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RESUMEN

La Influenza tipo A es una enfermedad causada por la infeccion del virus de la influenza
tipo A que ocasiona severas pérdidas econdmicas y sociales en la poblacion, siendo el
Pert uno de los paises libre de esta enfermedad. La vigilancia sanitaria y las medidas de
bioseguridad, constituyen las principales herramientas de prevencion mientras que una de
las principales medidas en la vigilancia sanitaria es el monitoreo seroldgico de las aves
de produccion a través del ELISA siendo el mas utilizado el tipo competitivo, el cual
permite la deteccion de anticuerpos contra Influenza Aviar en diversas especies. El
objetivo del presente estudio fue determinar la prevalencia de anticuerpos contra el virus
de influenza tipo A en aves reproductoras de las provincias del departamento de Lima. Se
analizaron 387 muestras de suero de aves reproductoras obtenidas del laboratorio de
Patologia aviar de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos indistintamente del sexo o edad, a través de la prueba de ELISA
competitivo. El 100% de las muestras analizadas resultaron negativas a la presencia de
anticuerpos contra el virus de influenza tipo A, con una prevalencia de 0%. Se concluye
que las aves analizadas no evidencian exposicion previa al virus de influenza tipo A al no

detectarse anticuerpos contra el agente.

Palabras clave: virus de Influenza tipo A, Aves reproductoras, ELISA

competitivo



ABSTRACT

Avian influenza is a disease caused by influenza type A virus infection that causes severe
economic and social losses in the population, Peru being one of the countries free of this
disease. Sanitary surveillance and biosafety measures are the main prevention tools, in
turn one of the main measures in health surveillance is serological monitoring of
production birds through ELISA being the most used the competitive that allows the
detection of antibodies against Avian Influenza in various species. The objective of this
study was to determine the prevalence of antibodies against influenza type A virus in
breeding birds in the department of Lima. 387 serum samples from breeding birds
obtained from the Avian Pathology Laboratory of the Faculty of Veterinary Medicine of
the Universidad Nacional Mayor de San Marcos were analyzed regardless of sex or age
through the competitive ELISA test. Of the 387 samples, 100% of them were negative
for the presence of antibodies against the influenza type A virus, with a prevalence of 0%.
It is concluded that the birds analyzed do not show previous exposure to influenza type

A virus as no antibodies against the agent are detected.

Key words: Influenza type A virus, Breeding birds, Competitive ELISA
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I.- INTRODUCCION

La Influenza aviar (IA) es una enfermedad de caracter infeccioso propiciado por
los virus de influenza tipo A (vIA). El cual puede afectar tanto a aves de crianza
tecnificada, aves de crianza extensiva, aves mascota, aves silvestres e incluso a mamiferos
como los porcinos y los humanos. Debido a esto, esta enfermedad representa un grave

problema de importancia en la industria animal y salud publica.

Los virus de influenza tipo A son proclives a mutaciones, por lo cual constituyen
un potencial peligro zoonotico. Por este motivo, la OIE y la FAO han elaborado diversos
manuales para implementar una adecuada vigilancia epidemiologica de esta enfermedad

(FAO, 2007; OIE, 2021).

En el afio 2002 ocurri6 el primer brote de influenza aviar altamente patdégena en
Sudamérica, especificamente en Chile; ante esto el Servicio Nacional de Sanidad Agraria
del Pera (SENASA) construy6é un plan de accion para la prevencion de 1A, logrando
posteriormente a través de un documento sustentado declarar al Peru, pais libre de 1A
(2005). A pesar de que en estudios posteriores se lograron aislar en el pais vIA de baja
patogenicidad (IABP) en aves silvestres (Ghersi, 2009; Segovia; 2013), el Pert continta
siendo libre de influenza aviar en aves comerciales. Esto se ha logrado gracias al esfuerzo
conjunto de los avicultores mediante el cumplimiento de las normas, asi como la estricta
vigilancia sanitaria realizada por el SENASA. Esta vigilancia se realiza mediante el
monitoreo serologico de aves de crianza familiar, tecnificada y de combate a lo largo del

territorio peruano (SENASA, 2020).

La avicultura en el Pert tiene una participacion significativa dentro del valor bruto
de la produccién agropecuaria y constituye una actividad econdémica en pleno crecimiento
(25.8% de valor bruto de la produccién agropecuaria). En lo que respecta a las aves
reproductoras la mayor cantidad se concentra en la costa, principalmente en las regiones

de Lima, La Libertad, Ancash y Ica (MINAGRI, 2019).

El presente estudio se realizd a partir de muestras de suero sanguineo de aves
reproductoras de crianza tecnificada del departamento de Lima. Este tipo de crianza se
caracteriza por los altos niveles de bioseguridad y un alto cuidado veterinario. Sin
embargo, a pesar de esto estas aves se encuentran en contacto cercano con aves silvestres.

Ademéas, el SENASA no hace publicos los monitoreos serologicos que realiza. Por todos

1



estos factores, es necesario tener un conocimiento sobre el estatus de anticuerpos en las

aves reproductoras del departamento de Lima.

El objetivo principal del estudio fue evaluar la prevalencia de anticuerpos contra
el vIA, mediante la prueba de ELISA competitivo realizado en muestras de suero de
gallinas reproductoras del departamento de Lima, los resultados obtenidos contribuiran a
la vigilancia epidemioldgica de la enfermedad, lo cual nos dara una visidon sobre la

situacion actual de la influenza aviar en aves reproductoras de nuestro pais.



IL.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 INFLUENZA AVIAR

2.1.1 Importancia en Salud Puablica

Aunque los virus de influenza tipo A en general no ocasionan infecciones en
humanos, se han reportado casos esporadicos de esta enfermedad debido a la transmision,
ya sea directa o indirecta del vIA de aves a los humanos, especialmente después de haber
tenido contacto con aves infectadas sin la debida proteccion (CDC, 2017).

Las aves, a diferencia de otras especies alojan todos los subtipos conocidos del vIA,
estos virus pueden contagiarse a los humanos directamente de las aves, de los entornos
contaminados por el virus aviar o a través de un hospedero intermediario, como el cerdo
(CDC, 2015).

Las epidemias y pandemias de gripe son producida debido a la convergencia de dos
circunstancias: la escasa o nula respuesta inmune de las personas frente a la infeccion
viral y la aparicion de un virus capaz de tener una transmision sostenible de persona a
persona (OMS, 2018). El virus de la influenza tipo A es capaz de evadir la respuesta
inmune del hospedero, esto lo logra mediante la ausencia de un sistema de reparacion
genética de su material genético durante la replicacion en los humanos; esto origina que
se genere una nueva cepa en el hospedero. Estos cambios antigénicos conocidos como
variacion antigénica necesitan de una vigilancia sostenida de la condiciéon mundial de la
IA, generando cada cierto tiempo ajustes en la composicion de las vacunas frente esta

enfermedad (Echaniz, 2004).



Ademas, en algunos casos se puede producir una variaciéon antigénica mayor el cual
consiste en un cambio abrupto e importante en estos virus lo cual da como resultado la
aparicion de nuevas proteinas de hemaglutinina (HA) o nuevas proteinas de HA y
neuraminidasa (NA) en los virus de influenza capaces de infectar seres humanos. Cuando
ocurren estas variaciones la poblacion afectada tiene nula o escasa inmunidad contra el
nuevo virus lo que origina la aparicion de pandemia (CDC, 2021).

Estas variaciones generalmente ocurren cuando una persona o un cerdo estan
coinfectados con un influenzavirus humano A y un influenzavirus aviar A, lo cual genera
un nuevo virus con HA del virus aviar y los otros genes del virus humano. Los humanos
al no tener proteccion contra esta nueva HA son mdas propensos a contagiar a otros
sostenidamente y ser una amenaza de pandemia en la salud publica (CDC, 2015).

La primera descripcion de un paciente con una enfermedad identificable como
influenza se dio en el afio de 492 a.C. siendo realizada por Hipdcrates. Siglos mas
adelante, en 1580, en Italia se presentd la primera pandemia reconocida, la cual fue
descrita como influencia planetaria; debido a unos fenémenos astrales ocurridos en la
misma época del brote, esto fue el origen del nombre Influenza (Garcia y Ramos, 2006).
Entre los afos 1918 a 1919 ocurri6 una pandemia a gran escala, la cual fue es
mundialmente conocido como la Gripe Espafiola, la cual dejo a su paso una mortalidad
de aproximadamente 20 millones de personas segin Uultimas estimaciones
(Spreeuwenberg, 2018). Esta fue ocasionada por subtipo de virus HIN1 el cual segtn las
investigaciones fue de origen aviar; ademas debido a que en esos afios se aislaron casos
de influenza en cerdos producidos por el mismo subtipo concluyendo que es muy
probable que los cerdos hayan estado directamente involucrados en la transmision a

humanos (Garcia y Ramos, 2006).

En los afos siguientes se presentaron dos pandemias, una en 1957 causada por el
subtipo H2N2 y otra en 1968 por el H3N2; estas cepas eran unas variaciones que
presentaban genes de influenzavirus aviar: tres en 1957(HA, NA y ARN Polimerasa B1)
y uno en 1968(N2). Posteriormente en 1996 se presentd un brote de gripe aviar originado
por el subtipo de influenza aviar de alta patogenicidad H5NI1, el cual condujo a
infecciones humanas causando la muerte en algunos casos, sin embargo, no se llegé a
demostrar la transmision del virus de humano a humano, no siendo considerado una

epidemia. Esta cepa ha ido circulando entre las aves del sudeste asiatico causando varios



brotes menores y en 2005 se reportaron brotes en otros continentes como Europa y Africa
(Lycett, 2019).

En 2009 se origind un nuevo brote de influenza aviar en aves comerciales de Europa,
Asia y Africa causado el subtipo H5N1 que llego a ocasionar varios cientos de muertes
de seres humanos con rango estimados de mortalidad de 30% a 80%; afortunadamente no
existid transmision entre humanos de este virus lo cual evito la muerte de millones de
personas (Lycett, 2019).

A pesar de todos estos datos, las infecciones en humanos producidas por el virus
H5N1 causan preocupacion debido a su alto potencial pandémico, ante esto el gobierno
de los Estados Unidos ha desarrollado una vacuna potencial contra este subtipo como
parte de preparacion ante una posible pandemia (CDC,2022).

No so6lo el subtipo de IAAP H5N1 ha sido el unico que ha logrado infectar al ser
humano, también estan los subtipos H7 y H9 de origen aviar, y los subtipos H1 y H3 de
origen porcino (OMS, 2014).

Asi mismo en el 2009 se dio una pandemia causada por el subtipo HINI1, conocido
como la gripe porcina, demostrandose que fue producto de la circulacién de distintas
cepas del virus en cerdos por al menos 10 afios; pero se ha demostrado que estas cepas
tenian segmentos de origen aviar que se remontaban hace 30 afios (Smith et al, 2009).

En febrero de 2013, en las ciudades de Shangai y Anhui (China), se inici6 una
epidemia de influenza aviar causada por el subtipo H7NO, el cual fue producto de la
circulacion de cepas de H7N9 y H7N7 en patos (Liu et al., 2013). Desde ese afio han sido
reportados 06 epidemias del virus en humanos con 1518 casos confirmados y 616 muertes
(FAO, 2022).

La mayor parte de los casos confirmados se debe al contacto directo con aves
infectadas en los mercados de aves de corral vivas, sin embargo, se ha demostrado que
existe transmision limitada entre humanos, principalmente entre familiares o en
hospitales (Huazhong et al., 2016).

A pesar de lo mencionado, no existen indicios que indiquen una transmision
prolongada entre los seres humanos. Se han encontrado casos de influenza en otros paises
que no sean China continental, Hong Kong o Macao, pero en su totalidad estas
infecciones se originaron por individuos que estuvieron en China dias antes de presentar

la infeccion (CDC, 2022)



Por lo tanto, el riesgo de que el H7N9 pueda originar una pandemia es bajo; sin
embargo, debido a la mutacion constante del virus, el potencial pandémico es preocupante
y esté catalogado como el virus con la mayor probabilidad de originar una pandemia , de
la misma manera también es el virus de mayor riesgo en desencadenar un alto impacto en
la salud humana, si el virus lograra tener una transmision prolongada entre seres humanos,
esto segun la herramienta de evaluacion de riesgo de Influenza (CDC, 2021).

Existen otros subtipos de influenza aviar altamente patogeno (IAAP) que han logrado
traspasar la barrera ave-humano tales como el HSN6 qué en 2014 ocasiono los primeros
casos en seres humanos en China, produciendo hasta la fecha 51 casos confirmados y 25
muertes (CDC, 2021) y el H5SNS, del cual se report6 en febrero de 2021 siete personas
infectadas con esta cepa en una granja avicola al sur de Rusia, todos estos casos fueron
reportados asintomdticos o con signos leves de influenza. Estas cepas a diferencia del

H5N1 o H7NO tienen un riesgo bajo de originar una pandemia (ECDC, 2021).

2.1.2 Importancia Econémica

El sector avicola en nuestro pais ha tenido una alta importancia, aumentando
exponencialmente en las Ultimas décadas registrandose en los Ultimos 20 afios un
crecimiento promedio anual de 6.9%, esto fue moderadamente mermado por la pandemia
teniendo para 2021 s6lo un crecimiento de 3.06% (INEIL, 2021). Las IA origina graves
pérdidas econdmicas las cuales dependen de varios factores, como la cepa del virus, el
tipo de ave que logra infectar, el nimero de granjas afectadas, los métodos de control-
erradicacion y la rapidez con la que seran efectuadas estas medidas (Swayne y Halvorson,
2008).

Las consecuencias derivadas de una infeccion de una IAAP se resumen en
muerte de miles de millones de aves por la enfermedad o por el sacrificio que se realiza
a las aves restantes, la pérdida de una fuente de ingreso principal en los avicultores
pequetios y las grandes repercusiones en la inocuidad de los alimentos y la seguridad
alimentaria (FAO, 2022).

Desde el afio 1959 se tiene antecedentes de brotes de IAAP en el mundo, lo
cual ha originado altas pérdidas econdémicas, por ejemplo, en Italia en 1999 debido a un

brote se tuvieron que sacrificar 16 millones de aves (Nin y Falconi, 2006). Solo en el



continente asidtico, se ha estimado unos 10 mil millones de dolares en pérdidas
correspondientes al sector avicola (FAO/OIE/OMS, 2005).

En lo que respecta a Sudamérica, el Gnico pais afectado ha sido Chile
teniendo su primer brote en 2002 producido por el subtipo H7N3, por el cual tuvo que
sacrificar 465 mil gallinas y 18 mil pavos teniendo unas pérdidas de 31 millones de
dolares (Verdugo, 2004). Posteriormente en 2016 se presentaron dos brotes de IABP
originado por el subtipo H7N6 lo que ocasioné la muerte de 5534 aves y el sacrificio de
385 mil pavos (SAG, 2017). Finalmente, en 2019 se detectaron cuatro brotes de IABP
H7NG6 sacrificando en el proceso mas de 65 mil pavos. Actualmente el pais es declarado
libre de Influenza Aviar (SAG, 2020).

Cuando se presenta un brote de IA, se debe tomar la decision de vacunar o
de erradicar a las aves, lo cual depende de la condicion de la avicultura en el pais y de
su propia economia. Se han creado diversos programas de erradicacion de la influenza
aviar, los cuales han logrado que se emitan reportes con mayor precision en lo que
corresponde al nimero de aves erradicadas y las pérdidas econdmicas que involucran la
mortalidad, morbilidad, la eliminacién de las aves, la limpieza y desinfeccion de las
instalaciones, la cuarentena, la vigilancia sanitaria y las indemnizaciones pagadas por
las aves. Los costos indirectos, que abarcan todas las pérdidas externas al sector avicola,
los cuales comprenden la incapacidad de realizar exportaciones de aves, la pérdida de
ingreso por parte de los granjeros y las pérdidas por la disminucion del consumo de las
aves, lo cual hace que las pérdidas escalen facilmente de 5 a 10 veces mas lo previsto
(Swayne y Halvorson, 2008).

Nuestro pais debe aprender de los paises asiaticos las formas de prevenir y
controlar esta enfermedad. En el 2006 el Banco Interamericano de Desarrollo gestod
distintos panoramas en América Latina concluyendo que invertir en un plan de
prevencion de brotes de IAAP en las granjas avicolas era lo indicado y originaria un
ahorro de por lo menos US$1.200 millones en el sector avicola.

Evaluar la patogenicidad de un vIA para determinar si es de alta o baja
patogenicidad, es primordial en el desarrollo de medidas de control frente a la
enfermedad, el impacto del brote en el comercio internacional y las posteriores medidas
de prevencion. La IAAP es una enfermedad catalogada en la lista A de la OIE y ha sido
requerida como un muro comercial para resguardar a los paises o regiones de la entrada

de esta enfermedad que no solo traeria pérdidas a nivel econémico sino dependiendo de



la cepa en cuestion afectada originaria pérdidas a nivel humano (Swayne y Suarez,

2000).

2.1.3 Historia

El primer caso de influenza aviar fue descrito en Italia en 1878 bajo el nombre
de plaga aviar, sin embargo, el agente causal no fue aislado hasta 1902
[A/Chicken/Brescia/1902 (H7N7)], siendo el primer aislamiento del virus de influenza.
Posteriormente se describieron diversos casos con su respectivo aislamiento del virus
de influenza (subtipo H7) por toda Europa (Horimoto y Kawaoka, 2001).

El cientifico Hirst, en 1941 detecto la actividad hemaglutinante de los virus de
influenza y Lush en 1943 sustento la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion para
lograr diferenciar el virus de Influenza aviar y de Newcastle (Hirst, 1941, Lupiany y
Reddy, 2009).

Sin embargo, no fue hasta 1955 que se descubrid que la plaga aviar era causado
por el virus perteneciente al grupo de los Influenzavirus tipo A basado en la presencia
de la ribonucleoproteina especifica del tipo de virus de influenza tipo A (Lupiany y
Reddy, 2009).

A partir de las pandemias de influenza humana de 1957 y 1968 se profundiz¢ la
investigacion de la naturaleza de los Influenzavirus tipo A para lograr conocer el origen
de las cepas causante de las pandemias. Durante esta vigilancia la mayor parte de
aislados de vIA no patogénicas se realizd a partir de muestras de aves silvestres, aves
cautivas y pavos, gallinas y patos domésticos. Con todos estos datos se demostro que el
VvIA estd presente de manera ubicua en todas las aves, principalmente en las aves
acuaticas. Por esta misma época se aislaron cepas de alta patogenicidad del subtipo H5
en pollos de Escocia y golondrinas de mar de Sudafrica. Estos hallazgos diferenciaron
dos tipos de VIA por su virulencia: cepas altamente virulentas que causan enfermedad y
mortalidad en las aves afectadas y cepas de baja virulencia que causan enfermedad leve
o infecciones sin signos observables (Horimoto y Kawaoka, 2001).

Entre esas fechas se produjeron diversos aislamientos de cepas los cuales
llegaron a la hipdtesis de que todos los virus subtipos H7 y H5 eran virus de IAAP, sin
embargo, afios mas tarde esta hipotesis fue desmentida, cuando en 1971 se aislo en

Oregon un virus subtipo H7 en pavos comerciales, el cual no causaba infeccion para



pollos. Desde ese afio, se han determinado muchos otros virus de influenza tipo A de
los subtipos H5 Y H7 de diferentes especies de aves en distintas zonas del mundo,
originando la mayoria de estas un cuadro sin signos clinicos, y cabe destacar que
histéricamente, los problemas de enfermedad que han originado pandemias han sido
causados por virus de los subtipos H5 y H7 (Easterday et al.,1997)

En los principios de la década del 70 la prueba de Inmunodifusion en Agar Gel
fue reconocida como prueba tamiz internacional para el diagnostico seroldgico y de
vigilancia de la influenza aviar. En afios posteriores se evidenci6 que las aves silvestres
del orden Anseriformes eran los hospederos naturales y principales reservorios del vIA
y en los finales de la década del 70 se demostrd que el sitio de corte de la hemaglutinina
era el principal determinante de la virulencia de los Influenzavirus tipo A (Buscaglia,
2004).

En 1981 en el primer Simposio Internacional de la enfermedad de Influenza
Aviar, se cambi6 de manera oficial el nombre de la enfermedad de peste o plaga aviar
por Influenza aviar de alta patogenicidad, y desde esa fecha cada cierto afio se realizan
estos simposios teniendo como ejemplo los realizados en 1986, 1992, 1997 y 2002,
(Buscaglia, 2004).

En lo que respecta a Sudamérica, en el afio 2002 por primera vez se aislo una
cepa de alta patogenicidad en aves comerciales; dicho aislamiento ocurri6 en el pais de
Chile y fue causado por la cepa H7N3. Gracias a las oportunas medidas de control
realizadas Chile fue declarado oficialmente pais libre de influenza aviar 3 meses después
del aislamiento de la cepa (Rojas y Moreira, 2002). Debido a la aparicion de este brote,
nuestro pais a través del SENASA elabor6 una Resolucion Jefatura que contenia un plan
de contingencia para la prevencion y control de un brote de Influenza Aviar (SENASA,
2002).

La primera pandemia de influenza aviar que afecto en gran medida a la industria
avicola se dio en 2005 cuando se aislaron cepas virales de H5N1 en el sudeste asiatico,
Europa y Africa ocasionando graves pérdidas econdmicas en los paises de las regiones
mencionadas (Chen et al., 2005).

En 2005 el SENASA, preparé un Documento Sustentatorio para declarar a
nuestro pais libre de Influenza Aviar a través de una Resolucion Jefatural (SENASA

2005). A la par, en Colombia fueron detectados anticuerpos frente el subtipo HON2 en



pollos broiler, sin embargo, no se llegd a aislar ningin virus y no se reportaron mas
casos desde esa fecha (Peacock et al., 2019)

En nuestro pais principalmente se han realizado estudios para aislar el virus de
influenza tipo A en aves silvestres, aislando nueve cepas virales de IABP subtipo
H10N9, H3N8, H4N5 y HI3N2 de 27 especies de aves silvestres del departamento de
Lima (Ghersi, 2009) y siete cepas de IABP HI12N5 de 18 especies de aves silvestres de
la zona de Puerto Viejo (Segovia, 2013). En lo que respecta a aves comerciales se cuenta
con un unico estudio realizado en patos comerciales en el cual no se llegd a aislar el
virus de influenza tipo A (Valladares, 2015).

En lo que respecta a aves reproductoras se tiene evidencia que el primer brote

ocurrido en Chile afectd a 540 mil aves reproductoras de las cuales murieron 110 mil
por la enfermedad y el resto tuvo que ser sacrificado (Berrios, 2002), ademas el brote
ocurrido en 2012 en Jalisco, México también afectd a estas aves. Este brote fue
ocasionado por el virus de IAAP H7N2 y ocasion¢ la eliminacion de 22.4 millones de
aves entre reproductoras y gallinas de postura (Heneidi, 2018). En nuestro pais a la
actualidad no ha habido casos aislados de influenza aviar en aves reproductoras, el
SENASA y las més grandes empresas avicolas periddicamente realizan monitoreos
serologicos para determinar la presencia de anticuerpos contra la enfermedad
(SENASA, 2021)
En el ano 2020 y 2021 y comienzos de 2022 se presentaron numerosos casos de I[AAP
y IABP en diversas partes del mundo, especialmente en Europa y el Sudeste Asiatico.
Estos datos se actualizan a medida que tanto la FAO como la OIE reciben informacion
detallada de la presencia de nuevos brotes (OIE, 2021; FAO, 2022).

En la figura 1 se perciben los numerosos focos de influenza aviar en aves
domésticas, silvestres y seres humanos que han ocurrido entre el 01 de octubre de 2020
al 30 de setiembre de 2021. En América no se han reportado casos, cosa que no ocurre
en Europa y Asia en donde existen muchos casos regularmente, especialmente de la
cepa HS5NS, ademads se han reportados casos de influenza humana en el sudeste asiatico.
Por otro lado, en la figura 2 se observan los diversos brotes, pero entre el 01 de octubre
de 2021 al 27 de julio de 2022. A diferencia del cuadro anterior se reportaron casos en

América de la cepa de TAAP H5NI1, la cual también fue reportada en Europa, Asia y
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Africa. Igualmente se reportaron casos en humanos producidas por las cepas de IAAP

H5NG6 y la cepa de IABP HON2 en el sudeste asiatico.

Figura 1. Mapa con los focos de la enfermedad de Influenza Aviar entre el 01
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1 HS LPA! Bird/Environment

@ HSN1 HPA! Bird/Environment
3 HSN1 HPAI Human case

O HSN2 HPA! Birds/Environment
@ HSN3 HPAI Bird/Environment
W HSN3 LPA Bird/Environment
© HSNS HPAI Bird/Environmental
@ HSN6 HPA! Bird/Environment
# HSN6 HPAI Human case

© H5N8 HPAI Bird/Environment
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A H7 LPA! Bird/Environment
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Figura 2. Mapa con los focos de la enfermedad de Influenza Aviar entre el 01

de octubre de 2021 al 26 de enero de 2022. Fuente OIE, 2022
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2.1.4 Etiologia

2.1.4.1 Taxonomia

El virus de la Influenza aviar es un virus perteneciente a la familia
Orthomyxoviridae, genero Influenzavirus A y la especie Alphainfluenzavirus influenzae.
(ICTV, 2021).

Con respecto a los otros tipos, el Tipo B solo se ha aislado en humanos
produciendo Influenza estacional, el tipo C se detectan con menos frecuencia y suele
causar infecciones leves y el tipo D solo ha sido aislado en el ganado y no causan
infeccion en el ser humano (CDC, 2021). Los Influenzavirus tipo A son los unicos
capaces de originar infeccion y enfermedad en las aves, si bien también son capaces de
causar infeccidn en otras especies animales e incluso a los humanos siendo los causantes
de las epidemias y pandemias de la Influenza (CDC, 2022).

Estos distintos tipos de Influenza se clasificaron en base de la especie que afectan
ademas de las caracteristicas antigénicas de sus proteinas externas (M y NP) y el grado
de variabilidad antigénica en los segmentos de ARN vy las glicoproteinas de superficie
que poseen. De esta manera los influenzavirus tipo A y tipo B poseen 8 segmentos de
ARN a diferencia de los virus de Influenza tipo C que s6lo posee 7 segmentos, por otro
lado, los virus de Influenza tipo A y tipo B poseen dos glicoproteinas: hemaglutinina
(HA) y neuraminidasa (NA) presentando el tipo A la mayor diversidad de HA, mientras
que los virus de Influenza tipo C y D que poseen una sola glicoproteina: la proteina HEF

(hemagglutinin esterase fusion protein) (Salazar et al., 2010)
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Influenzavirus A Influenzavirus B Influenzavirus C

~ 13,588 nucledtidos ~ 14,648 nucledtidos ~ 10,000 nucledtidos
8 segmentos 8 segmentos 7 segmentos

Figura 3. [lustracion de la configuracion estructural y gendmica de
las particulas virales de los virus de Influenza tipo A, B y C. Fuente: Salazar

etal., 2010

2.1.4.2 Estructura del virus

Los viriones de Influenzavirus son particulas ultramicroscopicas de conformacion
ovoide y esférica con un didmetro promedio de 80-120 nm, sin embargo, se han
observados cepas de 80-120nm de ancho con de 2000 nm de largo (Carrada, 2010).

El virion morfologicamente esta compuesto en mayor parte por la proteina matriz
M1, la cual se encuentra envuelta por una doble capa de lipidos derivada de la célula
hospedera para constituir la envoltura externa o capside. En la superficie externa, ancladas
a esta, se encuentran las dos glicoproteinas, la hemaglutinina (HA) la cual es una barra
trimétrica con cabeza esférica de 134 A y la neuraminidasa (NA), que posee la forma de
un champifién con cabeza tetramérica de 60 A (Carrada, 2010).

Por otro lado, en el nucleo interior (core) se presentan 8 segmentos de ARN
helicoidal de polaridad negativa los cuales se encuentran unidos a la nucleoproteina (NP)
y cada uno de estos segmentos presenta 3 polimerasas: polimerasa 4cida, polimerasa
basica 1 (PB-1) y polimerasa basica 2 (PB-2) (Medina y Garcia, 2011).

Los segmentos del 1 al 6 son monocistronicos, codificando un solo péptido
mientras que los dos ultimos segmentos son policistronicos sintetizando dos polipéptidos
cada uno, en total el virion puede llegar a sintetizar 10 polipéptidos funcionales. La
proteina M1 es el soporte principal del virion y la que sostiene a la cdpside mientras que
la M2 sirve de canal i6nico, importando protones que penetran dentro del endosoma de

la célula del hospedero, facilitando el funcionamiento de la HA y por ende permitiendo
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la entrada del virus a la célula huésped, por ultimo, el péptido NS1 tiene la funciéon de
interferir con la sintesis del interferon lo que lo transforma en un factor de virulencia

(Digard, 2009).

O—

Figura 4. Esquema del virus de Influenza A. Fuente: Carrada, 2010.

Virus de influenza

C PB2 |
4

ARNiss polaridad (-)

Polimerasa 3 subunidades

NP (nucleoproteina)

Figura S. Detalle del segmento genémico de los Influenzavirus. Fuente: Carrada, 2010

Los virus de la influenza tipo A estan divididos por subtipos de acuerdo con las
dos glicoproteinas de la superficie viral: la HA y NA. En la actualidad se conocen 18
subtipos de HA (H1-H18) y 11 subtipos de NA (N1-N11) las cuales pueden originar
muchas combinaciones y generalmente todos pueden infectar a las aves, con la excepcion
de los subtipos HI7N10 y HI8N11 que solamente han sido encontrados en murciélagos

(CDC, 2017).
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Segmento Tamano
ARN (nt) Polipéptidos Funcion
1 231 PB2 Transcriptasa: ligadura de la caperuza (Cap.)
2 231 PB1 Transcriptasa: alargamiento molecular
3 2233 PA Transcriptasa: proteasa
4 1778 HA Hemaglutinina trimérica
5 1565 NP Mucleoproteina: unida al ARN, transportadora del ARN viral (v-ARN)
del nucleo al citoplasma

& 1413 MNA Meuraminidasa: liberacion de viriones maduros

M1 Proteina matriz, soporte de la capside

1027 : g e

M2 Proteina, sirve como canal ignico.

N51 No estructural, inhibe la sintesis del interferdn, afecta el transporte y
8 890 traslacion de la ARN

MNS2 Mo estructural, funcion poco conocida

Figura 6. Péptidos sintetizados por los segmentos ARN del virus de Influenza Tipo A.
Fuente: Carrada, 2010

La HA es una glicoproteina compuesta de dos segmentos: el péptido HA1 se
encuentra en la cabeza y es hipervariable presentando cinco receptores de anticuerpos
especificos y un sialoreceptor y el péptido HA2 el cual se encuentra en la region basal y
sirve de punto de anclaje a la cépside del virion. Esta proteina constituye el principal
factor de virulencia regulando la especificidad y virulencia del virus de Influenza (PDB,
2006).

La NA es una glicoproteina formada por 450 aminoécidos entrelazados,
aproximadamente cada viridbn presenta 100 moléculas de NA, esta proteina esta
compuesta de 4 subunidades idénticas y tiene como funciones catalizar la ruptura del
acido sialico, lo cual permite libera al virion en la célula, ademas impiden la formacion
de conglomerados de viriones evitando la inactivacion del virus y propagando su
infeccion en el aparato respiratorio (Gubareva et al., 2000)

La nucleoproteina se una al ARN del virus formando la ribonucleoproteina cuta
funcion es la transcripcion, aunque también estd involucrado en la adaptacion viral dentro
de la célula del huésped. La Proteina M1 se distribuye en forma de capa y da la estructura
al virion ademas de encapsular a la ribonucleoproteina, cada una de estas proteinas esta
compuesto por 252 aminoacidos y se aproxima que en cada viriéon estan presentes 3000
de estas moléculas. En el caso de la proteina M2 esté4 constituida por 97 aminoacidos, en
cada virion hay entre 20 a 60 moléculas de esta proteina y esta formada por cuatro
monomeros los cuales se expresan en la membrana citoplasmatica de la célula afectada

formando el canal i6nico (Furuse et al., 2009).
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La composicion viral del viridon es de aproximadamente 70% de proteinas,20% de
hidratos de carbono, 5-8% de lipidos y 1% de ARN (Knipe et al. 2007). Los carbohidratos
estan constituidos dentro de los glicolipidos y glicoproteinas e incluyen galactosa,

manosa, fucosa y glucosamina (Swayne, 2013)

2.1.4.3 Nomenclatura Cientifica

La nomenclatura estandar internacional para la designacion de las cepas de virus
de Influenza fue establecida en 1980 por la WHO. La denominacion de las cepas del virus
de influenza incluye en primer lugar el tipo (A, B, C y D), la especie que fue afectada por
la cepa, el lugar geografico donde se aisld la cepa en la cual se puede colocar el pais,
region, estado, provincia o ciudad, el nimero de la cepa y finalmente el afo en que fue
aislado el virus seguido del subtipo antigénico designado por la hemaglutinina y
neuraminidasa. En lo que respecta a los influenzavirus tipo A, el subtipo se coloca entre
paréntesis. Como ejemplo tenemos la siguiente cepa: “A/duck/Shangai/1045/97 (H5N1)
(WHO, 1980)

2.1.5 Replicacion viral

Los estadios de la replicacion viral han sido estudiados en gran detalle. El inicio
de la infeccion viral es la inhalacion o ingestion de viriones infecciosos al cuerpo, ya sean
de virus de IABP o IAAP, seguidamente el ingreso del virus a las células de la mucosa
local esta mediada por la union del segmento HA1 de la hemaglutinina con mucoproteinas
de la membrana celular que contienen en su estructura el grupo quimico N-acetil-
neuraminico (Acido sialico). Por otro lado, la neuraminidasa tiene la funcién opuesta
impidiendo el secuestro de los viriones en la membrana celular lo que resulta en la
propagacion de la infeccion (Swayne, 2013).

La especificidad de la union entre la hemaglutinina y los receptores celulares esta
mediada por el hospedero. Los virus de Influenza tipo A han evolucionado para adaptar
el lugar de unién al receptor celular mediante dos tipos de enlaces, los cuales se
caracterizan por el tipo de union a la galactosa: terminaciones de sialoligasacaridos unidos
a galactosa mediante enlaces (a- 2,3) presentes en el epitelio digestivo de las aves o por

enlaces (0- 2,6) presentes en el epitelio respiratorio de los mamiferos; aunque se ha
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demostrado que los tigres poseen este tipo de receptores en su epitelio digestivo ( Roger
y Paulson, 1983). La completa excepcion a esta regla son los cerdos lo cuales poseen
receptores con enlaces (a-2,3) y (a- 2,6) convirtiéndolos en los hospederos intermediarios
para generar una pandemia de influenza (Ito et al., 1998).

Posterior a la inspeccion inicial mediante endocitosis el virion es englobado hasta
llegar a sobrepasar la vesicula endosdmica, posteriormente es acidificada por importacion
de protones hasta llegar a un pH de 5.0, esto mediado por la proteina M2. Luego la
glicoproteina HA por enzimas similares a la tripsina es escindida en dos péptidos
secundarios: HA1 que presenta 329 aminodcidos con una porcion NH» terminal y HA2
con 221 aminodcidos, al liberarse este tltimo segmente se expone el péptido de fusion el
cual es el causante de la conexion de la capside viral con la membrana celular. Ademas,
la acidificacion producida dentro del virion produce una inestabilidad en la unién de la
proteina M1 y la ribonucleoproteina, esto mediado con la formacioén de poros de fusion
entre la membrana celular y envoltura del virus produce que las RNPs se separen de la
proteina M1 y se liberen al citoplasma (Digard, 2009)

Al separarse la RNP de la proteina M1 la molécula es transportada al ntcleo de la
célula donde a través del complejo transcriptasa se sintetiza ARNm a partir del ARN viral
de polaridad negativa. Este consiste en copias incompletas del ARN viral y son
encapuchados y poliadenilados para ser posteriormente traducidos en el citoplasma
celular. A la vez se produce la ampliacion del genoma viral a través de una copia completa
del ARNv de polaridad positiva denominado ARN complementario (ARNc), el cual sirve
para genera mas copias completas del ARNv. Estas interacciones son caracterizadas por
el complejo de polimerasa del propio virus. (Neumann, 2004).

El ARNm de los genes M y NS presentan un corte obteniendo en el proceso dos
ARNm que luego se traduciran en las proteinas NS1, NS2 y M1 y M2 y posteriormente
alcanzaran el sitio donde seran liberados los nuevos viriones por diferentes vias. Las
glicoproteinas de la superficie y la proteina M2, son sintetizadas en el reticulo
endoplasmico y son ancladas en la membrana plasmatica, en este lugar es donde las
glicoproteinas se unen a la proteina M1. En lo que respecta a los 8 segmentos de genes
virales transcritos y las proteinas internas traducidas se amalgaman y emigran hacia la
membrana del virus uniéndose a la proteina M1, la cual interacttia con las RNPs y colas
citoplasmaticas de las glicoproteinas formando asi una union entre la nucleoproteina y las

proteinas de la membrana externa. El proceso finaliza cuando la NA interacciona con los
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receptores de acido sialico para eliminar el acido sialico, logrando de esta manera la

eliminacion del virus (Nayak et al., 2004)
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Figura 7. Replicacion viral del virus de Influenza A. Fuente: European Respiratory

Journal, 2015.

2.1.6 Patogenicidad del virus

El gen HA es el primordial determinante de la alta patogenicidad del vIA en pollos,
pero a pesar de eso no es el unico; un conjunto apropiado de los 8 segmentos del genoma
se requiere para expresar al maximo el potencial de virulencia. La escision de la proteina
HA en las proteinas HA1 y HA2 es necesario para que el virus sea infeccioso y produzca

multiples ciclos de replicacion (Bosch et al., 1979).

La diferencia entre los virus de IAAP y IABP es la cantidad de aminoécidos
basicos en la region final del protido HA1, la cual se encuentra cercana al lugar de
escision. En el caso de los virus de IABP generalmente tienen sélo dos aminodcidos
basicos del tipo arginina y lisina en la porcion terminal, lo que lo hace escindible por
proteasas similares a la tripsina, la cual solamente se encuentra en el epitelio digestivo y

respiratorio, a diferencia de los virus de IAAP los cuales presentan multiples aminoacidos
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basicos en la porcion terminal, lo cual lo hace reconocible por proteasas similares a la
furina, que se encuentran presentes en muchas células del cuerpo; ademas en los virus de
IAAP la HA es escindida antes del ensamblaje del virus lo cual incrementa
exponencialmente el tropismo celular, lo que conlleva a la replicacion en numerosos
organos viscerales, el sistema nervioso y cardiovascular, propiciando la enfermedad

sistémica con alta mortalidad (Stieneke et al., 1992)

2.1.7 Variacién Antigénica

El virus de Influenza tipo A esté caracterizados por su marcado polimorfismo, el
cual esta sustentado en la presencia de 18 subtipos de HA y 11 subtipos de NA. Esta
diversidad genética se convierte en una variacion genética, lo cual hace complicado su
deteccion por parte del sistema inmune. Las HA y NA son consideradas la base de la
respuesta inmune frente a los virus de influenza, dejando a las proteinas internas en un
plano secundario (van Reeth, 2007).

Existen dos tipos de variaciones que afectan el desarrollo de los virus de Influenza

tipo A: drift o variacion menor y shift o variacion mayor (Murphy y Webster, 1996)

2.1.7.1 Variacion menor (Drift Antigénico)

Esta variacion consiste en pequefios cambios o mutaciones en los segmentos
genomicos del virus de Influenza tipo A que como resultado produce cambios en las
glicoproteinas de la superficie viral. Estas proteinas son antigeno, lo cual significa que
son reconocidos por el sistema inmune y son capaces de desencadenar la respuesta
inmunitaria con la posterior produccion de anticuerpos (CDC, 2021).

Estas mutaciones se presentan en forma de inserciones, deleciones de tripletes
(secuencia de 3 nucledtidos de ARNm) y sustituciones de nucledtidos, los cuales son
originados principalmente por errores de la enzima ARN polimerasa durante la
trascripcion y ocurren en cada uno de los ocho segmentos gendmicos del virus,
principalmente en el segmento que codifica la HA, esto da como resultado sustituciones
de aminoécidos en los determinantes antigénicos; por lo cual la respuesta de los

anticuerpos generados por infecciones o inmunizaciones anteriores se ve imposibilitada.
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Estas mutaciones se acumulan en cada ciclo de trascripcion y generan variaciones en la
composicion u objetivo de las proteinas que expresan, (Webster y Hulster, 2004).

La frecuencia con la que ocurren estas mutaciones es muy dificil de prever, pero
mediante estudios se ha demostrado que las tasas de mutacidon son mas altas para el gen
HA, mas bajo para el gen NA y escaso para el resto de genes (Webby er al., 2000).

Estas variaciones en VIA que estdn presentes en aves silvestres es baja, mas se
vuelve pronunciada en el trayecto en el que virus infecta a aves comerciales. Debido a
que estas variaciones estan mediadas por la respuesta inmune del hospedero se ha
demostrado que existe una asociacion entre la vacunacion de las aves comerciales y la

mayor aparicion de variaciones antigénicas en el campo (Lee et al., 2004).

2.1.7.2 Variaciéon Mayor (Shift Antigénico)

Estas variaciones implican un cambio total en la estructura antigénica del vIA, el
cual afecta a la HA y NA, lo cual conlleva a la aparicién de un nuevo subtipo distinto al
que circulaba antes. Esto se origina cuando una misma célula es infectada por dos
influenzavirus tipo A de diferentes especies, asi ocurre que sus segmentos gendémicos se
reordenan mientras ocurre el ensamblaje formando una particula viral completamente
distinta (Webster y Hulse, 2004).

Algunas de este reordenamiento es posible que le confiera al virus ventajas para
poder infectar a otras especies, y en general sustituyen a alguno de los virus que le dieron
origen, como ocurrid en las pandemias de 1957 (H2N2) y 1968 (H3N2), en las cuales
hubo un contacto directo entre aves comerciales y humanos. De esta manera se originaron
dos nuevos subtipos: el H2N2 a partir del virus HIN1 humanos con el virus H2N2

humano y el H3N2 por la combinacion de un virus H3 humano y H2 aviar (Belshe, 2005).

2.1.8 Patotipos

En lo que respecta a la patogenicidad los vIA estan clasificados en dos patotipos:
Influenza aviar de alta patogenicidad (IAAP) e Influenza aviar de baja patogenicidad
(IABP); esta terminologia estuvo originalmente basada en la mortalidad de pollos
inoculados experimentalmente, mas en 1994 el criterio molecular fue anadido a la

definicion (USAHA, 1994)
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Los virus de ITAAP tienen un indice de patogenicidad intravenosa mayor a 1.2 en
pollos libres de patogenos (SPF) de 06 semanas de edad, o en su lugar que cause al menos
60% mortalidad en pollos SPF de 04 a 08 semanas infectados via intravenosa. En lo que
respecta a los virus H5 y H7, los cuales a lo largo de la historia han sido generalmente
catalogados como TAAP, sino llegan a cumplir los requisitos anteriores deben ser
secuenciados para determinar si en la porcion terminal de la proteina HA1 se presentan
diversos aminoacidos basicos, si los aminoacidos presentes son similares a otros virus de
IAAP aislados, se considera al virus aislado uno de alta patogenicidad (OIE, 2021).

A pesar de que todos los virus de IAAP que se han aislado hasta el momento
pertenecen a los subtipos H7 y H5, han llegado a aislarse cepas de otros subtipos cuyos
IVPI sean mayores a 1.2 o que presentaron una tasa de mortalidad de la menos 60% en
pollos inoculados por via intravenosa, mas no causaron mortalidad cuando fueron
inoculados por via intranasal y no presentaron en la porcion terminal de la HA1 diversos
aminoacidos basicos; del mismo modo se ha aislado un virus H4N2 de codorniz que
presentaron multiples aminoacidos basicos en la porcion terminal pero con un valor de
IVPI de 0.0, esto nos sugiere que en las cepas virales que no pertenezcan a los subtipos
HS5 o H7, la secuencia de aminodcidos en el sitio terminal no es prueba suficiente para
declarar que se trate de un virus de IAAP (OIE, 2021).

Los virus de IABP son todos los virus de Influenza tipo A que no sean virus de
IAAP en base a los criterios mencionados anteriormente, ademds cabe sefialar que en
general todas las cepas de IAAP en pollos son de baja patogenicidad en patos, excepto en
determinadas cepas de [AAP H5N1 que han demostrado ser letales en patos jovenes, mas

no en adultos (Jackwood y Swayne, 2007).
2.1.9 Epidemiologia
2.1.9.1 Distribucion
Los virus de Influenza tipo A presentan una distribucion mundial con aislamientos
de Africa, Asia, Australia, Europa, Norteamérica y Sudamérica, ademas de evidencia

serologica en infeccion en pingiiinos del continente antartico (Morgan y Westbury, 1981).

Desde 1981 los vIA son clasificados en IAAP y IABP (Swayne, 2007).
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2.1.9.2 Periodo de incubacion

Los virus de Influenza tipo A presentan un periodo de incubacion muy variable,
asi tenemos que en aves inoculadas con el virus por via endovenosa el periodo es de
escasas horas, en aves silvestres infectadas naturalmente es de 3 dias y en aves de crianza
comercial es de 14 dias. Adicionalmente se ha demostrado que pollos inoculados por via
intranasal muestras signos después de 24 horas. Esta variabilidad esta dada por la dosis
del virus. La ruta de infeccion, la especia afectada y la habilidad para detectar signos
clinicos. En cualquier caso, para regulaciones internacionales, la OIE reconoce 21 dias
como el periodo de incubacion, el cual es mucho mas largo de lo anteriormente
mencionado y se debe tener en cuenta que este periodo no es aplicable para todos los
virus, especialmente en los virus de IABP, los cuales regularmente no causan signos
clinicos en las aves (Swayne et al., 2013).

Para fines de control y eliminacion se utiliza el término de periodo infeccioso el
cual abarca desde la exposicion del virus hasta cuando el influenzavirus ya no es posible

de ser detectado (Swayne et al., 2013).

2.1.9.3 Excrecion del virus

La excrecion del virus se genera con anterioridad de la presentacion de signos
clinicos y es posible que dure mas dias que la enfermedad clinicamente diagnosticada, Es
posible que la excrecion viral comience 1 o 2 dias tras la infeccion (Swayne et al., 2013)

Por medio de estudios experimentales se ha logrado determinar el periodo de
excrecion del virus, asi se tiene que el virus es capaz de seguir replicando y excretar el
virus por mas de 30 dias en patos, mas de 36 dias en pollos, més de 45 dias en faisanes y
por mas de 75 dias en pavos; sin embargo, es posible que el virus logre persistir por varios
meses, especialmente en granjas comerciales donde se ha podido recuperar el virus hasta
06 meses después de la mortalidad inicial de la parvada. Por este motivo es importante
que cuando una granja sale diagnosticada como positiva a Influenza aviar, se le considere
fuente de infeccion del virus hasta que las aves sean eliminadas, los galpones sean
limpiados y desinfectados, ingrese un nuevo lote y no se obtengan valores del virus en las

nuevas aves (Swayne et al, 2013).
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2.1.9.4 Supervivencia del virus

Los virus de Influenza tipo A son muy labiles, son inactivados muy facilmente por
los rayos ultravioleta, son sensibles al pH acido y s6lo entre valores de pH de 6 a 8 son
relativamente estables. Las temperaturas por encima de 60°C inactivan al virus, y para
poder inactivar al virus se utiliza 56°C/3 horas o 60°C/3 minutos (SENASA, 2017).

Los vIA son facilmente inactivados por los desinfectantes usados de forma natural.
Asi tenemos que el sulfato de sodio, los disolventes de lipidos, los agentes oxidantes, la
beta propolactona y los detergentes son altamente efectivos en la inactivacion del virus
(Benedictis et al., 2007). Si las condiciones medioambientales son favorables, los virus
pueden estar activos y sobrevivir por un periodo de tiempo prolongado, de esto se
concluye que el medio ambiente posee el riesgo latente de permitir la transmision de la
infeccion entre animales domésticos y silvestres. Ademas, los virus pueden sobrevivir
durante mucho tiempo en las heces, en presencia de materias organicas o en depdsitos de
agua, debido a esto ultimo se considera que los medios acudticos son el principal origen
anual de reinfecciones en la mayoria de las aves acuaticas silvestres (Okazaki et al.,
2000).

Asi se ha demostrado que la temperatura es el factor mas importante en lo que
respecta a la supervivencia del virus, siendo mas prolongada en bajas temperaturas, por
lo cual la persistencia del virus estd ligada inversamente proporcional a la temperatura
del agua (Brown et al, 2009). Asi en 2016 se demostré que el vIA puede persistir por 01
afo en aguas congeladas a -20°C, lo cual sugiere que las aguas de las regiones articas
pueden representar un importante reservorio ambiental del virus para las poblaciones de
aves silvestres (Dalziel et al., 2016).

En lo correspondiente al contenido fecal, se presenta una mayor tasa de
supervivencia y capacidad infectiva del virus en comparacion al medio ambiente libre,
debido a la proteccion de la materia organica. De esta manera, se considera al contenido
fecal el fomite de principal importancia en aves comerciales en lo que respecta a la
propagacion viral a través de transferencia mecénica, se ha demostrado que el virus puede
sobrevivir por 35 dias a 4°C y por mas de 100 dias en temperatura ambiente (Iglesias,
2011).

Por ultimo, con respecto a los productos animales el virus puede seguir

excretandose en cadaveres, especialmente en los tejidos de aves muy susceptibles, mas el
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compostaje reduce significativamente la estabilidad del virus. Esto se logra a través de
colocar a los tejidos en temperaturas de 60-65°C por 5 minutos (Wilkinson, 2007). El
tratamiento de la carne fresca posterior al sacrificio afecta en mayor medida en la
sobrevivencia del virus, estos se da gracias a la acidificacion que sufre la carne después
de la muerte, la cual es capaz de inactivar el virus; sin embargo, en la carne congelada al
no sufrir el proceso de acidificacion es mas vulnerable a seguir contaminada (EFSA,
2008). Finalmente, los huevos de consumo infectados con un virus de IAAP protagonizan
un peligro potencial en la diseminacién del virus, debido a que el huevo puede contener
el virus tanto en la parte externa (céscara), al haber tenido contacto con contenido fecal
infectado; como la interna (clara y yema) de huevos cuyo origen proviene de aves

infectadas (EFSA, 2008).

2.1.9.5 Transmision viral

El virus de influenza tipo A se expone al medio ambiente a través de las fosas
nasales, conjuntiva, boca y cloaca debido a que el virus se replica en los 6rganos
respiratorios, renales, intestinales y reproductivos, ademas lo virus puedes ser detectados
en las plumas, foliculos de la pluma y glandulas uropigias resultando en la contaminacion
ambiental (Swayne et al., 2013).

El virus es transmitido por contacto cercano entre ave susceptible y infectada o de
forma indirecta a través de fomites o aerosoles, en este ultimo el ser humano juego un rol
muy importante. Debido a que el virus puede persistir por mucho tiempo en las heces,
estas pueden dar lugar a equipo o vestimenta infectados con el virus haciendo a los
fomites un principal medio de transporte (Easterday et al., 1997).

Apenas tiene importancia el contagio vertical, sin embargo, se ha podido recuperar
el virus de la cascara y contenido interno de huevos procedentes de gallinas infectadas. A
pesar de esto no se ha demostrado que exista riesgo de contaminacion durante la
incubacion de los huevos, lo cual sea debido a las altas temperaturas a la cuales son
sometidas los huevos durante el proceso de incubacion sumado a que la mayoria de los
virus de IAAP y IABP causan disminucion de la produccion de huevos limitando la
posible transmision vertical (Swayne et al., 2013).

Debido a que es dificil encontrar el origen de contagio en los primeros brotes; es

habitual responsabilizar a las aves silvestres de ello. En general, los influenzavirus aviar
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de alta patogenicidad presentan una menor tasa de contagio y diseminacion que los
escasamente patdgenos debido a que los primeros al causar elevada mortalidad liberan
escasa cantidad del virus mientras transcurre la infeccion (SENASA, 2017).

De otra manera también es posible que la transmision se produzca de manera
directa a través aves domésticas infectadas presentes en crianza de traspatio, mercados
locales, exhibiciones y actividades de entretenimiento como las peleas de gallos. En lo
que respecta a los mercados que aun persisten hasta la actualidad funcionan como un
reservorio del virus debido a que se congregan distintas especies de aves (Buscaglia,
2004).

Es posible la transmision interespecies, especialmente entre especies de la misma
familia taxonomica tales como gallinas, pavos y codornices de la familia Phasianidae,
ademads también ocurrir transmision entre diversos 6rdenes taxondmicos, un ejemplo de
esto es la transmision entre patos domésticos (o0rden anseriformes) a pavos (6rden
galliformes), mas es menos frecuente que ocurre este tipo de transmision que entre las
especies mas estrechamente relacionadas (Swayne et al., 2013).

La transmision del virus entre especies de diferentes clases filogenéticas es menos
frecuente por lo cual es poco comun las transmisiones de pollos a humanos, estas
infecciones dependen de la distribucion geografica de los hospederos del virus, la edad y
densidad de las aves y de la capacidad del virus de mutar en una cepa capaz de infectar
otras especies (Swayne, 2000).

Las aves silvestres presentan un rol principal en la introduccion inicial del virus
de influenza tipo A en las aves comerciales, a través del contacto directo o indirectamente
por agua o heces contaminadas; mas una vez que la infeccion ha sido establecida su rol
se ve limitado a un menor o no tener alguno en la diseminacion secundaria, la cual se da
principalmente a través de los fomites de mayor manera que los aerosoles (Nettles et al.,

1985).

2.1.9.6 Hospederos y Reservorios

El virus de Influenza tipo A pueden infectar naturalmente a una variedad de aves
silvestres y domésticas, en especial a las aves silvestres de hébitats acuaticos, es asi que
se han aislado de al menos 105 especies de aves el VIA representado en 13 ordenes

distintos (Olsen, 2006):
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Anseriformes: Patos, gansos y cisnes
Charadriiformes: Gaviotas y golondrinas marinas.
Ciconiiformes: Cigiienas y ibis.

Columbiformes: Palomas.

Falconiformes: Aguilas, halcones y otros.
Galliformes: perdices y faisanes.

Gaviiformes: colimbos.

Gruiformes: galleretas y gallinas de agua.
Passeriformes: mind, pinzones y pajaros tejedores.
Pelecaniformes: Cormoran.

Piciformes: Péjaro carpintero.

.Podicipediformes: Somormujos.

m) Procellariiformes: Pardelas

Todos estos ordenes representan el 61% de las familias taxondmicas de aves
conocidos, pero el actual nimero de especies infectadas es mucho mayor. Ademas, la
mayoria de infecciones del vIA en aves silvestres no produce una enfermedad
reconocible, con la excepcion de algunas cepas del virus de IAAP H5N1 (Swayne et al,
2013).

Los anseriformes y charadriiformes constituyen los mayores reservorios del virus
de TABP, estas aves se distribuyen mundialmente en todos los ecosistemas, excepto en
las regiones mas aridas y se caracterizan por viajar largas distancias durante el proceso
migratorio lo que los convierte en potenciales distribuidores del virus de IABP entre
paises o continentes (Olsen, 2006).

En las aves silvestres el vIA se replica en las células del epitelio intestinal y son
excretados en grandes cantidades por las heces, esto sumado a la supervivencia del virus
en medios acudticos permite la alta prevalencia del virus en aves acuaticas (Webster et
al., 1978).

Una de las caracteristicas de las migraciones de las aves es que estas tienen
numerosas rutas y no siempre las aves siguen el mismo patron, ademas las migraciones

conectan diferentes parvadas de aves en un mismo lugar ya sea en areas comunes de cria
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o0 areas no reproductivas, lo cual permite que el vIA se pueda trasmitir a otras parvadas
para asi poder transportar el virus a otras zonas nueva (Olsen, 2006).

Por otro lado, en ecosistemas creados por el hombre se han reportado infecciones
en Psittaciformes, Casuariiformes, Struthuioniformes, Rheiformes y las aves domésticas
de los 6rdenes Gallliformes y Anseriformes. En estos ultimos estan incluidos los pollos,
pavos, codornices, gallina de Guinea, faisan, gansos y patos. Las aves psiticidas se
infectan probablemente después de ser capturadas y convivir en cuarentena con otras aves
infectadas (Easterday, 1997).

Las aves comerciales y domésticas son planteados huéspedes aberrantes del virus
ya que en ellas se presentan mutaciones del virus para poder adaptarse al nuevo hospedero
(Suarez, 2000). Entre las aves domésticas se han reportado mayor cantidad de brotes del
virus de IAAP en pavos y una menor cantidad en pollos. Ademas, estas cepas han
demostrado cierta especificidad de hospedero, como ejemplo tenemos que ciertas cepas
de IAAP que causan graves infecciones en pollos y pavos producen enfermedades leves
en patos y gansos (CFSPH, 2010).

Los virus de IAAP H5N1 han demostrado ser capaces de colonizar tanto el tracto
respiratorio como digestivo de las aves silvestres, y mediante estudios se ha logrado
determinar que los patos domésticos presentan altas concentraciones del virus en las
mucosas respiratorias, mas no presentaron signos clinicos aparentes por lo cual se
concluyo que los patos son un hospedero importante en la transmision de los virus HSN1
(Kaplan y Webby, 2013).

Ademas, se ha encontrado que las cepas del virus HSN1 son capaces de producir
infeccion grave y en algunos casos con mortalidad en aves rapaces lo cual las convierte
en especies altamente susceptibles a infecciones de estas cepas virales, sin embargo, atin
no esta esclarecido el papel de estos depredadores en la ecologia y trasmision del virus
(Hall et al., 2009).

En lo que corresponden a los mamiferos se ha visto que cepas de virus de I[ABP
son capaces de producir enfermedad respiratoria en focas, ballenas y visones (Swayne et
al, 2013). De otro lado se han reportados casos de infeccion severa con mortalidad por
virus de JAAP H5N1 en carnivoros félidos como tigres, leopardos, leones, gatos asidticos
y leopardo de las nieves procedentes de zoologicos y centros de conservacion. En estos
animales se produjo una severa patologia pulmonar con una propagacion sistémica

(Keawcharoen, 2004). Los carnivoros de la familia Felidae son particularmente
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susceptibles a las infecciones con los virus HSN1 con reportes de infecciones en gatos
domésticos a la par que se aislaba el virus en aves comerciales y humanos en Tailandia
(Kaplan y Webby, 2013). A través de pruebas experimentales se determino que los gatos
pueden infectarse a través de multiples vias y excretar el virus ya sea por secrecion nasal
o por las heces, las cuales pueden ser importantes para la transmision horizontal en los
felinos (Vahlenkamp, 2010).

También se ha logrado aislar el virus en perros, gardufias, civetas africanas y
burros, mas no se encontraron signos aparentes de la enfermedad en estos animales. Por
otro lado, se ha demostrado experimentalmente que los zorros son susceptibles a los virus
H5NI1 (Reperant, 2008).

Es muy fundamental sefialar que el lograr aislar una cepa de vIA de una especie
no precisa que este sea un hospedero natural o un reservorio. Muchas especies de aves,
especialmente las aves domésticas como los pollos y los pavos no son huéspedes
naturales. Mas, en las ocasiones que un influenzavirus aviar se logre adaptar a estos
hospederos, se convierten en potenciales reservorios, en la mayoria de los casos de virus
de IAAP. En la época actual se conoce que los VIA de los subtipos H5 y H7 se introducen
a bandadas de aves silvestres mediante cepas de IABP, los cuales, al presentarse en
constante contacto y circulacion con las poblaciones de aves comerciales ocasiona que
los virus adquieran nuevas capacidades convirtiéndose en virus de alta patogenicidad
(Suarez, 2000).

Del mismo modo el cerdo es reconocido como hospedero intermedio, amplificador
y adaptador de especificos subtipos del vIA para potenciales infecciones en seres
humanos (Gaydos et al., 1977). Estudios moleculares de los subtipos HI y H3 en humanos
y cerdos, sefialan que los dos presentan un origen comun aviar y una relacion filogenética

proxima entre estos (Brown, 2000).
2.1.10 Signos Clinicos

La influenza aviar presenta signos clinicos extremadamente variables y depende
de muchos factores los cuales incluyen la especie afectada, la edad, el sexo, otras

infecciones concurrentes, la inmunidad adquirida y factores medioambientales, lo cuales

influyen en la persistencia del virus (Martin, 2006).
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Una vez que las aves estan infectadas, y luego de un periodo de incubacion, se
aprecia una baja o cese de la produccion de huevos, diarrea, edema de la cabeza y cara,
cianosis en cresta y barbillas si afecta aves de larga vida productiva, sinusitis y otros
sintomas respiratorios; con una elevada mortalidad en el caso de los virus de IAAP. En
los pavos, cepas de IABP, pueden causar pérdidas econdomicas considerables debido a
que producen una baja en la produccion de huevos y una leve mortalidad acompafiada de
la aparicidon de sintomas respiratorios y anorexia. En los patos, algunas cepas de IAAP
ocasionan sinusitis, diarrea y elevada mortalidad (Berrios, 2002).

Los patotipos del vIA tienen mayor impacto en la manifestacion clinica de la

enfermedad (Swayne et al., 2013).

2.1.10.1 Signos originados por virus de IABP

Los virus de IABP en la mayoria de las ocasiones no producen signos clinicos
aparentes, pero se demostrdo experimentalmente que estos virus pueden producir
disminucion de la produccion de huevos en patos mallard (Laudert et al., 1993).

En aves comerciales, en especial los pollos y pavos, los signos clinicos que se
presentan son anormalidades en la respiracion los cuales se presentan en forma de
estornudos, tos, estertores y excesivo lagrimeo, estos signos puede originar que se
confundan con laringotraqueitis infecciosa u otra infeccion viral respiratoria (Martin,
2006).Estos signos siempre van acompafiados con una pérdida de apetito y consumo de
agua, fiebre, letargo, presencia de plumas erizadas, severa depresion y en algunos casos
diarreas de las aves con un rango de mortalidad de hasta 15% (Capua, 2000; Martin,
2006).

En aves de postura y reproductoras los signos mas caracteristicos son la depresion
de las aves acompafiado con una disminucién de la puesta de huevos que oscila entre 30
a 80% durante la fase aguda de la enfermedad, sin embargo, la postura se recupera
parcialmente 3 semanas después del inicio de la presentacion de los primeros signos. La
calidad de la céscara se ve disminuida presentandose huevos deformes, sin cdscara o
huevos blancos durante el pico de la enfermedad, el rango de mortalidad varia entre 5 a
20% con un rango de morbilidad del 100% (Capua, 2000).

Emaciacion y anorexia se pueden dar en algunos casos, pero es infrecuente, debido

a que la influenza aviar es una enfermedad de caracter agudo, no crénico. Por tltimo, en
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las aves ratites los virus de IABP producen signos respiratorios similares a los de las

gallindceas con presencias ocasionales de diarrea (Pantin y Swayne, 2009)

2.1.10.2 Signos causados por virus de IAAP

Los virus de IAAP debido a que estan adaptados a aves comerciales, solo producen
leve o nula presencia de signos respiratorios en aves silvestres y domésticas acuaticas,
con excepcion de los virus HS5N1 los cuales pueden ocasionar signos neurologicos,
depresion, anorexia y muerte subita de las aves (Liu et al., 2005).

En las gallindceas domésticas los signos clinicos producidos por cepas de IAAP
refleja la replicacion viral y el dafio de multiples 6rganos viscerales, cardiovasculares y
del sistema nervioso. Hay que tener a consideracion que no todos los signos clinicos estan
presentes en cada ave, asi tenemos que en muchas ocasiones la enfermedad es fulminante
con mortalidad en algunas aves antes de observar algun signo. La mortalidad
generalmente es del 100% entre las 24 y 72 horas después de observar los primeros
signos, los cuales incluyen una severa depresion, anorexia y principalmente
incoordinaciones y tremores antes de la muerte del animal (Capua, 2000).

El curso de la enfermedad es de caracter agudo o subagudo con una duracién de 3
a 10 dias, y si las aves sobreviven a los primeros 3 dias de la enfermedad, se presentan
los caracteristicos signos neurologicos que incluyen tremores de la cabeza y cuello,
torticolis, opistétono, nistagmo, movimientos anormales de las alas, paresia,
convulsiones, incoordinacion y pérdida de equilibrio. La aparicion de estos signos
dependera de la especie afectada y de la cepa de IAAP involucrada, no obstante, estos
signos no son patognomonicos ya que pueden ser confundidos con la enfermedad de
Newcastle y otras enfermedades que afecten el encéfalo y tallo encefélico. Las
infecciones hiperagudas ocurren con mayor frecuencia en pollos que en pavos, mas los
signos clinicos y la duracion de la morbilidad son similares en ambas especies (Pantin y
Swayne, 2009).

En las aves de postura y reproductoras se produce una precipitada caida de la
produccién de huevos que en algunos casos puede llegar al 100%. La presencia de signos
respiratorios es en menor medida comparado con los virus de IABP, pero ocasionalmente

puede haber estertores, estornudos y tos (Swayne et al., 2013). La postura se puede llegar
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a recuperar en algunas aves, pero en la mayoria de los casos las aves quedaran cluecas
(Martin, 2006).

Opacidad de la cornea ha sido observado en patos domésticos infectados con cepas
de IAAP H5N1 (Yamamoto et al., 2007). En los avestruces infectados con cepas de [AAP
ha sido reportado depresion, disminucion del apetito, diarrea hemorragica, estornudos y
dificultad para respirar. En algunos casos se ha presentado torticolis, tremores de la

cabeza y cuello, incoordinacion y paralisis de las alas (Clavijo, 2010).

2.1.11 Lesiones

Las lesiones macroscopicas son extremadamente variables en lo que respecta a su
localizacion y severidad, dependen generalmente de la especie afectada, la patogenicidad

del virus y la presencia de patdgenos secundarios (Swayne et al., 2013).

2.1.11.1 Lesiones causadas por virus de IABP

En las aves de la familia de las gallin4ceas las lesiones mas frecuentes se presentan
en el tracto respiratorio, especialmente en los senos paranasales, los cuales se encuentran
con una inflamacion catarral, serofribrinosa o mucopurulenta, resaltando asi la presencia
de material caseoso en los senos paranasales. La traquea puede presentar edema,
congestion o en algunos casos hemorragia con presencia de material caseoso, lo cual
puede provocar oclusion de las vias respiratorias resultando en la asfixia del ave (Capua,
2000).

Cuando bacterias patogenas secundarias estan presentes (Escherichia coli y
Pasturella multocida generalmente), se pueden presentar aerosaculitis, pleuroneumonia
y peritonitis. En gallinas de postura y reproductoras se presenta peritonitis por yema de
huevo y en algunos casos regresion folicular; los oviductos estdn inflamados y con
material caseoso en su interior lo que origina la presencia de huevos con cascara débil o
sin ella por disminucion de la deposicion de calcio en la cascara. Raramente los rifiones
son afectados, mas si es asi, se producen una inflamacién renal con presencia de uratos
en los uréteres y el parénquima renal. Se puede presentar enteritis catarral, especialmente
en pavos, donde ademads se presenta en algunos casos palidez del pancreas o presencia de

zonas hemorragicas en el parénquima pancreatico (Jackwood y Swayne, 2009).
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Histolégicamente se presenta una rinitis, sinusitis, traqueitis y bronquitis catarral,
ademas también se ha reportado neumonia acompanado de edema y enfisema pulmonar
y en algunos casos nefrosis y nefritis, lo cual se da generalmente en aves de postura, en
lo que respecta a los 6rganos del sistema inmune se presenta una deplecion linfoide, sin
embargo, no ha sido demostrado la infeccion viral en los linfocitos. Por ultimo, ha sido
reportado lesiones de necrosis del pancreas en pavos en inoculaciones experimentales con

cepa del virus de IABP H7N1 (Capua, 2000).

2.1.11.2 Lesiones causadas por virus de IAAP

Lesiones producidas en brotes naturales han sido reportadas, de la misma manera
que ha sido reproducido experimentalmente en pollos. Las lesiones son de caracter
necrotico y hemorragico en la piel y las visceras, pero si la infeccion es hiperaguda las
lesiones no son observadas. En los pollos con una infecciéon aguda es comin encontrar
edema de las cariinculas superior e inferior, zona periorbitaria, cabeza, cuello y patas
acompaifiado de hemorragia petequiales-equimoticas. También se ha reportado necrosis y
cianosis de la cresta y barbilla, esto tltimo es producto de la necrosis isquémica (Swayne
etal.,2013).

Internamente se presentan hemorragia en las capas serosas y mucosas de los
organos viscerales, acompafiado de focos necroticos, Asi tenemos que los focos
hemorragicos se presentan en el epicardio, proventriculo, molleja, pulmén, musculo de la
pechuga, placas de Peyer y tonsilas cecales, mientras que los focos necréticos se
encuentran en el corazdén y con menos presencia en el higado, bazo y rifion, en estos
usualmente acompafiados de uratos. En algunas ocasiones se encuentra edema en el
cerebro y zonas necrdticas-hemorréagicas en el pancreas (Jackwood y Swayne, 2009).

Histologicamente se presentan necrosis e inflamacion de los 6rganos viscerales,
siendo los organos mas afectados el cerebro, pancreas, pulmoén, corazdn, bursa, bazo,
timo, médula dsea, glandulas adrenales y la piel incluyendo los foliculos de las plumas.
Si la infeccion es hiperaguda normalmente no se aprecian lesiones microscépicas, pero
en algunos casos se pueden observar focos necroticos y lesiones inflamatorias en los
miocitos y endotelio vascular. En aves de larga vida como los pavos y gallinas
reproductoras o de postura las lesiones inflamatorias son mas prominentes que las

necroticas (Jackwood y Swayne, 2009).
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2.1.12 Patogénesis

En aves comerciales el proceso inicia con la ingestion o inhalacién de virus de
influenza tipo A, ya sea IABP o IAAP. La virulencia de la cepa estd determinada por el
subtipo de HA/NA y las proteinas internas, determinandose a través de estudios que las
proteinas NP, NS1, NA, PA, PB1 y PB2 son importantes en la virulencia del virus de [A
(Hulse et al., 2004).

Dentro del organismo, debido a las enzimas similares a la tripsina presente en las
células epiteliales respiratorias e intestinales se escinde la hemaglutinina, comenzando
multiples ciclos de replicacion viral en el tracto respiratorio e intestinal. En aves
gallindceas el principal sitio de la replicacion primera es la cavidad nasal (Swayne et al.,
2013).

Posterior a la replicacion inicial en el epitelio respiratorio lo cual se da en las
primeras 16 horas después de la inhalacion del virus, los viriones invaden la submucosa,
entrando en los capilares sanguineos, donde se replicaran en las células endoteliales para
luego extenderse a través del sistema vascular a infectar y replicarse en las células de los
organos internos, cerebro y piel en menos de 24 horas y en 48 horas se presentan las
lesiones mas severas. En algunos casos el virus puede hacer una infeccion sistémica antes
de replicarse en las células del endotelio vascular (Swayne et al., 2013).

El virus esta presenta en el plasma sanguineo, asi como en los eritrocitos y las
células de la estirpe linfoide y mieloide, con respecto a estas Ultimas, los macrofagos
cumplen un rol importante en la diseminacion sistémica del virus junto con las enzimas
celulares similares a la furina, presentes de forma ubicua en las células epiteliales de los
organos viscerales (Swayne et al., 2013).

El mecanismo de dafio de los virus de IAAP esta dado por la muerte celular
primaria seguido de una apoptosis o necrosis de la célula, el cual se da en las neuronas,
células arcinares pancreaticas, miocitos del corazon, células corticales adrenales, células
tubulares renales y células del epitelio pulmonar. La apoptosis ha sido demostrada
mediante estudios experimentales involucrando la expresion de citoquinas, en especial el
interferon-f y el factor crecimiento transformante B (Jackwood y Swayne, 2009).

La alteracion de la permeabilidad vascular con su posterior incremento es el
responsable del edema y la hemorragia en los 6rganos afectados y la falla multiorganica

es asociada con el dafio del endotelio vascular acompafiado de la presencia de
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microtrombos, el cual en algunos casos puede progresar a una coagulopatia con
trombocitopenia marcada llevando a una alteraciéon de la coagulacion sanguinea
(Jackwood y Swayne, 2009).

En resumen, el dafio causado por los VIA es el resultado de cuatro procesos:
Daiio directo debido a la replicacion viral en las células.
Daio indirecto a través de mediadores celulares (citoquinas).
Isquemia debido a la trombosis vascular
Colapso cardiovascular a causa de la coagulopatia o coagulacion intravascular

diseminada (Swayne et al., 2013).

2.1.13 Inmunidad

Ante una infeccion natural o a través de una inmunizacidon por vacunas la
inmunidad en las aves se da por una respuesta humoral a nivel de la mucosa y a nivel
sistétmico (Suarez y Schultz, 2000). Esta incluye una respuesta sistémica de
inmunoglobulina M 5 dias post infeccion, seguidos de una respuesta por inmunoglobulina
G; la cual estd influenciada por la edad del ave, infecciones concurrentes por virus
inmunodepresores como Marek o Gumboro y la antigenicidad de la cepa del virus
involucrado. Asi tenemos que los pollos presentan una mayor respuesta humoral, seguido
de los faisanes, pavos, codornices y patos (Swayne et al., 2013).

Los anticuerpos contra las hemaglutininas y neuraminidasas son neutralizantes y
protectivos, sin embargo, los anticuerpos contra HA generan mayor proteccion que los
anticuerpos contra NA (Sylte, 2007). El grado de proteccion va a depender del grado de
antigenicidad o la secuencia proteica similar entre la HA de la vacuna y del virus de
campo presente (Swayne et al., 2013).

Los anticuerpos instigados por la proteina M2 disminuyen la penetracion del virus,
aunque no son neutralizantes, lo cual origina que confiera una protecciéon incompleta
(Noda, 2006).

La duracion de la proteccion vacunal no estd muy esclarecida, pero en gallinas se
ha demostrado experimentalmente que una inmunizacion simple es capaz de proteger al
menos durante 30 semanas. Por regla general los pavos y pollos de carne requieren 2
vacunaciones para una adecuada proteccion a diferencia de las aves reproductoras y de

postura comercial que requieren minimo tres vacunaciones (Swayne et al., 2011).
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En lo que respecta a la inmunidad pasiva se ha demostrado que los anticuerpos
maternales confieren proteccion durante los primeros 10 a 21 dias, lo cual esta
influenciado por la concentracion de anticuerpos en la progenie, ademas estos anticuerpos
interfieren con la inmunidad activa ya sea usando vacunas vivas o atenuadas (De Vriese

et al., 2010).

2.1.14 Diagnostico

Para poder detectar el virus de influenza tipo A como causa de enfermedades en
granjas avicolas y en poblaciones de aves silvestres se requiere de un diagnostico
exhaustivo, para asi poder diferenciarlo de otras enfermedades, especialmente las
causadas por el paramixovirus aviar tipo 1 (OIE, 2021).

El diagnoéstico definitivo del VIA se establece mediante la deteccion directa de
proteinas y genes del virus en tejidos, hisopados, cultivos celulares o con el aislamiento
e identificacion del virus; de otra manera también a través de la deteccion de anticuerpos
frente el virus se puede llegar a un diagnostico presuntivo. Cabe sefialar que la mortalidad,
los signos clinicos observados en las granjas y las lesiones observadas durante la
necropsia nos pueden orientar en el diagndstico y ayudar a decidir qué granjas entraran

en cuarentena con la erradicacion total del lote (Swayne et al., 2013).

2.1.14.1 Toma de Muestra y Almacenamiento

Los virus de influenza tipo A son generalmente aislados a partir de hisopados
traqueales, orofaringeos y cloacales de aves muertas o aves vivas moribundas, esto se
debe a que ya sean virus de IAAP o IABP, se replican en el tracto respiratorio e intestinal.
En el caso de aves muertas ademas de los hisopados se deben tomar muestras de 6rganos
donde el virus se replica tales como traquea, pulmones, saco aéreo, intestino, bazo,
tonsilas cecales, rifion, higado, corazon y cerebro; este ultimo es importante ya que si se
logra detectar el virus en el encéfalo nos indica la presencia de un virus de IAAP o en
defecto una cepa neurotropica de la enfermedad de Newcastle (Swayne et al., 2013; OIE,
2021).

Los hisopados orofaringeos y traqueales son la mejor muestra para aves

gallinaceas y los hisopados cloacales lo son para las aves acuaticas. Los hisopados
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orofaringeos y traqueales presentan similar sensibilidad para detectar el vIA, sin embargo,
los hisopados traqueales son mds invasivos y pueden dafiar los tejidos (Spackman y
Suarez, 2016).

En lo que respecta a los hisopados cloacales, estos deben estar cubiertos
visiblemente de contenido fecal. En el caso de aves pequefias estd recomendado el uso de
hisopos de pediatria humana y las muestras recolectadas de hisopos traqueales,
orofaringeos y cloacales se pueden agrupar entre ellos, es decir hisopos cloacales con
hisopos cloacales. Con respecto al tipo de hisopo que debe usarse se ha demostrado que
los hisopos flocados generan mejores resultados en recuperar mayor cantidad del virus
que los hisopos de espuma (Spackman et al., 2013).

Una vez tomadas las muestras de hisopados se deben colocarse en una solucion
salina con fosfatos (PBS) isotonica a pH 7.0-7.4 con antibidticos o alglin otro compuesto
que contenga protidos y antibidticos, asi tenemos que es posible también utilizar caldo
cerebro corazén o medio de transporte universal (UTM), este ultimo al contener
antibioticos se ha convertido en el medio ideal para tomar muestras. Los antibioticos
usados por regla general son penicilina (2000 unidades/ml), gentamicina (50ug/ml),
estreptomicina (2 unidades/ml) y micostatina (1000 unidades/ml) en el caso de hisopados
traqueales u orofaringeos, si se tratara de hisopados cloacales las concentraciones deben
ser 5 veces mayor (OIE, 2021).

Posteriormente las muestras seran transportadas a 4°C a través de un recipiente o
caja con gel packs. En esta temperatura se puede conservar por maximo 4 dias y si se
requiere una conservacion mas prolongada se deberan guardar a -70°C, y cuando se
transporten se puede utilizar en hielo seco (-50°C). También se pueden conservar bajo

congelacion estandar (-20°C) (Spackman y Suarez, 2016).

2.1.14.2 Aislamiento del virus

El aislamiento del vIA se realiza tipicamente en huevos embrionados libres de
patdgenos especificos (SPF) los cuales son inoculados mediante la via de saco
corioalantoideo en huevos de 9 a 11 dias de edad con 0.2 a 0.3 ml de muestra. En algunos
casos se usa la via del saco vitelino cuando falla la via anterior (Swayne et al., 2013).

Se inoculan de 3 a 5 huevos por muestra los cuales son incubados a 35-37°C por 3

a 5 dias. Generalmente la muerte de los embriones en las primeras 24 horas corresponde
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a contaminacion bacteriana o traumatismo durante la inoculacion, més algunas cepas de
IAAP pueden causar mortalidad en este tiempo (Spackman y Suarez, 2016).

Pasado el tiempo correspondiente se colectan los fluidos alantoideos de los huevos
con embriones muertos y los huevos cuyos embriones han sobrevivido al periodo de
incubacion para realizar la prueba de hemaglutinacion (HA). Si resulta positivo se
demuestra la presencia del virus de Influenza o de un Paramixovirus tipo 1 para lo cual
se necesitard realizar una prueba confirmatoria: molecular, inhibicion de la
hemaglutinacion o de captura de antigeno especifico (Spackman y Suarez, 2016).

Para los fluidos alantoideos que den negativo a la hemaglutinacién, puede haber
la posibilidad de que tenga pocas cantidades de virus en la muestra; por ello es necesario
realizar un pasaje mas de las muestras, pero para ello se deben tener en cuenta todas las
medidas asépticas posibles para no incrementar el riesgo de reaccion cruzada en el

laboratorio (Swayne et al., 2013).

2.1.14.3 Identificacion del virus

Para la identificacion del virus de influenza tipo A se usan los fluidos alantoideos
positivos a la hemaglutinacién, para ella la prueba méas comunmente usada es la
Inhibicion de la Hemaglutinacion (HI). En esta prueba se usa anticuerpos contra la
enfermedad de Newcastle para determinar si el virus de causante de esta enfermedad esta
presente. Si el anticuerpo logra inhibir la hemaglutinacion el virus de Newcastle esta
presente, pero estd inhibicion no excluye la posibilidad de que el fluido pueda contener
los dos virus. Si el resultado es negativo el virus presente en la muestra es un vIA (Swayne
etal.,2013).

La matriz proteinica o nucleoproteina son aislados a partir de la hemolisis radial
simple o inmunoensayo de captura de antigeno. En esta prueba toman importancia para
la identificacion de estos antigenos en ELISA los anticuerpos monoclonales debido a que
son capaces de reaccionar con las nucleoproteinas o las proteinas de la matriz (Swayne et
al.,2013).

Es posible confirmar la presencia del vIA mediante prueba de inmunodifusion de
agar gel (AGID), el cual sirve para la deteccion de antigenos de la matriz o
nucleoproteina, los cuales estan presentes en todos los influenzavirus tipo A. Otra

alternativa, es el uso de las pruebas moleculares entres las cuales destacan la prueba de
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Reaccion en Cadena por la Polimerasa con Transcriptasa Inversa (RTPCR) o RT-PCR en
tiempo real usando cebadores conservados especificos de la nucleoproteina o especificos
de la matriz. La presencia de los subtipos H5 o H7, los cuales son generalmente virus de
IAAP, también puede determinarse con el uso de cebadores especificos de los subtipos
H5 o H7 (OIE ,2021).

La subtipificacion antigénica se logra mediante el uso de antisueros
monoespecificos preparados contra los subtipos de las glicoproteinas de la superficie (HA
y NA), que se suele utilizar en pruebas de inhibicion de la neuraminidasa (IN) y de HI, o
bien utilizando anticuerpos policlonales creados contra una diversidad de virus influenza
intactos y utilizados en pruebas de HI y de NI (OIE, 2021).

Estos métodos poseen dos grande inconvenientes: en primer lugar cabe la
posibilidad de que se den reacciones falsos negativos si los antigenos tienen una mala
compatibilidad, a pesar de pertenecer al mismo subtipo o falsos positivos, que se puede
dar cuando existe una reaccion cruzada o una inhibicidn estérica; esta ultima es cuando
el virus desconocido y el virus de referencia comparten el mismo subtipo de
neuraminidasa, lo que origina que los anticuerpos contra el subtipo NA interfiera con la
hemaglutinacion. La otra gran desventaja es que estos métodos requieren una larga y
buena caracterizacion de los anticuerpos monoespecificos para ser capaces de reconocer
a todos los subtipos. Debido a esto, estos exdmenes solo son realizados en laboratorios de

referencia (Spackman y Suarez, 2016).

2.1.14.4 Pruebas Seroldgicas

Muchas técnicas especificas del virus de influenza tipo A (ELISA y AGID) o de
los subtipos (HI y NI) son usados en la deteccion de anticuerpos contra el vIA en
diferentes especies de aves. Estos diagndsticos se pueden realizar en crianzas pequefias y
se requieren de un minimo de 20 a 30 animales para ser muestreados por cada granja para

lograr la adecuada sensibilidad de toda la crianza (Spackman y Suarez, 2016).

2.1.14.4.1 ELISA

Las pruebas de ELISA permiten la deteccion de anticuerpos frente a la

nucleoproteina, los cuales son compartidos entre todo los vIA. De este modo se han
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creado y validado posteriormente distintos kits de ELISA, ya sea de tipo indirecto o de
competicion/bloqueo, utilizdndose actualmente en la deteccion de anticuerpos contra los
influenzavirus tipo debido a la mayor sensibilidad que poseen con respecto a la AGID
(OIE, 2021).

Los kits de ELISA indirectos son comunmente usados para pollos y pavos,
mientras que los competitivos pueden ser usados para todas las especies, sin embargo, no
se sabe la sensibilidad y especificidad de esta técnica frente a algunas especies de aves.
Los ELISAS son utilizados para los monitoreos serolégicos, y si los resultados salen
positivos se deben confirmar con la prueba AGID o con la HI, esta ultima se utiliza para
determinar el subtipo de hemaglutinina (Swayne et al., 2013).

Antes de ser utilizados los kits de ELISA seran validados de acuerdo a la especie
concreta de interés y el objetivo de su uso. Los kits de ELISA tienen un costo moderado
y su utilidad radica en ser usados en programas de vigilancia serologica gran escala;
dando mejores resultados que la HI. Se han disefiado kits de ELISA para determinar
anticuerpos contra subtipos especificos de HA como el H5, H7, H9 y ciertos subtipos N,
es decir, N1, pero en general tienen menor sensibilidad que el ELISA para el vIA (OIE,

2021).

2.1.14.4.2 INMUNODIFUSION EN AGAR GEL

La prueba de inmunodifusion en agar gel sirve para detector el antigeno del virus
de influenza tipo A, asi como los anticuerpos contra el mismo. Se utiliza principalmente
para confirmar resultados de ELISA positivo segun las regulaciones internacionales. Las
ventajas de esta prueba es su bajo costo, trabaja bien con muestras de suero de pollos y
pavos y es especifico para el VIA, asi que es capaz de detectar anticuerpos contra todas
las cepas. Sin embargo, no puede ser aplicado para todas las especies, en especial contra
los anticuerpos de aves acuaticas y la sensibilidad de la prueba va disminuyendo a medida
que pasan los dias de la infeccion a comparacion del ELISA (Spackman y Suarez, 2016).

Esta prueba al igual que el ELISA detecta anticuerpos contra la nucleoproteina y
matriz proteica de los vIA Por ende las preparaciones concentradas de virus usados deben
contener antigenos tanto de la matriz como de la nucleoproteina. Normalmente, se han
utilizado en estas pruebas soluciones enriquecidas en nucleoproteina cuyo origen es a

partir de las membranas corioalantoideas de huevos SPF infectados a los 10 dias de edad,
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los cuales luego fueron homogeneizados, congelados y descongelados tres veces, y
centrifugado a 1.000 revoluciones por minuto para ser finalmente inactivados con
formalina al 0,1% o beta-propiolactona al 1% y de la misma manera que la prueba de
ELISA si el resultado sale positivo se debe realizar una prueba de HI para identificar el
subtipo involucrado (OIE, 2021).

Hay que tener en cuentas a la hora de realizar esta técnica que existe mucha
variacion en la respuesta inmune entre las distintas especies de aves, como ejemplo
tenemos que los anticuerpos contra la nucleoproteina son generalmente altos en pavos y

faisanes, mas no asi en patos, donde son indetectables (Slemons y Easterday, 1972).

2.1.14.5 Pruebas moleculares

Todos los diagnodsticos moleculares comparten un mismo objetivo, lograr
amplificar altos niveles de 4cidos nucleicos para asi, ser identificados en una muestra.
Los diagndsticos moleculares para el virus de la Influenza aviar se ha incrementado de
manera exponencial en estos Ultimos afios (Perera et al., 2011).

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR) y el
rRT-PCR han sido desarrollado y usados en los laboratorios para estudios experimentales
y para detectar casos clinicos de campo causados por el vIA (Swayne et al., 2013). El
rRT-PCR tiene una duracion de al menos 3 horas y su sensibilidad y especificidad es
similar con los métodos de aislamiento convencionales, de esta manera al realizar estos
examenes aceleramos el diagnostico de la enfermedad y del monitoreo de campo. Tiene
la ventaja de identificar el virus de influenza tipo A de diversas especies, ya sean aves o
mamiferos (Fouchier et al., 2000).

La RT-PCR convencional para la identificacion del vIA, es utilizada por los
laboratorios desde la década de 1990. La aplicacion de esta técnica permite que con el
producto de PCR purificado puede ser empleado en la secuenciacion de acidos nucleicos
y con ello poder determinar la patogenicidad de la cepa aislada (Perera et al., 2011).

Si las muestras son positivas, se debe realizar una prueba molecular rRT-PCR
especifica para los subtipos H5 y H7. En las gallinaceas se utilizan como muestra
hisopados orofaringeos y traqueales a diferencia de las aves silvestres donde se utiliza

generalmente hisopados cloacales o muestras de heces frescas debido a que algunos virus
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de Influenza A son mads enterotropicos y un muestreo a partir de muestras del tracto
respiratorio puede tener baja sensibilidad (Swayne et al., 2013).

Actualmente estan descritos y validados varios ensayos de rRT-PCR que
amplifican tanto regiones del gen de la matriz (M) como de la region HA2 del gen de la
Hemaglutinina. El gen M es conservado en todos los subtipos de la HA de todos los virus
de influenza aviar, mientras que la region HA2 es relativamente conservada dentro de los
genes de la HA, lo cual hace que sea la de mayor interés en el diagndstico de los subtipos
de IAAP H5 y H7 (Lee y Suarez, 2004).

Se debe tener en cuenta el propodsito para el que se usa las pruebas moleculares
debido a que existe una pobre correlacion entre un resultado molecular positivo y la
presencia del virus viable, como ejemplo tenemos que si un virus ha sido inactivado no
puede ser detectado en el aislamiento viral convencional, mas va a resultar positivo en la
prueba molecular. Por ello, cuando se quiere demostrar si un ambiente esta libre del VIA,
el uso de aislamiento viral en huevos embrionados es mas recomendado (Spackman y

Suarez, 2016).

2.1.14.6 Diagnostico Diferencial

Debido al amplio espectro de signos y lesiones que causa la influenza aviar en
diversas especies de aves, el diagndstico definitivo se logra a partir de técnicas serologicas
y virologicas. Para los virus de IAAP, otras causas de alta mortalidad que deben ser
excluidas son: cepas velogénicas del virus de la enfermedad de Newcastle. Colera aviar,
estrés por calor y algunos procesos toxicos agudos. Para los virus de IABP otras causas
de enfermedad respiratoria en pollos y disminucién de la produccion de huevos en aves
de postura que deben ser descartas son: cepas lentogénicas del virus de Newcastle,
laringotraqueitis infecciosa, bronquitis infecciosa, micoplasmosis aviar y sindrome de

cabeza hinchada (Easterday, 1997).

2.1.15 Prevencion y Control

Existen tres diferentes objetivos en el control de la influenza aviar: Prevencion,
manejo y erradicacion. Para lograr esto se debe poseer una estrategia basada en 5

componentes especificos que se correlacionan: educacion del personal, bioseguridad,
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diagndstico y monitoreo, eliminaciéon de aves afectadas y la disminuciéon de la
susceptibilidad del hospedero (Swayne et al., 2013).

De todos estos componentes las medidas de bioseguridad son muy importantes ya
que evitan la introduccion del virus, su infeccion y su propagacion. La principal causa
potencial de posibles infecciones para las aves domésticas son las aves silvestres
(Linzitto, 2005).

Las medidas de bioseguridad y buenas practicas de produccion son disposiciones
y acciones zoosanitarias que estan orientadas a minimizar el riesgo de introduccion,
transmision y posterior diseminacion del virus de Influenza aviar, asi como garantizar la
trazabilidad de todas las acciones realizadas en una granja avicola (SENASICA, 2011).

En brotes por virus de IABP, los esfuerzos se orientan a controlar la infeccion en
su forma original, para asi evitar que el virus mute a sus formas mas patogenas. De este
modo, la cuarentena de las galpones y granjas afectadas es de vital importancia para evitar
la diseminacion del virus En los paises en los cuales la IA nunca ha sido detectada, la
aparicion de formas no patogenas debe ser evaluada y monitoreada, debido a que es una
fuente potencial de un virus més patdogeno. En cambio, si hay un brote originado por un
virus de IAAP, se debe realizar la eliminacion, por medio del sacrificio de las aves, la
despoblacion, desinfeccion y limpieza de las instalaciones afectadas y por ultimo el
control epidemiologico realizado por personal calificado de la zona involucrada. En zonas
endémicas el uso de vacunas monovalentes y polivalentes pueden proteger parcialmente
contra la mortalidad, morbilidad y la disminucién de produccion de huevos, ademas de
reducir la diseminacion del virus, sin embargo, no logran eliminar el virus de las aves
(Linzitto, 2005).

Otro aspecto que no se puede dejar de lado es la educacion de todo el personal
acerca de como el virus se introduce en las instalaciones, como de diseminan y qué
medidas se pueden tomar para evitarlo. Asi se puede evitar el movimiento del virus a
través de fomites y aerosoles, lo cual impedird que el virus se disemine entre granjas
comerciales (Swayne et al., 2013).

En crianzas de traspatio debido a que no se pueden implementar las medidas de
bioseguridad, se necesitaria reducir la susceptibilidad del hospedero a la infeccion, lo cual
se consigue mediante la aplicacion de vacunas, especialmente en paises endémicos con

cepas de TAAP (Igbal, 2009).
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Un réapido y preciso diagnostico para el vIA es fundamental para lograr un control
rapido eficaz de la enfermedad. Se ha demostrado que la rapidez con la que la infeccion
por el VIA es controlada es directamente proporcional con cuan rapido son detectados los
primeros casos en la parvada, ademas de las medidas de bioseguridad existentes y que
rapido se realizar la erradicacion de las aves. En este aspecto los monitoreos serologicos
son usados para poder certificar si una zona esta libre de la infeccion con el vIA durante
un brote para asi poder determinar la extension de la zona infectada para su cuarentena
posterior (Swayne et al., 2013).

Posterior a la identificacion de los lotes infectados con cepas de IAAP, se debe
realizar la eliminaciéon de las aves, huevos y heces, paso esencial para impedir la
transmision del virus. Esto se puede llevar a cabo mediante distintos métodos como
compostaje, incineracion, transformacion en subproductos o entierros en fosos sépticos.
Con respecto a infecciones por IABP, solo se ordena vender a las aves después que se han
recuperado de la infeccion. Esto es debido a que la mayoria de los virus de influenza
tienen una excrecion viral de 2 semanas en promedio y usualmente 4 semanas después de
la infeccion el virus no es detectado. En los Ultimos afios se ha usado el método “water-
based foam” para la eliminacion de las aves ya que con este se minimiza la exposicion
del virus hacia los humanos durante la erradicacion de las aves (Benson et al., 2009).

La disminucion de la susceptibilidad del hospedero se logra mediante la
vacunacion de las aves, las cuales se han desarrollado principalmente para pollos y pavos
cuya efectividad radica en prevenir los signos clinicos y la mortalidad. Se han
desarrollado vacunas inactivadas y vectorizadas usando cepas de IABP las cuales se

utilizan en los paises endémicos con Influenza Aviar (Swayne et al., 2013).
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III MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de Estudio

El presente estudio se realiz6 durante los meses de agosto y setiembre del ano 2020
con muestras de sueros de gallinas reproductoras obtenidas a partir de la seroteca del
laboratorio de Patologia Aviar de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM).

3.2 Materiales

3.2.1 Muestras de Suero

Se seleccionaron 387 muestras de sueros de aves reproductoras del departamento
de Lima sin distincion de edad o sexo.

Las muestras fueron obtenidas de la seroteca del Laboratorio de Patologia Aviar
de la Facultad de Medicina Veterinaria de la UNMSM.

La procedencia de las muestras, asi como la edad de las aves muestreadas se

describen en el cuadro 1.
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Cuadro 1: Procedencia de las muestras de sueros de aves reproductoras del

departamento de Lima utilizados en el estudio

Lugar de Origen Identificacion Fecha de Toma de Muestra Edad Aves
Barranca Reproductora 1 20-06-20 20 semanas
Barranca Reproductora 2 20-06-20 40 semanas
Barranca Reproductora 3 20-06-20 60 semanas
Barranca Reproductora 4 12-02-20 15 semanas
Barranca Reproductora 5 12-02-20 26 semanas
Barranca Reproductora 6 12-02-20 40 semanas
Barranca Reproductora? 12-02-20 55 semanas
Barranca Reproductora 8 20-05-20 10 semanas
Barranca Reproductora 9 20-05-20 36 semanas
Barranca Reproductora 10 20-05-20 56 semanas

Mala Reproductora 11 10-03-20 15 semanas
Mala Reproductora 12 10-03-20 30 semanas
Mala Reproductora 13 10-03-20 45 semanas
Mala Reproductora 14 10-03-20 60 semanas
Asia Reproductora 15 20-04-20 08 semanas
Asia Reproductora 16 20-04-20 20 semanas
Asia Reproductora 17 20-04-20 40 semanas
Asia Reproductora 18 20-04-20 56 semanas
Carfiete Reproductora 19 10-01-20 15 semanas
Carfiete Reproductora 20 10-01-20 25 semanas
Carfiete Reproductora 21 10-01-20 42 semanas
Caifiete Reproductora 22 10-01-20 50 semanas
Mala Reproductora 23 15-03-20 15 semanas

3.2.2 Materiales y Equipos

Para el procesamiento de las muestras se contd con el equipo e instrumental
necesario para realizar la prueba de ELISA competitivo, lo cual consto de:
Kit de ELISA competitivo para deteccion de anticuerpos frente al virus de Influenza A
de Laboratorios IDEXX.
Lector de ELISA modelo ELx800 de Biotek.
Computadora.
Software de diagnostico XChekkPlus de Laboratorios IDEXX.
Micropipetas multicanal regulables con rango de 10-200 ul.
Puntas para las Micropipetas.
Agua destilada

Crondmetro.
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9. Guantes de latex.
3.3 Métodos y procedimientos
3.3.1 Determinacion del tamaiio de muestra

Se realiz6 en base a la formula de proporciones para poblaciones infinitas (Daniel,

1996).

o _Z D
d 2
e Donde:
e 1 =numero de muestras
o 7z=1.96(al 95% de confianza)
e p=prevalencia- 0,5; debido a que no hay estudios anteriores en el lugar
e g=Il-p
e d=p/10 nivel de confianza, precision o error admitido

e Reemplazando: n= 385

Por lo tanto, se determindé un minimo de 385 muestras a ser utilizadas para el
desarrollo del presente estudio. A partir de la seroteca del Laboratorio de Patologia Aviar
FMV-UNMSM, se seleccionaron 387 muestras de suero provenientes de aves

reproductoras del departamento de Lima.
3.3.2 Procesamiento de las muestras
3.3.2.1 Prueba de ELISA competitivo
Todas las muestras de suero fueron procesadas mediante la prueba de ELISA

competitivo del laboratorio IDEXX(EE.UU.) para la deteccion de anticuerpos frente al

virus de Influenza A.
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Esta prueba esta disefiada para medir el nivel de anticuerpos especificos frente al
virus de la Influenza A en muestras de suero. El ensayo fue realizado de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Anexo 1). Se llevo a cabo en placas de 96 pocillos los cuales
se encuentran tapizados con el antigeno viral del virus de influenza tipo A. Se adicion6
un volumen de cada muestra diluida en cada uno de los pocillos. Luego de la incubacion
de una hora, si la muestra es positiva el anticuerpo especifico frente al vIA forma un
complejo con el antigeno. Posteriormente, tras eliminar el material no unido se procedid
a afiadir un conjugado de caracter enzimatico de anticuerpos monoclonales anti-Influenza
A en los pocillos. De no haber presencia de anticuerpos frente al vIA en las muestras
analizadas, el conjugado reacciona libremente con el antigeno del virus presente en la
placa. Por otro lado, de haber anticuerpos frente al vIA presentes en la muestra, el
conjugado anti-Influenza A no se puede unir al antigeno, el cual al no unirse serd
eliminado en el proceso de lavado y finalmente se afiadi6 un sustrato enzimatico y la
solucion de stop. El color que aparecio en el resultado final es inversamente proporcional
a la cantidad de anticuerpos anti-Influenza A, en la muestra analizada.

La lectura de se realizd en espectrofotometro, a absorbancia a 650 nm, A (650).
Los resultados fueron calculados dividiendo la A (650) de la muestra por la media A (650)
del control negativo, lo cual resulta en el valor M/N (relacion muestra-control negativo).
La proporcién de anticuerpos en inversamente proporcional al A (650) y por ende al valor
M/N.

Una muestra se considera negativa al poseer un valor M/N mayor a 0.5.

La presencia de anticuerpos frente al influenzavirus tipo A indica infeccion del ave
0 exposicion previa al virus de Influenza A.

La preparacion de las muestras y los reactivos utilizados, asi como la

interpretacion de resultados se describen en el anexo 1.

3.3.3. Prueba estadistica

Con los datos obtenidos se determind la presencia o ausencia de anticuerpos frente

al virus de la influenza tipo A mediante siguiente formula (Ahlbom y Norel, 1990)
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Prevalencia = Numero de muestras positivas x 100

Numero de muestras totales

Con su respectivo intervalo de confianza

IC=p =+ 1.96V [p (1—p) /n]
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IV RESULTADOS

Como resultados del estudio obtuvimos que todas las muestras analizadas fueron
negativas a la presencia de anticuerpos anti-vIA mediante la prueba de ELISA
competitivo frente al virus de la influenza A.

Los valores obtenidos en los andlisis se detallan en el Cuadro 2, donde se pueden
observar los valores en relacion a la media geométrica (PGT) y media aritmética (PAT)
de los valores asignados a los titulos de anticuerpos dentro de cada grupo o plantel

analizado.

Cuadro 2: Resultados obtenidos mediante la prueba de ELISA competitivo en aves

reproductoras del departamento de Lima.

Reproductoras Namero de Resultados
Muestras P.GT PA.T CV%

Lote 1 20 0.681 0.686 12.2

Lote 2 20 0.654 0.656 7.4

Granja 1 Lote 3 16 0.724 0.73 12.2
lote 4 18 0.721 0.735 19

Lote 5 18 0.726 0.74 23.2

Lote 6 16 1.069 1.076 11.4

Lote 7 16 0.968 0.971 7.8

Granja 2 Lote 8 16 0.903 0.909 12.1
Lote 9 16 0.882 0.887 17.8

Lote 10 16 0.688 0.708 21.9

Lote 11 15 0.748 0.760 17.5

Granja 3 Lote 12 16 0.750 0.755 11.9
Lote 13 16 0.694 0.702 15.1

Lote 14 16 0.797 0.821 26.1
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Lote 15 16 0.692 0.698 13.8

. Lote 16 16 0.692 0.696 11.2
Granja 4

Lote 17 16 0.694 0.715 28.5

Lote 18 16 1.084 1.089 9.7

Lote 19 20 0.687 0.704 21.6

. Lote 20 16 1.071 1.076 9.7
Granja 5

Lote 21 16 0.913 0.917 9.5

Lote 22 16 0.917 0.923 11.6

Granja 6 Lote 23 20 0.874 0.878 22.5

Como muestra el cuadro 2, todas las muestras en promedio aritméticos y
geométricos totales evidenciaron valores mayores a 0.5 lo cual indica que fueron

negativos en la deteccion de anticuerpos frente al virus de la Influenza A.
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V. DISCUSION

El Pert es un pais libre de Influenza Aviar desde el 2005 (SENASA, 2005) y
anualmente el SENASA realiza un monitoreo serologico en las aves de crianza familiar,
tecnificada y de combate a lo largo del territorio peruano como parte de la vigilancia

sanitaria contra la enfermedad (Gutiérrez, 2020).

Sin embargo, eso no significa que las aves domésticas no se encuentren en riesgo
de infectarse con el virus de Influenza A debido a que en estudios anteriores se ha
detectado la presencia del virus de IABP en aves silvestres, principalmente en el
departamento de Lima. Asi tenemos que entre 2006 y 2007 se aislaron 9 subtipos de IABP
en las zonas de la costa del departamento de Lima (Ghersi, 2009). En un estudio del afio
2008, un virus del subtipo H7N3 fue aislado a partir de las muestras de contenido fecal
de patos colorados (Anascyanoptera sp.) en los Pantanos de Villa (Ghersi, 2011). Por
ultimo, en el afio 2009 se aislaron siete cepas del subtipo HI2NS en aves silvestres

acuaticas de los humedales de Puerto Viejo, Huacho, Lima (Segovia, 2010).

En la epidemiologia de la enfermedad las aves silvestres migratorias son las que
juegan el papel mas importante a la hora de la transmision primaria de la enfermedad, es
decir la transmision desde territorios con presencia del virus a zonas libres de la
enfermedad, funcionando como reservorios naturales (Olsen, 2006); mas en la
diseminacion secundaria son las aves de traspatio y comerciales las que tienen un rol

importante, debido a que presentan un contacto muy cercano con las aves silvestres.
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A pesar de que las granjas de las aves reproductoras poseen uno de los mayores
niveles de bioseguridad, siempre esté el riesgo de contacto con aves silvestres. Por ello
es necesario realizar una vigilancia epidemioldgica constante para saber el estado
sanitario de las aves contra esta enfermedad.

El presente estudio se realiz6 con la finalidad de evidenciar la presencia o ausencia
de anticuerpos frente al vIA en aves reproductoras de la especie Gallus gallus domesticus
mediante la prueba de ELISA competitivo a partir de 387 muestras de sueros colectado
es el departamento de Lima, esto es debido a que la region nombrada es una de las que
presentan la mayor cantidad de aves reproductoras en nuestro pais segun los datos
publicados por el MINAGRI. Las muestras fueron tomadas en 06 granjas y
proporcionadas por una empresa avicola por lo cual el estudio no permitié que se realice
una seleccion aleatoria de las muestras para el disefio experimental, el cual se realizé sin
distinciéon de sexo o edad. Como resultado del estudio se obtuvieron que todas las
muestras de suero son negativas a la presencia de anticuerpos frente a Influenza A.

Estos resultados coinciden con las informaciones brindadas por el SENASA, el
cual realiza monitoreos serologicos anualmente para la vigilancia sanitaria contra la
Influenza Aviar.

El ELISA competitivo detecta anticuerpos contra la proteina NP del virus de
Influenza A, esta prueba ha sido usada durante mucho tiempo para realizar monitoreos
serologicos en aves comerciales debido a la rapidez con la que salen los resultados y a su
sensibilidad, la cual se ha demostrado que es mas alta que la AGID en la deteccion de
anticuerpos especificos contra el vIA. EIl empleo de dicho kit se consider6 el indicado
tomando en cuenta que la OIE recomienda la deteccion de la presencia de anticuerpos
ante NP para efectuar la vigilancia de la infeccion de IA en aves no vacunadas (OIE,
2021).

Los resultados obtenidos en el presente estudio concluyen que los anticuerpos
frente al virus de Influenza A no estdn presentes en las muestras de suero de las aves
reproductoras evaluadas del departamento de Lima. Sin embargo, esto no nos indica al
100% que las muestras no presenten o hayan presentado anticuerpos frente al virus de
Influenza A ya que a pesar de la alta sensibilidad que posee el ELISA competitivo, no

llega al 100%.

52



Se han realizados otros estudios similares, en los cuales se detectd que las muestras
de sueros de los pollos de carne obtenidas entre los afios de 1998 y 1999 del distrito de
Chancay presentaron una prevalencia de 0% para Influenza aviar a través de una prueba
serologica (Monasi, 1999), de la misma manera que los sueros de pavos de crianza
extensiva de las provincias de Lima, Huaral, Huacho, Canta y Barranca obtenidos entre
los afios 2008 y 2009 (Séenz, 2010). Si bien las muestras que se utilizaron provienen de
diferentes especies, en conjunto estos resultados concluyen que el virus de Influenza A
no ha llegado a diseminarse en las aves comerciales y de traspatio de nuestro pais. Esto
es debido probablemente al cumplimiento de las normas sanitarias, asi como la vigilancia
epidemioldgica que es llevado a cabo por el SENASA y las grandes empresas avicolas
comerciales. Estos resultados contribuyen para generar informacién valiosa utilizada en
la vigilancia epidemioldgica de la Influenza aviar en el Perd. La OIE indica que es
esencial realizar el monitoreo de los virus de influenza tipo A para lograr su deteccion a
través de la vigilancia epidemiologica (Martin et al., 2006), lo cual origina que esta
investigacion en conjunto con las anteriores nos ofrezca una vision al status de un pais
libre de Influenza aviar, mas ain al confirmarse que hay presencia del vIA en aves
silvestres acuaticas (Segovia, 2010; Ghersi et al, 2011).

Es aceptado en lineas generales que las aves acudticas silvestres son los principales
reservorios de la enfermedad, mas el papel de las aves reproductoras es de diseminador
secundario de la infeccion. A pesar de esto las grandes pérdidas economicas causadas por
la enfermedad se dan en estas aves debido a su alto precio y que al eliminarlas se pierde
todos sus futuros huevos incubables (FAO, 2022).

Estudios en el mundo concluyeron que las gallindceas domésticas son susceptibles
a la infeccion con el vIA y que en ellas ocurren las mutaciones virales para poder
adaptarse al nuevo hospedero, los cuales dan origen a las cepas de IAAP (Suarez, 2000).
En las aves comerciales, ya sean aves reproductoras, gallinas de postura, pollos de carne
o aves de traspatio en zonas endémicas y no endémicas de Influenza aviar, el método de
vigilancia utilizado como prueba tamiz es el ELISA debido al bajo costo que representan
y a la rapidez con la que se obtienen los resultados (SENASA, 2017). Es por ello que en
el presente estudio se considerd usar esta prueba serologica. Sin embargo, si se logra
determinar presencia de anticuerpos frente a Influenza A se debe realizar pruebas

confirmatorias tales como el AGID o con la HI (Swayne et al., 2013).
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En los estudios serologicos realizados en los tltimos anos en Sudamérica tenemos
que en 2017 se evidenci6 la presencia anticuerpos frente a Influenza A en 06 granjas de
aves comerciales, pero al realizar la prueba de HI no se evidencio presencia de anticuerpos
contra los serotipos mas patdgenos (Lugo, 2017). Por otro lado, en 2019 se demostro la
presencia de anticuerpos frente a Influenza A en aves de traspatio de Ecuador (Tandazo,
2019), de la misma manera ese mismo afio se evidencid la presencia de anticuerpos en
aves silvestres de Ecuador (Luzuriaga, 2019). Todos estos resultados concluyen que en
Ecuador no hay riesgo de infeccion por Influenza A en aves comerciales de la misma

manera que el estudio realizado.
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VI. CONCLUSION

La prevalencia de anticuerpos contra el virus de la influenza tipo A en Aves
reproductoras del departamento de Lima evaluados mediante la técnica de ELISA

competitivo fue de 0%.
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VIII ANEXOS

Anexo 1: Kit para la deteccion de anticuerpos frente al Virus de la Influenza A

Reactivos:

Placas tapizadas con antigeno del virus de Influenza A
Control positivo

Control negativo

Conjugado Anti-Influenza A

Diluyente de la muestra

Sustrato TMB

Solucion de frenado

Solucién concentrada de lavado (10X)

Preparacion de las muestras

Diluya las muestras 10 veces (1/10) con el diluyente de muestras antes

de analizarlas. No olvide de cambiar las puntas para cada muestra. Las

muestras deben estar mezcladas correctamente antes de dispensarlas.

Procedimiento de la prueba

1.

A i

10.
11.
12.

13.

Tome una o mas placas tapizadas con antigeno y anote la posicion de
la muestra en una ficha de trabajo.

Dispense 100 ul de control negativo no diluido en dos pocillos.
Dispense 100 ul de control positivo no diluido en dos pocillos.
Dispense 100 ul de muestra diluida en los pocillos correspondientes.
Incube durante 60 minutos (+/- 5 minutos) a 18-26°C.

Lave cada pocillo con aproximadamente 350 ul de solucion diluida de
lavado por 3 a 5 veces.

Dispense 100 ul de conjugado en cada pocillo

Incube durante 30 minutos (+/- 2 minutos) a 18-26°C.

Repita el paso 6

Dispense 100 ul de solucion sustrato TMB en cada pocillo.

Incube durante 15 minutos (+/- 1 minuto) a 18-26°C.

Dispense 100 ul de la solucion de frenado en cada pocillo para detener
la reaccion.

Calibre el lector en blanco con aire.
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14. Mida y anote los valores de la absorbancia a 650 nm.

Interpretacion de los resultados

En el caso de muestras de suero de aves, las muestras con valores M/N
<0.50 deberan considerarse positivas a la presencia de anticuerpos frente a la
Influenza A. Las muestras con una relacion M/N >0.50 se consideran

negativas a la presencia de anticuerpos frente a la influenza A.

69



