UNIVERSIDAD DE VINA DEL MAR
U M Escuela de Ciencias Agropecuarias

Medicina Veterinaria

UNIVERSIDAD DE VISA DEL MAR
C H L E

PROTOCOLO DE CAPTURA, AISLAMIENTO E IDENTIFICACION
DEL VIRUS DE INFLUENZA AVIAR EN PATOS SILVESTRES DE LA
QUINTA REGION DE CHILE

Memoria Para
Optar al Titulo de

Meédico Veterinario

KATHERINE DENISSE BIERKARDT ITURRIETA

Profesor Guia; Dr. Christian Mathieu Benson

VINA DEL MAR - CHILE
2008



I. INDICE

L. INDICE ..ottt 1
I, RESUMEN . ...ttt bbbttt b et b ettt st st nne s 3
I, SUMMARY ettt ettt sttt et e e sbeesbeesnneeneeas 4
IV. INTRODUGCCION ......coiviiiieecteeee et sess sttt enes s nanens 5
V. REVISION BIBLIOGRAFICA ......ocovoiiieeeeeseer et es s enes s isses s ssnensenassnsnans 8
V.1. Influenza aviar: SINONIMOS ..........ccooiiiiiiiii s 8
V.2. Caracteristicas generales del VIrUS ... 8
V.3, VariaCion antigeNiCa........oueevreiiieiieisieieie ettt 11
V.4. Estructura del virus y funcion de las proteinas virales..........c.ccococevvieiiennennns 12
V.5, Ciclo de repliCaCION. .......cooeiiiiieiee e 14
V.6. Resistencia a la accion fisica y qUIMICA .........cccueeireiiieiiieicesee e 15
AV =3 o1 o [T o 1 TTo] FoTo - SRS P PSR 16
V.8, PalOgENESIS ....ccuiiitiitieiie ittt sttt ettt et e s be e te e be s ae et e beesbesteeteebesre e e e 18
V.9, TTANSMISION ...ttt bbb 19
V.10 TransmiSiON INTErESPECIES .....ccveiviiiieiiiteiiesie et sre ettt re s 19
V.11, CUAAIO CHINICO ...ttt 21
V.12. Reservorio de virus influenza en la naturaleza...............ccocoovvviincnciciciennn 22
V.13. Mecanismos para perpetuar los virus influenza en aves ...........cccoceoevvieennnne 27
V.14. Aparicion de la influenza aviar de alta patogenicidad (IAAP)........ccccevveenee. 29
V.15. ROl ZOONGLICO — NISLOTTA .....cvvveeeeiieieeccee e 35
V.16, INMUNOPIOTIAXIS ....eoveieeic e s 37
V.17. DIagnOStiCO CHINICO.....c.cveii et e 42
V.18. Diagnostico de 1aboratorio ..........ccceveiiiicie i 42



V.19, PIEVENCION .....cvivitiieiiiteit ettt 48
V.20. Captura de patos SHIVESIIES .........ccerieiiiiiierese e 49
VI OBJETIVOS ...ttt bbbttt et 56
VII. MATERIALES Y METODOS.......cccoiiieieieeeieeieses et sessess s ssanes 57
V1L MaterialeS TeITENO.......uciiiiiiieiiiiieee et 57
VI11.2. Materiales Laboratorio...........ccoieviiniiiiiiicicesee e 58
V1.3, MELOUOS TEITENO. .....cuiveiiieiieteisiei sttt 60
V114, MEtodos LADOIALOIIO ......cveuviveriiiiisieiciieeie et 62
VI RESULTADOS ... .ottt re b b s 68
IX. DISCUSION ..ottt sttt sttt n s en s snens 70
XK. CONCLUSIONES ... .ot 74
XI. BIBLIOGRAFTA ...ttt sttt anes st 75
XU ANEXOS .ttt bttt bbb e bt et et s e te e nbe e nae e nnee e 88

XI1.1. Protocolo de t0mMa & MUESIIAS ......vveeieeeeeieeeeeeee e e e e et e e et e e e e e s e aeereeeeeseeeaanes 88



1. RESUMEN

En el presente estudio se describe la captura, toma de muestras y procedimientos de
laboratorio para la deteccion de virus de Influenza Aviar (IA) en patos silvestres de la

Quinta region de Chile.

Para la realizacion de este estudio fue necesario visitar los humedales de El Yali, Leyda,
Los Molles y Colejuda, conocidos por la gran variedad de especies aviares presentes, tanto
residentes como migratorias (destacando el primero a nivel nacional). En dichos lugares se
tomaron muestras orales de distintos patos silvestres, los cuales fueron capturados al azar

en jaulas portatiles. Se logré un total de 66 muestras.

Posteriormente se procesaron las muestras en la Unidad de Virologia Pecuaria del
Departamento de Laboratorio y Estaciones Cuarentenarias del SAG, ubicado en el sector de

Lo Aguirre, Region Metropolitana.

Los procedimientos de laboratorio incluyeron aislamiento en huevos embrionados SPF y

test de hemoaglutinacion.

Para la obtencién de los resultados fue necesario esperar una semana desde la inoculacion
de cada embridon de pollo SPF, tiempo necesario para una buena replicacion viral (si es que
existiera virus). Recién después de transcurrido este tiempo se pudo realizar la prueba de

hemoaglutinacion.

Los resultados indicaron que las 66 muestras obtenidas eran negativas al aislamiento del
virus de la IA y a la prueba de hemoaglutinacion, siendo innecesaria la realizacion de una

prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion.



. SUMMARY

The current research describes how wild ducks, from the 5th region of Chile, were
captured, how samples were taken, and what laboratory procedures were followed in order

to detect the Avian Influenza (Al) virus.

To successfully carry out such research, it was necessary to visit several wetlands such as
El Yali, Leyda, Los Molles, and Colejuda, which are well-known places due to the wide
array of not only native avian species but also of migratory class (the first recognized at
national level). Oral samples from different wild ducks were taken in the aforementioned
places, birds that were randomly captured in portable cages. 66 was the total number of

samples taken.

Afterwards, these samples were processed at the Unidad de Virologia Pecuaria del
Departamento de Laboratorio y Estaciones Cuarentenarias, Servicio Agricola y Ganadero
(SAG), located at Lo Aguirre, Santiago de Chile.

The procedures followed at the laboratory included the isolation on chicken SPF embryos,

and haemoagglutination tests.

It was necessary to wait an entire week since SPF chicken embryos were inoculated to
obtain the yieldings of these procedures. This span of time was necessary to get a proper
viral replication (in case of virus existence). Only after this time has passed, the

heamoagglutination test can be performed.

The results showed that 66 out of the 66 samples taken were negative to the Al virus, which
meant that the inhibition of the haemoagglutination test was unnecessary.



IV. INTRODUCCION

La influenza aviar (IA) es causada por un virus género A de la familia Orthomyxoviridae
(Carter et al, 2006).

El virus influenza género A infecta a un gran nimero de especies animales que incluyen

mamiferos marinos, cerdos, equinos, aves y el hombre.

Este virus ha sido detectado en aves acudticas, las cuales actlan de reservorio y como
propagadores para otras especies (Tollis y Di Trani, 2002; Linzitto et al, 2005).

Existen variados subtipos del virus de la influenza aviar, debido a las diferencias
antigénicas en base a la hemoaglutinina (HA) y la neuroaminidasa (NA) presentes en su
estructura. Para el virus influenza A se reconocen 16 diferentes antigenos HA (H1 al H16)
y 9 diferentes NA (N1 a N9) (Linzitto et al, 2005).

Las infecciones en aves domésticas varian desde infecciones respiratorias leves y
subclinicas hasta la presentacion aguda y generalizada, con severa disminuciéon de la

produccién e incluso muerte de parvadas enteras.

Es una enfermedad altamente contagiosa, que tiene como principales afectados a gallinas y
pavos, aunque es probable que todas las especies aviares sean susceptibles a la infeccion
(Linzitto et al, 2005).

La mayoria de las infecciones con virus de IA son inaparentes, especialmente en aves
acuaticas y otras aves silvestres. En contraste, infecciones causadas por los subtipos H5 y

H7 pueden ser responsables de devastadoras epidemias en aves domésticas.



Respecto a la captura de aves silvestres para estudios epidemioldgicos de 1A la obtencion
de muestras mediante trampas jaula es uno de los métodos mas conocidos, especialmente
en el caso de patos silvestres. EI SAG recomienda este método de captura para el estudio de
aves en humedales (SAG, 2006). En la literatura se describen estructuras bastante sencillas
como la de Hunt y Dahlka (1953) que consiste en una malla de alambre redondeada;
trampas con sistema de cierre automatico, como la de Blums et al, en 1983; hasta
estructuras mas modernas, como la jaula rectangular con entradas tipo embudo descrita por
Malcolm Wilson en el 2005. También existen otras técnicas como las redes niebla y las
redes cafién, pero no se incluyen en este estudio debido a que no son los métodos de

eleccion, por lo que no fueron utilizadas.

Para la identificacion del agente se utilizan diferentes técnicas, tanto directas (identificacion
del agente) como indirectas (identificacion de anticuerpos). Es importante mencionar que lo
mas recomendado es aislar el virus, destacando en este ambito el aislamiento en huevos
embrionados SPF, el cual va seguido por pruebas de hemoaglutinacion e inhibicién de la
hemoaglutinacién para determinar el tipo de agente presente. Otra forma bastante certera de
identificar el agente es utilizando Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), que es una
técnica molecular con muy alta sensibilidad y especificidad. Dentro de los métodos

indirectos destaca la Inmunodifusion en Gel de Agar, la cual requiere suero como muestra.

Situacion nacional:
Antes del brote de Influenza Aviar ocurrido el 2002 en aves comerciales en Chile, nunca se

habia reportado la deteccion de 1A en Sudamérica (Suérez et al, 2004).

Es importante destacar que en Chile las aves comerciales son constantemente monitoreadas
para IA, cumpliendo asi con las regulaciones de exportacion; sin embargo, la vigilancia de

IA en aves acuaticas silvestres ha sido historicamente minima en Sudamérica.

Previo al brote de Chile, en una muestra de un pato colorado proveniente de Bolivia, se
aislo un virus de IA H7N3 (en USA, el 2001). Este caso represento el primer reporte y el

primer aislado de virus de 1A en Sudamérica (Spackman et al, 2006).



Luego de los respectivos analisis al aislado boliviano (A/ Cinnamon Teal/ Bolivia/ 4537/ 01
[H7N3]) se procedi6 a comparar con la base de datos del Gen Bank. Dicho analisis
filogenético determind que cinco de los ocho segmentos del virus (entre ellos el segmento
de la HA) tenian su maxima relacion con los aislados de virus de 1A obtenidos del brote
chileno el 2002. De hecho, el sitio de division de la HA era idéntico al sitio de division de
la IA de baja patogenicidad (IABP) de las aves comerciales chilenas del 2002 (Spackman et
al, 2006).

Durante el brote de IA el 2002 en Chile, el virus muté desde IABP a IA de alta
patogenicidad (IAAP) dentro de un mes desde que fue introducido en las aves comerciales
(Suarez et al, 2004), indicando que aunque este virus era IABP, tenia la habilidad de
transformarse en IAAP cuando sufria pasajes en aves domésticas. Se postuld que la fuente

de este virus fueron aves acuéticas silvestres (Jones y Suérez, 2004).

Luego de estos antecedentes queda clara la necesidad de realizar monitoreos periddicos en

aves silvestres, dada su importancia como reservorio y diseminadores de virus de IA.

Cabe destacar que actualmente Chile es un pais libre de 1A reconocido internacionalmente,
y dicho estatus sanitario debe mantenerse, para poder asi ser participes de una economia

globalizada (exportaciones) protegiendo al mismo tiempo la salud y bienestar animal.



V. REVISION BIBLIOGRAFICA

V.1. Influenza Aviar

También conocida como gripe aviar, peste aviar, influenza aviar de alta patogenicidad.

V.2. Caracteristicas generales del virus

Los virus influenza son virus ARN pertenecientes a la familia Orthomyxoviridae (Carter et
al, 2006).

Carter et al (2006) caracteriza a la familia Orthomyxoviridae de la siguiente manera:

Esta es una familia de virus ARN de una sola hebra. Son més pequefios que los
paramyxovirus, y su genoma es segmentado en vez de ser una hebra Unica de ARN. Los

virus influenza son los Unicos miembros de esta familia.

Estos virus tienen predileccion por el tracto respiratorio, pero usualmente no causan
enfermedades graves. Una excepcidn es la infeccion en humanos con virus de origen aviar.
Los principales virus con importancia veterinaria son los virus influenza A, que causan la

influenza equina, porcina y aviar

Caracteristicas virales de los orthomyxovirus:

Estos virus tienen un genoma de ARN monohebra segmentado, nucleocapside helicoidal
(cada segmento de ARN mas sus proteinas forman la nucleocépside) y una envoltura
externa de lipoproteina. EI genoma segmentado facilita la recombinacién genética, la cual
explica los “shifts” antigénicos (cambios, mutaciones importantes). Las mutaciones
puntuales en el genoma de ARN explican los “drifts” antigénicos (mutaciones menores). En

cualquier caso, los cambios estan frecuentemente asociados con los antigenos HA y NA.



El virus estd rodeado con 2 tipos diferentes de proyecciones de superficie o espiculas, la
hemoaglutinina y la neuroaminidasa (HA y NA).

En el laboratorio, los virus se replican mejor en las células epiteliales que cubren la cavidad

alantoidea de los embriones de pollo, y la replicacion toma lugar en el nucleo.

Los virus influenza son mas bien labiles (Carter et al, 2006).

Clasificacion:

La familia se divide en cuatro géneros

-Virus Influenza A: causan influenza equina, aviar y porcina. Tienen gran variabilidad

antigénica en las glicoproteinas de superficie, HA y NA. Actualmente en los virus influenza

A han sido identificadas 16 HA y 9 NA (Linzitto et al, 2005).

- Virus Influenza B: sus miembros sélo infectan humanos (Carter et al, 2006).

- Virus Influenza C: Estos virus causan infecciones respiratorias suaves en humanos.
Pueden afectar también a cerdos (Carter et al, 2006).

- Virus tipo “Thogoto”: Las dos especies, Thogoto y Dhori, son virus transmitidos por

garrapatas y fueron recuperados desde ganado, camellos y humanos en regiones de Asia,

Africa y Europa. No son considerados con importancia patogénica para los animales

(Carter et al, 2006).

En 1931 Richard Shope aislo por primera vez el virus de influenza porcina A. En 1940 se
aislo e identificd un nuevo agente, denominandoselo virus de influenza B, y en el afio 1949
se identifico el C (Linzitto et al, 2005).



Composicién antigénica:

Las proteinas internas consisten principalmente en una proteina de la nucleocapside
(NC), algunas proteinas de matriz (M1) y tres polimerasas (PA, PB1 y PB2). Las
proteinas NC y M1 determinan la especificidad del tipo. Incluso siendo internas, estas
proteinas pueden estimular las células T citotdxicas, que son importantes en la

recuperacion de la infeccion (Carter et al, 2006).

El antigeno de la nucleoproteina (A, B, C) determina el tipo (género) de virus. Los
antigenos HA'y NA determinan los subtipos (Carter et al, 2006)

La HA es un antigeno de superficie (espicula) que se puede unir a los eritrocitos y
causar aglutinacion. Es la responsable de la union del virion a los receptores celulares
de superficie (acido neuroaminico, &cido sialico). La union del virus a una célula
susceptible es impedido si hay un bloqueo por un anticuerpo. Por eso, es muy
importante la inmunidad protectiva mediada por anticuerpos neutralizadores (Carter et
al, 2006).

La NA es una proteina de superficie cuya actividad enzimatica resulta en la licuefaccién
del mucus, contribuyendo de esta forma a la propagacion del virus. Los anticuerpos
especificos demoran la propagacién del virus. La NA también divide el &cido
neuroaminico para liberar la progenie del virus desde la célula infectada (Carter et al,
2006).

Los virus influenza se designan asi: tipo/ lugar/ afio del aislamiento/ contenido de HA y
NA. Por tanto, un virus A: A/ Bangkok/ 3/ 79 (H3N2) significa respectivamente tipo A,
aislado en Bangkok, laboratorio local designado con el nimero 3, aislado por primera
vez en 1979, y cubierto por los antigenos H3N2 (Carter et al, 2006).
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Figura 1. Estructura de un Orthomyxovirus

ORTHOMYXOVIRUSES

helical nucleocapsid (RNA PLUS
N protein)

Fuente: Microbiologia e Inmunologia online, Universidad de Carolina del Sur, Escuela de Medicina

V.3. Variacion Antigénica

Hay dos tipos de cambios antigénicos:

- Shifts antigénicos: Estos son cambios mayores basados en la recombinacion de
segmentos del genoma. En la recombinacién, segmentos completos de ARN son
intercambiados entre dos virus que infectan el mismo huésped; los cuales codifican
una sola proteina, por ejemplo, la hemoaglutinina. Como resultado de esta
coinfeccion por dos virus, puede surgir un tercero (Carter et al, 2006).

- Drifts antigénicos: Estos son cambios menores causados por mutaciones puntuales

en la decodificacion de genes de las glicoproteinas HA y NA (Carter et al, 2006).

Los genes de la HA y NA de la influenza A son polimorficos, susceptibles a grandes
variaciones. Este no es el caso de los tipos B y C (Carter et al, 2006).
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V.4. Estructura del virus y funcion de las proteinas virales

Los virus influenza A, B y C son envueltos, segmentados, con una monohebra de ARN de
polaridad negativa y pertenecen a la familia Orthomyxoriridae. Los virus de influenza A

son los Unicos orthomyxovirus conocidos que infectan aves (Tollis y Di Trani, 2002).

Los virus influenza son clasificados como miembros de la familia Orthomyxoriridae (del

griego orthos, “standard, correcto”; y myxo, “mucus”) por su habilidad de unirse a mucosa

(Linzitto et al, 2005).

Son esféricos, pero también pueden observarse formas filamentosas al microscopio
electronico. Los esféericos son de 50 — 120 nm de diametro, los filamentosos de unos 20 nm
de diametro y unos 200 — 300 nm de largo (Linzitto et al, 2005).

Existen ocho segmentos genéticos de ARN que codifican para diez proteinas, las cuales son

internas y de superficie (Tollis y Di Trani, 2002).

La HA, la NA y la matriz 2 (M2) son las tres proteinas de superficie. Las proteinas internas
incluyen la nucleoproteina (NP), el complejo de polimerasas (PB1, PB2 y PA), la proteina
de matriz 1 (M1) y las proteinas no estructurales 1 y 2 (NS1 y NS2). La HA y la NA,
espiculas incorporadas en la membrana del virus en proporcion 8:1, son los antigenos mas
importantes porque son capaces de estimular la respuesta inmune protectiva contra la
infeccion (Ruigrok, 1998).

La glicoproteina HA esta incrustada en la membrana viral como un homotrimero. El
monomero de HA consiste en una region con cabeza globular conectada a un dominio
fibroso, y estd compuesta de 2 segmentos polipeptidicos denominados HA1 y HA2 (Wiley
and Skehel, 1987).

La proteina HA parece ser la proteina méas importante en la determinacion de la virulencia

de los virus de 1A.
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El segmento HA1 forma los sitios de unidn con el &cido sialico y media el acoplamiento de
la HA a la superficie de la célula huésped. EI segmento HA2 forma el péptido de fusion.
Para que el virus se vuelva infeccioso, es necesaria la division del precursor de la HA
(HAQ), en las subunidades HA1 y HA2, esto porque la fusion celular es mediada por el
terminal amino libre de la subunidad HA2 (Rott, 1992).

El proceso de division se logra usando proteasas producidas por el huésped. Estas proteasas
se dividen en 2 grupos: el primero incluye las enzimas tipo tripsina, localizadas en lugares y
tejidos especificos del huésped (como el tracto intestinal y respiratorio); el segundo
representa las proteasas ubiquitinas, las que reconocen y dividen la HA con multiples
residuos basicos en el sitio de division. La HA de los virus influenza de mamiferos y aves
es dividida por proteasas extra celulares del tracto respiratorio o intestinal del huésped.
Ademas de esto, la division de la HAO de la Influenza Aviar de Alta Patogenicidad (IAAP),
es mediada por proteasas ubiquitinas (Tollis y Di Trani, 2002).

La presencia de aminoacidos basicos multiples situados en el sitio de divisién de la HA del
virus de 1A, y la ausencia de una cadena lateral de carbohidratos cercana al sitio de
division, permite que la segmentacion (division) de la HA sea realizada por una 0 mas
proproteinas (endoproteasa relacionada con subtilisina), entre las cuales, la furina pareciera
ser la principal (Horimoto et al, 1994; Senne et al, 1996). Ambos factores activan la
replicacion del virus de IA en la mayoria de los tejidos y drganos del huésped y
caracterizan la virulencia de los diferentes tipos de Al en aves de corral. A la fecha, la
presencia de aminoacidos basicos multiples (arginina y lisina) en sus sitios de division en la
HA ha sido demostrada s6lo por un nimero limitado de aislados de campo de virus de 1A
pertenecientes a los subtipos H5 o H7. Estos virus han sido asignados al grupo especifico
de virus IAAP, con el fin de distinguirlos de los otros tipos de virus los cuales, en cambio,

son responsables de la Influenza Aviar de Baja Patogenicidad (IABP) (Wood et al, 1993).

La NA de los virus influenza es una glicoproteina tetramérica que consiste en un péptido

hidrofobico (como un pediculo), responsable del anclado a la membrana, y una cabeza
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globular, la cual contiene el sitio activo de la enzimay el sitio antigénico de la molécula. La
NA divide el 4cido siélico terminal de las glicoproteinas o glicolipidos, permitiendo asi que
las particulas virales se liberen de los receptores de la célula huésped y nuevos viriones

sean liberados desde la célula (Palese et al, 1974).

V.5. Ciclo de Replicacion

La particula del virus influenza, con el sitio de division de la HA activado, es unida a la
célula por la interaccion entre el receptor de unién de la HA y el terminal de acido sialico
del receptor de glicoproteina o glicolipido que esta en la superficie celular. Seguido de la
unién, el virion adjunto es endocitado por la célula. ElI pH bajo de la vesicula endocitica
provoca un cambio conformacional en la HA activada, lo cual facilita la insercion del
terminal hidrofébico amino libre de la HA2 en la membrana vesicular, iniciando la fusion
de las membranas viral y vesicular dentro de la célula. La fusion libera el contenido del

virion hacia el citoplasma de la célula (Webster et al, 1992).

La nucleocépside del virus original migra hacia el nucleo de la célula huésped, y su
complejo asociado de polimerasa comienza la transcripcion primaria del RNA mensajero.
Los transcriptos primarios son usados para la traduccién de proteinas virales, las cuales, en
la etapa temprana de infeccion, son predominantemente la NP y la NS1. La traduccion del
ARN mensajero del huésped es bloqueada. La NP y NS1 recién sintetizadas migran al
nucleo. El aumento en la concentracion de NP libre provoca un cambio en el genoma
celular infectado, disparando la sintesis de ARN viral. EI ARN viral recién sintetizado es
encapsulado por la NP dentro del nudcleo y funciona como molde para la transcripcién
secundaria de ARN mensajero viral. Tardiamente en la infeccion, los principales productos
de la traduccion son las proteinas M1, HA y NA. Estas dos ultimas son procesadas y
transportadas a la superficie celular, donde se integran a la membrana celular. La
acumulacién de proteina M1 en el nicleo esta asociada con la migracion de la
nucleocéapside fuera del ndcleo para reunirse con las particulas virales de la progenie en el
citoplasma. Las nucleocapsides son encerradas en una vaina de proteina M1 y salen al

exterior a través de la membrana celular, dentro de una burbuja de membrana, rodeadas con
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las glicoproteinas de superficie viral. Las interacciones entre M1 y los dominios
citoplasmaticos de la HA, NA o M2 han sido propuestas como sefiales la replicacion
(Webster et al, 1992)

La NA de los viriones de la progenie tiene una funcién enzimatica, eliminando los restos de
acido siélico de la superficie de la célula infectada, lo que facilita asi su liberacion al medio

extracelular, y por tanto, la infeccion de nuevas células (Pérez-Brefia y Casas, 2004).

En la mayoria de los virus influenza, el paso final de maduracion es extracelular; esto es la
division de HAO en HAL1 y HA2 gracias a las proteasas del huésped. La divisién de la HA
es relativamente inestable a pH bajo; por lo tanto, en los virus de influenza aviar, los cuales
son transmitidos principalmente por via fecal — oral, la division probablemente ocurre
después de que los viriones excretados han ingresado a sus nuevos huéspedes y han pasado
a traves del estomago. Las HA del los IAAP son probablemente divididas
intracelularmente. Las HA de los virus influenza de mamiferos son divididas
probablemente por proteasas extracelulares del tracto respiratorio del huésped original o del
nuevo (Webster et al, 1992).

V.6. Resistencia a la accion fisica y quimica segun la OIE (2002)

Temperatura: Inactivacion por 56°C/3 horas; 60°C/30 min

pH: Inactivado a pH &cido

Productos quimicos: Inactivado por agentes oxidantes, dodecil sulfato de sodio,
disolventes de lipidos, B-propiolactona

Desinfectantes: Inactivado por formalina y compuestos de yodo

La supervivencia del virus en el ambiente es variable, encontrandose presente

principalmente en tejidos animales, heces y agua. En esta ultima se ha visto que algunos

virus pueden mantenerse infecciosos unos 207 dias a 17° C (Webster et al, 1992).
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V.7. Epidemiologia

Hay 3 caracteristicas principales que influencian la presentacion de IA en especies
susceptibles: la probabilidad de exponerse al agente causante, la virulencia del virus, y la
habilidad del huésped de contrarrestar los mecanismos patogénicos (Tollis y Di Trani,
2002).

Los virus influenza A parecen bien adaptados a las aves acudticas silvestres, que son
consideradas como sus huéspedes naturales. Sin embargo, la ecologia completa de la
influenza en estas especies huéspedes no es conocida, y debido a la compleja interaccion
del virus con numerosas aves acudticas, es poco probable que sea completamente
comprendida. Todos los subtipos conocidos de virus influenza A circulan en aves acuaticas
y representan la fuente original de todos los genes virales para los virus influenza de
mamiferos y de aves. La variada distribucion de los subtipos de HA y NA puede variar

segun la especie huésped y el afio y época de aislamiento (Sharp et al, 1993).

Una caracteristica importante de cualquier aislado de campo de virus IA es su habilidad de
diseminarse y producir progenie infecciosa en diferentes tejidos, lo cual, en términos

practicos, refleja la variacion de los grados de virulencia de los tipos de campo.

La diferencia entre IAAP e IABP ha sido determinada por la Unién Europea (UE), basados
en el “indice de patogenicidad intravenosa del aislado” (IVPI) y en la secuencia de
aminoéacidos en el sitio de division de la HA. Un criterio similar ha sido adoptado por el
United States Department of Agriculture’s Animal and Plant Health Inspection Service
(USDA — APHIS) para definir virus IAAP. Segun la legislacion de la UE, “influenza aviar
es una infeccion de las aves domésticas causada por cualquier virus de influenza A el cual
tiene un IVPI mayor que 1,2 en pollos de seis semanas de edad, o cualquier infeccion con
virus influenza A de los subtipos H5 o H7 para los cuales la secuencia de nucle6tidos ha
demostrado la presencia de multiples aminodcidos basicos en el sitio de division de la HA”

(Council Directive, 1992).
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La USDA — APHIS define que un virus influenza A es altamente patdgeno si cumple con
uno de los siguientes criterios:

1. Mata al menos seis de ocho pollos susceptibles de seis semanas de edad, inoculados
de forma experimental.

2. Cualquier subtipo H5 o H7 que mate menos de seis de ocho pollos, pero tenga una
secuencia de aminoé&cidos en el sitio de clivaje de la HA que sea compatible con los
virus del tipo IAAP.

3. Cualquier otro subtipo de HA (excepto H5 o H7) el cual mate entre 1 y 5 pollos (de

ocho) y se desarrolle en un cultivo celular en ausencia de tripsina

La mayoria de los aislados de aves silvestres han sido virus avirulentos, exceptuando los
virus H5N3 y H7N1 IAAP, aislados, respectivamente, de charranes o gaviotin golondrina
(Sterna hirundo) en Sud Africa (Becker, 1966) y de aves silvestres presentes en las

cercanias de brotes causados por IAAP en aves domésticas (Capua et al, 2000a).

Los virus IAAP e IABP pueden infectar aves domésticas, aunque los pollos y pavos son
especialmente afectados. Los patos migratorios son considerados la fuente primaria de
infeccion para las aves domeésticas, aunque otras especies aviares pueden jugar el mismo rol
ocasionalmente. Los mamiferos pueden ser solo considerados como fuente potencial de

infeccion para las aves domésticas (Wood et al, 1997).

Como el virus de 1A se replica tanto en el tracto respiratorio como digestivo, el virus es
diseminado a través de secreciones respiratorias y las heces. Indirectamente, la
diseminacion del virus ocurre via fomites contaminados como el agua de bebida,
equipamiento, jaulas o vehiculos. Los humanos juegan un papel importante en la
diseminacion del virus a través de ropa contaminada, el movimiento individual de aves y

huevos, o entregando alimento (Tollis y Di Trani, 2002).
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V.8. Patogenesis

La patogenicidad de los virus de IA sigue el patron de los orthomyxovirus, es
extremadamente variable y se basa en las caracteristicas del subtipo del virus. A menudo se
ha observado que un virus patégeno para una especie avicola no necesariamente lo es para
otra. Una importante caracteristica de los virus de IA es su capacidad de mutacion, de

manera que subtipos no patégenos pueden convertirse en patdogenos (SENASA, 2003).

La patogenicidad de los virus de IA radica principalmente en la HA de superficie. Cuando
en la misma existe una cadena de aminoécidos basicos que son facilmente reconocidos por
proteasas celulares, el virus puede penetrar cualquier tipo de célula, invadiendo diferentes
tejidos y dérganos, provocando un cuadro clinico que puede ser mortal. Cuando no existe
esta cadena de aminoacidos bésicos, la HA de superficie solamente es reconocida por la
tripsina, proteina que se encuentra en el tracto respiratorio y digestivo de las células del
huésped, de manera que el virus solamente invade estos tejidos, dando un cuadro semejante

a una gripe sin mayor gravedad para las aves (Linzitto et al, 2005).

Los virus IAAP parecen ser menos transmisibles desde las aves infectadas a aves
susceptibles que los virus IABP. Una razdn que explica esto puede ser la rapida muerte de
las aves que sigue a la infeccion con virus virulentos que, en parte, reduce la cantidad de
virus excretado. El periodo de incubacion luego de la infeccion son usualmente 3 dias o
menos. Los blancos primarios de la replicacion viral son los pulmones, tejido linfoide y
organos viscerales que contienen células epiteliales como los rifiones y el pancreas (Tollis y
Di Trani, 2002).

La diferencia principal entre los virus IAAP e IABP se refleja en la replicacion local versus
la sistémica la cual, hasta cierto punto, esta correlacionada con la presencia de lesiones en
varias partes del cuerpo. Los virus IABP parecen ser caracterizados por una capacidad
restringida de replicacion y produccién de lesiones en tejidos y 6rganos individuales. En
contraste, los virus IAAP parecen ser pantropicos con respecto a la replicacion sistémica

del virus y su habilidad de producir lesiones severas (Mo et al, 1997).
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Las diferencias en el tropismo por los tejidos de los virus IABP e IAAP reflejan la
diversidad en los mecanismos patogenos que llevan a la enfermedad clinica y la muerte de
pollos infectados, y estan relacionadas con diferencias en el sitio proteolitico de division de
la HA (Swayne, 1997a). Las infecciones con virus IABP pueden ser asintomaticas o causar
un amplio rango de signos clinicos, variando desde signos muy suaves hasta signos severos
de enfermedad respiratoria, urogenital o entérica. Infecciones concurrentes con otros
patogenos pueden influir en la severidad de los signos clinicos causados por virus IABP
(Easterday y Beard, 1984).

Estudios experimentales han demostrado que la severidad de la enfermedad causada por
virus 1ABP esta influenciada por del tipo de virus, especie del huésped y edad (Laudert et
al, 1993). Durante el brote de virus IABP subtipo H7N1 (Italia), esas diferencias fueron

también demostradas en terreno (Capua et al, 2000b).

V.9. Transmision

La transmision puede ocurrir via contacto directo con secreciones de aves infectadas,
especialmente heces. Alimentos, agua, equipo y ropa contaminados. Las aves acuéticas y
marinas clinicamente normales pueden introducir el virus en las granjas avicolas. Los
huevos rotos contaminados pueden infectar a los pollitos en la planta de incubacion (OIE,
2002).

V.10. Transmision interespecies

La transmision de virus de IA desde aves acuaticas a mamiferos ha ocurrido, aunque la
especificidad del virus de IA restringe tal fendmeno a un acontecimiento relativamente raro
y a una circulacion limitada solamente de pocos subtipos durante un largo periodo. Un caso
esta representado por el aislamiento de virus con los subtipos H7N7, HAN5, HAN6 y H3N3
desde focas que murieron de una severa pulmonia. Todos los aislados demostraron ser

antigénica y genéticamente relacionados al virus de 1A (Callan et al, 1995).
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La transmision accidental de un virus de influenza de foca que resulté en una infeccion
humana, indica el potencial de los virus aviares para infectar humanos utilizando otros

huéspedes de la naturaleza (Webster et al, 1981a).

También se han aislado virus de IA de ballenas: un aislado del subtipo HIN3 mostré estar
antigénicamente muy relacionado con virus aviares, mientras que aislados de los subtipos
H13N2 y H13N9 también estaban genéticamente muy relacionados a virus aislados de
gaviotas (Chambers et al, 1989).

La aparicién de virus de IA en focas y ballenas representaron eventos independientes de
transmision desde especies aviares, en vez de una circulacion verdadera de virus de 1A

entre mamiferos marinos (Tollis y Di Trani, 2002).

Durante una severa epizootia de influenza que ocurrié en diversas granjas de visones en
Suecia en 1984, fueron aislados virus influenza del subtipo H1ON4 de origen aviar (Berg
et al, 1990).

Entre 1989 y 1990, durante un brote severo de enfermedad respiratoria que afect6 caballos
en China, fue aislado un virus H3N8. Los analisis de secuencia y antigénicos indicaron el
origen aviar de esa variedad, con una derivacion diferente comparada con el virus H3N8 de

los equinos que estaba circulando en ese momento (Guo et al, 1995).

Los cerdos también son susceptibles a la infeccion con virus influenza de diferentes
origenes (Kida et al, 1994). Virus aviares HIN1 han sido transmitidos a cerdos en Europa
(Scholtissek et al, 1983) y en China (Guan et al, 1996). Virus de 1A de los subtipos H4NG
y HIN2 fueron aislados desde cerdos en Canada en 1999 (Karasin et al, 2000) y en China
entre 1998 y el 2000 (Peiris et al, 2001).

En 1993 fueron aislados virus recombinados en cerdos, que presentaban la proteina interna

viral con genes de un virus aviar HIN1 y la glicoproteina de superficie con genes de un

virus humano H3N2 (Castrucci et al, 1993). A partir de entonces esta recombinacion fue
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aislada de nifios en los Paises Bajos (Class et al, 1994). Estos hallazgos muestran el rol de

3

los cerdos como “vasijas de mezcla” de virus influenza, y también demuestran que las
recombinaciones aviares — humanas pueden cruzar la barrera cerdo — humana, con el

potencial de causar una pandemia de influenza humana.

Durante el brote de IA en Asia entre 2003 y el 2004, hubo reportes anecdoticos de
infecciones fatales por virus H5N1 en gatos domeésticos y felinos del zooldgico luego de
haber ingerido pollos infectados (ProMED Mail, 2004). Para determinar la patogenicidad
de este virus en gatos domésticos, se infectaron experimentalmente gatos europeos de pelo
corto de 4 a 6 meses de edad con virus H5N1 ocupando diferentes rutas. Primero se
inocularon tres gatos via intratraqueal. Dichos gatos mostraron signos clinicos y lesiones
tanto macro como microscopicas, incluso excretaron el virus a partir del tercer dia post
infeccion. Uno de ellos fallecid inesperadamente al sexto dia post infeccidn. Seguido, se
probd si podia existir transmision horizontal, ocupando dos gatos centinelas en contacto
con los inoculados intratraquealmente. Finalmente se determind si los gatos podian
infectarse con virus H5N1 alimentandose de aves infectadas. Tanto en el segundo como
tercer caso se produjo la excrecién del virus, signos clinicos y cambios pulmonares

similares al primer grupo inoculado intratraquealmente (Kuiken et al, 2004)

V.11. Cuadro Clinico

Los signos y sintomas de la IAAP son muy variables. Las aves enfermas pueden reflejar
alteraciones en los sistemas respiratorio, digestivo, reproductor y nervioso. Los signos mas
frecuentes de IAAP en pollos (gallinas) o pavos son: disminucion en la produccion de
huevos, signos respiratorios, crepitos, lagrimacion excesiva, sinusitis, cianosis de la piel sin
plumas (especialmente la cresta y la barbilla), edema de la cabeza y cara, plumaje erizado,

diarrea y desérdenes nerviosos (Webster et al, 1992).
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La OIE describe los siguientes signos en pollos:

e Congestion grave de la musculatura.

e Deshidratacion.

e Edema subcutaneo de la cabeza y del cuello.

e Secreciones nasales y orales.

e Congestion grave de la conjuntiva, a veces con petequias.

e Exudacion mucosa excesiva en el lumen de la traquea o traqueitis hemorragica
grave.

e Petequias en el interior del esternén, en la grasa serosa y abdominal, en las
superficies serosas y cavidades corporales.

e Congestion renal severa, a veces con depdsito de uratos en los tabulos.

e Hemorragia y degeneracion de los ovarios y exudacion en los oviductos.

e Hemorragias en la superficie de la mucosa del proventriculo, particularmente en la
unién con el estbmago muscular.

e Hemorragias y erosiones de la mucosa del estbmago muscular.

e Focos hemorragicos en los tejidos linfoides de la mucosa intestinal

En los pavos las lesiones son similares a las de los pollos, pero pueden ser menos marcadas.
Los patos infectados por IAAP y que excretan el virus pueden tener ausencia de signos y
lesiones (OIE, 2002).

V.12. Reservorios de Virus Influenza en la Naturaleza

Los virus influenza A infectan a una gran variedad de animales, incluyendo humanos,
cerdos, caballos, mamiferos marinos y aves. Estudios filogenéticos de virus influenza A
han revelado linajes especie especificos de genes virales y han demostrado que la
prevalencia de la transmision interespecies depende de la especie animal. También ha sido
revelado que las aves acuaticas son la fuente de todos los virus influenza de otras especies
(Gorman et al, 1991).
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Figura 2. Reservorio de Virus Influenza A.

3

Fuente: Gorman et al, 1991.

Las aves acuaticas silvestres son el reservorio principal de todos los virus influenza de aves
y mamiferos. La transmision de virus influenza ha sido demostrada entre cerdos y
humanos. Existe gran cantidad de evidencia sobre la transmision entre patos silvestres y
otras especies, y los cinco grupos de huéspedes diferentes (figura 2) estdn basados en
analisis filogenéticos de las NP’s de un gran nimero de diferentes virus influenza (Gorman

etal, 1991).

Virus Influenza en aves: Patos silvestres, Aves costeras, Gaviotas, Aves domésticas y Aves

paseriformes

La gran vigilancia de aves durante un brote de enfermedad de Newcastle en California
mostré que muchos virus influenza A no patdgenos pueden ser aislados de las aves
(Slemons et al, 1974). Subsecuentemente, virus influenza fueron aislados de aves silvestres,
aves cautivas, patos domésticos, pollos y pavos, llevando a la conclusion de que los virus
de influenza aviar no patdgenos son ubicuos, principalmente en aves acuaticas (Alexander,
1986), y que todos los diferentes subtipos de virus influenza son perpetuados en aves

acuaticas, particularmente en las migratorias (Hinshaw et al, 1980).
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Los signos de enfermedad asociados a la infeccidn con virus Influenza A en aves varian

considerablemente segun el tipo de virus.

En patos silvestres, los virus influenza se replican especialmente en las células que cubren
el tracto intestinal, sin causar signos de enfermedad, y son excretados en altas
concentraciones por las heces (Webster et al, 1978). Se han aislado virus de IA desde
material fecal fresco y desde agua de lago. Esta informacion indica que las aves acuéticas
tienen una manera muy eficiente de transmitir virus, por ejemplo, via material fecal en las
fuentes de agua (Webster et al, 1992).

Si se considera el gran namero de patos susceptibles que se retnen cada afio en los lagos
canadienses, es comprensible que muchas aves sean infectadas debido a la diseminacién del
virus dentro del agua del lago. Esto podria explicar la gran incidencia de infecciones virales
en patos canadienses, particularmente juveniles. La transmision por heces también
proporciona una via para que los patos, en cuanto migren a través de cierta area, diseminen

sus virus a otras aves domésticas o salvajes (Webster et al, 1992).

La naturaleza avirulenta de la infeccién con IA en patos puede ser el resultado de la
adaptacion del virus a este huésped a través de los siglos, creando un reservorio que asegure
la perpetuacion del virus. Esta especulacion sugiere fuertemente que los patos ocupan una
posicion Unica y muy importante en la historia natural de los virus influenza. Los virus
influenza de origen aviar han sido implicados en brotes de influenza de mamiferos, como
en focas (Webster et al, 1981a; Webster et al, 1981b), ballenas (Halvorson et al, 1983) y
cerdos (Scholtissek et al, 1983) en Europa, asi como en aves domésticas, especialmente en

pavos (Halvorson et al, 1983).

Estudios longitudinales en patos silvestres en Canada entre 1976 y 1989 revelaron que un
gran porcentaje (sobre el 20%) de aves juveniles tenian la infeccion viral influenza al
congregarse antes de la migracién, ninguna de ellas mostré algin sintoma de la infeccion.

Multiples subtipos de virus influenza resultaron enzodticos (Hinshaw et al, 1980)
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En los patos silvestres del hemisferio norte, los virus influenza son predominantes en
Agosto y Septiembre (Stallknecht et al, 1990).

Una gran variedad de subtipos de virus influenza también ha sido aislada en aves acuaticas
silvestres en otros lugares del mundo, incluyendo Rusia (Lvov, 1987), el sur de China
(Shortridge, 1982), el oeste de Europa (Alexander, 1892; Sinnecker et al, 1985; Stunzer et
al, 1980), Israel (Lipkind et al, 1984), y Australia (Dawnie y Laver, 1973; Mackenzie et al,
1984), demostrando el alcance mundial de los pools genéticos de la IA en la naturaleza.

Estudios filogenéticos indican que los virus influenza en Europa Oriental y Australia son
genéticamente diferentes a los de Norte América (Donis et al, 1989; Gorman et al, 1990),
presumiblemente debido al confinamiento de las aves a las diferentes rutas de migracion de
cada hemisferio. Estos estudios demostraron que la evolucién de los virus influenza puede

estar influenciada por barreras fisicas que previenen la mezcla de sus huéspedes.

Esporadicamente también han sido aislados virus influenza desde aves costeras, incluyendo
gaviotas, charranes, petreles, frailecillos (araos) y zarapitos (Becker, 1966; Hinshaw y
Webster, 1982).

Un estudio sistematico de aves costeras y gaviotas en la Bahia de Delaware, en la costa este
de Estados Unidos reveld que los virus influenza A son prevalentes en primavera (mayo y
junio) y otofio (septiembre y octubre) (Kawaoka et al, 1988). Los subtipos predominantes
en estas aves difieren a los de los patos. Virus H3 y H6 son prevalentes en patos; sin
embargo, s6lo unos pocos virus H3 y H6 han sido aislados de aves costeras y gaviotas. En
contraste, los subtipos de virus predominantes en aves costeras y gaviotas (H4, H9, H11 y
H13) representan solo una pequefia fraccion de los virus presentes en patos. La gran
mayoria de estos virus son non patogénicos en pollos y patos, pero el aislado original de
charranes (Sterna hirundo) en Sud Africa (A /tern /S.A/ 61 [H5N3]) (Becker, 1966) es
altamente patdgeno para aves domesticas. Infecciones experimentales en Patos Pekin con
aislados de aves costeras y gaviotas mostraron que s6lo la mitad de los aislados de dichas

aves tenian el potencial de replicarse en patos. Estos estudios establecieron que el pool
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genético de virus influenza en aves costeras y gaviotas es diferente al pool de los patos
(Webster et al, 1992).

Con menor frecuencia se han aislado virus influenza desde aves paseriformes; sin embargo,
estudios durante el brote de IAAP H7N7 en Australia en 1986 establecieron que estorninos
y gorriones son susceptibles a la infeccion y son potenciales diseminadores de virus de 1A
(Cross, 1988; Nestorowicz et al, 1987).

Estos estudios han establecido la existencia de un vasto reservorio de virus influenza A en
aves acudticas. La evidencia de que todos los virus influenza A de mamiferos son
probablemente derivados de aves acuéticas indica que existe un enorme pool genético de
influenza en la naturaleza para los futuros virus influenza de mamiferos (Webster et al,
1992).

Es importante mencionar que a pesar de todos los datos anteriormente citados, y del claro
papel que juegan las aves silvestres como reservorio del virus, a finales del afio 2002, los
brotes de IAAP H5N1 causaron muertes entre aves migratorias y aves acuaticas, incluidos
patos, en dos parques de Hong Kong. Este nuevo aislado de H5N1 (que resultd ser
antigénicamente diferente a los virus H5N1 aislados en 1997 y el 2001) causé una infeccion
sistémica en los patos, con altos titulos virales y lesiones en multiples 6rganos,
particularmente en el cerebro. Los patos desarrollaron una enfermedad aguda, incluyendo

una severa disfuncion neurologica y la muerte (Sturm-Ramirez et al, 2004).

Posteriormente se realizaron estudios de inoculacién con 23 diferentes tipos de H5N1
aislados en Asia entre el 2003 y el 2004. Estos estudios demostraron que todos los virus
aislados se replicaban eficientemente en patos silvestres.

Los virus se replicaron a niveles mayores en la traquea (en vez de la cloaca) sugiriendo que
el tracto digestivo no es el principal sitio de replicacion de virus influenza H5N1, y que la

via fecal no seria la principal ruta de transmision (Sturm-Ramirez et al, 2005).
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V.13. Mecanismos para Perpetuar los Virus Influenza en Aves

Existe evidencia convincente de que todos los subtipos de virus influenza A son
perpetuados en las poblaciones de aves acuéticas del mundo, especialmente en patos, aves
costeras y gaviotas; no existe evidencia de que los virus influenza persistan por largos
periodos en animales individuales. Esto indica que se ha desarrollado alglin mecanismo
para la mantencion del virus influenza en las especies aviares acuaticas (Webster et al,
1992).

La mantencion de virus influenza en la poblacion de aves acuéticas difiere de la mantencion
de virus influenza en los humanos dado el gran nimero de juveniles susceptibles que son
introducidos anualmente después de la eclosion primaveral. La mayoria de las aves
infectadas son presumiblemente inmunes a la reinfeccién son el subtipo predominante de
influenza. Esto probablemente influencie los cambios en el subtipo predominante en alguna
ruta de migracion en particular de afio en afio. Diversas posibilidades han sido sugeridas

para la perpetuacion de virus influenza en las poblaciones acuéaticas del mundo:

e Circulacion continua en especies aviares acudaticas. La informacion anteriormente
discutida sugiere que cada subtipo de virus influenza puede ser mantenido en la
poblacion de patos silvestres en Norte América. La deteccion de bajos niveles de
virus influenza durante los meses de invierno en Norte América y Japén, y la
deteccién de virus en patos al regresar a Canada al inicio de la época de

reproduccion, apoyan esta idea (Webster et al, 1992).

e Circulacion entre diferentes especies aviares. Desde que los virus influenza son
prevalentes en las aves costeras en primavera y en patos silvestres en otofio, debe
existir transmision interespecies. Cerca de la mitad de los virus influenza aislados
desde gaviotas y aves costeras infectaron patos experimentalmente (Kawaoka el at,
1988).
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Persistencia en agua o hielo. Cuando hay patos silvestres en agosto y septiembre
(Norte Ameérica) se pueden aislar virus influenza desde el agua del lago sin
necesidad de concentrarla. Es posible que virus influenza sean preservados
congelados en hielo o en agua del lago y reinfecten a los patos en primavera. La
infectividad de los virus influenza en el agua depende del tipo de virus, la salinidad,
pH y temperatura del agua. A 17° C algunos tipos se mantienen infectantes por mas
de 207 dias, y a 4° C se mantienen infectantes por mucho més tiempo (Stallknecht et
al, 1990), dejando la posibilidad de la persistencia de virus influenza en el agua

cuando los patos no estan presentes.

Persistencia en animales individuales. Aunque la diseminacion del virus desde el
tracto intestinal de algunos patos puede durar 2 6 4 semanas (Hinshaw et al, 1980),
no hay evidencia de que exista una diseminacion continua.

Existe abundante evidencia de diversos laboratorios (De y Nayak, 1980; Frielle et
al, 1984; Robinson y Easterday, 1979) de que los virus influenza pueden producir
infecciones persistentes en cultivos celulares. Las condiciones que permiten esta
condicién adn no son bien comprendidas. Existe mucha menos evidencia acerca de
la persistencia de infecciones en animales, aunque existen reportes de una amplia
emision de virus influenza desde animales inmunocomprometidos incluidos ratones
sin pelo (Wyde et al, 1977).

Hay evidencia de que el virus influenza H3N2 puede persistir en cerdos después de
haber desaparecido de la poblacién humana (Haesebrouck et al, 1985; Shortridge et
al, 1977), pero es mas probable que algunos de esos subtipos H3N2 deriven de

infecciones recientes con virus de 1A (Kida et al, 1988).

Circulacién continua en regiones tropicales y subtropicales. Existe un aumento en la
evidencia de que en regiones tropicales y subtropicales, los virus influenza de
humanos son aislados durante todo el afio (Reichelderfer et al, 1989), mientras que
en climas templados, la influenza es una enfermedad invernal y el virus es aislado

con muy baja frecuencia en los meses de verano. Los virus influenza han sido
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aislados durante todo el afio en patos domésticos en Hong Kong (Shortridge, 1982).
Se debe considerar la posibilidad de que el epicentro de la perpetuacién de virus
influenza sean las regiones tropicales del mundo y que patos, aves costeras y
gaviotas transporten virus desde las regiones tropicales a regiones templadas
durante la migracion de primavera. El argumento que refutaria la teoria de las
regiones tropicales como epicentro es que no se encuentran aglomeraciones de aves

silvestres en una alta densidad en estas regiones del mundo (Webster et al, 1992).

Hasta ahora, la informacion obtenida sitia la primera alternativa como la mas

convincente, vale decir la circulacion continua en especies aviares acuaticas.

V.14. Aparicion de la Influenza Aviar de Alta Patogenicidad (1AAP)

La peste aviar fue descrita y reportada por primera vez como una grave enfermedad de las
aves de corral en Italia en 1878. El virus causante de la peste aviar fue descubierto por
Centanni y Savunozzi en 1901, pero no fue hasta 1955 que los virus fueron caracterizados e
identificados como virus de influenza tipo A. Estos virus se encuentran en la mayoria de los

paises del mundo donde se producen aves de corral (SAG, 2002).

Antes de 1959, cuando el primer brote de IAAP subtipo H5 fue certificado en Escocia, s6lo
los virus de IAAP del subtipo H7 habian sido identificados (Tollis y Di Trani, 2002).

No existe evidencia directa que apoye la hipotesis que los virus de IAAP hayan emergido
desde virus de IABP en aves silvestres. Sin embargo, estudios experimentales han
demostrado que virus avirulentos mantenidos en aves acuaticas silvestres que mostraban la
secuenciacion del tipo avirulento, tienen el potencial de volverse altamente patdgenos,
mientras se repliquen en pollos, y sea insertada una secuencia de aminoacidos basicos en el
sitio de division (Ito et al, 2001).
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Los mecanismos para la aparicion de virus virulentos desde virus avirulentos no esta
completamente aclarada, aunque es seguro que la adquisicion de la capacidad de division
de la HA, junto con los cambios moleculares en otros genes virales, estan entre los factores

responsables de esta evolucion (Tollis y Di Trani, 2002).

Un mecanismo postulado para la adquisicion de maltiples residuos de amino&cidos basicos
en el sitio de division de la HA es la duplicacion directa de una parte de la region rica en
purina, como resultado de un error en la transcripcion por la polimerasa viral de ARN o por
el complejo de polimerasas (Perdue y Suarez, 2000). Sumado a esto, se ha hipotetizado que
el sitio de division debe ser fisicamente capaz de aceptar la adicion de aminoacidos basicos,
manteniendo la habilidad de dividir la HA (Tollis y Di Trani, 2002).

La presencia de un sitio de glicosilacion cerca del receptor de unién de la HA también
parece influenciar en la virulencia de los virus IAAP, porque bloquea el acceso de las
proteasas ubiquitinas celulares al sitio de division (Kawaoka et al, 1984). Mastrosovich et
al (1999) sugirieron que la glicosilacion de la HA mejora el potencial virulento y esta
caracteristica estaria asociada con la adaptacion del virus en los pollos. Ellos demostraron
que los virus influenza de aves acuaticas experimentan una importante presién selectiva en
las aves domeésticas, con cambios en la secuencia nucleétida de la HA y la NA. Los virus
aislados después de sufrir pasajes en pollos o pavos mostraron un aumento en la
glicosilacion de la cabeza globular de la HA y una deleccién de amino&cidos en el pediculo
de la NA. De hecho, la longitud del pediculo de la NA puede también modificar las
caracteristicas bioldgicas de los virus influenza (Luo et al, 1993). Wagner et al (2000)
demostraron que la propagacion eficiente del virus depende de una actividad altamente
balanceada de la HA y la NA.

Los subtipos H5 y H7 en pollos pueden mostrar carbohidratos adicionales en la punta de la
cabeza globular de la HA, muy cercanos al sitio del receptor de unién. Estos carbohidratos
adicionales se unen a la punta de la HA que, mientras disminuyen la afinidad del virus por
las sialoproteinas, compensan la actividad enzimatica disminuida del NA viral, mejorando

asi la liberacion final del virus desde las células (Tollis y Di Trani, 2002).

30



Estudios en virus H5N1 aislados de pollos en Hong Kong han demostrado que la deleccion
de 19 aminoécidos en el pediculo de la NA disminuye su habilidad de liberar el virus de las
células, mientras que un carbohidrato en la cabeza de la HA disminuye la afinidad del virus

por los receptores celulares (Mastrosovich et al, 1999).

Los tres brotes de IAAP registrados en Pensilvania en 1983, en México desde 1993 a 1995
y en Italia desde 1999 al 2000, han entregado una oportunidad para estudiar los cambios
genéticos asociados con la mutacion de la virulencia en los aislados disponibles antes y
después del evento. Durante los brotes de IABP en Pensilvania, aislados tempranos de virus
H5N2 tenian una secuencia de aminoacidos béasicos en el sitio de division. La presencia de
una cadena lateral de carbohidrato muy cercana al sitio de division en la estructura
tridimensional de la HA, bloqueaba el acceso de las proteasas ubiquitinas al sitio de
division. Con la pérdida de la cadena lateral de carbohidrato, debido a la sustitucion con un
aminoacido, la HA se volvid altamente segmentable (dividible), llevando el virus a ser
IAAP (Kawaoka et al, 1984). En 1993, virus de IABP H5N2 fueron aislados de aves
comerciales en México. A finales del otofio de 1994 y a principios del invierno de 1995, fue
registrado un aumento en las tasas de mortalidad (de moderadas a elevadas). La
comparacion de la secuencia completa de HA de dos tipos de virus responsables de
diferentes grados de severidad de la enfermedad, demostré que la patogenicidad adquirida
era determinada por la insercion y substitucion de residuos basicos en el péptido conector
de la HA (Horimoto et al, 1995; Garcia et al, 1996).

El trabajo en aislados italianos H7N1 ha confirmado la aparicién de IAAP desde 1ABP,
debido a la adquisicion de una secuencia de aminoacidos basicos en el sitio de division. En
este caso, se ha hipotetizado que la deleccidn de 22 aminoécidos basicos en el pediculo de
la NA, seguido de la adquisicion de sitios adicionales de glicosilacion cerca del sitio del
receptor de union de la HA1L, representa el resultado de la presion de seleccion ocurrida
durante la replicacién en aves domésticas de virus de IA originarios de aves silvestres
(Banks et al, 2001).
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Paises que han notificado a la OIE influenza aviar H5N1 en aves domésticas/silvestres

entre enero 2003- agosto 2007

. Afghanistan, Albania, Alemania, Arabia Saudi, Austria, Azerbaiyan

. Bangladesh, Bosnia y Herzegovina, Bulgaria, Burkina Faso

. Camboya, Cameran, Checa (Rep.), Corea (Rep. de), China, C6te d'lvoire, Croacia
. Dinamarca, Djibouti

. Egipto, Eslovaquia, Eslovenia, Espafia

. Francia

. Georgia, Ghana, Grecia

. Hong Kong, Hungria

. India, Indonesia, Iran, Irak, Israel, Italia
. Japon, Jordania

. Kazajstan, Kuwait

. Laos

. Malasia, Mongolia, Myanmar

. Niger, Nigeria

. Pakistan, Palestina (Territorios Autbnomos de), Polonia
. Reino Unido, Rumania, Rusia

. Serbia y Montenegro, Sudan, Suecia, Suiza

. Tailandia, Togo, Turquia

. Ucrania

. Vietnam
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Figura 3. Mapa de focos recientes de IA subtipo H5 (enero — agosto, 2007)
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Tabla 1. Focos oficiales recientes de 1A del subtipo H5

Fuente: OIE, 2007

Tipo de

Localizacion Virus Fecha
Afganistan H5N1 14/03/2007
26/08/2007
20/07/2007
Alemania H5N1 20/07/2007
Arabia Saudi H5N1 07/05/2007
Bangladesh H5N1 08/07/2007
Camboya H5N1 12/04/2007
15/08/2007
Checa (Rep.) H5N1 16/08/2007
Corea (Rep. de) H5N1 18/06/2007
Cote d'lvoire H5N1 23/03/2007
Egipto H5N1 23/03/2006
Francia H5N1 14/08/2007
Ghana H5N1 13/08/2007
Hong Kong H5N1 25/01/2007
Japon H5N1 08/05/2007
Kuwait H5N1 20/07/2007
Laos H5N1 14/03/2007

Malasia

(peninsular) H5N1 12/06/2007
Myanmar H5N1 02/08/2007
Pakistan H5N1 06/08/2007
Reino Unido H5N1 06/07/2007
Rusia H5N1 19/03/2007
18/06/2007
Tailandia H5N1 20/04/2007
Togo H5N1 30/07/2007
Turquia H5N1 29/05/2007
Vietnam H5N1 05/07/2007
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V.15. Rol zoondtico — Historia

Las pandemias de influenza en humanos de los afios 1918, 1957 y 1968; se han producido
por modificaciones genéticas a partir de virus influenza A provenientes de animales.
(Rivero, 2004). Considerando esto y debido al anuncio hecho por cientificos chinos al
comprobar la presencia del virus HSN1 de los pollos en cerdos, y en personas en China, en
Taiwan, en Tailandia y en Vietnam, todas las autoridades sanitarias de Asia, la
Organizacion Mundial de Salud (OMS), la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE)
y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO),
entre otras, se han puesto en alerta roja para evitar que en el caso de una mutacion de este
virus se presente una pandemia, que si no se controla, podria dejar cifras importantes de
muertes humanas (Lamb y Krug, 1996; Bosch, 2005).

El virus A/H5N1 ha sido responsable de una epidemia de IA en aves domésticas y
silvestres de varios paises de Asia, con una alta patogenicidad, con consecuencias
econdémicas y sanitarias importantes. Estos brotes ocurridos en el afio 2003 fueron
responsables del contagio a personas, resultando una letalidad de un 33%. Estos casos
provocaron una alerta internacional ante la posibilidad de una pandemia de Al en humanos
causada por esta variedad de virus (A/H5N1) (Linzitto et al, 2005).

Se han visto brotes en aves migratorias por el virus A/H5N1 en China, Rusia, Kazajstan y
Mongolia. Algunas de estas aves tienen un rango migratorio intercontinental (Europa, Asia
y Oceania), habiéndose extendido la epidemia hacia paises de la region este de Europa
(Rumania y Turquia) (Bosch, 2005).

Durante 1997 y 2001 hubo notificaciones de casos de IA de alta patogenicidad en el
hemisferio occidental y en el Pacifico. En Australia en 1997 hubo un brote de 1A en pollos
y emUes causado por un virus del subtipo H4N7 de baja patogenicidad. Los episodios
estuvieron relacionados con pollos y aves silvestres. En el &rea americana, Canada notifico
brotes de pollos producidos por virus influenza de los subtipos H1, H6, H7 y H10, y de los

subtipos H3 y H13 en aves importadas y silvestres. En México, entre el afio 1997 y el 2001,
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se detectd el virus influenza del subtipo H5N2 de baja patogenicidad aislado a partir de

pollos comerciales (Linzitto et al, 2005).

En 1997, la 1A del subtipo H5N1 responsable de la HPAI entre las aves domésticas en
Hong Kong, fue transmitida a humanos y resultd en 18 casos de infecciones confirmadas
(Subbarao et al, 1998). Los analisis de la secuencia de los aislados humanos del subtipo
H5N1 indicaron que todos los genes tenian un origen aviar con maltiples aminoacidos
basicos en la zona de division de HA, y no habia evidencia de recombinacién con virus de
influenza humana (Suérez, 1998; Subbaro et al, 1998). En 1999 un subtipo HONZ2, el cual
mostraba genes internos de gran similitud con los virus H5N1 mencionados, fueron
también responsables de 2 casos de infecciones humanas en Hong Kong (Lin et al, 2000).

Estos eventos muestran el imprevisible potencial de transmision de algunos virus de IA.

Los determinantes involucrados en la restriccion del rango de huéspedes no han sido
completamente aclarados. EI primer evento en la infeccion con influenza es la unién de la
HA al receptor de &cido sidlico. La especificidad del receptor de virus influenza varia segun
la especie del huésped del cual el virus es aislado. La HA de los virus de 1A se une al a2 —
3 sialiloligosacérido proyectado desde la membrana de la célula, en la cual el residuo de
acido sidlico estd unido a un residuo de galactosa por un enlace a 2,3 (SA a 2,3 Gal). La
HA de virus de humanos y cerdos se une preferentemente a SA o 2,6 Gal (Connor et al,
1994). Esta diferencia en la especificidad estd determinada por la presencia de un
aminoéacido especifico en la estructura del sitio del receptor de unién de la HA (Naeve et al,
1984). Los virus H5N1 aislados de humanos en Hong Kong mostraron mantener las
propiedades del receptor de union de los virus aviares, sugiriendo asi que otros productos
genéticos, diferentes a la HA, pueden contribuir a la restriccion en el rango de huéspedes
(Mastrosovich et al, 1999).

Los subtipos H5N1, H7N7, HON2, H7N2, H7N3 han sido asociados con infeccion de gripe

aviaria en humanos (Linzitto et al 2005).
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Los subtipos de virus influenza que han sido confirmados en humanos productores de
pandemia son: H1N1, causando la Gripe Espafiola (afio 1918); H2N2 causando la gripe

asiatica (afio 1957); H3N2 causando la gripe de Hong Kong (afio 1968).
En Asia, hasta el afio 2005, se prudujeron 142 casos en humanos (por virus de 1A), de los
que han muerto 54; 4 en Camboya, 14 en Tailandia, 22 en Vietnam, 11 en Indonesia 'y 3 en

China (Linzitto et al 2005).

V.16. Inmunoprofilaxis

Inmunidad:

La inmunidad frente a virus de IA es mediada tanto por una respuesta celular como
humoral. Los anticuerpos neutralizantes son producidos contra las proteinas de superficie
viral HA, NA y M2; con los anticuerpos contra la HA y NA como principales
determinantes para una completa proteccion contra la infeccion y la enfermedad (Swayne et
al, 1998). Es ampliamente reconocido que la respuesta neutralizante de los anticuerpos
puede ser diferente segin la especie aviar, siendo en pollos superior que en otras especies
aviares domésticas (Higgins, 1996). El reconocimiento de la HA tanto por células By T
estd influido por la presencia de sitios de glicosilacion en la HA (Jackson et al, 1994).
Ademas, los oligosacaridos en la punta distal de la HA puede reducir la unién al receptor,
afectando asi la “absorcion” del virus por las células presentadoras de antigenos (Eisenlohr

et al, 1987).

El grado de proteccién obtenido por la HA generalmente refleja la relacién inmunolégica
entre la HA de la vacuna y del virus desafiante. Sin duda, la respuesta de los anticuerpos y
la inmunidad protectiva en aves domesticas estin muy relacionadas con el virus desafiante
del subtipo homologo de la HA presente en la vacuna (Webster et al, 1991; Beard et al,
1991; Swayne et al, 1997b). Una identidad relativamente alta (87%) entre las secuencias de
aminoéacidos de la HA de la vacuna y del tipo desafiante ha sido correlacionada con la
disminucion en la liberacion del virus desde el tracto respiratorio en aves domesticas
(Swayne et al, 2000a).
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De acuerdo con estos descubrimientos, las vacunas han sido desarrolladas para apuntar
especialmente a la respuesta de anticuerpos contra la HA.

Las proteinas NP y M1 también provocan respuestas del tipo celular y humoral. Sin
embargo, debido a la localizacion interna de estos componentes, los anticuerpos especificos
parecen ser incapaces de neutralizar el virus (Yewdell y Hackett, 1989) y no protegen de
los signos clinicos y la muerte (Bruh et al, 1979; Webster et al, 1991).

Se han realizado relativamente pocos estudios sobre la respuesta inmune celular frente a los
virus aviares y la mayoria de ellos han usado al ratdbn como modelo. Tanto la HA como la
NA estimulan la inmunidad mediada por células T. Mientras que la respuesta de los
linfocitos T citotdxicos puede reducir la liberacion viral en el caso de IABP virus, esta
evidencia es mas cuestionable en el caso de virus de IAAP (Suéarez y Schultz—Cherry,
2000).

Seo y Webster (2001) demostraron que la reaccién cruzada de la inmunidad celular
inducida por una vacunacion experimental contra virus de 1A HIN2 (el que fue conocido
mas tarde por circular junto con el virus de 1A H5N1 en Hong Kong en 1997), protegia
pollos de los signos clinicos de la enfermedad inducida por una infeccién letal con virus de
IA H5N1, pero permitia la liberacion del virus por las heces, perpetuando la circulacion de
virus de IA H5N1. Las células T CD8+ fueron reconocidas como las principales células

efectoras de la inmunidad protectiva contra los signos clinicos de la enfermedad.

Prevencién de la enfermedades aves por la vacunacion:

Las medidas tomadas para prevenir, controlar y erradicar la 1A varian desde casi no tomar
acciones en el caso de IABP, hasta costosos programas enfocados en la cuarentena estricta
y la matanza masiva de aves, en el caso de IAAP.

El uso de vacunas para controlar la IA ha sido ampliamente debatido. Aunque no estd
oficialmente prohibida, la vacunacién de aves domésticas contra infecciones con IABP que

no sean causadas por subtipos H5 / H7 es realizada s6lo ocasionalmente. Aunque existe un
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acuerdo general sobre la necesidad de dejar de aplicar vacunas especificas, la inmunizacion
en pavos Yy pollos ha sido efectiva contra la infeccion con los subtipos H5 / H7 de virus de
IABP e IAAP (Tollis y Di Trani, 2002).

Se han tomado consideraciones cientificas, técnicas, econdmicas o sociales para explicar
los distintos enfoques del uso de vacunas. Las principales limitaciones de su uso incluyen la
interferencia con los esfuerzos por la erradicacion (dificultad para diferenciar aves
vacunadas de infectadas y riesgo de enmascarar virus de IAAP por virus de IABP) y la
calidad inadecuada de las vacunas (composicion y potencia relativa). Ademas, ha sido
probado que pollos inmunizados contra virus de IAAP pueden excretar variantes virulentas
luego de ser desafiados con virus vivo (Hinshaw et al, 1990). El riesgo de generar variantes
antigénicas que posean una ventaja selectiva en presencia de bajos niveles de anticuerpos
puede ser una consecuencia muy probable del uso de vacunas pobremente inmunogénicas
en el campo. La prevencion incompleta de la excrecion del virus y la presion inmune sobre

diferentes epitopos de la molécula de HA podrian ser responsables de este fenGmeno.

Los argumentos para el potencial uso de las vacunas se apoyan principalmente en las
consecuencias econémicas y sociales que implican los brotes de IA. Si uno toma muy a la
ligera la mutacién de virus de IABP, especialmente en circunstancias de brotes continuos y
generalizados, el riego potencial debido a virus de IABP puede ser considerado incluso
mayor comparado con virus de IAAP. En relacion a esto, la definicion de la IA y sus
medidas de control adecuadas deberian ser reconsideradas a nivel internacional (Tollis y Di
Trani, 2002).

Desde 1970, las vacunas inactivadas han sido usadas ampliamente en Estados Unidos
contra virus de IABP (que no sean H5 ni H7) (Price, 1982; Mc Capes and Bankowski,
1987; Halvorson, 1998). Particularmente, un gran nimero de dosis de vacunas han sido
usadas en Minesota entre 1979 y 1997 para controlar brotes de IABP en pavos (Halvorson,
1998). Werner (1999) reportd el uso de una vacuna inactivada HON2 para inmunizar pavos

durante diversos brotes de IA en Alemania. Vacunas inactivadas con virus H6N2 y HON2
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estan actualmente autorizadas en Italia y han sido usadas repetidamente en el campo
(Zanella et al, 1981; D’Aprile, 1986; Papparella et al, 1995, 1996).

Las vacunas producidas con virus H5 y H7 de alta y baja patogenicidad fueron prohibidas
en Estados Unidos desde finales de los ’80 hasta 1995, cuando una vacuna autégena
inactivada fue usada en Utah para controlar diversos brotes de H7N3 IABP que ocurrieron
en pavos (Pomeroy, 1995). Una vacuna recombinante de viruela aviar (fowlpox) que
contiene hemoaglutinina H5 de virus de IA esta registrada en Estados Unidos, México y El
Salvador. Desde 1998, esta vacuna ha sido usada en México en el programa de control
contra la LPAI causada por virus H5SN2 (Tollis y Di Trani, 2002).

Una vacuna inactivada hecha a partir del virus IAAP A/ Ck/ Pakistan/ 95 (H7N3) ha sido
usada en lItalia, en el intento por erradicar la IABP causada por virus H7N1 (Capua et al,
2000c). El programa de vacunacion fue redactado y aprobado por la Comision Europea
después de los brotes de IABP, IAAP y nuevamente IABP ocurridos en Italia entre 1999 y
el 2000. Luego de la despoblacion completa del area infectada, la vacunacion de
aproximadamente 6 millones de razas de aves de carne y huevo, deberia ser capaz de
reducir la presion infecciosa de los virus de IABP, particularmente fuerte debido a una
concentracion extremadamente alta de granjas. Esta propuesta represento también el primer
ejemplo del uso de una vacuna “marcador natural” para controlar IA. El uso de un tipo de
vacuna viral con un subtipo diferente de NA, permitiria discriminar aves vacunadas de
infectadas, sin interferir con ningn programa de vigilancia ya implementado (Tollis y Di
Trani, 2002).

La vacunacién de aves domésticas con vacunas virus — inactivado fue ampliamente

realizada en México (Garcia et al, 1998) y Pakistan (Naeem, 1998) para enfrentar

emergencias causadas por virus HSN2 y H7N3 1AAP, respectivamente.
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Caracteristicas generales de las vacunas:

Se han desarrollado vacunas producidas convencionalmente y derivadas de la
biotecnologia, y muestran otorgar proteccion contra la enfermedad y la infeccion causada

por virus de IA.

Las vacunas inactivadas son preparaciones liquidas de fluidos alantoideos cosechados
desde cultivos de huevos, inactivados por formalina o betapropiolactona, administrado por
via parenteral. Asumiendo que es proporcionada una potencia adecuada, estas vacunas
pueden inducir una fuerte respuesta humoral, la cual es muy efectiva protegiendo aves
contra IA (Brugh et al, 1979; Wood et al, 1985; Swayne et al, 1999).

En estudios experimentales, vacunas variantes de cowpox (vaccinia) o de baculovirus que
expresan HA han demostrado proveer buena proteccion contra la infeccion letal por los
subtipos H5 y H7 aviares (Chambers et al, 1988, Crawford et al, 1999). Vacunas
recombinantes de viruela aviar (fowlpox) que expresan HA o proteinas HA/NP de los
subtipos H5 y H7 fueron testeadas y demostraron ser eficaces en pollos (Beard et al, 1991;
Webster et al, 1991, 1996; Swayne et al, 1997b, 2000a; Boyle et al, 2000). Sin embargo,
Swayne et al (2000b) demostraron que la proteccién proporcionada por vacunas HA
recombinantes con viruela aviar es reducida en pollos previamente vacunados contra

viruela aviar o expuestos a cepas de campo de virus pox (fowlpox).

Recientemente, la vacunacion de pollos con virus infeccioso recombinate de
laringotraqueitis que expresa el gen de la HA del virus H5 IAAP aislado en Italia en 1998,
ha proporcionado proteccion frente el desafio letal con dos virus diferentes H5 IAAP
(Luschow et al, 2001).

La expresion de la proteina HA en plantas transgénicas ha sido recientemente indicada
COmo una nueva estrategia para la inmunizacion de aves domésticas ya que la vacunacién
oral con diferentes preparaciones, vivas o inactivadas, ha demostrado otorgar proteccion

contra IA en pollos (Crawford et al, 1998).
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V/.17. Diagnéstico Clinico

Revisar el cuadro clinico anteriormente descrito.

En general:
e Depresion severa, inapetencia
e Marcada disminucion de la produccion de huevos
e Edema facial con crestas y barbillas tumefactas y cianéticas
e Hemorragias petequiales en las superficies de las membranas internas
e Muertes subitas (la mortalidad puede alcanzar 100%)

e Aislamiento del virus necesario para un diagnostico definitivo.

Diagnostico diferencial (OIE, 2002)

e Colera aviar agudo

e Forma velogénica de la enfermedad de Newcastle

e Enfermedades respiratorias, especialmente laringotraqueitis infecciosa.

En general, el periodo de incubacion es de 3 a 5 dias (OIE, 2002)

V.18. Diagnostico de laboratorio

El diagnostico de laboratorio para influenza aviar esta basado en el aislamiento e
identificacion del virus, y en la deteccion de anticuerpos especificos contra el virus. El
método basico de aislamiento para virus influenza es la inoculacion en huevos embrionados
(Pearson y Senne, 1981). Para la identificacién de anticuerpos en suero es utilizada la
inmunodifusién en agar gel (IDAG) y el test de inhibicion de la hemoaglutinacién (IHA)
(Pearson y Senne, 1986). Con el pasar de los afios se han ido agregando distintas técnicas
de laboratorio, destacando el cultivo celular; el Ensayo Inmunoabsorbente Asociado a
Enzima (ELISA); y la Transcripcion Reversa seguida de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (RT-PCR).
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La OIE es la encargada de dar las directrices de los métodos de laboratorio oficiales que
deben ser utilizados para determinar la presencia de influenza aviar. Para la identificacion
del agente se piden especificamente térulas traqueales y cloacales de aves vivas, o de
distintos 6rganos y heces en el caso de aves muertas (recordar principales lugares de
replicacion del virus). Cada muestra es depositada en una solucion de antibidticos. Las
muestras deben ser inoculadas en huevos embrionados ruta alantoidea, incubados, y el
liquido alantoideo cosechado debe ser evaluado para determinar si hay actividad
hemoaglutinante. El aislamiento en huevos embrionados puede ser reemplazado (bajo
ciertas circunstancias) por RT-PCR. Para la subtipificacion del virus, el laboratorio debe
contar con antisueros especificos preparados contra los antigenos aislados de cada una de
las 16 HA y de las 9 NA de los subtipos de influenza A (OIE, 2005). En el caso de Chile,

para el monitoreo vigilancia de IA, se utilizan estos métodos.

El procedimiento comienza con la coleccidén de muestras (torulas o distintos 6rganos). Las
torulas cloacales o traqueales pueden ser agrupadas de a cinco en un mismo tubo. Este tubo
debe contener un medio adecuado, caldo infusion cerebro — corazén, que incluye una
bateria de antibidticos (Pearson y Senne, 1986). Dichos antibi6ticos tienen como fin
prevenir y eliminar la presencia microorganismos que pudieran afectar la lectura final de la
muestra. Las muestras son mantenidas en hielo en el campo y en un refrigerador a 4° C en
el laboratorio antes de la inoculacion de huevos (Halvorson et al, 1983). Una vez en el
laboratorio los tubos que contenian las torulas son centrifugados. Huevos fértiles de 9 a 11
dias, libres de patogenos especificos, son inoculados con la muestra ruta alantoidea. El
sobrante de muestra es congelado hasta que termine el estudio completo. Los huevos son
incubados a 37° C por unos 4 dias. Los que mueran el primer dia son descartados. Luego el
liquido alantoideo es cosechado en una cdmara de seguridad y es procesado para realizar el
test de hemoaglutinacion. Si la prueba de hemoaglutinacion resulta positiva se realiza el test
de inhibicion de la hemoaglutinacion. (Pearson y Senne, 1986). Destacar que luego del
aislamiento, generalmente es necesario uno 0 mas pasajes del virus en huevos embrionados
para lograr obtener titulos hemoaglutinantes suficientemente altos que permitan realizar la
IHA (Palmer et al, 1975).
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El test de hemoaglutinacion se puede realizar debido a la presencia de espiculas (HA) que
rodean la envoltura de los virus influenza, las cuales tienen la propiedad de aglutinar
diferentes eritrocitos o glébulos rojos (pollo, ganso, entre otros). La union especifica del
anticuerpo al sitio antigenico en la molécula de la hemoaglutinina interfiere con el enlace
de la HA viral con los receptores en los eritrocitos, denominandose a este efecto IHA
(Jawetz et al, 1992).

El test de HA es realizado en placas de microtitulacion, mezclando la suspension muestra
con un buffer, diluyéndolo y luego agregando eritrocitos para evaluar una posterior
actividada hemoaglutinante (OIE, 2005). La prueba de IHA es realizada en placas de
microtitulacion, mezclando una cantidad estandarizada de antigeno con antisueros diluidos
en forma seriada doble. Posteriormente se debe afadir eritrocitos para determinar una union
especifica del anticuerpo a la molécula de hemoaglutinina. Este analisis permite determinar
los subtipos de virus influenza A (ya que ocupa antisueros especificos) (Palmer et al, 1975).
La prueba es muy confiable, pero es necesario que los antisueros de referencia se preparen
basadndose en cepas vacunales, que corresponden a las que circulan anualmente en forma
mayoritaria alrededor del mundo, al fin de poder obtener resultados comparativos. La
hemoaglutinacidn es positiva cuando los eritrocitos permanecen en suspensién, en el mismo
momento de lectura en que el control de eritrocitos estd precipitado totalmente. La
inhibicién de la hemoaglutinacion se da si ocurre una reaccion antigeno — anticuerpo (se

inhibe la hemoaglutinacion de los eritrocitos) (OPS, 2003).

Microorganismos hemoaglutinantes

Al hablar de diagndstico de laboratorio y destacar la HA y la IHA como pruebas de
eleccion para determinar la presencia de virus influenza, se hace necesario tener en cuenta
otros organismos hemoaglutinantes que pudieran afectar los resultados de estos test. En el
caso de las aves destacan con gran capacidad hemoaglutinante los Micoplasmas. Estas
bacterias no poseen pared celular y son bastante labiles. M. gallisepticum y M. sinoviae son
patdgenos para gallinas y pavos; M. meleagridis y M. iowa son patdgenos sélo para pavos.
Una de las pruebas diagndsticas de eleccidon es precisamente la IHA (comunicaciones

personales Hidalgo, 2005). En la linea de los virus destaca la enfermedad de Newcastle,
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producida por un paramyxovirus. La envoltura de este virus esta cubierta con espiculas
cuyas glicoproteinas son las responsables de las actividades de hemoaglutinacion,

neuraminidasa y hemolisis (Carter et al, 2005).

Otros microorganismos con capacidad hemoaglutinante en aves son los Haemophilus
paragallinarum (Coriza Infeccioso), algunos Coronavirus (Bronquitis Infecciosa), y en

menor medida Salmonellas y E. coli.

Cultivo Celular

Es otro tipo de aislamiento (ademés de la inoculacion de huevos embrionados). Presenta la
ventaja de amplificar en gran escala el virus, para poder utilizarlo en distintas pruebas. Las
células MDCK (Madin — Darby Canine Kidney) son las mas apropiadas para el aislamiento
del virus influenza. El uso de los sistemas celulares requiere la presencia de tripsina para

activar las moléculas de HA y garantizar la penetracion viral (Jawetz et al, 1996).

Inmunodifusién en Agar Gel (IDAG)

Los test de inmunodifusion son usados para identificar anticuerpos contra virus influenza
tipo A. La inmunodifusion es el método de eleccion para monitorear sueros en busca de
anticuerpos contra virus influenza (Pearson y Senne, 1986).

Todos los virus influenza A tienen, antigénicamente, nucleocapside y matriz similares. Este
hecho permite que tanto la presencia o0 ausencia de anticuerpos contra cualquier virus
Influenza A sea detectada por el test de Inmunodifusion en Agar Gel (IDAG). Las
preparaciones concentradas de virus contienen antigenos de matriz y nucleocapside (OIE,
2005). El antigeno es preparado con membrana corioalantoidea de huevos fértiles
inoculados con virus influenza A. Esta membrana es homogenizada, congelada y
descongelada, tratada con glicina. El antigeno resultante es inactivado con beta —
propiolactona. El suero de control positivo es preparado gracias a la inoculacion
intravenosa de virus influenza A en pollos. En total son realizadas 3 inoculaciones con 2
semanas de diferencia cada una. El test de inmunodifusion es realizado usando solucion de
agar agarosa preparado en buffer fosfato salino (PBS). Esta solucion es depositada en

placas petri y posteriormente cortada con patrones en roseta con un circulo central y seis
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ruedas alrededor. Para el test serologico, el antigeno es depositado en el circulo central, y
los sueros de control positivo son colocados a cada lado de los sueros de muestra que deben
evaluarse. En total pueden ser testeados 3 sueros por cada roseta (Pearson y Senne, 1986).
Después de 24 a 48 horas pueden ser observadas lineas de precipitacion entre el control
positivo, el suero problema y el antigeno de nucleocépside. Estas lineas son mejor
observadas con un fondo oscuro e iluminadas desde atrds. Un resultado positivo es
detectado cuando la linea de precipitacion entre el control positivo conocido es continua

con la linea entre el antigeno y el suero problema (OIE, 2005).

Cualquier suero o0 yema de huevo puede ser testeada con inmunodifusion. Las muestras de
yema son preparadas en una dilucion con PBS, mezcladas y centrifugadas. El sobrenadante

amarillo es utilizado como muestra (Pearson y Senne, 1986).

Ensayo Inmunoabsorbente Asociado a Enzima (ELISA)
El Ensayo Inmunoabsorbente Asociado a Enzima fue desarrollado para una rapida y

eficiente deteccion de anticuepos contra virus de IA (Lamichhane y Kirkegaard, 1997).

Existen diversos kits comerciales para la realizacion de esta prueba, cada uno posee su
propio instructivo.

La metodologia general segin Lamichhane y Kirkegaard (1997) es descrita a continuacion:
El test incluye una microplaca de 96 pocillos que viene con un antigeno especifico de IA.
El suero problema es diluido e incubado en la placa por 30 minutos. La placa es lavada 3
veces con una solucion de lavado. Una conjugado estandar es incubado por 30 minutos a
temperatura ambiente (21° C), La microplaca es lavada de la mismo forma mencionada
anteriormente. Un sustrato es incubado en los pocillos por 15 minutos. La reaccion con el
sustrato debe ser detenida, por ejemplo, con Sodio Dodecil Sulfato (SDS) al 1%. La
interpretacion se realiza en un lector de densidad Optica, registrando las lecturas de la placa

y calculando si las muestras son positivas 0 negativas segun explique el instructivo.
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RT — PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion Reversa)

Muchos virus de importancia clinica contienen ARN en su genoma (en vez de ADN). Este
es el caso del virus influenza, y es por esto que se hace necesario agregar un paso mas al
procedimiento estandar de la PCR (Suarez, 1997). La PCR es un método altamente
especifico y sensible que garantiza la amplificacion de un nimero bajo de copias del
genoma viral, pudiendo ser aplicadas directamente a muestras clinicas para la identificacion
de diferentes subtipos de virus y para la caracterizacion de virus multiplicados en huevos
embrionados o cultivo de tejidos, utilizando para ello cebadores especificos de subtipo, que
son regiones complementarias altamente conservadas de los genes (Cox y Bender, 1995;
Wright et al, 1995). El proceso consiste en la repeticion del ciclo de sintesis de ADN que
cuenta con tres secuencias: desnaturalizacion de la cadena molde por calor, hibridacion de
los cebadores al ADN desnaturalizado y extension o polimerizacion de la nueva cadena de
ADN a partir del cebador por una polimerasa. La amplificacion se realiza utilizando
oligonuclettidos cebadores, que flanquean la region diana e hibridan en cadenas opuestas
del ADN. Los productos de cada ciclo de sintesis son utilizados como molde en el ciclo
siguiente, por lo que la amplificacidn presenta una cinética exponencial (Wright et al, 1995;
Class et al, 1992).

El paso extra realizado en la RTPCR permite amplificar una pequefia cantidad de moléculas
diana de ARN (tanto ARNm como ARN total) con gran especificidad, mediante la
transcripcion reversa del ARN a ADN. La transcripcion reversa funciona gracias a la accion
de la enzima Transcriptasa Reversa. La preparacion de ARN para la amplificacion inicial
con transcriptasa reversa es crucial y a veces es uno de los pasos que mas ocupa tiempo en

el procedimiento completo (Suarez, 1997).

La RTPCR puede ser usada para lograr 3 objetivos distintos: identificacion primaria
(tipificacion) de influenza; subtipificacion de los aislados; y la determinacion de factores
especificos de patogenicidad. Es importante mencionar que este test no ha mejorado la
sensibilidad sobre los métodos de aislamiento viral, por lo que el aislamiento sigue siendo

la prueba estandar para la deteccion de influenza (Suarez, 1997).
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Determinacion de la patogenicidad

Para la determinacion de la patogenicidad de un aislado de virus influenza es realizada la
inoculacion en pollos. Se prepara una dilucién de liquido alantoideo positivo a influenza, la
cual es luego inoculada (0,2 ml) en 8 pollos susceptibles de 4 a 8 semanas de edad via saco
aéreo toracico caudal. Estos pollos son observados por los siguientes 8 dias, manteniéndose
siempre en jaulas plasticas de aislamiento bajo presion negativa. Sélo son abiertas en caso
de que algun pollo muera. Los pollos moribundos y muertos son necropsiados para buscar
evidencia de lesiones de influenza. Si seis 0 mas pollos de los 8 inoculados mueren y tienen
las lesiones correspondientes, el aislado es clasificado como influenza aviar altamente

patdgena (IAAP) (Pearson y Senne, 1986).

V.19. Prevencion (recomendaciones de la OIE, 2002)

No hay tratamiento.
Sanitaria:
e Evitar el contacto entre aves de corral y aves salvajes, en particular aves acuaticas
e Evitar la introduccion en las explotaciones de aves cuya situacion sanitaria se
desconoce
e Control de los desplazamientos humanos
e Métodos adecuados de limpieza y desinfeccion
e Serecomienda la cria de un grupo de edad por explotacion.
Médica:

Evaluar vacunacion segun cada pais.

En los focos:
e Sacrificio de todas las aves
e Eliminacién de las canales y todos los productos animales
e Limpiezay desinfeccion

e Esperar al menos 21 dias antes de la repoblacion.
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V.20. Captura de patos silvestres

Capturar, marcar, y liberar aves acuaticas para su subsecuente recuperacion y observacion
entrega importante informacion sobre el movimiento, supervivencia, uso del habitat y

caracteristicas generales de dichos animales.

Modelo de Trampa para Patos que Bucean:

Uno de los modelos mas sencillos y antiguos, descrito en 1953 por Hunt y Dahlka, permite
capturar patos que se sumergen en el agua. La ventaja de esta estructura es que elimina
todas las esquinas, lugares donde los patos pueden congregarse y sufrir dafio por
aplastamiento y sofocamiento, llegando incluso a la muerte. Consiste en una cerca de
alambre con una malla de 2 x 6 pulgadas. La mayoria de los alambres se ubican en forma
vertical para otorgar soporte. Para reducir la mortalidad el alambrado es alineado con una
malla para aves de cuatro pies de altura. EI mismo tipo de malla es usado en los extremos
superior e inferior de la trampa. La diferencia de 6 pulgadas entre las alturas de la
estructura y la malla para aves permite que exista un agujero de escape en caso de que los

niveles de agua fluctien demasiado y puedan poner en peligro a las aves.

Los autores han afirmado que durante los inviernos de 1949 a 1951 fueron capturados
25.000 patos con este sistema o modificaciones de ¢l, todos ellos en el “Lower Detroit

River” (USA), lugar donde el agua fluctiia a lo més dos pies durante seis horas.

Figura 4. Modelo para Patos que Bucean

ZT

Fuente: Hunt y Dahlka, 1953
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Modelo Automético de Trampa — Nido para Aves Acuaticas:

El modelo esté principalmente enfocado a estudios de comportamiento reproductivo.

Este método es menos eficiente para atrapar patos que bucean, los cuales usualmente
anidan sobre el agua con alta vegetacion. Esta trampa esta confeccionada con una cerca de
alambre galvanizado, con una entrada de 5 a 6 pulgadas de ancho, y 8 a 12 pulgadas de
alto. El disefio también incluye una puerta deslizante que es dirigida por dos piezas de
alambre. El techo esta hecho de alambre soldado. La puerta es activada cuando la hembra

hunde un pedal conectado a un broche “liberador de puerta” por una cuerda (Weller, 1957).

Figura 5. Modelo Trampa — Nido Automatico
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Fuente: Weller, 1957

El tamafio de la trampa depende de las especies que se deseen capturar y de la ubicacién del
nido. Una trampa de 14 pulgadas de alto y 16 pulgadas de diametro es recomendable para
patos que bucean y anidan sobre monticulos de vegetacién rodeados de agua. Para patos
que anidan en tierra se puede utilizar una trampa de de 8 a 10 pulgadas de alto, ya que con

frecuencia sus nidos estan en depresiones poco profundas en el suelo (Weller, 1957).

Para prevenir el abandono por parte de la hembra, la trampa debe ser usada en nidos con
huevos que llevan al menos 2 semanas de incubacion La trampa se estaca a la base del
nido, dejando la puerta orientada hacia el lado méas utilizado por la hembra para entrar al
nido. Luego se ubica una almohada de material del nido sobre los huevos, en un intento de
prevenir la ruptura de los mismos por la captura de la hembra. El area debe ser observada

desde cierta distancia, cuando sea posible (Weller, 1957).
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El autor no especifica la duracion ni fecha exacta del estudio, pero menciona que fue
realizado en Manitoba y Utah, USA. Este método permitio la captura de 6 patos cabeza
roja (Aythya americana); 5 porrones de lomo cruzado o pato de lomo blanco (Aythya
valisineria); 3 patos mallard (Anas platyrhynchos) y un pato colorado (Anas cyanoptera).
Segln el autor uno de los principales usos de esta trampa es para capturar hembras de
cabeza roja, las cuales estaban poniendo huevos en los nidos de otros patos. Cuarenta y dos

de estas hembras fueron capturadas.

Modelo de Trampa con Sefiuelo para Patos que Bucean:

Este disefio es mas bien pequefio y portétil, y estd enfocado principalmente a estudios
reproductivos. Pueden ser estructuras redondeadas o cuadradas.

Las trampas se construyen con una malla de 2,5 cm. de alambre, que es curvada y unida en
las esquinas con un cilindro de alambre inoxidable. Las puertas y pedales también son de
alambre soldado y ocupan anillos de metal como bisagras. Las barras de activacion son
hechas de alambre duro y ajustadas (curvadas) para liberar (activar) la puerta cuando un
peso apropiado es aplicado en el pedal, manteniéndose firme durante movimientos
causados por el viento o por el sefiuelo. Las trampas se ubican a una profundidad suficiente
en el agua para permitir que las aves sefiuelo naden sin problemas a través de las puertas
abiertas. Se puede usar una Unica hembra de la especie objetivo como sefiuelo (Afton et al,
1980).

Figura 6. Modelo Cuadrado de Trampa con Sefiuelo para Patos que Bucean
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Fuente: Afton et al, 1980.
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Este disefio fue utilizado en estudios entre los meses de abril y julio, los afios 1976 y 1977.
En ese periodo fueron capturados 78 patos de lomo blanco (A. valisineria); 155 cabezas
rojas (Aythya americana); y 114 patos de pecho blanco o porrén bola (Aythya affinis)
(Afton et al, 1980).

Modelo Puerta - Descendiente para Patos, Trampa Nido:

Este modelo es una modificacion al desarrollado por Weller en 1957. Los cambios se
centran en el mecanismo de activacion (liberacion) de la puerta, el cual operaria
satisfactoriamente en cualquier tipo de vegetacion. EI mecanismo de liberacion de esta
trampa nido modificada consiste en una estructura rectangular (A) hecha de alambre de
acero inoxidable del cual los extremos giran alrededor de una tira ubicada en la parte baja
dentro de la trampa. Para mantener la puerta abierta, la estructura es doblada hacia arriba y
la puerta es ubicada sobre una protrusion en la mitad de la estructura (B). En la esquina
superior de la estructura de sostén, es fijado un alambre flexible irrompible, y el otro
extremo (C) es curvado hacia abajo y ubicado en forma de arco en el borde del nido.
Cuando una hembra pisa sobre el arco de alambre, la protrusion de la estructura se libera, la

puerta cae y se cierra.

Figura 7. Modelo Trampa Nido

Fuente: Blums et al, 1983

Esta trampa también es diferente a la de Weller en lo que se refiere al tamafio. La trampa es
mas alta, por lo que la puerta no sobresale por sobre la estructura completa. La entrada méas
amplia facilita en ingreso del pato a la trampa. Es recomendable aceitar el mecanismo una o

dos veces por temporada para evitar que se atasque la puerta (Blums et al, 1983).
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Este disefio permiti6 atrapar patos durante la época de reproduccion entre 1978 — 1980, en
el sector del Lago Engure, Républica de Letonia. Durante esos tres afios fueron capturados
34 patos cuchara (no se describe la especie); 764 porrones comun o europeo (Aythya

ferina); y 370 porrones mofiudo (Aythya fuligula), todas hembras (Blums et al, 1983).

Modelo de Trampa para la Epoca de Reproduccion de Patos Mallard en Dakota del Norte:
Este modelo con un objetivo tan claro busca aumentar la efectividad de captura de patos,
dado que segun los autores (Sharp y Lokemoen) las trampas descritas por Anderson (198) y
Blums et al. (1983) eran inefectivas para capturar patos que bucean, y sus tlneles de
entrada no eran los mas 6ptimos. En general este modelo seria mas confiable en el
mecanismo de activacion, adiciona un compartimento central de sefiuelos removible,
aumenta el tamafio del compartimento de captura e incorpora una puerta - resorte de
entrada; todo para construir una trampa con sefiuelo especialmente disefiada para capturar
patos reales. Las puertas han sido disefiadas para operar independientemente y aumentar la
posibilidad de maltiples capturas. EI compartimento del sefiuelo (cilindro) tiene un anillo
de alambre unido al extremo superior para facilitar asi su remocién y el cambio de los
sefiuelos vivos. La sensibilidad del sistema de activacion ha sido ajustado para que el ave
objetivo pueda activar la puerta, pero no es tan sensible como para que la puerta se cierre
prematuramente debido a vibraciones del viento, movimiento de olas, o por el cierre de

puertas de otros compartimentos (Sharp y Lokemoen, 1987).

Figura 8. Modelo para Patos Mallard

Fuente: Sharp y Lokemoen, 1987
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El modelo fue utilizado en un estudio en Dakota del Norte, entre los meses de abril y
agosto, los afios 1980 y 1981, para evaluar principalmente la época de reproduccion. Se
capturaron 612 adultos y 42 juveniles mallard. Durante el mismo periodo (y aunque no era
el objetivo principal) también fueron capturados 308 anades friso o pato gris (Anas

strepera) y 297 pato de alas azules (Anas discors) (Sharp y Lokemoen, 1987).

Modelo Portétil de Trampa para Patos:

Un ejemplo mas actual de construccion de jaulas de captura lo da Malcolm Wilson (2005)
en el articulo “A portable duck trap”. El disefio descrito consiste en una estructura cuadrada
de 2 x 2 mts de ancho y 1 metro de alto, con una o dos entradas tipo embudo. Esta trampa
puede ser trasladada en cualquier vehiculo, y armada en unos 30 minutos como maximo.
Puede capturar patos durante la noche y el dia si se revisa cada 6 a 12 horas. Trampas mas
pequefias de 1,5 x 1,5 metros también son utilizadas, y pueden ser enrolladas y guardadas

en el maletero de la mayoria de los autos.

El disefio es una estructura de plastico, y en general incluye PVC en la zona de uniones,
malla pléstica para cubrir la trampa, cable y estacas de metal para anclarla al suelo.

Una vez que la trampa es colocada con el cebo (alimento por ejemplo), se debe revisar cada
6 a 12 horas, segun de la densidad de aves presentes. Es recomendable revisarla desde la

distancia usando binoculares para evitar la dispersion de aves que estén cerca del lugar.

Indicaciones

e Es importante asegurarse de que la trampa no sea encontrada por gente que pueda
robar las aves o por depredadores. Es preferible que la trampa no sea usada cerca de
lugares publicos.

¢ No debe abandonarse la trampa permanentemente, a no ser que se haya removido un
lado de ella (trampa afuncional) o pueda ser revisada por alguien de manera regular
(diariamente).

e Latrampa no debe ser ubicada donde exista el riesgo potencial de que aumenten los

niveles de agua.
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e La trampa puede ubicarse entre la vegetacion o en areas méas expuestas, segun la
especie que se desee capturar.

e Es mejor ubicar la trampa en el margen de los cuerpos de agua (por ejemplo, la
mitad sobre el agua y la mitad bajo el agua), con una profundidad no mayor a 1,50
mts. Debe ser cebada con maiz, dejando un rastro tentador desde la entrada tipo

embudo (la cual debe estar en el agua) hasta el centro de la trampa.

El autor no describe estudios en patos con este disefio de trampa.

Figura 9. Diagrama de una trampa de patos portatil
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VI. OBJETIVOS

Obijetivo general:

Describir el proceso de captura, toma y procesamiento de muestras para el diagnostico de

Influenza Aviar en patos silvestres en la Quinta Region de Chile.

Objetivos especificos:

e Estandarizar el proceso de captura y toma de muestra en patos silvestres para la
busqueda del virus de IA.

e Desarrollar y describir las técnicas diagndsticas de inoculacion en huevos
embrionados SPF, necesarias para el aislamiento de virus de la 1A.

e Realizar el procedimiento de hemoaglutinacion (HA) para determinar la presencia
de virus hemoaglutinante.

e En caso de detectar la presencia de virus hemoaglutinante, realizar la prueba de

inhibicién de la hemoaglutinacion (IHA) para identificar el virus presente.
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VII. MATERIALES Y METODOS

VII.1. Materiales Terreno

e Traje de agua (para la captura)
¢ Rejas de alambre (para fabricacion de jaulas)
e Maiz chancado (para cebo)
e Tubos de ensayo con caldo infusién cerebro corazon (a 4° C) con antibi6ticos en la
siguiente concentracion:
- Penicilina 2000 Ul/ml
- Estreptomicina 2 mg/ml
- Gentamicina 0,16 mg/ml
- Fungizona 0,04 mg/ml (anfotericina B)
e Torulas estériles (para muestras orales y cloacales)
e Cajas isotérmicas
e Bolsas con hielo
e Guantes de latex
e Mallanegra
e Alambre
e Cordel
e Fierros de 1-1,5 metros de largo
e Bolsa de tela para patos
¢ Anillo para marcar patos de distintos tamafios
o Alicate especial para anillos
e Regla

e Pesa
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VI1I1.2. Materiales Laboratorio

e Tubos con caldo infusion cerebro corazon con antibidticos en la siguiente
concentracion:
- Penicilina 2000 Ul/ml
- Estreptomicina 2 mg/mi
- Gentamicina 0,16 mg/ml
- Fungizona 0,04 mg/ml (anfotericina B), y sus respectivas muestras de térulas
orales de pato
e Tubos de ensayo estériles
e Gradillas
e Pinzas estériles
e Tijeras estériles
e Plumon permanente
e Pipetas y micropipetas (de 50 ul, 100 ul, 500 ul, 1ml, 5 ml)
e Pipeta multicanal (con capacidad para 50 ul)
e Puntas estériles de pipetas y micropipetas
e Medio CTT (caldo tris triptosa)
e Guantes de latex
e Congeladora-70°C
e \ortex
e Centrifuga con capacidad de 3000 rpm y temperatura de 4° C
e Filtros de 0,22 um
e Camara de bioseguridad Clase Il
e Alcohol de 70° para desinfectar zonas de trabajo
e Huevos de pollo embrionados SPF, entre 9 y 11 dias. (Universidad Austral de
Chile)
e Ovoscopio
e Incubadoraa37°C

e Lé&piz grafito o algin marcador
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Pieza oscura
Algodon
Alcohol yodado
Taladro pequefio (para hacer un pequefio orificio en los huevos): Burgess® modelo
V -73.
Jeringas de tuberculina (estériles)
UHU (pegamento transparente)
Céamara refrigerada (4° C)
Jeringas de 3 ml con sus respectivas agujas
Rifi6n o recipiente para cascara de huevos
Bolsa plastica para desechos organicos
Porta huevos de plastico
Sangre de pollo fresca (5 ml), al 0,5%
Buffer PBS 0,1 M pH 7,2:
- Cloruro de Sodio 8,5 grs.
- Fosfato de sodio dibasico anhidrido 1,33 gr.
- Fosfato de sodio monobaésico 0,22 gr.
- Agua desionizada c.s.p 1.000 ml.
- HCI 1IN hasta lograr pH 7,2

Micro placa de fondo redondo con 96 pocillos
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VI11.3. Métodos Terreno

Para la captura de patos silvestres se eligieron los humedales de Leyda, Los Molles,

Colejuda y EIl Yali, en la zona de San Antonio, 5° region de Chile. La captura se realizo

entre los meses de marzo y junio del 2007.

Instalacion de jaulas:

N oo g &~

Se eligi6 un lugar del humedal, cercano a la orilla y no profundo, para la instalacion
de las jaulas.

Se colocaron las rejas de alambre en forma circular o cuadrada, formando una jaula
de unos 2 mt x 1,5 mt en el caso de las cuadradas, y unos 2 mts de diametro en el
caso de las circulares. Se fue haciendo presion sobre la jaula para que fuera
quedando enterrada en el fango/barro.

Se dej6 un espacio abierto para formar la entrada a la jaula, la cual se proyect6 en
forma de embudo o circular, preocupandose que vaya de mas ancho a mas angosto
desde el exterior al interior. La parte mas angosta debia permitir el ingreso de un
pato.

Se deposité maiz chancado dentro de cada jaula y siguiendo el camino de la entrada.
Se ubicaron algunos patos de plastico (cebos) en ciertas jaulas.

Se instalaron 2 a 3 jaulas por humedal.

Durante los dias siguientes se fueron a visitar las jaulas muy temprano en la
madrugada para verificar si se habia capturado algin pato. Idealmente se reviso
primero con binoculares a una distancia considerable para no dispersar a las aves

cercanas.

Es importante mencionar que las visitas se programaban 1 a 2 veces por semana,

preocupandose de dejar la jaula afuncional si es que no se iba a visitar al otro dia. Esto

por el riesgo que pudieran correr los animales estando atrapados méas de un dia dentro

de las jaulas.
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Captura y Muestreo de Patos:

Al encontrar alguna jaula con un pato en su interior los pasos a seguir fueron los

siguientes:

9.

Se ingreso en la jaula para tomar al pato cuidadosamente con las manos.

Se saco de la jaula y se depositd en una “bolsa para patos” de tela blanca.

En caso de existir mas de un pato en la misma jaula se sacaron de a uno y se
ubicaron dentro de una malla negra con forma de “U” invertida, afirmada por tres
alambres que se enterraban en la tierra. En la parte superior de la malla habia 2
aberturas para depositar al pato en su interior, las cuales luego se cerraban con
sujetadores.

Se tomd la bolsa con el pato en su interior y se procedio a pesarlo (esto para
registros internos). Seguido se sacd al animal de la bolsa para pesar la bolsa sola y
asi obtener un peso mas exacto por diferencia.

Luego se realizaron distintas medidas a cada individuo: largo de alas, de cabeza, de
pico, de tarso. Toda esta informacidon quedd anotada en un registro de captura, el
que también incluia datos de ubicacion de la jaula, hora del hallazgo y todos los
datos que se consideraran pertinentes.

Se colocd un anillo de identificacion en la pata de cada individuo, el cual es
totalmente no invasivo. Dicha informacion también quedé registrada, junto con la
identificacion de la especie animal.

Terminada la toma de datos “externos” se procedi6 a extraer sangre de la vena alar,
la cual fue depositada en tubos para dicha funcion.

Seguido se tomaron cuidadosamente las muestras de tdrulas orales/traqueales,
cuidando de que la térula no tocara ningun sitio externo a la cavidad oral del animal.
Dichas torulas fueron sumergidas en tubos con caldo cerebro/corazon, tapadas y
guardadas en la caja isotérmica.

Luego se tomaron muestras con torulas cloacales.

10. Terminado el muestreo completo se libero al pato en su habitat natural.
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11. Todas las muestras y datos recolectados fueron llevados a las dependencias del
SAG.

12. Los tubos con torulas orales fueron llevados a la Unidad de Virologia Pecuaria del
Departamento de Laboratorios y Estaciones Cuarentenarias del SAG (Lo Aguirre),
se ingresaron con su protocolo correspondiente y se congelaron a -70° C (o se
refrigeraron a 4° C si es que se fueran a procesar antes de 48 horas).

Es necesario aclarar que esta memoria se centra en las muestras orales/traqueales de
patos silvestres, sin embargo se mencionaron dentro de los procedimientos todos los
pasos realizados durante las capturas, los cuales incluyen actividades para el desarrollo

de otras tesis.

VI1.4. Métodos Laboratorio

Inoculacion en huevos embrionados:

1. Se trabaj6 con huevos embrionados SPF entre 9 y 11 dias de incubacién. En el
interior de una sala temperada (36° C — 37° C) se utiliz6 un ovoscopio para
identificar la viabilidad del embrion y la camara de aire de cada huevo. Se marco su
limite (cAmara de aire) con un marcador o cualquier lapiz que pueda rayar la cascara
del huevo. Se guardaron nuevamente en una incubadora.

2. Se sacaron del congelador (-70° C) o del refrigerador a 4° C (en caso de que las
muestras lleven menos de 48 horas) los tubos con las térulas de cada muestra oral
de patos. Se esper0 hasta que se descongelaran.

3. Se marcaron tubos de ensayos estériles con el n° de protocolo de cada muestra (en el
paso 6 se especifica el total de tubos).

4. Se abrieron los tubos con las torulas y se sacaron con una pinza estéril. Se
desecharon las térulas en un recipiente adecuado para desechos organicos.

5. Se sacO cantidad suficiente de cada muestra (de los tubos que tenian las térulas)
para lograr depositar 1 ml final en cada tubo marcado con el n° de protocolo

correspondiente. Hay que destacar que se pueden hacer pools de hasta 5 muestras
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10.

11.

12.

13.

por protocolo, es decir, un tubo puede incluir hasta 5 muestras de un mismo
protocolo. Si hay mayor numero de muestras correspondientes a un mismo
protocolo, se debe marcar un tubo de ensayo adicional. Por ejemplo: hay 7 muestras
del protocolo A. Se marca un tubo con la letra A y otro A.1. En el primero se
pueden incluir las 5 primeras muestras (200 ul de cada una) y en el segundo las 2
muestras que quedaban (500 ul de cada una).

Una vez colocado el liquido muestra en el tubo correspondiente, se agregd a éstos
CTT en proporciéon 1:1 en relacion al liquido muestra, es decir, 1 ml por tubo.
Finalmente cada tubo qued6 con 1 ml de muestra + 1 ml de CTT.

Se dejaron incubar los tubos tapados una hora a temperatura ambiente, para
permitir la accion de los antibidticos.

Los tubos con el caldo cerebro — corazon que tenian originalmente las térulas se
volvieron a congelar tapados en caso de necesitarlos nuevamente.

Pasada la hora de incubacion se tomaron los tubos y se centrifugan durante 10
minutos, a 3000 rpm, a 4° C.

Mientras se centrifugaban los tubos se fueron a buscar los huevos a la incubadora y
se desinfecto la zona a perforar con alcohol yodado (marcada en el paso 1)

Con el taladro (previamente desinfectado) se hizo un pequefio orificio sobre la zona
marcada.

Cada huevo se rotuld con el nimero de protocolo y muestra correspondiente
(misma rotulacién que se le habia hecho a los tubos). Eso si, es muy importante
mencionar que deben rotularse 5 huevos por muestra.

Las muestras ya centifugadas se fueron inoculando en los huevos SPF marcados (9
a 11 dias de incubacion) utilizando jeringas de tuberculina, con 0,2 ml cada uno, via
cavidad corioalantoidea. Se utilizo el orificio hecho por el taladro para facilitar la

inoculacion. Recordar que deben inocularse 5 huevos por muestra.
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Figura 10. Via de inoculacion corioalantoidea

Fuente:

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Guia de Laboratorio de Enfermedades Virales. UVM

El orificio hecho por el taladro se tap6 con pegamento transparente (UHU).

Se incubaron los huevos por 5 dias (37° C), preocupandose de observar una vez al
dia cada huevo con el ovoscopio.

Las muertes embrionarias producidas dentro de las primeras 24 horas se descartan
por ser inespecificas y desechan, dado que el virus de la IA tarda mas de 24 horas en
matar al embrién de pollo.

Todos los embriones muertos luego de las primeras 24 horas de incubacion se
abrieron dentro de la cadmara de bioseguridad y se les realizd la prueba de
hemoaglutinacion.

Al quinto dia se sacaron los huevos de la incubadora y se colocaron en una camara
refrigerada (4° C) por 3 horas.

Pasadas las 3 horas los huevos fueron llevados dentro de la camara de
bioseguridad, desinfectados con alcohol yodado y abiertos por la cdmara de aire,
utilizando tijeras o pinzas estériles.

Se recolectd liquido alantoideo de cada huevo, cantidad suficiente para hacer un
total de 3 ml por muestra (por ejemplo, si sobrevivieron los 5 huevos por muestra,
se sacaron unos 0,6 ml por cada huevo). Es posible utilizar la misma jeringa si se
esta recolectando liquido alantoideo de huevos pertenecientes a una misma muestra.
Se depositaron los 3 ml en un tubo de ensayo estéril rotulado con el nimero de
protocolo y de muestra correspondiente a la rotulacion de los huevos de donde
obtuve el liquido. Se sigue el mismo procedimiento con cada grupo de huevos

pertenecientes a una misma muestra.
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22. Los tubos rotulados y con el liquido obtenido de los huevos fueron bien tapados y
puestos en una centrifuga a 3.000 rpm, por 10 minutos a 4° C.

Hemoaglutinacién:

1. Se obtiene sangre de pollo (5 ml) en solucién Alsever (anticoagulante)
2. Se lava la sangre tres veces con PBS de la siguiente manera:
- Enun tubo de ensayo estéril se mezclaron 3 ml de sangre de pollo con 3 ml
de PBS y se homogenizaron suavemente
- Se centrifugd a 2.000 rpm durante 5 minutos.
- Se elimind el sobrenadante del tubo
- Seagreg6 nuevamente PBS y se repitid el proceso 2 veces mas.
3. En un tubo de ensayo estéril se mezclaron 10 ml de PBS con 50 pl del pellet de
gldbulos rojos obtenido del proceso anterior.
4. Se homogenizd suavemente
5. Con la mezcla anterior se obtuvo una solucion de glébulos rojos de pollo al 0,5
%.
6. Bajo la camara de bioseguridad, en una microplaca de fondo redondo estéril, se
agregaron 50 ul de PBS en cada pocillo de la siguiente forma:
- Hacia el lado (columnas), tantos pocillos como tubos se llenaron y se
centrifugaron en el paso 22 de “inoculacion de huevos embrionados”
- Hacia abajo se llenaron 3 filas (A, B, C)

- Laaltima fila de la microplaca también lleva PBS (H)

EJEMPLO: Si se tienen 8 muestras centrifugadas (8 tubos):

Llenar 3 filas hacia abajo (hasta la letra C) y llegar hasta la columna n° 8 hacia el lado. En
total se llenan 22 pocillos con PBS, 50 ul en cada uno.

Luego llenar la dltima fila, marcada en la placa con la letra H, también con 50 ul cada

pocillo.
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Figura 11. Microplaca

Fuente: Unidad de Virologia Pecuaria, SAG, Lo Aguirre.

10.

11.

12.

13.

14.

Se tom6 el primer tubo rotulado (paso 22 de “inoculacién en huevos
embrionados™) y se sacaron 50ul de su contenido el cual fue depositado en el
primer pocillo (Al). Su utilizé una micropipeta con puntas estériles.

Se tom¢ el segundo tubo rotulado y se sacaron (con una nueva punta estéril) 50
ul de su contenido y se depositaron en el segundo pocillo (A2)

Asi se va haciendo con cada tubo hasta completar toda la fila hacia el lado. Se
congelaron los tubos a -70° C una vez que ya fueron utilizados.

Ahora quedaron 100 pl en cada pocillo, excepto en la altima fila que adn tiene
50 pl de PBS y nada més.

Se hicieron 3 diluciones mezclando hacia abajo a partir de la 1° fila, sacando 50
ul cada vez y pasandolo a la fila siguiente. Para facilitar este procedimiento se
utilizé una pipeta multicanal.

Los 50 ul de la 3° fila (fila C) que se sacaron y mezclaron se eliminan, ya que
las diluciones llegan sélo hasta alli.

Finalmente se agregaron 50 ul de la solucion de glébulos rojos (al 0,5 %) a
cada pocillo con contenido, incluyendo los de la ultima fila, dado que esta fila es
la denominada “control de glébulos rojos”.

Se dejé la microplaca en la camara de bioseguridad por una hora a temperatura
ambiente para esperar la reaccion.
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15. Pasada la hora se observé la placa para ver si existia hemoaglutinacion (se ve
una malla al fondo de la placa) o si el resultado era negativo (se ve un boton de

gldbulos rojos al fondo de la microplaca).

Es importante mencionar que para diagndstico de influenza aviar por este metodo se

necesita realizar un segundo pasaje en huevos:

1. Retomamos los tubos que fueron congelados a -70° C luego de utilizar una pequefia
porcion de su contenido en la hemoaglutinacion.

2. Al recibir nuevas muestras para inocular en huevos se procedid a sacar del
congelador los tubos antes mencionados (paso 1), asi aprovechamos de inocular
todo un mismo dia.

3. Se agregaron 2,25 ml de CTT a un tubo estéril rotulado segun la informacién de
cada muestra (las muestras que habiamos congelado para el 2° pasaje)

4. Se obtuvieron 250 ul del liquido alantoideo de los tubos y se colocaron en los
nuevos tubos de ensayo con CTT. Para ello ocupamos micropipetas con puntas
estériles, las cuales se fueron cambiando por cada muestra.

5. Agitamos cada tubo en un vortex para mezclar bien.

6. Se pueden refrigerar los tubos a 4° C hasta que esté todo listo para la inoculacion de
huevos (méaximo 48 horas refrigeradas, si no congelar a - 70° C).

7. A partir de este punto se contintia el procedimiento como si fueran para un 1° pasaje

(desde el paso 7 de “inoculacioén en huevos embrionados”).
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Resultados de captura:

VIilI. RESULTADOS

Se logro un total de 66 muestras de patos silvestres en los humedales antes mencionados de

la zona de San Antonio, entre los meses de marzo y junio del 2007.

Las muestras se describen a continuacion:

Tabla 2. Identificacion de las muestras de patos silvestres.

ESPECIES TOTAL
Jergon | Jergdn Chico | Gargantillo | Pato Real Pato
Grande ( Anas (Anas ( Anas Colorado
ID. ( Anas flavirostris | bahamensis | sibilatrix) ( Anas

FECHA MUESTRA | georgica) | flavirostris) | rubirostris) cyanoptera)
15 de marzo 3004 7 3 10
21 de marzo 3111 3 3
26 de marzo 3452 1 1
2 de abril 3878 1 1 2
9 de abril 3960 1 8 9
17 de abril 4343 14 1 5 1 21
25 de abril 4773 7 5 12
8 de mayo 5198 5 5
15 de mayo 5444 2 2
19 de junio 6863 1 1
TOTAL
FINAL 66
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Resultados aislamiento de virus:

Las 66 muestras fueron procesadas ocupando cultivo virologico de térulas orales (descrito
anteriormente). No hubo mortalidad ni lesiones de los embriones en ninguno de los casos.
Tampoco hubo actividad hemoaglutinante en ninguno de los liquidos alantoideos de los
huevos embrionados SPF.

En resumen, no se evidencio nada consistente con la presencia de virus de Influenza Aviar.

Figura 12. Botdn de globulos rojos, indicando resultado negativo en el test de HA.
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Fuente: Unidad de Virologia Pecuaria, SAG, Lo Aguirre

69



IX. DISCUSION

Las aves silvestres, principalmente los patos, son los reservorios naturales de los virus
influenza tipo A. Comunmente no presentan signos clinicos, ya sean portadores de
influenza aviar de alta o baja patogenicidad. Es por esto que el monitoreo de estas aves es

parte esencial de la vigilancia para Influenza Aviar en cualquier pais.

Recordemos la gran importancia de la vigilancia de este virus, ya que se sabe el potencial
de mutacion de virus de baja patogenicidad a alta patogenicidad, al tratarse principalmente

de cepas H5 y H7. Un ejemplo lo tenemos con el brote chileno el afio 2002.

Para poder llevar a cabo dicho monitoreo fue necesario utilizar jaulas de captura portatiles,
las cuales cumplieron su rol capturando patos para el muestreo. En este punto es necesario
mencionar que el tipo de trampas utilizadas no son necesariamente las mas eficientes,
aunque como ya se dijo, cumplieron su rol. Si comparamos con algunas de las mencionadas
en la bibliografia podriamos pensar que es bastante ineficiente; sin embargo, la informacion
disponible en bibliografia se enfoca principalmente a periodos de reproduccién o a patos
buceadores, lo cual no corresponde a la realidad de este estudio. Se debe considerar la
realizacion de mayores estudios sobre la confeccion y eficiencia de trampas portatiles,

principalmente si se trata de capturas para monitoreo, y no para estudios de reproduccion.

Cabe destacar que las jaulas utilizadas en este caso son estructuras faciles de construir,

basadas en modificaciones a jaulas descritas por la literatura.

Las aves capturadas corresponden a especies comunes en los humedales centrales, todas
ellas con costumbres migratorias. La distribucion de especies no es homogénea, debido a
caracteristicas del comportamiento de cada una de ellas. Asi por ejemplo, al Pato Real se le
asigna una personalidad bastante esquiva, tendiente a ubicarse siempre al centro de la
laguna. En el caso del Pato Colorado es posible deducir que su escasa presencia se debi6 a

sus habitos alimenticios, ya que es filtrador omnivoro y se alimenta de semillas, plantas,
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insectos y moluscos acuéticos, gustandole la vegetacion emergente baja (recordar que se
utiliz6 maiz chancado en las trampas). Ambos casos sélo tuvieron un representante en el

total de aves capturadas (descripcion de patos en www.avesdechile.cl).

Respecto al total de aves capturadas, se deben mencionar las dificultades generales del
muestreo, que no soélo se refiere a la eficiencia de las jaulas; sino también al medio
ambiente fangoso de dificil acceso y a la condicion silvestre de las aves, lo que implica un
comportamiento generalmente esquivo. Es asi como el reducido numero de aves
muestreadas (66 patos) en relacion al gran trabajo desplegado en 10 camparfias de captura,
en un periodo de 4 meses; también ha sido justificado y documentado en un estudio
serologico y virologico para Influenza Aviar, Enfermedad de Newcastle y Salmonella spp.

en zarapitos y playeros articos en Tierra del Fuego, Chile (Roa, 2006).

Volviendo al muestreo propiamente tal, es importante mencionar que las térulas orales son
ideales para el cultivo viroldgico, dado que el virus que actualmente esta cobrando mayor
importancia en los brotes mundiales es el H5N1, el cual se comprobd que replica
principalmente en el sistema respiratorio superior. Dichas térulas son sumergidas en caldo
infusién cerebro — corazon, el cual debe estar en condiciones 6ptimas, dado que la
concentracion de los antibidticos y la temperatura son fundamentales para controlar
cualquier microorganismo que pudiera adulterar las pruebas de laboratorio a realizar

posteriormente.

Una vez obtenidas las muestras, es importante contar con pruebas confiables y sensibles,
recomendadas por la OIE. Acé es donde destacan las pruebas de cultivo viroldgico, que
permiten replicar el virus (si estuviera presente) y confirmar su presencia a través del test

de hemoaglutinacion.
Esta prueba (HA) detecta microorganismos hemoaglutinantes. En nuestro caso necesitamos

pesquisar virus hemoaglutinantes. Por esta razon es tan importante la solucion de

antibidticos con la que es tratada la muestra, para evitar asi la presencia de cualquier otro
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microorganismo hemoaglutinante (especialmente bacteriano) que pudiera dar falsos
positivos a la prueba de HA. En este punto destacan las bacterias como los micoplasmas.

En caso de que sea detectado un virus hemoaglutinante se debe realizar la prueba de
Inhibicion de la Hemoaglutinacién para determinar si el virus presente es Influenza o
Newcastle. Para dicho efecto el laboratorio debe contar con los antisueros respectivos. En
nuestro caso no fue necesario realizar una prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion,

dado que todos los resultados fueron negativos a la prueba de HA.

Se debe tener en cuenta que para la realizacion de este tipo de procedimiento se requiere
idealmente un laboratorio de Bioseguridad Ill; que incluye camara de fluyo laminar,
presidn negativa, cambio de vestuario con ducha exclusa, el uso de autoclave, incineracion,

y completa descontaminacién de las areas de trabajo.

El cultivo viroldgico es un procedimiento relativamente facil y resulta muy préactico a la
hora de hacer un “screening” de aves silvestres, pero lamentablemente es una técnica lenta;
por lo tanto se recomienda la implementacion de técnicas mas rapidas como las

moleculares.

Las técnicas diagndsticas hoy aplicadas para la deteccion de 1A son las utilizadas en los
laboratorios de referencia del Nacional Veterinary Services Laboratories (NVSL), Ames,
lowa; y son respaldadas por la OIE. Dichas técnicas estan implementadas en los
laboratorios del SAG y han demostrado, por estudios, ser sensibles y eficaces para la

deteccién de virus de IA.

En este estudio, las 66 muestras de patos silvestres resultaron negativas al aislamiento del
virus de IA. Estos resultados, a nivel nacional, son coincidentes con otras investigaciones
de aislamiento viral en aves silvestres. Hidalgo et al. (2003) comunican la ausencia de
evidencias seroldgicas y de aislamiento viral para 1A y Enfermedad de Newcastle en 50

zarapitos y 59 playeros articos capturados en Tierra del Fuego.

72



Por otra parte, el SAG no ha encontrado evidencias de aislamiento de virus de 1A en
muestras capturadas en humedales a lo largo de Chile, desde su erradicacion luego del brote
del 2002. Esto se puede corroborar revisando los dltimos resultados de los estudios de
vigilancia y monitoreo que realiza el SAG junto con la Asociacion de Productores Avicolas
de Chile (APA), donde se incluyen todas las aves muestreadas cada afio, tanto silvestres

como de produccidn, mascotas y de zooldgico (SAG, 2006b; SAG, 2007).
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X. CONCLUSIONES

Segun los objetivos planteados y los resultados obtenidos se puede concluir que:

1. Se logro, a nivel local, la estandarizacion de un método de captura de patos
silvestres para el desarrollo de programas de vigilancia epidemiolégica de Influenza
Aviar con aislamiento viral.

2. Durante el periodo en estudio se logré un reducido nimero de patos capturados,
debido a las dificultades de trabajo en humedales, la conducta asilvestrada de los
patos, y otras limitaciones propias del trabajo con aves silvestres, por lo que
recomienda seguir estudiando con estrategias de captura méas productivas.

3. Los resultados negativos a Influenza Aviar en este estudio, aunque en un reducido
nimero de muestras de aves silvestres, son coincidentes con otros trabajos
nacionales y demuestran un bajo nivel de riesgo de la introduccion de esta

enfermedad exatica al pais, por la via de las migraciones.
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XII. ANEXOS
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