la qRT-PCR entre el total de animales
muestreados, con un nivel de confianza del 95%.

Ademas de la categorizacion del grado de antropizacion y la obtencion del INRA, por medio
de SIG, se generaron areas de amortiguamiento de movimiento con base en los valores de la
distribucién y el ambito hogarefio de los cerdos asilvestrados. Para las hembras se utilizaron

tresvalores, 0.11 Km, 0.9 Kmy 1.69 Km, para los machos se utilizaron los siguientes valores,
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1.39 Km, 1.71 Km y 3.92 Km, la decision de utilizar estos valores se baso en la revision de
literatura cientifica, tomando un rango de valores minimos y maximos de ambito hogarefio
de los cerdos asilvestrados por sexo (Wehr et al., 2017; Mayer, 2009; Mcilroy, 1990;
Hampton, 2004; Salbosa, 2009).
El andlisis estadistico de los datos incluy6 ajustes de regresion logistica (Modelo Lineal
Generalizado), utilizando el programa estadistico R y un valor de alfa de 0.05, donde la
variable respuesta consistia en una variable binomial, individuos positivos y negativos a la
serologia, asi como a la deteccion molecular de virus de influenza A y las variables
explicativas (independientes) fueron variables cuantitativas continuas como el: INRA,
ambito hogarefio y medidas morfométricas y las variables cualitativas discretas utilizadas
fueron: sexo, edad y fenotipo (Bewick, Cheek y Ball, 2005).
El modelo de regresion logistica estd basado en la funcién logit, que se define como el
logaritmo natural (In) de las probabilidades de fracaso:

logit(p) = In (p/1-p)

Donde p es la probabilidad de fracaso.

Al incorporar mas de una variable explicativa (cuantitativa y/o cualitativa), el modelo se
escribe de la siguiente manera:
logit(p) =a + bixy + boxo + ... + biX;

Donde p es la probabilidad de fracaso y X1, X2 ... xi son las variables explicativas.
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También se incluyd la prueba de Chi cuadrada de independencia de variables, para las
variables cualitativas discretas de nuestro estudio (sexo, edad y fenotipo con respecto a la
serologia (resultado) y a la RT-PCR (resultado), donde utilizamos un valor de alfa de 0.05.

La funcidn para el modelo de Chi cuadrada es la siguiente:

T R A Y-

i=1
Donde O representa la frecuencia observada, E representa la frecuencia esperada. Mientras

que Y representa la sumatoria de cada observacion i.

De igual forma se incorpor6 una prueba de T para la comparacion de medias de las medidas
morfométricas tomadas de los grupos fenotipicos “Grupo 1"y “Grupo 2”, para las variables

cuantitativas continuas (CTR, LT, AC, LH y LO), donde utilizamos un valor de alfa de 0.05.

La funcion para el modelo de t student es la siguiente:
th+m-2=X1— X2/ EEDM

Donde EEDM es el “error estandar de la diferencia de medias”.
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RESULTADOS

Categorizacion de los animales muestreados

Se muestreo un total de 61 animales, de los cuales 35 (57.37%) pertenecen al grupo A (vida
libre) y 26 (42.63%) pertenecen al grupo B (cautiverio). En la figura 8 se muestran ejemplos
con fotografias que representan a cada grupo. Del total de individuos, 25 (40.98%) forman
parte del grupo 1 (fenotipo asilvestrado) y 36 (59.02%) al grupo 2 (fenotipo mezclado), en la
figura 9 se muestra un ejemplo de estas categorias, revisar Anexo 5y 6.

No se detect6 una diferencia estadistica significativa para comprobar la diferencia entre el
“Grupo 1"y “Grupo 2”, basada en las medidas morfométricas asociadas a su fenotipo (Anexo
7).

Del total de los animales muestreados, 33 (54.1%) fueron hembras y 28 (45.9%) fueron
machos, en cuanto a su edad, 23 (37.7%) fueron lechones, 18 (29.5%) juveniles y 20
(32.78%) adultos, finalmente 38 (62.3%) eran animales no reproductivos y 23 (37.7%)

reproductivos.

Figura 8. Grupo Ay Grupo B de cerdos asilvestrados. Se muestran fotografias para ejemplificar los dos grupos
en los cuales fueron categorizados los cerdos asilvestrados que forman parte de este trabajo de investigacion.
A) cerdo asilvestrado cazado perteneciente al grupo de cerdos asilvestrados en libertad, B) cerda asilvestrada
utilizada como pie de cria, perteneciente al grupo de cerdos asilvestrados en cautiverio.
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Figura 9. Grupo 1 y Grupo 2 de cerdos asilvestrados. 1) cerda asilvestrada con caracteristicas fenotipicas
asilvestradas como el color de pelo, la cresta en el dorso, las orejas grandes y puntiagudas, entre otras, por lo
que pertenece al grupo 1, 2) cerdo asilvestrado con caracteristicas fenotipicas mezcladas, aunque se muestran
caracteristicas como la cesta de pelo en el dorso o las orejas grandes y puntiagudas, aln muestra caracteristicas
de cerdo doméstico como el color de pelo, las manos y pies més largas, entre otras, por lo que pertenece al
grupo de cerdos asilvestrados del grupo 2.

Inhibicion de la hemoaglutinacion

De los 61 individuos muestreados, nueve resultaron positivos a alguno(s) de los subtipos de
influenza A. En siete individuos se determind seroconversion al subtipo HLN1 humano, cinco
individuos al subtipo H1N1 porcino y un individuo al subtipo H5N2 aviar con titulos
alcanzados que van desde 80 (punto de corte) hasta 2560 UHA (Cuadro 6).

De los 9 individuos positivos, 4 fueron hembras (edades) y 5 machos (edades). Cuatro
individuos (identificados como “ElRel”, “ElRela”, “ElRe2a” y “ElRe3a”); mostraron
seroconversion para dos subtipos, el HLIN1 humano y el HIN1 porcino (Anexo 8), tres cerdos
asilvestrados (identificados como “ElRe4a”, “He2” y “He4”) mostraron seroconversion solo
para el subtipo HIN1 humano; un individuo (identificado como “Zala’) con titulo positivo
para el subtipo HIN1 porcino y otro individuo (identificado como “EIRe3”) mostro

seroconversion para el subtipo H5N2 aviar.
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Con una seroprevalencia total estimada de 14.75% (IC 5.85% - 23.65%), y de manera
particular, la seroprevalencia para el subtipo HIN1 humano fue del 11.47%, para el subtipo
H1IN1 porcino fue de 8.19% y para el subtipo H5N2 aviar fue de 1.63%. Para los subtipos
H1N2 porcino y H3N2 porcino no hubo seroconversién positiva (Cuadro 6).

El resto de los individuos no mostr6 seroconversion para ningun subtipo, permaneciendo por

debajo del punto de corte de 80 UHA.

Cuadro 6. Resultados de los cerdos asilvestrados positivos a la serologia por medio de la prueba de Inhibicidn
de la Hemoaglutinacion. Se observan los resultados positivos para al menos un subtipo de influenza A obtenidos
de los sueros de los cerdos asilvestrados por medio de la técnica de Inhibicion de la Hemoaglutinacién, el punto
de corte para considerar a un suero positivo a la prueba contra virus de influenza A son 80 UHA. La lista de
variables incluye la seropositividad, seroprevalencia, titulo de anticuerpos, sexo y edad por el total de cerdos
asilvestrados y los cinco diferentes subtipos de influenza utilizados para la prueba.

Variable n HIN1 h* HIIN1po* H1N2po* H3N2po* H5N2a*
Total 61
Seropositividad 9 7 5 0 0 1
Seroprevalencia % 14.75 11.47 8.19 0 0 1.63
(IC: 5.85-23.65)
Titulo de Ac (promedio) 595 144 0 0 80
Rango de observaciones 80 — 80 - 320 10 10 80
2560
Sexo
Hembra 4 4 2 0 0 0
Macho 5 3 3 0 0 1
Edad
Lechén 4 4 3 0 0 0
Juvenil 2 2 0 0 0 0
Adulto 3 1 2 0 0 1

H1N1 h* = Subtipo humano, HIN1 po* = subtipo porcino, HIN2 po* = subtipo porcino, H3N2 po* = subtipo
porcino, H5N2 av* = subtipo aviar.
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gRT-PCR del gen M del virus de influenza A

Se obtuvieron 12 muestras positivas a la gqRT-PCR de 12 animales diferentes, de las cuales
8 correspondian a hisopos nasales de los individuos identificados como “LoPil”, “LaN3”,
“PC1”, “CLI5”, “MH1”, “SL1”, “LJ3” y “LJ4”, 3 correspondian a la trdquea de individuos
identificados como “PC3”, “OjA4” y “EIRe3” y una correspondia al pulmén del individuo
identificado como “Ag1” como se muestra en el cuadro 7. Los valores mayormente positivos
de Ct lo obtuvieron las muestras de hisopo nasal del individuo “LoPil1”, con un valor de 28.43
y la trdquea del individuo “PC3” con un valor de 31.20 (Figura 10) y del individuo “EIRe3”
con un valor de 31.72. Del total de individuos positivos molecularmente 6 fueron hembras y
6 machos, distribuidos en distintas edades, tres lechones, dos juveniles y siete adultos, lo que
da un total de 12 individuos con una prevalencia estimada del 19.67 % (IC 9.70% - 29.65%)

(Cuadro 7).
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Cuadro 7. Resultados de los cerdos asilvestrados positivos a la gRT-PCR. En la lista de variables se observa
la positividad molecular, la prevalencia molecular, el valor de Ct obtenido en la gRT-PCR, el sexo y la edad,
por el total de cerdos asilvestrados, muestras de hisopo nasal, trdquea y pulmon.

Total 60 Hisopo nasal Traquea Pulmén
Positividad molecular 12 8 3 1
Prevalencia % 19.67 13.11 491 1.63
(1C 9.70% - 29.65%)
Valor de Ct (promedio) 32.94 32.43 34.19
Rango de observaciones 28.43 — 34.36 31.20 - 34.39 34.19
Sexo
Hembra 6 4 1 1
Macho 6 4 2 0
Edad
Lechén 3 3 0 0
Juvenil 2 2 0 0
Adulto 7 3 3 1
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Figura 10. Gréfica de la qRT-PCR. La flecha de color negro muestra el control positivo de influenza de 1:256
UHA, la flecha color roja muestra el control positivo del kit con 1000 copias/piL, la flecha color azul muestra
la muestra del cerdo asilvestrado “PC3” y la flecha verde sefiala el control negativo.
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Aislamiento viral

Desde el primer pase, se obtuvo el aislamiento viral de la muestra de traquea de un cerdo
asilvestrado, macho, adulto (identificado como “PC3”), con un titulo de 1:16 UHA y de la
muestra de traquea de otro cerdo asilvestrado, macho, adulto (identificado como “EIRe3”),
con un titulo de 1:32 UHA. El titulo viral aument6 al segundo pase para el caso de “EIRe3”
con un titulo de 1:64 UHA, mientras que la muestra del “PC3” disminuy6 una dilucién a 8
UHA. Para el tercer pase el titulo de “EIRe3” permaneci6 igual que en el segundo pase,
mientras que para “PC3” disminuy0 otra dilucion a 4 UHA, por lo que para este tercer pase
es considerado negativo.

Las 10 muestras restantes positivas a la qRT-PCR no replicaron al ser inoculadas en embrion

de pollo y no se obtuvo un titulo positivo desde el primer pase.

Secuenciacion y analisis filogenéticos

Se obtuvo la secuencia del genoma completo del aislamiento del individuo “EIRe3” al igual
que de la muestra directa de trdquea de este mismo individuo. El resto de las muestras
positivas a la gRT-PCR no amplificaron para los ocho segmentos del virus de influenza y no
fue posible crear las librerias para su secuenciacion al igual que para el aislamiento del
individuo “PC3”.

De acuerdo con el analisis de las topologias inferidas del gen HA, el anélisis de secuenciacion
indic6 que la proteina HA del virus Feral swine/Campeche/DMZC-DEFSAL-UIFMVZ19-
12 (H5N2) se encontrd relacionado a un clado con virus de influenza porcina H5N2 ya

reportada en México en 2014 y 2015 en los estados de Guanajuato y Estado de México
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respectivamente, al igual que con influenza aviar HSN2, especificamente de aves domésticas
y particularmente de pollo. Estos virus fueron aislados en México durante 1994 y 1995. El
arbol muestra dos grandes clados, uno correspondiente a virus H5N2 aviar, H5N4 aviar,
H5N9 aviar y H5N1 aviar, en su mayoria de Norteamérica, aislados principalmente en aves
silvestres como el pato de collar (Anas platyrhynchos) y en el cisne de tundra (Cygnus
columnianus), aunque también se observaron variantes virales de aves domésticas como
pavos (Meleagris gallopavo) o pollo (Gallus gallus). El otro gran clado, corresponde en su
totalidad a virus H5N2 aviar y porcino, la mayoria aislados en estados de la Republica
Mexicana y algunos pocos de Taiwéan. Este clado abarca virus de influenza H5N2 aislados
en aves domésticas (Gallus gallus), especificamente pollos y cerdos domésticos (Sus scrofa),
que es donde se encuentra ubicada la secuencia de HA aislada de cerdo asilvestrado (Figura
11).

A partir de la estructura de las topologias inferidas para el gen NA, el analisis de
secuenciacion indico que la proteina NA del virus Feral swine/Campeche/DMZC-DEFSAL-
UIFMVZ19-12 (H5N2) se encontr6 en el clado de los virus de influenza porcina H5N2
mexicanos aislados del estado de Guanajuato en 2014 y del Estado de México en 2015 y con
los virus de influenza aviar H5N2 aislados en México en 1994 y 1995. EI arbol muestra dos
grandes clados, uno correspondiente a virus H5N2 aviar y H6N2 aviar, en su mayoria de
estados de la Republica Mexicana, algunos de Guatemala y pocos de EE. UU., aislados
principalmente en aves domésticas como pollo (Gallus gallus) y algunos pavos (Meleagris
gallopavo). El otro gran clado, corresponde en su totalidad a virus HSN2 aviar y porcino, la
mayoria aislados en estados de la Republica Mexicana, y algunos provenientes de Taiwan.

Este clado abarca virus de influenza H5N2 aislados en aves domeésticas (Gallus gallus),
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especificamente pollos y cerdos domésticos (Sus scrofa), que es donde se encuentra ubicada
la secuencia del gen NA aislada de cerdo asilvestrado (Figura 12).

Se uso la estructura de las topologias inferidas para los genes PB2, PB1, PA, NP, My NS, el
analisis de secuenciacion indicd que las proteinas del virus Feral swine/Campeche/DMZC-
DEFSAL-UIFMVZ19-12 (H5N2) se encontraron en el clado de los virus de influenza
porcina H5N2 mexicanos aislados del estado de Guanajuato en 2014 y del Estado de México
en 2015 y con los virus de influenza aviar H5N2 aislados en México en 1994 y 1995 con
diferencias particulares para cada una de las proteinas mostradas en los arboles filogenéticos

de cada uno de los segmentos mencionados (Anexos 9 al 14) respectivamente.
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A/Guinea fowl/Oregon/459674-5/2006(H5SN2) GQ923133
H A A/mallard/British Columbia/18311/2006(H5N2) CY095474
A/mallard/BC/373/2005(H5N2)) DQ826532
A/mallard/British Columbia/07826/2005(H5N2) CY047496
A/northem pintail/British Columbia/07813/2005(HSN2) CY095268
A/white front goose/Alaska//445210/2006(HSN2) GU050182
A/white front goose/Alaska/477003/2007(H5N2) GQ923397
A/tundra swan/Alaska/442960/2006(H5N2) GQ923413
r A/American green-winged teal/California/ HKWF609/2007(H5N2) CY033444
I—‘E A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049-09/2010(H5N3) CY096720
A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049-08/2010(H5N3) CY096704
A/mallard/MD/898/2002(H5N2) EU980494
Alenvironment/New York/200269-18/2002(H5N4) GU051872
A/Duck/NY/185502/2002(H5N2) AY296080
A/chukar/MN/14591-7/1998(H5N2) AY296064
Alparrot/Guangdong/258/2004(H5N2) JQ990145
A/duck/NY/44018-2/00(H5N2) AY296072
A/chukkar/NY/51375/00(HSN2) AY296073
Alavian/NY/31588-3/00(H5N2) AY296070
A/duck/NY/44018-1/00(H5N2) AY296071
Alemw/Texas/39442/1993(HS) AY444750
A/thea/TX/39923/1993(H5N2) EU743106
A/chicken/Pennsylvania/3609/1993(H5N2) CY034681
A/chicken/NJ/17169/1993(H5N2) EU743019
A/mallard/Ohio/556/1987(mixed) CY081356
A/mallard/Ohio/556/1987(H5N9) U67783
A/wigeon/Ohio/379/1988(HSN2) CY011248
A/turkey/MN/40550/1987(H5N2) EU743071
A/mallard/Saskatchewan/17/1981(H5N2) CY 178647
A/mallard/Wisconsin/598/1983(H5N2) CY178102

[ AduckMimnesow/1525/1981(HSN1) CY014726
A/mallard’Wisconsin/232/1976(H5N2) CY 180388
A/turkey/California/21860/1984(H5N3) AB558462

A/turkey/TX/1-40-82/1982(H5N2) EU743600
_|E A/duck/Minnesota/1516/1981(H5SN2) CY014722
A/unknown/unknown/G444/unknown(H5N2) CY178695
A/chicken/Mexico/31381-7/1994(H5N2) GU186573
; Al/chicken/Mexico/28159-541/1995(H5N2) GU052690
Al/chicken/Puebla/14586-654/1994(H5N2) GU052667
A/chicken/Puebla/14587-644/1994(HSN2) FI610094
L— Achicken/Puebla/8623-607/ 1994(H5N2) AB558473

[ Alchicken/Mexico/37821-771/1996(H5N2) GU052588
-[ Al/chicken/Chiapas/15406/1997(H5N2) GU052596
A/chicken/Chiapas/15408/1997(H5N2) GU052604

A/chicken/Guatemala/45511-5/2000(H5N2) GU052795

Alchicken/Guatemala/194573/2002(H5N2) GU186557

A/chicken/Chis/15224/1997(HSN2) CY014717

Alchicken/Puebla/28159-474/1995(H5N2) GU052675

A/chicken/Queretaro/14588-19/1995(H5N2) AB558474

A/chicken/Queretaro/7653-20/95(HSN2) U79448

Alchicken/Queretaro/22019-853/1996(H5N2) GU052763

A/chicken/Guanajuato/28159-546/1995(H5N2) GU052651

Influenza A virus (A/chicken/Jalisco/14589-660/1994(H5N2) FJ610108

A/chicken/Mexico/31381-3/1994(H5N2) GU186565

Influenza A virus (A/chicken/Mexico/31381-991/1994(H5N2) GU05265

Alferal swine/Campeche/DMZC-DEFSAL-UIFMVZ19-12/2019(H5N2)

® A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2) KU141372
A/chicken/Morales/28159-538/1995(H5N2) GU052698

® A/swine/Estado de Mexico/EdoMexDMZC03/2015(HSN2) MHO013211

Alchicken/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2) CY006040

A/chicken/Hidalgo/28159-232/1995(H5N2) GU052682

A/chicken/Taiwan/1209/03(H5N2) AY573917

1 A/chicken/Taiwan/A1997/2012(H5N2) KF193394

4‘— L— A/chicken/Taiwan/0502/2012(H5N2) KJ720208
A/chicken/Taiwan/A703-1/2008(HSN2) AB507264

= A/chicken/Taiwan/CH-A1029/2010(H5N2)) KY989969
A/chicken/Taiwan/0101/2012(H5N2) KF193386
A/chicken/Taiwan/1680/2013(H5N2) KJ162620
AJchicken/Taiwan/1711/2013(H5N2) KJ162652

A/chicken/Taiwan/1692/2013(H5N2) KJ162636
—
on

Figura 11. Arbol filogenético del gen HA del virus de influenza H5N2. EI &rbol se observa a escala, con
longitudes de rama correspondientes al nimero de sustituciones por sitio. El virus H5SN2 aislado se encuentra
marcado con la siguiente figura: €, mientras que los virus porcinos H5N2 se observan marcados con la siguiente
figura: @y el virus aviar HSN2 con la figura:
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NA

Alchicken/Taiwan/7350/2013(H5N2) KJ162670

Alchicken/Taiwan/4443/2013(H5N2) KJ162710

A/chicken/Taiwan/683/2012(H5N2) KJ162590

A/chicken/Taiwan/2593/2012(H5N2) KJ162614

A/chicken/Taiwan/8995/2013(H5N2) KJ162694

l— Alchicken/Taiwan/2948/2013(H5N2) KJ162662
Alchicken/Taiwan/CY-A2628/2012(H5N2) KY989968

Alchicken/PH/A2821/2013(HSN2) KR137704
Alchicken/Taiwan/A1997/2012(H5N2) KF193396

Alchicken/Taiwan/0502/2012(H5N2) K1720210
Alchicken/Taiwan/A703-1/2008(H5N2) AB507266
I— Alchicken/Taiwan/CH-A1029/2010(H5N2) KY989970
Alchicken/Taiwan/0101/2012(H5N2) KF193388
Alchicken/Taiwan/1680/2013(H5N2) KJ162622
A/chicken/Taiwan/1692/2013(H5N2) KJ162638
Alchicken/Taiwan/1711/2013(HSN2) KJ1162654
A/chicken/Taiwan/1704/2013(H5N2) KJ162646
Alchicken/Taiwan/CE9/2004) DQ432693
Alchicken/Taiwan/1209/03(H5N2) AY573918
| A/Chicken/Hidalgo/26654-1368/94 (H5SN2) AF098555
Alchicken/Hidalgo/232/94 (HSN2) AY497128
Alchicken/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2) CY005833
Alchicken/Vera Cruz/28159-398/1995(H5N2) GU186589
I A/chicken/Morales/28159-538/1995(H5N2) GU052700
@ A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2) KU141374
’ Alferal swine/Campeche/DMZC-DEFSAL-UIFMVZ19-12/2019(H5N2)
® A/swine/Estado de Mexico/EdoMexDMZC03/2015(H5N2) MH013213
Alchicken/Mexico/31381-3/1994(H5N2) GU186567
A/chicken/Mexico/31381-2/1994(H5N2) FI610103
A/chicken/Jalisco/228-4471/1998(H5N2) GU052734
A/chicken/Jalisco/230-4956/1998(H5N2) GU052708
Alchicken/Aguascalientes/124-3705/98 (H5SN2) AY497123
Alchicken/Mexico/22184/1998(H5N2) GU052614
Alchicken/Chiapas/15406/1997(H5N2) GU052598
Alchicken/Vera Cruz/232-6169/1998(H5N2) GU052721
1 Achicken/Pucbla/231-5284/98 (H5N2) AY497124
Alchicken/Jalisco/14589-660/1994(H5N2) FI610110
Alchicken/Jalisco/28159-600/1995(H5N2) FI610071
Alchicken/Hidalgo/28159-460/1995(H5N2) FJ610089
Alchicken/Michoacan/28159-530/1995(H5N2) FJ610065
Al/chicken/Guanajuato/28159-331/1995(H5N2) F1610059
Al/chicken/Queretero/22019-853/1996(HSN2) GU052765
Alchicken/Queretaro/14588-19/1995(H5N2) CY015098
Alchicken/Queretero/14588-19/1995(H5N2) FJ610117
Alchicken/Queretero/7653-20/1995(H5N2) FI610077
Alchicken/Queretaro/7653-20/95 (H5N2) AJ574901
Al/chicken/Puebla/14587-644/1994(H5N2) FI610096
A/Chicken/Puebla/8623-607/94(H5N2) AY497122
A/chicken/Puebla/14585-622/1994(H5N2) GU186540
A/Chicken/Puebla/14585-622/94 (H5SN2) AF098558
Alchicken/Puebla/14586-654/1994(H5N2) GU052669
A/Chicken/Puebla/8623-607/94 (HSN2) AF098557
Alchicken/Mexico/28159-541/1995(H5N2) GU052692
[——————— A/chicken/Chiapas/28159-488/1995(H5N2) FI610083
— A/chicken/Mexico/31381-6/1994(H5N2) GU186552

A/chicken/Chis/15224/1997(H5N2) CY005840
— | Al/chicken/Puebla/28159-474/1995(HSN2) GU052677
A/chicken/Puebla/28159-474/95 (HSN2) AY497125

Alchicken/Mexico/15407/1997(H5N2) GU186546
Alchicken/Mexico/31381-7/94 (H5N2) AY497121
Alchicken/Mexico/31381-7/1994(H5N2) GU186575

1

| Alchicken/Guatemala/45511-1/2000(H5N2) GU052630
Alchicken/G 1a/194573/2002(H5N2) GU186559

l L Alchicken/Guatemala/45511-5/2000(H5SN2) GU052797
I— Alchicken/Tabasco/234-8289/1998(HSN2) GU052727
Al/pheasant/MD/4457/1993(H5SN2) EU743115

Alturkey/Mi

38391-6/1995(H9N2) LC431364

Alturkey/Mi /836/1980(H6N2) CY014757
A/turkey/MN/10734-2/1995(H5N2) EU743066
Alchicken/Pennsylvania/3609/1993(HSN2) CY034682

Figura 12. Arbol filogenético del gen NA del virus de influenza H5N2. EI arbol se observa a escala, con
longitudes de rama correspondientes al nimero de sustituciones por sitio. El virus HSN2 aislado se encuentra
marcado con la siguiente figura:€p, mientras que los virus porcinos H5N2 se observan marcados con la siguiente

figura: @.

50



Caracterizacion del grado de antropizacion del paisaje

La cobertura que obtuvo mayor predominio fue el “Bosque”, con un 50%, es decir, la
categoria con menor valor de antropizacién, conformada por bosque tropical, humedales,
vegetacion acuatica, pantanos y cuerpos de agua. La categoria de “Zonas agropecuarias” se
encuentra muy cercana a la proporcion de la categoria de bosque con un 45% (Figura 13).
En la figura 14 se muestra la proporcion de coberturas por unidad de analisis y se observa
que la cobertura con mayor predominio por UA o cuadrante son las zonas agropecuarias.
De las 8 unidades de andlisis (UA), la que obtuvo un menor grado de antropizacion o INRA
fue C1, la cual corresponde con areas con mayor grado de conservacion, que se encuentran
dentro del APFFLT, donde predominan humedales, con vegetacion acuatica y fragmentos de
bosque tropical (selva alta perennifolia, selva mediana subcaducifolia y selva baja
perennifolia), sin embargo, existen fragmentos de pastizal por las producciones ganaderas
que se tienen dentro del ANP (Figura 5). La UA con mayor INRA fue C6, debido a las
producciones de agricultura, principalmente plantaciones de palma de aceite (Elaeis
guineensis), sorgo (Sorghum sp.) y maiz (Zea mays), ademas de areas para pastoreo de

ganado y algunos asentamientos humanos y caminos (Cuadro 8, Anexo 15).
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Figura 14. Proporcién de coberturas por cuadrante.
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Figura 15. Area de estudio y unidades de analisis (UA) también llamadas cuadrantes (C1 a C7).
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Cuadro 8. Valores del INRA. La escala de colores va desde verde a gris, donde verde representa el valor
mayormente conservado o con menor indice de antropizacion y el color gris representa el valor con mayor
indice de antropizacidn, los colores amarillos representan valores de antropizacién intermedios.

Cuadrante A (0) B (0.5) c@) INRA
C1 243392 11792 0 231
Cc2 151662 99926 3596 20.98
C3 75261 164780 15143 38.22
c4 115045 131208 8931
C5 118347 132092 4745
C6 94693 148857 11637
c7 113987 132445 8752
C8 168665 81828 4217 17.68

Analisis de datos

e Areas de amortiguamiento

Las areas de amortiguamiento en promedio fueron de 0.11 a 3.92 km lineales para hembras

y machos, respectivamente. Lo que equivale a un area de dispersion que va de 0.03 a 48.27

km? (Figura 16). De igual manera se obtuvieron las areas de amortiguamiento para machos

positivos al virus de influenza con un intervalo de 1.39 km a 3.92 km lineales, lo que equivale

a6.07 a 48.27 km? (Figura 17). En el caso de las hembras positivas al virus de influenza se

obtuvieron &reas de amortiguamiento de 0.11 km a 1.69 km lineales, lo que equivalen a 0.03

a 8.97 km? (Figura 18).
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u Sitios de muestreo

i . 011Km
— 2.01Km
0 5 10 20 30 e

3.92 Km

Proyeccién UTM Zona 15
Brenda Aline Maya Badillo
Aio: 2019

Figura 16. Sitios de muestreo con areas de amortiguamiento para cerdos asilvestrados (hembras y machos) que
va en un rango de 0.11 km hasta 3.92 km de ambito hogarefio.
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u Machos +

| 1.39 Km

B .71 km
B 392km

Proyeccion UTM Zona 15
Brenda Aline Maya Badillo
Ano: 2019

Figura 17. Sitios de muestreo con areas de amortiguamiento de machos de cerdos asilvestrados positivos a
virus de influenza A por serologia y/o RT-PCR que va en un rango de 1.39 km hasta 3.92 km de dmbito

hogarefio.
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0.11 Km
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Proyeccion UTM Zona 15
Brenda Aline Maya Badillo
Aiio: 2019

Figura 18. Sitios de muestreo con areas de amortiguamiento de hembras de cerdos asilvestrados positivos a
virus de influenza A por serologia y/o RT-PCR que va en un rango de 0.11 km hasta 1.69 km de dmbito
hogarefio.

e Analisis estadistico

- Modelo de regresion logistica

Cuando la variable respuesta fue seropositividad y la variable explicativa fue INRA, se
encontrd evidencia estadistica para concluir que existe un efecto de la antropizacion del
paisaje en la seropositividad, con un valor marginalmente significativo de p = 0.0576. Se

utiliz6 un alfa de 0.05 (Figura 19).

El resto de las variables tuvo un comportamiento diferente al anterior.
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- Jicuadrada (y?
En las variables edad y qRT-PCR se rechazd la hip6tesis nula de independencia de variables,
por lo tanto, existe evidencia estadistica para concluir que estas variables son dependientes,
con un valor de p = 0.05, utilizando un valor de alfa de 0.05.

Para el resto de las variables no se rechazé la Ho.

04 . ﬁ_
02 -”_ —

Serologia

|’ p=0.0576
1 1 11 | 1

T T T T

10 20 30 40
INRA

Figura 19. Modelo de regresion logistica. En el grafico podemos observar en el eje de las X el “INRA” y en el
eje de las Y la variable respuesta “Serologia”. Se presenta un incremento en la probabilidad de que un individuo
resulte positivo a la serologia cuando el INRA aumenta. Ademas, se aprecia un intervalo de confianza que es
representado por la banda azul claro, demasiado abierto al inicio que tiende a disminuir conforme el INRA
aumenta, este comportamiento en el intervalo de confianza este asociado al tamafio de muestra.
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DISCUSION

La eco-epidemiologia de enfermedades zoonéticas multi-hospedero emergentes vy
reemergentes, como influenza A, son poco consideradas dentro del sistema de vigilancia
epidemioldgica en México. Existen pocos estudios que investigan la posibilidad de
transmision inter-especie ya que se enfocan de manera aislada en la presencia del agente
infeccioso en los principales hospederos y de manera particular en hospederos domésticos.
Son aun menos, los estudios que engloban el nexo que existe entre la emergencia de
enfermedades virales con respecto a los cambios antropogénicos como la antropizacion del
paisaje y en menor proporcion la incorporacion de especies exéticas invasoras en la ecologia
de un virus de tanta importancia para la salud publica y salud animal como lo es el virus de
influenza A. Por lo anterior, en este proyecto, se estudio el papel del cerdo asilvestrado (Sus
scrofa) en la transmision y mantenimiento de virus de influenza A, debido a que es una
especie exotica invasora, generalista de habitat que interactia con animales silvestres,
domeésticos y seres humanos y que ademds se adapta a distintos tipos de ambientes
conservados y ambientes con diferente grado de antropizacion, facilitando la diversificacion
de virus de influenza A.

En este estudio se demostrd la exposicion que tienen los cerdos asilvestrados a los virus de
influenza A de origen porcino, aviar y principalmente humano. Se detectaron titulos de
anticuerpos que van desde 80 UHA hasta 2560 UHA, para los subtipos HLN1 humano, HIN1
porcino y H5N2 aviar.

En un estudio realizado durante el periodo de 2010 a 2013, se obtuvieron muestras de suero

de cerdos asilvestrados en 35 estados de EE. UU. Se analizaron contra 45 variantes
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antigénicas contemporaneas de virus de influenza A aviar, porcina y humana; de los cuales,
el 4.9 % fueron seropositivos a virus de influenza A (Martin et al., 2017). En otro estudio
realizado en la Reserva de la Biosfera Sierra la Laguna, localizada en Baja California Sur,
México, donde se buscé detectar la presencia de anticuerpos contra enfermedades bacterianas
y virales en cerdos asilvestrados, obtuvieron un valor de seroprevalencia de 30.7% de dos
variantes antigénicas, el HIN1 porcino y el H3N2 porcino (Pérez-Rivera et al., 2017). En
nuestro estudio la seroprevalencia estimada fue del 14.75%, mayor en comparacion con el
primer estudio mencionado, pero menor con respecto al segundo estudio. Esta diferencia en
la seroprevalencia reportada en diferentes investigaciones con respecto a la del presente
estudio, sugiere que existen factores que favorecen el aumento o disminucion de la
prevalencia serolégica que pueden ir desde época del afio, caracteristicas del ambiente en
general y del hospedero, asi como la interaccion que tiene con otros hospederos y la
capacidad de los antigenos utilizados para realizar la prueba serolégica para detectar la
exposicion del cerdo asilvestrado a los virus de influenza A circulantes (Pedersen et al.,
2017).

En el trabajo realizado por Martin y colaboradores (2017) también se detectaron individuos
doblemente seropositivos para diferentes virus porcinos, para diferentes virus aviares y para
virus aviares y porcinos, lo que indica que los cerdos asilvestrados estuvieron expuestos a
virus de influenza A tanto porcinos como aviares. En nuestro estudio, ademas, encontramos
cerdos asilvestrados doblemente seropositivos para el subtipo HIN1 humano y el subtipo
HIN1 porcino. Esto sugiere que los cerdos asilvestrados podrian estar expuestos a la

infeccion de subtipos de influenza A de diferentes origenes, generando nuevas variantes de
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virus de influenza A de preocupacion en salud animal y salud publica (Cheung y Poon, 2007;
Martin et al., 2017; Short et al., 2015).

Uno de los origenes virales de mayor preocupacion a los que los cerdos asilvestrados estan
expuestos, es el humano, con la dltima pandemia de 2009, se puso de manifiesto la
interaccion existente entre los hospederos humanos y porcinos, sin embargo, en pocas
ocasiones es aclarado que la transmision de virus de influenza de humanos a cerdos es mucho
mas frecuente que la zoonosis porcina y humana, y es fundamental en la diversidad viral
encontrada en los hospederos porcinos (Nelson y Vincent, 2014). La escala de transmisién
global de humanos a cerdos representa la mayor zoonosis inversa o también llamada
antropozoonosis, de un agente infeccioso documentado hasta el momento, por lo que, el
sesgo hacia la percepcion de los cerdos como fuentes de virus humanos, en lugar de
hospederos susceptibles, es clave para la comprension de la naturaleza bidireccional de la
interfaz humano-animal y como esta interaccion produce amenazas de influenza para los
diferentes hospederos (Hassell et al., 2017; Nelson, 2016). En nuestro estudio, encontramos
titulos para el subtipo HIN1 humano de hasta 2560 UHA, lo que demuestra la exposicion e
infeccidn al virus de influenza humana. Esta interaccion entre los cerdos asilvestrados y los
humanos de la region de Laguna de Términos pone de manifiesto la zoonosis y antroponosis
que esta existiendo en este sistema y ademas demuestra que los cerdos asilvestrados no solo
fungen como trasmisores de virus de influenza A, sino sugiere que pueden estar expuestos,
infectarse y enfermarse, al menos con subtipos de origen humano.

La exposicion de los humanos a los virus de influenza A y transmision de estos, se ve
favorecida por la caceria y captura de los cerdos asilvestrados, 0 a través de los perros

utilizados para la caza (Pedersen et al., 2018). Las actividades humanas estan favoreciendo
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la sinantropia de los cerdos asilvestrados, ademas cada vez hay mas pruebas de la traslocacién
que realizan los humanos de los cerdos asilvestrados (Spencer y Hamoton, 2005), para
establecer nuevas oportunidades de caza o producciones de traspatio, sin embargo, las
medidas de bioseguridad no son las adecuadas y por las caracteristicas fisicas y evolutivas
de estos animales, terminan escapando, estableciéndose en muchas ocasiones en nuevas areas
e interactuando de nuevo con hospederos silvestres, domésticos y humanos, pero tras el
riesgo de haber estado expuestos a agentes infecciosos humanos y de animales domésticos
como el virus de influenza (Goedbloed et al., 2013; Herndndez et al, 2018; Tabak et al.,
2017). Los cerdos asilvestrados de nuestro estudio mostraron exposicion al subtipo HIN1
porcino con titulos de anticuerpos de 80 a 320 UHA y al subtipo H5N2 aviar con titulo de 80
UHA, estos titulos son bajos en comparacion con el subtipo humano, sin embargo, la
interaccion con estos subtipos virales se presentd y respalda el comportamiento sinantropico
de los cerdos asilvestrados en sistemas con altos niveles de transformacion de uso de suelo
como lo es la region de Laguna de Términos.

La comprension del papel ecoldgico de los cerdos asilvestrados en la ecologia de los virus de
influenza A ha sido limitada debido a que la vigilancia epidemiolégica realizada en otros
paises a menudo es por anticuerpos (serovigilancia) en lugar de la deteccion directa de los
virus de influenza A, como en humanos y especies domésticas como lo cerdos y las aves (Sun
et al., 2015; Pepin et al., 2019). En este sentido, nuestro estudio complementa los hallazgos
obtenidos en serologia con la deteccion molecular del virus de influenza, donde se obtuvo
una prevalencia de 19.67% de cerdos positivos al virus de influenza A, mayor a la obtenida
en un estudio realizado en 2014 en la Reserva Regional de Innamincka, Australia, donde

obtuvieron una prevalencia de 13.04% de cerdos asilvestrados positivos al virus de influenza
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(Dalziel, Peck, Hurt, Cooke y Cassey, 2016). Daziel y colaboradores (2016) hacen referencia
de que, a pesar de su prevalencia baja, es de suma importancia implementar sistemas de
vigilancia epidemioldgica por las posibles repercusiones bioldgicas que tienen los cerdos
asilvestrados.

En nuestro estudio, el mayor nimero de muestras positivas molecularmente fueron de
hisopos nasales, con una prevalencia de 13.11 %, lo que comprueba la excrecion viral en
cerdos asilvestrados, ademéas se obtuvo el 4.91 % de prevalencia de animales positivos de
muestras de traquea y el 1.63 % de muestras de pulmon, confirmando la susceptibilidad de
las células del tracto respiratorio, tanto en vias altas como en vias respiratorias bajas. En este
sentido, dado que las caracteristicas fisioldgicas de los cerdos asilvestrados estan ligadas
directamente a la especie del cerdo doméstico, se esperaria que la distribucion de sus
receptores celulares en el aparato respiratorio coincida con los descritos para la interaccion
entre virus de influenza A con los receptores celulares Saa2,3-Gal y Saa2,6-Gal en el cerdo
domestico.

Los cerdos domésticos poseen una distribucién de manera homogénea de receptores celulares
Saa2,3-Gal y Saa2,6-Gal, lo cual ha colocado al cerdo como un hospedero susceptible a la
infeccion por virus aviares y humanos por el potencial amplificador, también llamado
mezclador al ser infectados por virus de diferente origen (Graaf y Fouchier, 2014). Los
resultados del presente estudio sugieren entonces, que la distribucion de los receptores
celulares de los cerdos asilvestrados es similar a la de los cerdos domésticos debido a las
muestras positivas a la qRT-PCR de traquea y pulmén. Sin embargo, cabe mencionar que

ningun individuo se mostraba aparentemente enfermo, por lo que la susceptibilidad y
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permisibilidad de las células de estos animales en respuesta a una infeccion viral comparada
con la de cerdos domésticos podria ser distinta.

Las respuestas ante infecciones virales estan mediadas por el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad de tipo I (MHC-1), un conjunto de genes que inducen la respuesta
inmune presentando el antigeno a los linfocitos T (Macdonald et al., 2010; Moutou et al.,
2013). En un estudio de 2017 compararon el polimorfismo y especificidades de unién a
péptidos de moléculas de clase | del MHC-1 porcino para observar si existian diferencias
entre la respuesta que tiene el MHC-I de los jabalies tibetanos ante el virus de influenza A
con respecto a la respuesta que tiene el MHC-I de los cerdos domésticos de la raza Heishan.
Inesperadamente encontraron que no existia divergencia y que los sitios de alta variacién
podrian determinar sus caracteristicas de union a péptidos (Fan et al., 2017). Fan y
colaboradores (2017) asumieron que la seleccion artificial de las razas de los cerdos podria
proporcionar una mayor presion para generar diversidad genética y polimorfismo de MHC-I
que la seleccion natural. Sin embargo, en otros estudios, hacen referencia sobre la
variabilidad del MHC-1 y como esta se mantiene mediante la seleccion dirigida por el agente
infeccioso, donde la diversidad genética es particularmente importante en animales silvestres
(Sommer, 2005). Por lo anterior, no podemos asumir que los cerdos asilvestrados de nuestro
estudio tengan una respuesta inmune distinta a la que se esperaria en los cerdos domésticos
frente al virus de influenza A, tendriamos que realizar un analisis genético para observar
diferencias en cuanto al polimorfismo del MHC-1y su respuesta ante la infeccion por el virus
de influenza. Sin embargo, si podemos inferir en que el comportamiento de los animales
positivos a la gRT-PCR en cuanto a la semiologia clinica fue distinto en comparacion con la

semiologia provocada por el virus de influenza A observada en los cerdos domésticos.
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Otro hallazgo gue se encontrd fue que existia evidencia estadistica entre la dependencia de
las variables edad y qRT-PCR, esta relacion esta dada por los adultos que son los individuos
que fueron mayormente positivos a la prueba, por lo que podemos asumir estos resultados
como parte de la respuesta inmune innata que transfieren las hembras a sus lechones al
momento de nacer, por lo que estos individuos de corta edad se encontraban protegidos
inmunoldgicamente ante los virus circulantes. En un estudio realizado en 2013, exploraron
la relacion entre el sistema inmune innato y la resistencia viral en jabatos (lechones de jabali)
y encontraron que la actividad del complemento dependia de los niveles de anticuerpos
naturales, maternos y la condicién corporal de los lechones, proporcionando evidencia que
vincula a la inmunidad innata con la aptitud individual dentro de una poblacién de mamiferos
silvestres (Rossi et al, 2013).

Ademas de la posible aptitud inmunoldgica de los lechones, otro factor que puede estar
explicando esta relacion entre la edad adulta y los resultados positivos a la qRT-PCR es el
amplio ambito hogarefio que tienen los adultos, especificamente los machos, lo que les
permite recorrer amplias distancias y favorecer la tasa de contacto con otros hospederos del
virus de influenza A. Las areas de amortiguamiento creadas a partir del rango de &mbito
hogarefio general para hembras y machos, demuestra la coincidencia espacial de los
individuos que a su vez podrian interactuar con otros hospederos de diferentes ambientes. De
manera particular uno de los cerdos asilvestrados, macho, adulto, positivo a la gRT-PCR,
también resulté positivo a la serologia, con un titulo de 80 UHA para el subtipo H5N2 y
coincidio con la muestra que se pudo aislar en embrion de pollo. Estos resultados sugieren
tener una relacion con las caracteristicas propias del individuo, como lo es su ambito

hogarefio, que le permite recorrer grandes distancias y a su vez, tener contacto con distintos

65



hospederos de influenza A. En algunos estudios se ha observado que las hembras tienen un
ambito hogarefio de 0.3 a 7.2 + 1.8 km?y en el caso de los machos el &ambito hogarefio va de
3.1 a48.3 + 4.3 km?, sin embargo, la dispersion dependera de una serie de factores como el
lugar, la regién geogréfica, la disponibilidad de alimento y agua, la temporada del afio, la
etapa fisioldgica en la que se encuentren y la densidad local de cerdos asilvestrados (Wehr et
al., 2017; Mayer, 2009; Mcilroy, 1990; Hampton, 2004; Salbosa, 2009).

Uno de los principales efectos negativos asociados al amplio rango de distribucién de los
cerdos asilvestrados es la posible interaccidén con hospederos de fauna silvestre, doméstica y
humanos, debido a la transmisidn de agentes infecciosos causantes de enfermad, lo cual se
asocia directamente con la transformacién de los ecosistemas a agroecosistemas y
ecosistemas urbanos (Wehr et al., 2017; Song et al., 2018). En nuestro estudio, a través de la
secuenciacion y el analisis filogenético, se identificd el cruce de barrera entre especies, de
ave a cerdo asilvestrado al obtener la secuencia del virus “Feral swine/Campeche/DMZC-
DEFSAL-UIFMVZ19-12 (H5N2)”, la cual se transfirié de un hospedero a otro de manera
intacta. Lo que pone de manifiesto la posible interaccion que tienen los cerdos asilvestrados
con hospederos de fauna silvestre, doméstica, humanos y/o fuentes de infeccion.

En 2008, en Corea, fueron aislados dos virus de influenza H5N2 aviar de cerdos domésticos.
La secuenciacion y el andlisis filogenético de las proteinas determinaron que el virus aislado
“Sw/Korea/C12/08 (H5N2)” correspondia a un virus completamente aviar, que provenia de
aves silvestres (Lee et al., 2009) al igual que el virus HSN2 reportado en nuestro estudio,
donde se observd que los 8 segmentos del virus tenian un origen completamente aviar. Sin
embargo, en nuestro analisis, el virus H5SN2 se localizd en un grupo de virus de influenza

H5N2 originados en aves domésticas, especificamente pollo de engorda, estos virus fueron
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aislados y caracterizados en México durante 1994 y 1995, lo cual coindice con varios brotes
de influenza H5N2 aviar de baja patogenicidad en 1994 que posteriormente mutaron a un
virus de alta patogenicidad en 1995 (Villarreal-Chavez et al., 2003).

Ademas de los virus aviares, dentro del grupo de virus de influenza donde se localizo el virus
aislado en nuestro estudio, se encuentran dos virus H5SN2 de origen aviar (pollo de engorda)
pero aislados en cerdos domésticos, el GtoDMZC02 (H1N1) y el EdoOMexDMZCO03 (H5N2),
aislados y caracterizados en 2014 y 2015 respectivamente (Saavedra-Montariez et al., 2018).
En el estudio de Saavedra y colaboradores (2018) hacen mencion sobre el posible origen de
estos virus que al igual que en nuestro andlisis, el genoma de estas variantes se mantuvo con
un origen completamente aviar a pesar del nuevo hospedero que infectaban. También ponen
de manifiesto la posible interaccidn que existe entre sistemas de produccién mixtos, donde
especies como aves Yy cerdos estan en contacto, lo que podria dar una explicacion valida del
salto taxonémico del virus HSN2 aviar.

En México, asi como en varias partes del mundo, existe un panorama favorable para la
transmision de virus de influenza A, desde la transmision de aves silvestres a animales
domeésticos (aves, cerdos, perros, caballos, etc.) y humanos, al igual que la transmision de
aves domésticas al resto de animales domésticos, humanos y en algunos casos animales
silvestres. Uno de los escenarios mas propicios es el de las producciones mixtas ya
mencionado, donde dos especies 0 mas comparten espacios fisicos y por ende la tasa de
contacto aumenta, favoreciendo la interfaz y transmision de virus de influenza A (INEGI,
2007).

Los perros pueden desempefiar un papel en la transmision y propagacion entre especies de

virus de influenza H5N2. En 2013 se describié un nuevo virus reordenado de cerdo y ave
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H5N2 que infecto a perros (Canis lupus familiaris), sus resultados demostraron que el virus
se propago entre individuos de la misma especie, los cuales mostraron signos respiratorios y
seroconversion asi como eliminacion viral detectada en hisopos nasales, posteriormente se
observaron manifestaciones clinicas respiratorias relacionadas con este virus en gatos y
pollos (Guang-jian, Zong-shuai, Yan-li, Shi-jin, y Zhi-jing, 2012; Song et al., 2013). Por lo
gue no podemos descartar la participacion de los perros en la transmisién del virus H5N2, la
tasa de contacto que esta especie mantiene con los cerdos asilvestrados y con distintos tipos
de aves es muy alta debido al uso constante del perro en las labores de caceria, asi como su
presencia en las producciones agropecuarias.

Los cerdos asilvestrados interactlan con perros, aves, cerdos y mas animales domeésticos al
igual que con humanos, animales silvestres y diferentes fuentes de infeccion, esta interaccion
esta explicada por el comportamiento sinantropico de los cerdos asilvestrados, lo que
favorece la transmision de virus de influenza A entre los distintos tipos de hospederos ya
mencionados. La emergencia de exposicion e infeccion viral se ha asociado a cambios
drésticos en los ecosistemas, como la deforestacion, cambios de uso de suelo por actividades
agropecuarias, entre otros (Reyes-Novelo, 2011). En el presente estudio encontramos
evidencia marginalmente significativa de la relacion entre la seropositividad y la
antropizacion del paisaje, es decir, la probabilidad de que un cerdo asilvestrado se encuentre
expuesto a virus de influenza A serd mayor en ambientes con mayor grado de antropizacion
del paisaje. En este sentido, la matriz del paisaje que predominaba en nuestros sitios de
muestreo fueron zonas agropecuarias, dominadas por pastizales y ganaderia, pero
principalmente por plantaciones de palma aceitera africana (Elaeis guineensis). Actualmente

las plantaciones de palma de aceite representan un problema para los bosques tropicales, su
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expansion ha provocado la pérdida de 2 millones de hectareas de bosques a nivel mundial en
2000 -2010 (Ordway, Naylor, Nkongho, y Lambin, 2015), ademas de las repercusiones en la
ecologia de las comunidades y por ende de sus enfermedades.

Los niveles actuales de interaccién humano-ecosistema, impulsados por una mayor invasion
ambiental y cambio en el uso de la tierra (explotacion de recursos naturales y practicas
agricolas y pecuarias), asi como efectos ambientales como el cambio climatico, dan lugar a
la alteracion de los hébitats y cambios en el ensamblaje de especies y las tasas de contacto
que promueven la aparicion de enfermedades zoondticas (Hassell et al., 2017). En un estudio
realizado en 2017 se midio el nexo entre la fragmentacion de los bosques en Africa y los
brotes de enfermedades por el virus del Ebola (EVD), se mostr6 que los brotes de EVD en
humanos ocurrieron principalmente en focos de fragmentacion forestal, donde los humanos
tenian mayor interaccion con los reservorios de la enfermedad, por lo que las tasas de
contacto aumentaban y por ende los brotes en humanos (Rulli, Santini, Hayman y Odorico,
2017). Esto tiene relacion con nuestro estudio, que, si bien es una aproximacién que tendra
que ser complementada con un mayor nimero de muestras y disefio experimental especifico,
nos muestra el efecto de la antropizacién sobre la exposicién de los cerdos asilvestrados al
virus de influenza A en areas con mayor transformacion antropogeénica, especificamente en
areas dedicadas a la agricultura y ganaderia, areas con fragmentacion y transformacion del
paisaje.

La region de Laguna de Términos se encuentra expuesta a la actual deforestacion por la
presion que ejerce el crecimiento poblacional humano, que a su vez, se refleja en una mayor
demanda de alimentos, por lo que la agricultura y la ganaderia siguen expandiéndose

principalmente en los tropicos (Barlow et al., 2018; Kremen y Merenlender, 2018). La
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antropizacion del paisaje en esta region lamentablemente tiene una tendencia a aumentar, por
lo que, con base en nuestros resultados, el monitoreo del cerdo asilvestrado es necesario, ya
gue su participacion en la eco-epidemiologia del virus de influenza A se pone de manifiesto
al estar expuesto a distintas fuentes de infeccion viral y a la potencial diversificacion de
variantes virales.

Finalmente, las especies invasoras contintan proliferando e impactando negativamente los
ecosistemas a escala global. Si bien los impactos estan bien documentados para muchos
animales invasores, carecemos de herramientas para predecir la resistencia bidtica y el éxito
de la invasion. La invasion bioldgica es una de las principales causas de pérdida de
biodiversidad a nivel mundial, especialmente en los ecosistemas insulares de todo el mundo
(Cuthbert et al., 2019). Para controlar eficazmente a las especies invasoras, es importante
determinar como sobreviven y aumentan sus poblaciones en las areas que invaden (Cuthbert
etal., 2019; Maeda et al., 2019). Los cerdos asilvestrados son una de las especies con mayor
capacidad de invasion de nuevas areas por sus caracteristicas bioldgicas y evolutivas. Con
nuestro estudio ademas comprobamos su papel dentro de la ecologia del virus de influenza
A en la region de Laguna de Términos, Campeche. Sin embargo, los efectos negativos
asociados a esta especie son consecuencia de las actividades humanas. Las especies son parte
de la biodiversidad mundial y evolutivamente desarrollan mecanismos para seguir existiendo
y adaptarse al medio que los rodea (Ricciardi et al., 2017). Tal es el caso de los cerdos
asilvestrados que a lo largo del tiempo, han sido traslocados e introducidos a ecosistemas que
no forman parte de su distribucién natural, por lo que las poblaciones se adaptan para seguir
existiendo, en este sentido, los seres humanos debemos comprender que solo somos una

especie mas dentro de la diversidad de especies que existen en la Tierra y nuestra percepcion
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asi como las decisiones que tomamos y el respeto por la vida y los ecosistemas debe cambiar
drasticamente al igual que la percepcion de la utilidad e importancia de la biologia de la
invasion que permitira comprender el desajuste entre la urgencia de tratar un problema de
cambio global y la poca preocupacion, falta de conciencia y comprension para obtener apoyo
para la implementacién de programas de control y manejo de especies invasoras, un reto mas

para la era que se vive en la actualidad (Courchamp et al., 2017; Ricciardi et al., 2017).
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CONCLUSIONES

El presente trabajo sugiere que los cerdos asilvestrados de la region de Laguna de Términos,
Campeche estan participando en la exposicién, transmisién, mantenimiento y posible
diversificacion de virus de influenza A.

Se detectaron titulos altos de anticuerpos contra el subtipo HIN1 humano de hasta 2560
UHA, asi como titulos positivos para los subtipos HLN1 porcino y H5N2 aviar, lo que refleja
directamente la tasa de contacto de los cerdos asilvestrados con hospederos domésticos y
humanos, haciendo evidente el comportamiento sinantrépico de los cerdos asilvestrados. La
secuenciacion del subtipo H5N2 aviar, apoya ain més el contacto con hospederos domésticos
como las aves y por ende la potencial diversificacion de virus de influenza A.

Los animales adultos parecieran tener un papel clave en la ecologia del virus de influenza en
este sistema. Los rasgos de historia de vida de los cerdos asilvestrados les permiten recorrer
grandes distancias, lo que aumenta la interaccion con diversos hospederos silvestres,
domeésticos, humanos y fuentes de infeccion al encontrarse y compartir distintos nichos
ecolodgicos.

La antropizacion del paisaje parece tener un efecto sobre la seroprevalencia de virus de
influenza A. Es probable que al aumentar la antropizacién del paisaje exista mayor
probabilidad de encontrar cerdos asilvestrados que estuvieron expuestos a variantes virales
de influenza A.

Se necesitan estudios que incluyan aproximaciones con mayor ndmero de animales y un
disefio experimental especifico para obtener conclusiones con mayor robustez acerca de la

situacién de esta especie exotica invasora y el efecto que tienen las actividades humanas
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como la fragmentacion y pérdida del habitat derivadas de las actividades agropecuarias sobre
la ecologia de enfermedades, no solo influenza A.

Es importante la inclusion de trabajos integrales, asi como interdisciplinarios para abordar
investigaciones de este tipo, es decir, sistemas con alta complejidad, donde los tomadores de
decisiones formen parte del proyecto para un mejor abordaje de las medidas de control
epidemioldgico, especificamente de enfermedades zoondticas emergentes y reemergentes

con un enfoque de Una Salud.
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RECOMENDACIONES

1. Estudiar el comportamiento, asi como las interacciones que tienen los cerdos
asilvestrados entre individuos de la misma poblacion, con otras especies y con el
ambiente en general en la region de laguna de Términos y en otras partes de México
donde también se ha reportado su existencia, esto con la finalidad de la correcta toma
de decisiones con base en conocimiento sobre esta especie exotica invasora.

2. Monitorear los agentes infecciosos (entre ellos el virus de influenza A) encontrados
en esta especie para conocer las interacciones biolégicas que pueden ser claves en la
dindmica de diversas enfermedades.

3. Integrar al cerdo asilvestrado en la ecologia y epidemiologia del virus de influenza A
y reconocer su papel como animal sinantrépico por la importancia que esto denota en
enfermedades multihospedero como lo es influenza A.

4. Establecer programas de educacion y buenas practicas de alimentacion a la poblacién
humana de Laguna de Términos que caza y consume a los cerdos asilvestrados, para

prevenir enfermedades transmitidas por mala higiene en el consumo de esta carne.
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ANEXOS

Anexo 1. Cazadores de cerdos asilvestrados ayudados en la caceria con sus perros. Se muestran las fotografias
A'y B, donde se observan a los cazadores y a sus perros utilizados para la caceria de cerdos asilvestrados, este
es un método de caza muy utilizado en los municipios de Carmen y Palizada, Campeche.

Anexo 2. Rastros de cerdos asilvestrados dentro del APFFLT. Se muestran las fotografias A y B, en la primera
se aprecia un rastro de huella de cerdo asilvestrados, mientras que en la segunda se aprecia un rastro de echadero
de cerdo asilvestrado dentro del APFFLT.
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Anexo 3. Imagenes del paisaje de Laguna de Términos. Se muestran las fotografias de A - D para ejemplificar
el paisaje del APFFLT, principalmente compuesto por manglares y popales.

Anexo 4. Toma de muestras biologicas de los cerdos asilvestrados. Se muestran las fotografias A y B para
ejemplificar la toma de muestras bioldgicas en cerdos asilvestrados.
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Anexo 5. Diferentes fenotipos de cerdos asilvestrados. Se muestran fotografias para ejemplificar los diferentes
fenotipos encontrados en Laguna de Términos y zonas aledafias. La fotografia A muestra a una cerda
asilvestrada lechdn, la fotografia B a un macho juvenil, la fotografia C a un macho lechén y por Gltimo la
fotografia D a un macho adulto.

Anexo 6. Presencia de mamellas en cerdos asilvestrados del APFFLT. Se muestran fotografias A y B para
ejemplificar las mamellas, un vestigio antiguo que tenian estos dos lechones encontrados dentro del APFFLT.
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Anexo 7. Resultados de la comparacion de medias entre el fenotipo de los cerdos asilvestrados del “Grupo 17
y “Grupo 2”. En la columna de Medidas morfométricas se muestran las medidas tomadas a todos los animales
muestreados para este estudio: “CTR” circunferencia del torax, “LT” largo total, “AC” altura a la cruz, “LH”
largo de rostro y “LO” largo de oreja. Todas estas medidas fueron comparadas entre los dos grupos para saber
si existia diferencia estadistica entre ellos, sin embargo, en ninguna medida morfométrica mostraron diferencia

estadistica (p>0.05) para asegurar que existe diferencia fenotipica entre el “Grupo 1” (fenotipo asilvestrado) y
el “Grupo 2” (fenotipo mezclado).

Medidas Media Media Valor de  Grados de Intervalo de Valor de
morfométricas Grupol Grupo 2 t libertad confianza (95%) p
CTR 1022.14 967.50 0.56095 4.421 -205.95 - 315.23 0.6021
LT 1021.21 1022.50  -0.01066 4.242 -328.65 — 326.07 0.9920
AC 709.35 712.50 -0.05779 4.909 -143.71 - 137.43 0.9562
LH 361.78 327.50 1.3386 6.327 -27.61 - 96.18 0.2268
LO 145.35 183.75 -1.7358 3.106 -107.43 - 30.64 0.1778

Anexo 8. Individuos positivos en la serologia a virus de influenza A. En las fotografias A y B se observa a la
cerda asilvestrada “EIRel” con sus crias, todos seropositivos a virus de influenza A.
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PB2 Alchicken/Jalisco/14589-660/1994(H5N2) FI610115.1
Alchicken/Jalisco/28159-600/1995(H5N2) FI610075.1
Al/chicken/Hidalgo/28159-460/1995(H5N2) F1610093.1
A/chicken/Michoacan/28159-530/1995(H5N2) FI610069.1
A/chicken/Guanajuato/28159-546/1995(HSN2) GU052658.1
A/chicken/Guanajuato/28159-331/1995(H5N2) FI610063.1
Alchicken/Queretero/14588-19/1995(H5N2) FI610121.1
Alchicken/Queretero/22019-853/1996(HSN2) GU052770.1
Al/chicken/Queretaro/14588-19/1995(H5N2) CY015103.1
Alchicken/Queretero/7653-20/1995(HSN2) FI610081.1
Alchicken/Mexico/31381-991/1994(H5N2) GU052666.1
Alchicken/Mexico/31381-2/1994(H5N2) FJ610107.1
Alchicken/Mexico/31381-3/1994(H5N2) GU186572.1
Alchicken/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2) CY005838.1
A/chicken/Morales/28159-538/1995(H5N2) GU052705.1
Alchicken/Hidalgo/28159-232/1995(H5N2) GU052689.1
A/Chicken/Queretaro/14588-19/95 (H5N2) AF(098589.1
Alchicken/Vera Cruz/28159-398/1995(H5N2) GU186593.1
Influenza A virus (A/Chicken/Hidalgo/26654-1368/94 (HSN2) AF098585.1
® A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2) KU141369.1
: Alferal swine/Campeche/DMZC-DEFSAL-UIFMVZ19-12/2019(H5N2)
A/swine/Estado de Mexico/EdoMexDMZC03/2015(H5N2) MH013208.1
Alchicken/Puebla/28159-474/1995(HSN2) GU052681.1
Alchicken/Chis/15224/1997(HSN2) CY005844.1
Alchicken/Mexico/31381-6/1994(HS5N2) GU186556.1

A/chicken/Mexico/37821-771/1996(H5N2) GU052595.1
_—'7,— Alchicken/Vera Cruz/232-6169/1998(H5N2) GU052725.1
Alchicken/Chiapas/15406/1997(H5N2) GU052603.1
Alchicken/Morales/227-4353/1998(HSN2) GU052719.1
A/chicken/Mexico/22184/1998(H5N2) GU052619.1
A/chicken/Jalisco/230-4956/1998(HSN2) GU052713.1
A/chicken/Jalisco/228-4471/1998(H5N2) GU052739.1
= Alchicken/Mexico/28159-541/1995(H5N2) GU052697.1
L A/Chicken/Puebla/14585-622/94 (HSN2) AF098588.1
A/Chicken/Puebla/8623-607/94 (HSN2) AF098587.1
A/chicken/Puebla/14587-644/1994(H5N2) FJ610101.1
Alchicken/Puebla/14585-622/1994(H5N2) GU186544.1
Alchicken/Puebla/14586-654/1994(H5N2) GU052674.1
Alchicken/Chiapas/28159-488/1995(H5N2) FJ610087.1
I— Alchicken/Mexico/15407/1997(H5N2) GU186550.1
/chicken/Mexico/31381-7/1994(H5N2) GU186580.1
A/mallard-black duck hybrid/New Brunswick/02642/2007(H3N8) CY129397.1
A/mallard/Mi Sg-00868/2008(H3NS) CY140456.1
L A/American green-winged teal/ Wisconsin/080S2270/2008(H3NS) CY079427.1
A/ruddy tumstone/Delaware Bay/185/1994(mixed) CY102039.1
A/ruddy tumstone/Delaware Bay/36/1993(H11N8) CY127007.1
I A/black duck/Ohio/195/1990(mixed) CY081379.1
A/mallard/Ohio/173/1990(H11N9) CY021668.1
A/laughing gull/New Jersey/180/1990(H3N6) CY101634.1
A/turkey/VA/31409/1991(H10N7) GU186508.1
A/ruddy turnstone/New Jersey/138/1990(H3N6) CY101116.1
A/ruddy tumstone/New Jersey/154/1990(mixed) CY136405.1
A/herring gull/New Jersey/159/1990(H3N6) CY101626.1
A/semi-palmated sandpiper/New Jersey/253/1990(H3N6) CY101642.1
A/ruddy turnstone/Delaware/24/1990(mixed) CY101104.1
A/ruddy tumstone/Delaware Bay/255/1991(H6N2) CY126927.1
—— A/mallard/Ohio/156/1990(H3N6) CY017716.1
A/pintail/Ohio/73/1989(H6N2) CY020852.1
Allaughing gull/Delaware Bay/261/1991(H6NS8) CY126935.1
A/ruddy turnstone/Delaware/34/1993(H2N1) CY015142.1
A/ruddy turnstone/Delaware Bay/81/1993(H2N1) CY117492.1
A/shorebird/Delaware Bay/222/1993(H6NS) CY127023.1
A/ruddy tumstone/Delaware Bay/144/1994(mixed) CY101972.1
A/ruddy turnstone/Delaware Bay/88/1994(H3N8) CY101925.1
A/ruddy turnstone/Delaware Bay/201/1994(H2N3) CY117516.1
A/ruddy turnstone/Delaware Bay/181/1994(HIN2) CY136839.1
A/red knot/Delaware Bay/252/1994(H3N2) CY102107.1
A/ruddy turnstone/Delaware Bay/78/1994(mixed) CY101888.1
A/herring gull/Delaware Bay/77/1994(H6NS) CY127055.1
A/red knot/Delaware Bay/227/1994(mixed) CY101178.1

Anexo 9. Arbol filogenético del gen PB2 del virus de influenza H5N2. EI arbol se observa a escala, con
longitudes de rama correspondientes al nimero de sustituciones por sitio. El virus HSN2 aislado se encuentra
marcado con la siguiente figura:4, mientras que los virus porcinos H5SN2 se observan marcados con la siguiente
figura:@.
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PB1

Alchicken/Jalisco/230-4956/1998(H5N2) GU052712
Alchicken/Jalisco/228-4471/1998(H5N2) GU052738
Alchicken/Mexico/22184/1998(H5N2) GU052618

Alchicken/Morales/227-4353/1998(H5N2) GU052718
—— A/chicken/Chiapas/15406/1997(H5N2) GU052602
E Alchicken/Guanajuato/28159-546/1995(H5N2) GU052657

Alchicken/Guanajuato/28159-331/1995(H5N2) FI610062
Alchicken/Michoacan/28159-530/1995(H5N2) F1610068
Alchicken/Hidalgo/28159-460/1995(H5N2) FI610092
Alchicken/Jalisco/14589-660/1994(H5N2) FI610114
Alchicken/Jalisco/28159-600/1995(H5N2) FI610074
A/chicken/Queretero/7653-20/1995(H5N2) FI610080
A/chicken/Queretero/22019-853/1996(H5N2) GU052769
Al/chicken/Queretaro/14588-19/1995(H5N2) CY015102
Alchicken/Queretero/14588-19/1995(H5N2) F1610120
Alchicken/Mexico/31381-3/1994(HSN2) GU186571
Alchicken/Mexico/31381-991/1994(H5N2) GU052665
Alchicken/Mexico/31381-2/1994(H5N2) FI610106
A/Chicken/Hidalgo/26654-1368/94 (HSN2) AF098599
- A/chicken/Vera Cruz/28159-398/1995(H5N2) GU186592
r A/chicken/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2) CY005837
| A/chicken/Hidalgo/28159-232/1995(H5N2) GU052688

|: /chicken/Morales/28159-538/1995(H5N2) GU052704

A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2) KU141370
A/feral swine/Campeche/DMZC-DEFSAL-UIFMVZ19-12/2019(H5N2)
A/swine/Estado de Mexico/EdoMexDMZC03/2015(H5N2) MH013209

A/chicken/Mexico/31381-6/1994(H5N2) GU186555 n
r Al/chicken/Puebla/28159-474/1995(HSN2) GU052680

Alchicken/Chis/15224/1997(H5N2) CY006041
Alchicken/Chiapas/28159-488/1995(HS5N2) FI610086
A/chicken/Mexico/28159-541/1995(H5N2) GU052696
—I | A/chicken/Puebla/14587-644/1994(H5N2) FI610100
L&chickm’l’uebla/HSSS-&Z/l994(HSN2) GU186543
A/chicken/Puebla/14586-654/1994(H5N2) GU052673
Al/chicken/Mexico/31381-7/1994(H5N2) GU186579

A/mallard/ALB/199/1992(H6N5) CY004256
_‘__W:wllard/A1M1alzo3/1992(H6.\:5) CY126998
A/mallard/Alberta/54/1993(H3N9) CY101830
A/mallard/Alberta/12/1991(H4NG6) CY101673
— A/duck/Alaska/429/1991(H3NS) LC431384
_‘——Nmallard,’Albel1a/lS/1991(H4N6) CY101681

A/duck/Alaska/740/1991(H10N7) CYO015177
A/blue-winged teal/ALB/67/1990(H4NS) CY004890

A/mallard/ALB/226/1998(H2N3) CY003982
—F‘— A/mallard/ALB/205/1998(H2N3) CY003974
A/blue-winged teal/ALB/16/1997(H2N9) CY003966
1 Afshorebird/Delaware Bay/63/1996(H10N2) CY 136886
—t A/shorebird/Delaware Bay/58/1996(H11N2) CY127379
A/shorebird/Delaware Bay/42/1996(H11N2) CY127371
A/mallard/Minnesota/114/1998(H4NS8) GU051256
—EA/mallm‘dMim\csola/l 82749/1998(H3N9) CY139759
A/mallard/Minnesota/353/1998(H6NS) GU051452
Alemw/TX/39924/1993(H5N2) EU743039
A/rhea/TX/39923/1993(H5N2) EU743112
——— A/blue-winged teal/Ohio/101/1993(H11N9) CY020971
A/mallard/Alberta/117/1997(H3NS) CY102250

A/mallard/Alberta/114/1997(H3NS) CY102242
——‘*\ Allesser scaup/Alberta/206/1995(H3NS) CY102186

= A/American green-winged teal/Interior Alaska/4/2007(H3N8) CY039800
A/mallard/Interior Alaska/7/2007(H3N8) CY039848
I— A/northern shoveler/Interior Alaska/4/2007(H3N8) CY039824
: A/mallard/Alberta/167/1998(H3N8) CY102322.1
Alpintail/Alberta/207/2000(HIN1) CY 137046
Al

Nard/Mi /33/2000(H4N48) GU051218

A/mallard/MN/515/2000(H3N6) EU743558
—F A/mallard/MN/158/2000(H3N9) EU871874
A/mallard/Minnesota/346256/2000(mixed) CY139894
A/mallard/MN/107/2000(H1 IN9) EU743471
——— A/mallard/Minnesota/38/2000(H6N3) GU051376
- A/mallard/MN/506/2000(H2N3) FI517273

Anexo 10. Arbol filogenético del gen PB1 del virus de influenza H5N2. EI arbol se observa a escala, con
longitudes de rama correspondientes al nimero de sustituciones por sitio. EI virus H5N2 aislado se encuentra
marcado con la siguiente figura: @, mientras que los virus porcinos H5SN2 se observan marcados con la siguiente
figura:@.
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Alchicken/Queretero/7653-20/1995(H5N2) F1610079
A/chicken/Queretero/22019-853/1996(H5SN2) GU052768
I Alchicken/Guanajuato/28159-546/1995(H5N2) GU052656
A/chicken/Guanajuato/28159-331/1995(H5N2) F1610061
A/chicken/Michoacan/28159-530/1995(H5N2) FI610067
A/chicken/Hidalgo/28159-460/1995(HSN2) FJ610091
Alchicken/Jalisco/14589-660/1994(H5N2) F1610113
Alchicken/Jalisco/28159-600/1995(H5N2) FI610073
Alchicken/Vera Cruz/232-6169/1998(H5N2) GU052723
Alchicken/Chiapas/15406/1997(H5N2) GU052601
Achicken/Chiapas/15408/1997(H5N2) GU052609
Alchicken/Mexico/22184/1998(H5N2) GU052617
A/chicken/Morales/227-4353/1998(H5N2) GU052717
Alchicken/Jalisco/230-4956/1998(HSN2) GU052711
A/chicken/Jalisco/228-4471/1998(H5N2) GU052737
I A/chicken/Mexico/31381-2/1994(H5N2) FI610105
—— A/chicken/Mexico/31381-3/1994(H5N2) GU186570
- A/chicken/Mexico/31381-991/1994(HSN2) GU052664

’ Alferal swine/Campeche/DMZC-DEFSAL-UIFMVZ19-12/2019(H5N2)
Alchicken/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2) CY005836
Alchicken/Vera Cruz/28159-398/1995(H5N2) GU186591
A/chicken/Morales/28159-538/1995(H5N2) GU052703

A/Chicken/Hidalgo/26654-1368/94 (H5SN2) AF098612
® A/swine/Estado de Mexico/EdoMexDMZC03/2015(H5N2) MHO13210
@ A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2) KU141371
A/chicken/Puebla/14585-622/1994(H5N2) GU186542
A/Chicken/Puebla/14585-622/94 (HSN2) AF098615
Alchicken/Puebla/14586-654/1994(H5N2) GU052672
Alchicken/Puebla/14587-644/1994(H5N2) F1610099
A/Chicken/Puebla/8623-607/94 (HSN2) AF098614
——————————— A/chicken/Chiapas/28159-488/1995(H5N2) FJ610085
A/chicken/Mexico/28159-541/1995(HSN2) GU052695
Alchicken/Mexico/37821-771/1996(HSN2) GU052593
A/chicken/Mexico/31381-6/1994(H5N2) GU186554
'| I: Alchicken/Puebla/28159-474/1995(H5N2) GU052679
Alchicken/Chis/15224/1997(H5N2) CY005843
A/chicken/Mexico/31381-7/1994(HSN2) GU186578
Alchicken/Tabasco/234-8289/1998(H5N2) GU052729
A/mallard duck/T 11457/1985(H11N9) CY014811
A/mallard/Wisconsin/1944/1983(H4N6) CY 178508
{:‘_— A/mallard/Wisconsin/364/1984(H4N6) CY 180345
A/mallard duck/New York/194/1982(H4N8) CY014934
—— A/blue-winged teal/'Wisconsin/259/1982(H4N2) CY 178564
———— A/mallard/Wisconsin/1854/1983(H11N9) CY 178892
_{— A/mallard/Wisconsin/411/1981(H5N2) CY 179408
L A/mallard/Wisconsin/647/1983(H2N1) CY178251
A/mallard/'Wisconsin/851/1982(H4N2) CY177827
A/mallard/Wisconsin/1621/1983(H4N6) CY 179344
A/mallard/Wisconsin/415/1981(H3N8) CY177771
A/mallard duck/New York/189/1982(H5N2) CY014854
A/blue-winged teal/Wisconsin/634/1983(H3N2) CY180329
A/mallard/Wisconsin/435/1981(H11N9) CY 178756
A/mallard/Wisconsin/986/1982(H12N5) CY177755
—— A/mallard duck/New York/170/1982(HIN2) CY014906
Alseal/Massach 133/1982(H4N5) GU052013
— A/mallard/Wisconsin/155/1980(H3N2) CY180905
Afturkey/Minnesota/1138/1980(H7N3) CY031008
Alchicken/Pennsylvania/7659/1985(H5N2) KP674448
_‘__L— A/mallard duck/ALB/161/1977(H4N6) CY004774
A/mallard/Wisconsin/283/1976(H3N8) CY 180160
A/mallard/Wisconsin/317/1981(H12N5) CY 178339
A/mallard/Wisconsin/856/1982(H3N5) CY178788
A/mallard/Wisconsin/857/1982(H6NS) CY177835
A/mallard/Wisconsin/568/1982(HSN1) CY179416
A/mallard/Wisconsin/996/1982(H5N2) CY 178075
A/mallard/Wisconsin/1077/1982(H11N9) CY177675
A/mallard/Wisconsin/984/1982(H5N2) CY178820
A/mallard/Wisconsin/99/1982(H5N2) CY178083

Alchicken/Queretaro/14588-19/1995(H5N2) CY015101
ﬂ Al/chicken/Queretero/14588-19/1995(H5N2) FJ610119

PA

Anexo 11. Arbol filogenético del gen PA del virus de influenza HSN2. EI arbol se observa a escala, con
longitudes de rama correspondientes al nimero de sustituciones por sitio. El virus HSN2 aislado se encuentra

marcado con la siguiente figura:4, mientras que los virus porcinos HSN2 se observan marcados con la siguiente
figura:@ y el virus aviar HSN2 con la figura:
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NP

® A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2) KU141373

@ A/swine/Estado de Mexico/EdoMexDMZC03/2015(H5N2) MH013212
A/Chicken/Hidalgo/26654-1368/94 (HSN2) AF098624
A/chicken/Morales/28159-538/1995(H5N2) GU052701

Alchicken/Vera Cruz/28159-398/1995(H5N2) GU186590
Alchicken/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2) CY005834

A/chicken/Chis/15224/1997(H5N2) CY005841
Al/chicken/Tabasco/234-8289/1998(H5N2) GU052728

A/chicken/El Salvador/102711-2/2001(H5N2) GU052639
A/chicken/Guatemala/45511-5/2000(H5N2) GU052798
Alchicken/Guatemala/45511-1/2000(H5N2) GU052631
A/chicken/Guatemala/194573/2002(H5N2) GU186560
Alchicken/Guatemala/270475-4/2003(H5N2) GU052346

. A/feral swine/Campeche/DMZC-DEFSAL-UIFMVZ19-12/2019(H5N2) ]

A/chicken/Mexico/31381-991/1994(H5N2) GU052662
Alchicken/Mexico/31381-2/1994(H5N2) FI610104
Alchicken/Michoacan/28159-530/1995(H5N2) FI610066
Alchicken/Hidalgo/28159-460/1995(H5N2) FJ610090
Alchicken/Jalisco/14589-660/1994(H5N2) FI610111
Alchicken/Jalisco/28159-600/1995(H5N2) FI610072
A/chicken/Guanajuato/28159-546/1995(H5SN2) GU052654
A/chicken/Guanajuato/28159-331/1995(H5N2) FI610060
Alchicken/Mexico/31381-3/1994(H5N2) GU186568
Alchicken/Queretero/22019-853/1996(H5N2) GU052766
Alchicken/Queretero/14588-19/1995(H5N2) F1610118
A/chicken/Queretaro/14588-19/1995(H5N2) CY015099
Alchicken/Queretero/7653-20/1995(H5N2) FI610078

Alchicken/Puebla/14585-622/1994(H5N2) GU186541

A/Chicken/Puebla/14585-622/94 (HSN2) AF098627

Alchicken/Puebla/14586-654/1994(H5N2) GU052670

Alchicken/Puebla/14587-644/1994(H5N2) F1610097

- A/Chicken/Puebla/8623-607/94 (H5SN2) AF098626

A/chicken/Mexico/37821-771/1996(H5N2) GU052591
—‘ ———— A/chicken/Vera Cruz/232-6169/1998(H5N2) GU052722
- A/chicken/Chiapas/15408/1997(H5SN2) GU052607
Alchicken/Chiapas/15406/1997(H5N2) GU052599
A/chicken/Mexico/22184/1998(H5N2) GU052615
Alchicken/Jalisco/230-4956/1998(H5N2) GU052709
Alchicken/Jalisco/228-4471/1998(H5N2) GU052735

Alchicken/Morales/227-4353/1998(H5N2) GU052716
I: A/chicken/Mexico/31381-6/1994(HSN2) GU186553
A/chicken/Chiapas/28159-488/1995(H5N2) F1610084

Alchicken/Mexico/31381-7/1994(H5N2) GU186576
A/mallard/Alberta/85/1994(H3N8) CY102143
Alpintail/Alberta/114/1995(H3N8) CY102175
A/mallard/Alberta/31/1994(H3N8) CY102135
A/mallard/Alberta/72/1993(H3N8) CY101835
A/mallard/Alberta/129/1991(H3N6) CY014578
A/mallard/Alberta/129/1991(H3N6) CY101774
A/mallard/Alberta/12/1991(H4N6) CY101670

Alpintail/ALB/179/1993(H6N1) CY004261

———————— A/blue-winged teal/ALB/67/1990(H4NS) CY004888

A/coot/ALB/134/1987(H6N2) CY004518
A/mallard/Ohio/83/1986(H4N6) CY015470
Alblack duck/New York/184/1988(HSN2) CY014875

Algreen-winged teal/Wisconsin/440/1983(H6NS) CY178850

A/turkey/Colorado/13356/1991(H7N3) GU186618
Alpintail/Alberta/129/1993(H10N7) CY005087
A/blue-winged teal/ALB/136/1990(H4N3) CY004899
A/blue-winged teal/ALB/103/1990(H4NS) CY004892
— A/mallard/Saskatchewan/36/1981(H6N2) CY 180615
A/blue-winged teal/ALB/685/1982(H6N4) CY004181
—F Alpintail duck/ALB/189/1982(H6N6) CY004149
A/widgeon/ALB/256/1982(H6N6) CY004157
A/mallard duck/ALB/1151/1979(H6N9) CY004132
A/blue-winged teal/ALB/295/1977(H7N3) CY005018
A/mallard duck/ALB/279/1977(H7N3) CY005030
Alpintail duck/ALB/1040/1979(H6N5) CY004074
A/mallard duck/ALB/299/1977(H4N4) CY004718
A/mallard duck/ALB/291/1977(H4N1) CY004963

Anexo 12. Arbol filogenético del gen NP del virus de influenza HSN2. El arbol se observa a escala, con
longitudes de rama correspondientes al nimero de sustituciones por sitio. EI virus HSN2 aislado se encuentra

marcado con la siguiente figura: 4, mientras que los virus porcinos H5SN2 se observan marcados con la siguiente
figura:@.
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A/mute swan/Rhode Island/A00325115/2008(H7N3) KU290189
A/mute swan/Rhode Island’A00325136/2008(H7N3) KU290221
A/American wigeon/California/ HKWF295/2007(H6NS) CY032903
A/mallard/ALB/196/1996(H10N7) CY 005232
A/GSC chicken/British Columbia/04(H7N3) AY650271
A/Turkey/Colorado/13356/91 (H7N3NSA) AF073198
A/mallard/ALB/5/1995(H10N1) CY005225
A/pintail/Alberta/269/2001(H4N6) CY004947
A/mallard/ALB/118/1995(H3N5) CY004693
A/mallard/ALB/202/1996(H2N5) CY003953
A/American wigeon/Alberta/215/1992(H3N8) CY101799
A/mallard/Alberta/72/1994(H3N6) CY101195
A/mallard/Alberta/193/1994(H3N8) CY102157
_: A/Quail/Arkansas/16309-7/94 (HTN3NSA) AF073200
A/pintail/ALB/179/1993(H6N1) CY004259
[——————— A/redhead duck/ALB/116/1985(H4NG) CY004843
A/mallard duck/ALB/7/1987(H8N4) CY004997

&/gx'cmﬂ\‘ing«l teal/ALB/199/1991(H12N5) CY005351
A/mallard duck/ALB/323/1988(H2N1) CY003930
A/mallard duck/ALB/581/1983(H4N4) CY004812
Alruddy tumstone/DE/2762/1987(H11N2) CY005286
A/mallard duck/Tennessee/11457/1985(H11N9) CY014807
A/mallard duck/ALB/438/1985(H3N4) CY004658
A/mallard duck/ALB/321/1988(HIN2) CY005141
A/mallard duck/New York/180/1986(H4N9) CY014858
— A/domestic duck/MN/1086/1980(H4N8) CY005903
A/mallard duck/New York/170/1982(HIN2) CY014902

Alchicken/Pennsylvania/7659/1985(H5N2) KP674444
> — A/turkey/Minnesota/1598/1981(H5N2) CY014761
A/duck/Minnesota/1525/1981(H5N1) CY014727
A/turkey/Minnesota/3/1992(H5N2) CY014794

A/mallard duck/ALB/322/1988(HIN1) CY004532

_L A/blue-winged teal/Alberta/120/1991(H3NS) CY014572

_Dﬂlallard’:\lbma.’ 192/1993(H3N8) CY101849

A/mallard/Alberta/235/1999(H4N6) CY 102626
A/mallard/Alberta/122/1999(H11IN9) CY 127588
——— A/mallard/Alberta/18/1991(H4N6) CY101676

— A/mallard/Alberta/107/1991(mixed) CY101135
A/mallard/ALB/47/1998(H4N1) CY004926
A/mallard/Alberta/114/97 (H3INS8) AY664432

— A/pintail/Alberta/156/97(H3N8) AY633341

I_—' A/Duck/NJ/117228-7/2001(H5SN2) AY300965
A/mallard/Alberta/279/1996(H11N9) CY127398

Alchicken/Queretaro/14588-19/1995(HSN2) CY015097
‘|— Alchicken/Queretero/22019-853/1996(H5N2) GU052764
A/chicken/Queretero/14588-19/1995(HSN2) FI610116
— A/chicken/Hidalgo/28159-460/1995(H5N2) FI610088
— A/chicken/Michoacan/28159-530/1995(H5N2) FI610064
E Alchicken/Guanajuato/28159-546/1995(H5N2) GU052652
Alchicken/Guanajuato/28159-331/1995(HSN2) FI610058
A/chicken/Jalisco/28159-600/1995(H5N2) FI610070
Alchicken/Jalisco/14589-660/1994(H5N2) FJ610109

Alchicken/Mexico/31381-7/1994(H5N2) GU186574
I A/Chicken/Mexico/3138;
A/chicken/Mexico/31381-

94 (HSN2NSB) AF073205

94 (H5SN2) AY497129
Alchicken/Mexico/28159-541/1995(HS5N2) GU052691
Alchicken/Puebla/28159-474/1995(H5N2) GU052676
Alchicken/Chis/15224/1997(H5N2) CY005839
Al/chicken/Chiapas/28159-488/1995(H5N2) FJ610082
Alchicken/Mexico/31381-6/1994(H5N2) GU186551
’ Alferal swine/Campeche/DMZC-DEFSAL-UIFMVZ19-12/2019(H5N2)

Alchicken/Mexico/31381-3/1994(H5N2) GU186566 g ! ;
—|: Achicken/Mexico/31381-991/1994(H5N2) GU052660
Alchicken/Mexico/31381-2/1994(H5N2) FI610102 Q

— Alchicken/Morales/28159-538/1995(H5N2) GU052699

® A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2) KU141375
Alchicken/Hidalgo/232/94 (HSN2) AY497136
Alchicken/Vera Cruz/28159-398/1995(H5N2) GU186588
A/chicken/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2) CY005832

® A/swine/Estado de Mexico/EdoMexDMZC03/2015(H5N2) MHO13214

Anexo 13. Arbol filogenético del gen M del virus de influenza H5N2. El arbol se observa a escala, con
longitudes de rama correspondientes al nimero de sustituciones por sitio. El virus HSN2 aislado se encuentra
marcado con la siguiente figura: @, mientras que los virus porcinos HSN2 se observan marcados con la siguiente
figura: @y el virus aviar H5SN2 con la figura:
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Alchicken/Hidalgo/28159-232/1994(H5N2) CY005835
Alchicken/Hidalgo/28159-232/1995(H5N2) GU052686
Alchicken/Hidalgo/28159-232/95 (H5N2) AY497158
A/chicken/Mexico/232/94 (HSN2) AY497191
A/chicken/Quaretaro/26654-1373/94 (HSN2) AY497150
Alchicken/Hidalgo/26654-1368/1994(H5) U85386
A/chicken/VeraCruz/28159-398/95 (H5N2) AY497160

Al/feral swine/Campeche/DMZC-DEFSAL-UIFMVZ19-12/2019(H5N2) ]

A/swine/Estado de Mexico/EdoMexDMZC03/2015(HSN2) MH013215
® A/swine/Mexico/GtoDMZC02/2014(H5N2) KU141376
Alchicken/Mexico/31381-5/94 (HSN2) AY497154
A/chicken/Mexico/31381-3/1994(H5N2) GU186569
Alchicken/Mexico/31381-3/94(HSN2) AY497152
Al/chicken/Mexico/31382-1/94 (H5N2) AY497157
A/chicken/Mexico/31381-1/1994(H5) U85387
Alchicken/Mexico/31381-991/1994(HS5N2) GU052663
A/Chicken/Mexico/31381-4/94 (HSN2) AF001408
A/Chicken/Mexico/31381-4/94 (HSN2) AY497153
A/chicken/Mexico/31381-6/94 (HSN2) AY497155
A/chicken/Mexico/31381-8/94(H5N2) AY497156
A/chicken/Puebla/28159-474/95 (H5N2) AY497162
A/chicken/Puebla/28159-474/1995(H5N2) GU052678
A/chicken/Chis/15224/1997(H5N2) CY005842
Al/chicken/Chiapas/15405/97 (H5N2) AY497170
A/chicken/Puebla/14586-654/1994(H5N2) GU052671
A/chicken/Puebla/14586-654/94 (H5N2) AY497148
A/Chicken/Puebla/14585-622/94 (HSN2) AY497147
A/chicken/Puebla/14586-654/94 (HSN2) AF028787
Alchicken/Puebla/14587-644/1994(HSN2) F1610098
Alchicken/Chiapas/15406/1997(H5N2) GU052600

— A/chicken/Jalisco/14589-660/1994(H5N2) FJ610112
Alchicken/Jalisco/14585-660/94 (HSN2) AY497149
A/chicken/Michoacan/28159-530/95 (H5N2) AY497164

Alchicken/Hidalgo/28159-460/95 (H5N2) AY497161
_[— A/chicken/Guanajuato/28159-546/1995(H5N2) GU052655
A/chicken/Guanajuato/28159-331/95 (HSN2) AY497159
Alchicken/Queretero/22019-853/1996(H5SN2) GU052767
A/chicken/Queretaro/22019-853/96 (H5SN2) AY497182
Al/chicken/Queretaro/14588-19/1995(HS) US5389
A/chicken/Queretaro/14588-19/1995(H5N2) CY015100
Al/chicken/Queretaro/7653-20/1995(H5N2) U85390
|— A/chicken/Mexico/31381-7/1994(HS) U85385
Alchicken/Mexico/15407/97 (HSN2) AY497172

[: A/mallard/ALB/118/1995(H3NS5) CY004696
A/mallard/Interior Alaska/2/2007(H4N6) CY039814

——— A/pintail/ALB/275/1996(H4N6) CY004922

| A/mallard/Alberta/24/01(H7N3) DQ017506

L— A/mallard/Alberta/24/01(H7N3) DQ017517
—— A/mallard/Alberta/85/1994(H3N8) CY102144
A/parrot/Guangdong/258/2004(H5N2) JQ990152
I—-— A/shorebird/Delaware Bay/287/1999(H6N2) CY 102595

Alpintail/Alberta/166/2003(H3N6) CY004308
A/American wigeon/California/ HKWF42/2007(H6N1) CY033424
A/mallard/Alberta/127/2000(mixed) CY101300

Alpintail/Alberta/156/97(H3NS) AY633344
A/pintail duck/ALB/238/1979(HIN1) CY004486
{‘; Algreen-winged teal/ALB/228/1985(H7N3) CY005054

! Algreen-winged teal/Wisconsin/562/1979(HON1) CY180712
Al/chicken/Pennsylvania/7659/1985(H5N2) KP674451

A/mallard duck/ALB/25/1985(H4ANG6) CY004840

‘ — A/mallard duck/ALB/438/1985(H3N4) CY004659
Alredhead duck/ALB/357/1983(H11N9) CY005267
A A/knot/DE/526/1988(H6NS) CY004092

A/ruddy turnstone/NJ/65/1985(H7N3) CY004409
A/duck/Wisconsin/2731/1985(H4N6) CY 178442
A/mallard duck/ALB/376/1985(H2N3) CY003883
—— A/northem shoveler/California/ HKWF611/2007(H11N9) CY032920
A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049H102-09/2011(H3N2) KY644422
|_L|_—- Al/greater white-fronted goose/Alaska/UGAI15-3903/2015(H6N1) KU310475
A/bean goose/Korea/220/2011(H9N2) KJ013301

Anexo 14. Arbol filogenético del gen NS del virus de influenza HSN2. El arbol se observa a escala, con
longitudes de rama correspondientes al nimero de sustituciones por sitio. El virus H5N2 aislado se encuentra

marcado con la siguiente figura: 4, mientras que los virus porcinos H5SN2 se observan marcados con la siguiente
figura: @.
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Anexo 15. Namero de sitios e individuos muestreados por cuadrante y su valor de INRA. En la primera columna
se muestra el nimero de cuadrante creado para el andlisis de antropizacion del paisaje, en la segunda columna
se muestra el nimero de sitios que incluia cada uno de los cuadrantes al igual que la siguiente columna que
muestra el nimero de individuos muestreados en cada uno de los cuadrantes. La Gltima columna, muestra el
indice de antropizacién del paisaje. La escala de colores va desde verde a gris, donde verde representa el valor
mayormente conservado o con menor indice de antropizacién y el color gris representa el valor con mayor
indice de antropizacién, los colores amarillos representan valores de antropizacion intermedios.

Cuadrante Numero de sitios Numero de individuos INRA
(Area de amortiguamiento)

C1 3 11 2.31
C2 4 8 20.98
C3 1 3 38.22
C4 3 4
C5 3 10
C6 3 15
C7 1 8
C8 2 2 17.68

102



	Portada   
	Resumen
	Contenido
	Introducción
	Justificación
	Hipótesis
	Objetivos
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Recomendaciones
	Referencias
	Anexos



