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RESUMEN

Influenza Aviar impacta en la salud publica debido a que representa un potencial riesgo
zoondtico. Ademds, es una amenaza para la industria avicola debido a que puede causar una
elevada morbilidad y mortalidad en las aves afectando la economia y el comercio. El virus
de Influenza Aviar ha sido aislado de una amplia variedad de especies aviares como por
ejemplo los patos domésticos que pueden ser posibles portadores silenciosos del virus. El
objetivo del presente estudio fue evaluar la presencia del virus de Influenza Aviar en patos
domésticos de crianza familiar en las provincias de Huaral y Huaura. Se colectaron 600
muestras de hisopado cloacal de patos domésticos de traspatio sin distincién de sexo o edad,
las cuales fueron analizadas mediante aislamiento viral en huevos embrionados de pollo
SPF. La presencia del virus de la Influenza Aviar fue determinada por la actividad
hemaglutinante del fluido alantoideo, y confirmada mediante un kit de diagndstico rapido,
que utiliza anticuerpos monoclonales. El 100% (600/600) de las muestras analizadas fueron
negativas al virus de Influenza Aviar en este estudio con una prevalencia deterministica de
0%. Se concluyé que las aves incluidas en el muestreo no se encuentran infectadas con el

virus de Influenza Aviar.

Palabras claves: virus de influenza aviar (vIA), patos domésticos, aislamiento viral,

prevalencia



ABSTRACT

Avian Influenza impacts on public health because it represents a potential zoonotic risk.
Besides, it is a major threat to the poultry industry due to it can cause high morbidity and
mortality in birds affecting the economy and trade. Avian Influenza virus has been isolated
from a wide variety of avian species such as domestic ducks that could be possible silent
carriers of the virus. The aim of this study was to evaluate the presence of avian influenza
virus in domestic ducks of family rearing at the provinces of Huaral and Huaura. Six
hundred cloacal swabs samples of domestic ducks were collected without regard of sex or
age, that were analyzed by virus isolation in specific pathogen-free (SPF) chicken eggs. The
presence of Avian Influenza virus was determined by the hemagglutination activity of
allantoic fluid and confirmed by a rapid diagnostic kit that has monoclonal antibodies. One
hundred percent (600/600) of the samples tested were negative for Avian Influenza virus in
this study with a deterministic prevalence of 0%. It was concluded that the birds included in

the sample are not infected with the Avian Influenza virus.

Keywords: Avian Influenza virus, domestic ducks, virus isolation, prevalence
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I.- INTRODUCCION

Influenza aviar (IA) es una enfermedad infecciosa causada por los virus de influenza aviar
tipo A. Este virus puede afectar a aves de crianza tecnificada, aves de traspatio, aves de compaiiia,
aves silvestres y algunos mamiferos como el cerdo e incluso el hombre. Por lo tanto, esta
enfermedad representa un problema de gran importancia en la industria avicola mundial, debido a

que genera grandes pérdidas econdmicas y restricciones al comercio internacional.

Los virus de influenza aviar son propensos a mutar constituyendo un potencial riesgo
zoondtico que podria ser altamente peligroso para el hombre. Por ello diversos organismos
internacionales elaboraron manuales orientados a implementar una correcta vigilancia
epidemioldgica de la enfermedad (OPS, 200; Wetlands International Globalsite, 2007; OIE, 2009;

FAO, 2007).

A partir de un brote ocurrido en Chile en el afio 2002, el Servicio Nacional de Sanidad
Agraria del Perd (SENASA), elabor6 un plan de contingencia contra IA, del mismo modo elaboré
un Documento Sustentatorio declarando al Perd libre de IA (2005). Sin embargo, estudios

posteriormente  realizados en nuestro pais han aislado subtipos de Influenza Aviar de Baja



Patogenicidad (IABP) en aves silvestres (Ghersi, 2009, 2011; Segovia, 2013), lo cual implica un

riesgo latente para la aparicion de la enfermedad en el Pert.

Las aves silvestres acudticas, principalmente las aves del orden Anseriformes vy
Charadriiformes, representan el principal reservorio natural de todos los virus de Influenza de tipo A;
al ser generalmente asintomadticos no evidencian manifestaciones clinicas lo que hace casi imposible
su erradicacién (Spackman et al., 2005). En el afio 2004, la Organizacién de las Naciones Unidas
(ONU) para la Agricultura y la Alimentacién (FAO), la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y
la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) alertaron que los patos domésticos,
pertenecientes al orden Anseriformes, podrian ser portadores silenciosos del vIA adquiriendo un
papel clave en la transmision del virus a otras aves e incluso a los humanos. La vigilancia
epidemioldgica en esta especie ayudaria a una posible deteccion temprana del virus impidiendo su

pronta diseminacion.

El presente estudio se realizé en patos domésticos de crianza familiar de las provincias de
Huaral y Huaura. Este tipo de crianza se caracteriza por un escaso cuidado veterinario, bajos niveles
de bioseguridad y generalmente un contacto significativo con las aves silvestres, exponiéndose a
posibles infecciones incluidas las del virus de influenza aviar. Por todo lo anteriormente expuesto se

justifica la realizacion de este estudio.

El objetivo principal fue evaluar la presencia o ausencia del vIA, mediante el aislamiento
viral en huevos embrionados SPF a partir de hisopados cloacales de patos domésticos de crianza de
traspatio, los resultados contribuyen a generar informacidn al sistema de vigilancia epidemioldgica y
nos da una visién sobre la situacion de los patos domésticos respecto a la influenza aviar en nuestro

pais.



IL.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 INFLUENZA AVIAR

2.1.1 Importancia econémica

La importancia del sector avicola en la economia de América Latina ha continuado
aumentando en los tltimos afios y el Peru no se ha visto ajeno a este crecimiento. Para el afio 2012 la
poblacién de aves de corral a nivel nacional se habia incrementado en un 69% respecto al Censo
Nacional Agropecuario de 1994 (INEI, 2012). Las pérdidas econdémicas a causa de la enfermedad de
influenza aviar dependen de la cepa del virus, la especie de ave infectada, el nimero de
explotaciones afectadas, los métodos de control y la velocidad de implementacion de las estrategias

de control o erradicacién (Swayne y Halvorson, 2008).

Desde 1959 hasta el 1998 solo se detectaron 28 focos de Influenza Aviar de Alta
Patogenicidad (IAAP) que afectaron a 23 millones de aves. Sin embargo, entre los afios 1999 y 2004
el impacto se incrementd 100 veces, afectando a mas de 200 millones de aves (Capua y Alexander,
2004). Solamente en Asia, las pérdidas econdémicas en el sector avicola se estiman en

aproximadamente 10 mil millones de délares (FAO/OIE/OMS, 2005)



Uno de los brotes mas devastadores a nivel mundial fue el ocurrido en Italia entre 1999 y el
2000 generado por un virus IAAP subtipo H7N1 causando la muerte de 16 millones de aves y
perdiéndose aproximadamente 400 millones de euros (Martins, 2003). Los costos del foco de IAAP
ocurrido en Chile en el afio 2002 por el subtipo H7N3 superaron los 30 millones de délares (West,

2010).

Cuando ocurre un brote de IA la decisién de erradicaciéon o vacunaciéon dependen del
desarrollo de la avicultura y de la economia del pais en cuestién. Los programas de erradicacién de
la TAAP han permitido dar reportes mas precisos, incluyendo la despoblacidn y los costos de la
eliminacién de las aves, de la morbilidad y mortalidad, las pérdidas de limpieza y desinfeccién, los
costos de cuarentena y vigilancia, y las indemnizaciones pagadas por las aves. Sin embargo, los
costos indirectos, tales como pérdidas no compensadas a la industria avicola como la pérdida
temporal o permanente de las exportaciones de aves de corral, la pérdida de ingresos de los
agricultores durante la produccion el tiempo, el aumento de los costos de consumo de la reduccion
suministro de productos de aves de corral, y pérdidas por la disminucién de compras de los

consumidores puede escalar facilmente las pérdidas por 5-10 veces (Swayne y Halvorson, 2008).

El Pert tiene la oportunidad de aprender de las lecciones de los paises asidticos con respecto
a la forma de prevenir y enfrentar esta enfermedad. Banco Interamericano de Desarrollo (2006),
elabor6 diferentes escenarios en Latinoamérica determinando que una inversion en la preparacion y
la prevencion de la IAAP realizada a tiempo en los sistemas de sanidad animal era conveniente y
podia ahorrarle a los paises de Latinoamérica por lo menos US$1.200 millones de pérdidas en el

sector avicola.

La evaluacion de la patogenicidad de un virus de IA recientemente aislado es fundamental
para el desarrollo de estrategias de control adecuadas y evaluar el impacto en el comercio
internacional. La IAAP es una enfermedad de la lista A de la OIE y se ha utilizado como una barrera
comercial legitima para proteger a los paises o regiones de introduccién de una enfermedad exdtica

aviar, es decir, la IAAP (Swayne y Suarez, 2000).



2.1.2 Importancia en salud piblica

Se conoce histéricamente que el origen de las pandemias de influenza se debe a la
transmision del virus de aves al hombre o la transferencia de genes de éstos a los virus de la
influenza estacional. En las aves acudticas silvestres, tanto migratorias como costeras, se mantiene
una gran diversidad de subtipos de virus de influenza, los cuales se introducen eventualmente en
aves domésticas, donde algunos virus adquieren la capacidad de infectar a mamiferos, incluido el
hombre. El proceso de adaptacién de los virus aviarios a hospederos mamiferos requiere tiempo, por

lo que la presentacién de estos casos puede tardar varios afios (Garcia y Ramos, 2006).

Las pandemias de gripe se producen por la convergencia de dos factores clave: la aparicién
de un virus de la gripe capaz de causar una transmision sostenida de persona a persona, y una escasa
o nula inmunidad de la mayoria de las personas frente a ese virus (OMS, 2014). Los virus de la
influenza A, incluyendo los que producen epidemias en los humanos, se encuentran bien adaptados
para eludir las defensas inmunolégicas del huésped al que infectan, debido a que carecen de sistemas
genéticos de reparacion de su material genético durante la replicacion en el humano, por lo que la
cepa existente puede ser remplazada con una variante antigénica nueva. Estos pequefios pero
permanentes cambios antigénicos requieren de una vigilancia constante de la situacién mundial de la

influenza, con ajustes anuales de la composicién de las vacunas contra la influenza (Echaniz, 2004).

La capacidad que tienen los virus que provienen de diferentes especies de "rearreglar”" su
material genético, da como resultado un subtipo diferente al de los dos virus originales. Debido a que
las poblaciones susceptibles carecen de inmunidad contra este nuevo subtipo y no existen vacunas
producidas contra él, estos cambios genéticos han generado pandemias altamente letales. Para que
esto suceda, el nuevo serotipo debe contener genes de virus de influenza humanos para que se

transmita facilmente entre la poblacién durante un tiempo determinado (Echéniz, 2004).

La introduccién de virus de aves acudticas silvestres a los humanos requiere un proceso
complicado de adaptacidn viral en hospederos intermediarios y de evolucidn genética para lograr la

eficiente transmision entre humanos (Garcia y Ramos, 2006).



La primera descripcion de un padecimiento identificable como influenza la realiz6
Hipdcrates en el afio 492 a.C. No obstante, la primera pandemia reconocida ocurrié en 1580, que fue
llamada “influencia planetaria”, por la asociacién que hicieron con una serie de fenémenos astrales
observados antes del brote, de donde se derivé el nombre actual de influenza. En 1918-1919 otra
pandemia denominada “Influenza espafiola” causé la muerte de 20 a 40 millones de personas a nivel
mundial, lo que representd de 2.5 a 5% de la poblacién global, y se calcula que al menos 20% de la
poblacién mundial se infect6 con el virus HIN1. Los casos de influenza de los cerdos, identificados
de manera simultdnea durante la pandemia y con el mismo subtipo de virus HINI, sugirieron la
posibilidad de que este animal haya desempefiado un papel importante en la adaptacién del virus

para infectar a humanos (Garcia y Ramos, 20006).

Las cepas pandémicas subsiguientes fueron el subtipo H2N2 en 1957 y H3N2 en 1968, estas
cepas variantes contenian genes de virus de influenza humana y aviar: tres en 1957 (HA, NA, y la
ARN polimerasa PB1) y dos (HA y PB1) en 1918 (Kawaoka et al., 1989). En 1997 un nuevo virus
de influenza aviar de alta patogenicidad (H5N1) adquirié la capacidad de causar infeccién en
humanos en Hong Kong (Garcia y Ramos, 2006). Aunque no se demostré cientificamente la
transmision concreta entre humanos para considerar a estos casos como problemas epidémicos, el
nimero de personas infectadas aumenta la probabilidad de que sirvan como “tubo de ensayo” para
que emerja un nuevo subtipo que posea los suficientes genes humanos y se transmita facilmente

entre individuos (Taubenberger et al., 2005).

Desde 1998 se ha comprobado que los humanos se infecten directamente de las aves, sin que
el virus necesite un periodo de adaptacion en la especie porcina como los brotes gripales de HSN1 y
HON2 (Godoy, 2006). Paralelamente, la amenaza de una pandemia de influenza se hizo presente en
2003 cuando cepas altamente patdgenas del virus de la influenza aviar, incluyendo los subtipos
H5N1 y H7N7, cruzaron la barrera entre aves y humanos y causaron la muerte de varias personas.
Todos los genes son de origen aviar y no han adquirido genes humanos (Echaniz, 2004). La falta de
métodos de diagndstico apropiados y el comercio insalubre de aves domésticas permitié la difusién

del virus con rapidez a diferentes paises (Garcia y Ramos, 2006).



Desde su reaparicion generalizada en 2003 y 2004, este virus aviar se ha propagado de Asia
a Europa y Africa, y se ha arraigado en las aves de corral de algunos paises, produciendo no solo
millones de casos de infeccion en estos animales, sino también varios cientos de casos humanos y la

muerte de muchas personas (OMS, 2014).

La circulacién continua de virus HSN1 en las aves de corral, especialmente cuando es
enzodtica, sigue suponiendo una amenaza para la salud publica, dado que estos virus pueden causar
enfermedad grave en el ser humano; ademds, cabe la posibilidad de que sufran cambios que los
hagan més transmisibles entre las persona. En un mundo tan interconectado como el actual, una
epidemia local puede convertirse rdpidamente en una pandemia, dejando poco tiempo para preparar

una respuesta de salud publica que detenga la propagacion de la enfermedad (OMS, 2014).

El virus de la gripe aviar HSN1 sigue siendo uno de los virus de la gripe con potencial
pandémico, puesto que sigue circulando ampliamente en algunas poblaciones de aves de corral, que
la mayoria de los seres humanos probablemente no son inmunes a €l y que puede ser causa de

enfermedad grave y muerte en las personas (OMS, 2014).

Ademads del H5N1 hay otros subtipos de virus de la gripe de los animales que han infectado
al ser humano, tales como los virus aviares H7 y H9, y los virus porcinos Hl y H3 (OMS, 2014). La
vacunacion de las personas con alto riesgo de exposicion a las aves infectadas, usando las vacunas
mas eficaces contra las cepas circulantes de la influenza humana, permite reducir la probabilidad de

coinfeccidn del ser humano con cepas aviares (Echaniz, 2004).

En febrero del afio 2013 se inici6 una epidemia de enfermedad respiratoria en humanos
provenientes de las ciudades de Shanghdi y Anhui en la China; después de realizar las pruebas
diagnoésticas se determind que se trataba de un rearreglo genético de Influenza A (H7N9). El origen
de este virus involucra aves silvestres y domésticas. Varios estudios han postulado que el lugar mas
posible donde ocurri6 la transmisién pudo estar relacionado con ambientes acudticos, que facilitaron
el encuentro de aves migratorias con aves domésticas que se comercializan en los mercados de las

ciudades. Se presentan algunos aspectos relacionados con el origen de la enfermedad, su difusion y



algunos interrogantes sobre el comportamiento del agente que quedan pendientes como consecuencia

de la emergencia de H7NO (Ortiz y Villamil, 2013).

2.1.3. Historia

En 1878, el cientifico italiano EdoardoPerroncito describe por primera vez la influenza aviar
de alta patogenicidad como una enfermedad de las aves, extremadamente grave y de elevado indice
de letalidad. Fue llamada originalmente “tifoidea epizodtica de aves de corral” (Perroncito, 1878).
En 1880, Rivolto y Delprato diferenciaron ambas enfermedades en base a hallazgos clinicos y
patolégicos. El primer aislamiento del virus de Influenza fue documentado por Centanni y
Savonuzzi, en 1901, quienes identificaron al causante de la enfermedad como un agente filtrable
(Swayne y Halvorson, 2008). Sin embargo, la enfermedad no fue clasificada como un virus de
influenza hasta 1955, afio en el que Shafer demostrd que el virus de la peste aviar era un miembro de

los virus Influenza A (Horimoto y Kawaoka, 2001).

Anteriormente, en 1941, Hirst descubrié la capacidad hemaglutinante de los virus de
Influenza y en 1943 Lush introdujo la prueba de la Inhibicién de la Hemaglutinacién para la
diferenciacion de los virus de la plaga aviar y de la enfermedad de Newcastle (Horimoto y Kawaoka,

2001; Lupiani y Reddy, 2009).

A partir de las pandemias humanas ocurridas en los afios 1957 y en 1968 se opt6 por realizar
un amplio estudio de la ecologia de los virus de influenza aviar para obtener mayor informacién
sobre el origen de las cepas pandémicas, estos estudios llevaron a la conclusién de que el vIA esta
ampliamente distribuido entre las aves y probablemente de forma ubicua en las aves acudticas. En
Escocia se aislaron cepas altamente patdgenas pertenecientes a los subtipos H5 en pollos y en
golondrinas de mar. Ambas especies padecieron graves problemas de enfermedad lo que llevé a
clasificar al vIA en dos tipos en base a su virulencia: cepas altamente virulentas que pueden causar
plagas en aves y cepas de baja patogenicidad que pueden provocar enfermedades leves o

asintomaticas (Horimoto y Kawaoka, 2001).



Los aislamientos ocurridos entre esas fechas condujeron a la especulacién de que todos los
virus H7 y H5 eran altamente patdgenos, pero se verificd que esto no es verdad, como lo demuestra
el caso de Oregénen en 1971 cuando se aisl6 un virus con una H7 en pavos, avirulento para pollos.
Desde entonces, se han aislado muchos otros virus con H5 Y H7 de aves en diferentes partes del
mundo, siendo muchas de éstas avirulentas para cualquier especie, sin embargo es cierto que
histéricamente, los problemas de enfermedad mds intensos se han debido a virus de los subtipos HS

y H7 (Easterday et al.,1997).

A inicios de la década del 70 fue reconocida la prueba de Inmunodifusiéon en Agar Gel
como el estindar internacional para el diagnéstico seroldgico y de vigilancia. Afios después se
demostré que el principal reservorio y huésped natural del virus de Influenza aviar eran las aves
acudticas silvestres del orden Anseriformes, y a finales de los 70 fue identificado que el sitio de corte
de la hemaglutinina era el mayor determinante de virulencia del virus de Influenza Aviar altamente

patégena (Buscaglia, 2004).

En 1981 se realizé el primer Simposio Internacional de la enfermedad de Influenza Aviar,
cambiando el nombre de peste aviar por Influenza aviar de alta patogenicidad, a ello le siguieron
otros simposios en los afios 1986, 1992, 1997, 2002 (Buscaglia, 2004) que contindan hasta la fecha.
Los paises de Centroamérica también reportaron presencia de IABP por la cepa H5N2, afectando
Guatemala en el 2000, el Salvador en el 2002, y presentdndose un foco en Republica Dominicana y
Haiti; sin embargo actualmente se encuentran libres de IAAP (Organismo Internacional de Sanidad

Agricola, 2010).

En Sudamérica, la primera vez que ingres6 una cepa de alta patogenicidad fue en Chile en el
afio 2002 generado por el subtipo H7N3. En menos de tres meses se controlaron los dos focos
desarrollados, evitindose la difusion de la enfermedad al resto del pais. S6lo seis meses después se
declar6 oficialmente a Chile libre de la enfermedad (Rojas y Moreira, 2002). Como respuesta al
primer brote acontecido en Chile, el SENASA aprobé el Plan de accién para la prevencién de

Influenza Aviar en el Perd (SENASA, 2002).



En el 2005 se expandié un brote en Asia iniciado en el 2003 causado por el subtipo H5SN1
que afect6 a la industria avicola con tasas histéricas sin precedentes, llegando por primera vez a

producir brotes en varios paises de Europa y Africa (Alexander, 2006).

El Programa Nacional de Sanidad Avicola del SENASA, elabor6 un Documento
Sustentatorio para la Declaracién del Perd como pafs libre de Influenza Aviar (SENASA 2005). Ese
mismo afio, se detectaron anticuerpos contra el virus HON2 en pollos durante el desarrollo de

vigilancia epidemioldgica de rutina realizado en Colombia (Ortiz et al., 2006)

En nuestro pais, se han realizado estudios en aves migratorias aislandose 7 cepas de virus de
IABP del subtipo HI2N5 en los humedales de Puerto Viejo, (Segovia, 2010) y 9 cepas de virus de
IABP de los subtipos H3NS, H4N5, HION9 y H13N2 en la costa central (Ghersi et al., 2009). La
FAO, OIE y OMS alertaron que los patos domésticos podrian representar una nueva amenaza de
gripe aviar siendo posibles portadores silenciosos del virus de la influenza aviar HSN1 altamente
patégeno para los pollos y por lo tanto pueden haber adquirido un nuevo e importante papel en la
transmision del virus a otras aves de corral y, posiblemente, a los seres humanos (FAO, 2004). Los
primeros informes de aislamientos del virus de la influenza A de patos domésticos se realizaron en
Checoslovaquia e Inglaterra en 1956, siendo uno de los primeros reconocimientos de infecciones de
la Influenza A de aves (Koppel et al., 1956). En Norfolk, Inglaterra, entre el agosto de 1979 y marzo
de 1980, se realiz6 una investigacidn en patos domésticos con enfermedad respiratoria de una granja

comercial, aislando 10 virus de la influenza aviar y un virus de Newcastle (Alexander et al., 1981).

Apenas en lo que va del presente afio 2014, se han presentado varios casos de IAAP en
diferentes paises del mundo, principalmente China y Vietnam, datos que se van actualizando a
medida que la OIE recibe informacion sobre la existencia de nuevos focos (OIE, 2014). En la Figura
1, se observan los diversos brotes en aves domésticas reportados entre el 1 de enero del 2013 al 1 de
noviembre del 2014. En América se han reportado brotes de influenza aviar en aves domésticas en

México, estos casos han sido resueltos. Mientras que no es asi en China y Corea, en donde existen
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brotes no resueltos, siendo el continente asidtico el que mas casos de brotes de influenza aviar

reporta.

Figura 1. Mapas con los focos de la enfermedad de Influenza Aviar Altamente Patégena actualizado

hasta el 1 de noviembre de 2014. Fuente: OIE, 2014.

2.1.4 Etiologia

2.1.4.1 Taxonomia

El virus de influenza es un miembro de la familia Orthomyxoviridae, y se distribuyen en tres
géneros: Influenzavirus A, B y C (OIE, 2008). Los virus de la influenza tipo A son los tnicos
ortomyxovirus conocidos que afectan a las aves; sin embargo, pueden también infectar a otras
especies como cerdos, caballos, ballenas, lobos de mar y otros incluyendo los humanos. Mientras

que los tipos B y C solo infectan a los humanos (Herrero, 2008).

Ademds de su especificidad de infeccion en las distintas especies de animales, los
influenzavirus pueden distinguirse principalmente por las variaciones antigénicas entre las proteinas
M2 y NP que se utilizan para la caracterizacién del virus y que son especificas para cada género
(Wright y Webster, 2001). El grado de variabilidad antigénica en sus glicoproteinas de superficie y el
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nimero de segmentos del RNA son también caracteristicas distintivas entre los virus de influenza.
Ast, los virus de influenza tipo A presentan la mayor diversidad de proteinas hemaglutinina (HA) y
neuraminidasa (NA) y contienen 8 segmentos de ARN al igual que el virus de influenza tipo B,

mientras que el tipo C solo contiene siete segmentos (Strauss y Strauss, 2008).

Figura 2. Esquema de la configuracién gendmica y estructural de las particulas virales de los

influenzavirus A, B y C. Fuente: Perret y Dabanch, 2008.

2.1.4.2 Estructura viral

Los viriones de influenza presentan formas esféricas o varas cortas de 80-120 nm de
didmetro, aunque también pueden ser filamentosos alcanzando un tamafio de 400-800 nm de largo

(Buscaglia, 2004).

Presentan ademads una envoltura conformada por una bicapa lipidica proveniente de la célula
infectada, en cuya superficie interna se encuentran dos antigenos internos: la proteina matriz M1 y la
nucleoproteina (NP); mientras que en su superficie externa se insertan los antigenos externos:

Hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa (NA) (Figura 3) (Suarez, 2006; Herrero, 2008).
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Figura 3. Esquema de la estructura del virus Influenza A. Fuente: Noda, 2006.

El virus influenza aviar se clasifican en subtipos en base a dos proteinas estructurales en su
envoltura: los antigenos de hemaglutinina (H) y neuraminidasa (N) que son importantes en la
patogenia y variacion del virus. Actualmente se reconocen 16 subtipos de hemaglutininas (H1-H16)
y 9 subtipos de neuraminidasas (N1-N9).Estos dos tipos de proyecciones de glicoproteina miden de
10 -14 nm de longitud y 4-6 nm de didmetro respectivamente, siendo la HA un trimero en forma de

vara mientras que la NA un tetrdmero en forma de hongo (Swayne, et al., 2003).

Los antigenos H se adhieren a los receptores celulares, tienen actividad hemaglutinante con
glébulos rojos (Buscaglia, 2004). La HA es una glicoproteina muy inmunogénica, generan
anticuerpos protectores. Estos anticuerpos especificos neutralizan al virus, ya que interfieren con el
reconocimiento de los receptores en el nivel celular que son residuos de 4cido sidlico. La
neuraminidasa (N) es una enzima que elimina residuos de 4cido sidlico de la membrana celular y
tiene la funcién de liberar el virus de las células. Estas dos glicoproteinas son las que mds sufren de
variaciones antigénicas, ya que los anticuerpos producidos contra las variantes anteriores no son tan

especificos ni dvidos para las nuevas, por lo tanto, son menos protectores (Herrero, 2008).

Hasta la fecha, los virus muy virulentos de la gripe tipo A, que producen una enfermedad
clinica aguda en los pollos y pavos, solamente se han asociado con los subtipos H5 y H7 (OIE,

2008).
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La nucleocapside viral es segmentada con simetria helicoidal y consta de diferentes tamafios
que varian de 30 a 120 nm de longitud (Noda, 2006). Su genoma viral estd compuesto por 8
segmentos génicos de ARN monocatenario de polaridad negativa (Suarez, 2006). El 4cido nucleico
codifica para 10 proteinas, de las cuales ocho son proteinas estructurales (HA, NA, M1, M2, NP,
M1, PB1, PB2 y PA) y dos proteinas no estructurales (NS1 y NS2) ubicadas en el citoplasma de la
célula huésped (Easterday et al., 1997). Las proteinas HA, NA y M2, por su enclave superficial en el
virién y su cardcter antigénico, condicionan con preferencia la relacion virus-hospedador, asi como

la capacidad infecciosa del virus (Suarez, 2006).

La M2 es un canal de protones que sirve para acidificar el virus con el fin de que pueda
desnudarse de su capside y liberar los segmentos de ribonucleoproteina (RNP) para que vayan al
nucleo celular y sean replicados. Posee, ademads, tres proteinas ligadas a la RNP que tienen su

funcidn en la transcripcién y la replicacién del dcido nucleico viral (Herrero, 2008).

2.1.4.3 Nomenclatura cientifica

Se ha estandarizado una nomenclatura para describir al virus de influenza proporcionando de
forma coherente informacién acerca de la cepa viral, esta nomenclatura estd basada en el tipo
antigénico (A, B o C), el origen del hospedero, sitio geografico de origen de la cepa que puede ser
una ciudad, estado, provincia, pais o designacién; nimero de la cepa aislada, afio de aislamiento del
subtipo y los subtipos de la hemaglutinina y neuraminidasa designada entre paréntesis; por ejemplo:

A /tern / Sur Africa/1/61 / (H5SN3) (Swayne, 2008).

2.1.4.4 Composicion

Los viriones de influenza estan compuestos por 0.8-1.0% de ARN, 5-8% de carbohidratos,

20% de lipidos y 70% de proteina (Easterday et al., 1997).

2.1.5 Replicacion

La infeccidn viral se inicia por la ingestion o inhalacion de viriones infecciosos de baja o alta

patogenicidad. Posteriormente se da el reconocimiento entre la HA viral y el receptor celular que
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contiene dcido sidlico, iniciando de esta forma la endocitosis mediada por receptor. (Swayne y

Halvorson, 2008).

La especificidad de la HA viral al receptor depende de la especie huésped. Rogers y Paulson
(1983) indicaron que la HA de virus humanos se adhiere al 4cido sidlico unido al pendltimo azicar
galactosa por un enlace (a-2,6); mientras que la HA de virus aviares se adhiere al 4cido sidlico
mediante enlaces (o- 2,3). Lo anterior es la base bioquimica por la cual los virus no pueden traspasar
las barreras inter-especies, esto solo sucederia ante cambios antigénicos shift, para lo que se requiere
de un intermediario, el cerdo, que es susceptible a virus aviares y humanos debido a que presenta
estructuras sialiladas en o-2-3 como en a-2-6. Sin embargo, actualmente existen cepas que son
capaces de transmitirse directamente del ave al humano sin necesidad de un intermediario (Flores et

al., 2007).

El virus ingresa por endocitosis al interior de la célula, cuando en la vacuola endocitica se
produce una disminucién drastica del pH gracias a la proteina M2 que permite el ingreso de iones
dentro del virién, lo cual causa un cambio conformacional de la HA (Steinhauer, 1999; Pinto y
Lamb, 2007), que consiste en la particiéon de la HA en H1 y H2, lo que es un prerrequisito para la
fusion e infectividad. El flujo de iones H+ dentro del endosoma favorece la disociacion de la proteina
M1 de las RNPs quedando libres en el citoplasma (Palesse y Shaw, 2007) y siendo transportadas al

ntcleo donde el complejo de transcriptasas sintetiza ARNm(Krug, 1981).

La transcripcién es iniciada con 10-13 nucledtidos de fragmentos de ARN generados del
ARN nuclear del huésped via actividad viral de endonucleasas del PB2. Posteriormente, 6
ARNmmonocistrénicos son producidos por el nicleo y transportados al citoplasma para la

traduccién en proteinas: HA, NA, NP, PB1, PB2 y PA (Rocancio, 2005).

El ARNm de los genes NS y M sufren un corte obteniéndose dos ARNm para la traduccion
de proteinas (NS1, NS2 y M1 y M2) las cuales llegan al sitio de liberacién de los nuevos viriones por

diferentes rutas Las proteinas HA, NA y minimas cantidades de M2, se sintetizan en el reticulo
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endoplasmadtico y se insertan en la membrana plasmadtica. Los 8 segmentos de genes virales y las

proteinas virales internas se ensamblan y migran también hacia la membrana plasmaética (Figura 4).
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Figura 4. Replicacién de virus de Influenza Aviar. Fuente: Rodriguez, 2006.
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Finalmente, la proteina M1 promueve la uniéon de las nucleocdpsides a los extremos
citoplasmadticos de las glicoproteinas (Lamb y Krug ,1996). Posterior al ensamblaje de las proteinas
virales, la actividad enzimética de la NA es la encargada de remover el 4cido sidlico de la HA, para
la eficiente liberacion de las particulas virales y la infeccion a otras células hospederas (Lamb y

Krug, 1996).

2.1.6 Patogenicidad viral

El gen HA es el principal determinante del cambio en la patogenicidad de los vIA(Bosch et
al,. 1979). Un precursor HAO es cortado enzimaticamente dividiéndose en HA1 y HA2, el corte
produce cambios en la region del ligando que exponen los aminoédcidos de unién al receptor,

permitiendo que el virus se adhiera facilmente a la célula (Easterdayet al., 1997).

Los virus IABP se caracterizan por contener al menos dos aminoacidos bdasicos del tipo
lisina y arginina en la region terminal de la HA1, que son cortadas por la enzima tripsina, la cual se
encuentra sélo en células del tracto respiratorio y digestivo de las aves (Swayne y Halvorson, 2008).
Mientras que los virus IAAP sufren una serie de cambios puntuales en su conformacién estructural
que pueden generar sustituciones e inserciones de multiples aminoacidos bdsicos en la regiéon
terminal de la HA1. Los aminoacidos de la HA de la IAAP son reconocidos por enzimas celulares
del tipo furina que estdn presentes en muchas células de numerosos 6rganos viscerales, favoreciendo

la replicacién sistémica del virus (Suarez, 2006).

2.1.7 Variacion antigénica

Los virus de IA poseen dos mecanismos primarios de dar diversidad en la poblacién viral.
Uno de ellos es la alta tasa de mutaciones puntuales en los genes que codifican a los antigenos
hemaglutinina y la neuraminidasa, ya sea espontdnea o debido a presién inmunoldgica
(antigenicdrift). El otro fenémeno es conocido como cambio antigénico mayor (antigenicshift) y es
causado por la redistribucion de segmentos genéticos entre cepas humanas y animales llegandose a

producir un intercambio genético entre diferentes especies de virus de la influenza, con
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reordenamiento del genoma y generacion de un nuevo subtipo viral (Easterday et al., 1997 y

Rocancio, 2005).

Lo anterior se debe principalmente a las fallas del ARN polimerasa durante la transcripcion
cuya fidelidad en la lectura no es buena y a la fragmentacién de genoma viral en 8 segmentos
favoreciendo el intercambio genético entre ellos. Estos dos posibles acontecimientos se traducen en

cambios de aminoécidos generando proteinas diferentes a las originales (Perret y Dabanch, 2008).

2.1.7.1. Drift antigénico

Ocurre por la acumulacién de mutaciones puntuales de nucledtidos, que se presentan como
sustituciones de nucledtidos, inserciones y deleciones de tripletes que son causados principalmente
por errores de la enzima polimerasa de RNA durante la trascripcion, en particular en el segmento que
codifica para la HA y que resulta en sustituciones de aminoécidos en los determinantes antigénicos;
de ello se deriva la imposibilidad para que puedan unirse los anticuerpos generados por infecciones o

inmunizaciones previas(Garcia y Ramos, 2006).

Estas mutaciones puntuales ocurren de manera impredecible y conducen a cambios menores
en estas proteinas de superficie. Las mutaciones se van acumulando en cada ciclo de trascripciéon y

generan variantes de estructura o funcién de las proteinas que expresan (Garcia y Ramos, 2006).

Estudios realizados con el subtipo H5N13 demuestran que mutaciones puntuales en
determinados genes codificadores de proteinas internas, junto con una mayor capacidad de la HA a
ser procesada por diferentes proteasas del organismo y no exclusivamente por las de tracto
respiratorio, se hallan asociadas a la elevada virulencia de este subtipo aviar en el hombre. Es decir,
la variabilidad genética de los virus de la gripe no tan sélo influird en la capacidad de respuesta del
sistema inmunitario frente a la infeccién, sino que también serd un factor determinante de la
virulencia de determinadas cepas virales (Pumarola et al., 2002). Asi mismo, se ha sugerido que los
virus aviares muestran menos derivacion antigénica que las cepas de mamiferos; la razén no es muy
clara, pero puede ser debido a la menor presién inmunolégica en aves de vida corta (Easterday et al.,
1997).
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2.1.7.2 Shift antigénico

Ocurre cuando una célula es infectada por dos virus de influenza A de distintas especies
cuyos segmentos gendmicos se reasocian durante el ensamble en una sola particula viral, resultando
en la aparicion de un nuevo subtipo desconocido para el sistema inmune. Algunas de estas
reasociaciones le pueden conferir al virus ventajas para infectar a otras especies (Garcia y Ramos,

2006; Webster y Hulse, 2004).

El cambio antigénico mayor puede ocurrir mediante contagio directo entre animales (aves de
corral) y humanos, pudiendo generar en este tltimo caso una pandemia global, como las ocurridas en
1957 y 1968 las que fueron ocasionadas por nuevos subtipos de influenza A: H2N2 y H3N2,
respectivamente. Estos nuevos subtipos fueron concebidos por el mecanismo del shift antigénico,
reordendndose genes de un virus H2N2 aviar con un HIN1 humano (pandemia de 1957) y un H2

humano con un H3 aviar (pandemia de 1968) (Belshe R, 2005).

2.1.8 Epidemiologia

2.1.8.1 Periodo de incubacion

El periodo de incubacién del virus de Influenza aviar varia desde pocas horas como en las
aves inoculadas por via intravenosa, 24 horas en los pollos inoculados por via intranasal, 3 dias en
aves infectadas naturalmente individuales y hasta 14 dias en una parvada. El periodo de incubacién
depende de la dosis viral, ruta de exposicion, especie hospedera y la capacidad para detectar signos
clinicos (Easterdayet al., 1997). Sin embargo este criterio puede no ser aplicable a todos los virus,
especialmente si es un virus de baja patogenicidad debido a que muchas de las infecciones por virus
de baja patogenicidad no causan la enfermedad clinica en todas las edades y todas las especies de

aves (Swayne y Halvorson, 2008).

Para fines de control y erradicacion puede ser mas aplicable el término periodo infeccioso, es

decir el tiempo desde la exposicién o la deteccion del virus hasta que el virus ya no se detecta.
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Mientras que para términos internacionales la Organizacion Mundial de Salud Animal (OIE)
determina que el periodo de incubacién del virus es de tres a cinco dias, sin embargo el atestado en el
Cédigo Sanitario para los Animales Terrestres de la OIE menciona que puede ser mas largo siendo el

tiempo méximo de 21 dias (Cordero, 2014)

2.1.8.2 Excrecion viral

La excrecion del virus se produce antes de la aparicion de signos clinicos y puede durar mas
que la enfermedad aparente (Swayne y Halvorson, 2008). La excrecién viral puede comenzar 1 6 2

dias después de la infeccién (OIE, 2009).

Se ha observado que los patos excretan virus durante un periodo tan prolongado como de 30
dias, esto significa que se requerirdn pocos ciclos de transmisién para conservar los virus. Parece
posible que los virus permanezcan en la poblacién de patos silvestres por un pase en aves
susceptibles, aun a un nivel bajo, durante el afio, hasta que la nueva estacién de cria produzca un

grupo nuevo de aves jovenes susceptibles (Easterdayet al., 1997).

En estudios experimentales, el virus de IA se ha demostrado que se replican y se excreta de

pollos individuales para un maximo de 36 dias y pavos de hasta 72 dias (Swayne y Halvorson, 2008)

Sin embargo, el virus IA se puede mantener durante periodos de tiempo mucho mds largos
como lo que ocurre en las operaciones agricolas o puede reaparecer después de un acontecimiento
estresante de manera significativa. Por ejemplo, el virus de baja patogenicidad H7N2 en
Pennsylvania durante 1997-1998 fue recuperado de la mortalidad diaria de una parvada clinicamente
normal 6 meses después de la recuperacion de la enfermedad aguda IABP clinico y de otro parvada
8 semanas después de la enfermedad aguda IABP clinica, pero después de la induccién de la muda.
Por lo tanto, una vez que un parvada se diagnostica como infectada con el virus IA, se debe
considerar una fuente potencial de virus hasta que las aves sean eliminadas y la granja se limpie y

desinfecte, sea nuevamente repoblada y no se hallen valores de IA (Swayne y Halvorson, 2008).
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2.1.8.3 Persistencia viral

Los virus de influenza aviar son poco resistentes en el medio ambiente. Son inactivados
rapidamente por los rayos ultravioletas. Cuando el virus es expuesto a altas temperaturas es poco
resistente, es por ello que los brotes son mds frecuentes en invierno por las bajas temperaturas y
humedad (Buscaglia, 2004), pudiendo inactivarse al aplicarle 56°C/3 horas o 60°C/30 minutos

(Cordero, 2014).

De acuerdo con la Organizacién Mundial de Salud (OMS), el virus es sensible al calor
(70°C) por ello mencionan que no hay peligro por transmision de carne de ave o sus productos si
estan debidamente cocinados. Por el contrario, el virus es estable a bajas temperaturas llegando a
sobrevivir hasta un mes en la carne congelada o refrigerada. Por eso, es necesaria una buena higiene
al preparar alimentos con carne de ave provenientes de lugares donde han ocurrido brotes de IAAP,
ya que seria facil que se diera una contaminacién cruzada entre érganos afectados con el virus y los

no afectados (Cordero, 2014)

Los vIA son relativamente estables s6lo con valores de pH comprendidos entre 6 y 8. Por lo
tanto los virus son sensibles a pH 4cidos, ademds son sensibles a los desinfectantes viricidas tales
como agentes oxidantes y disolventes de lipidicos, también se inactivan por la accion de la formalina

y compuestos de yodo (SENASA Argentina, 2009)

La mayoria de los estudios sobre persistencia ambiental del virus de IA han sido llevados a

cabo en América del Norte bajo condiciones climadticas frias, con los siguientes hallazgos:

a. Los virus de IA pueden sobrevivir en las heces por al menos 35 dias a 4 °C.

b. El virus de IA puede sobrevivir en el medio ambiente del galpén por mds de 5 semanas
(Webster et al., 1978).

c. Los virus de A pueden permanecer infectivos en el agua de los lagos por mds de 4 dias a 22
°C y mas de 30 dias a 0 °C (Webster et al., 1978).

d. El virus de patos salvajes naturalmente infectados se conserva infectante en las heces a 4°C
durante 30 dias y a 20°C durante 7 dias
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e. Los virus de influenza aviar pueden ser aislados de aguas de lagos donde las aves acudticas
estan presentes (Hinshaw et al., 1979).

f. La acidificacién del agua de bebida potencialmente contaminada hasta un pH de 2.5 o
clorinacién, puede ayudar a minimizar la difusién de la enfermedad (SENASA Argentina,
2009)

2.1.8.4 Transmision viral

El vIA es expuesto al medio ambiente mediante las secreciones de las narinas, conjuntiva y
cloaca. La transmision puede darse por contacto directo de un ave infectada a otra susceptible y de
forma indirecta mediante aerosoles o por exposicién a fomites en donde la intervencién del hombre
juega un rol importante (Easterdayer al., 1997). Todas estas secreciones pueden contaminar las
diversos materiales y equipos empleados en la avicultura transformdndose en los principales

elementos diseminadores de la enfermedad (SENASA Argentina, 2009)

La transmisién también puede producirse directamente por aves en mercados, exhibiciones,
crianza de traspatio, y actividades de entretenimiento como las peleas de gallos. Los mercados de
aves vivas actiian como un reservorio de infeccién del virus ya que son un punto focal en el que se

juntas y alojan muchas especias de aves (Buscaglia, 2004).

Muchas de las cepas que circulan en las aves silvestres no son patdgenas o lo son
moderadamente para las aves de corral. Sin embargo, puede surgir una cepa virulenta por mutacién
genética o reorganizacidn de otras cepas menos virulentas (FAO, 2014). Generalmente la mayoria de
fuentes inmediatas de contagio de las aves domésticas se deben al contacto directo o indirecto de las
aves de corral con aves acudticas. Las aves acudticas pueden excretar el virus en sus heces
contaminando el ambiente acudtico, si el agua contaminada entra en contacto con las aves de corral
pueden infectarse, siendo en algunos paises el método mas eficiente de trasmisién del virus

(Buscaglia, 2004).

En el caso de que el virus llegue a una bandada de aves puede diseminarse a través del

movimiento de las aves infectadas, aunque esta propagacion es irregular. Puede haber transmision
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aérea cuando las aves estdn en proximidad y mediante un desplazamiento adecuado del aire (FAO,

2014).

El virus de IA puede permanecer activo en los tejidos, las heces y el agua durante mucho
tiempo. Pero si el virus llegase a infectar a aves domésticas podria volverse altamente contagioso,
por lo quese perderia el papel de las aves silvestres en la dispersion de la enfermedad. Entonces, el
virus se dispersaria por toda la zona de crianza con el simple movimiento de aves infectadas y de los

equipos contaminados (Cordero, 2014).

La capacidad que tiene el virus para diseminarse es determinada por la sumatoria de
secreciones respiratorias y digestivas. Los virus IAAP en aves comerciales, tienden a mostrar una
transmision mas pobre que los virus de IABP debido a que en estas aves causan muertes rapidas
liberando poca cantidad de virus durante el corto curso de la infecciéon (Swayne y Pantin-Jackwood,

2008).

2.1.9 Hospedadores y reservorios

Los virus de influenza aviar se encuentran diseminados a nivel mundial mostrando un
amplio rango de hospederos dentro de los cuales estdn incluidas las aves comerciales y las aves
silvestres, observandose diferencias por especies en los grados de susceptibilidad a la enfermedad

(Alexander et al., 1978).

Los virus de Influenza Aviar se han aislados de mas de 105 especies de aves silvestres de 26
familias diferentes (Olsen et al., 2006). Las aves silvestres acuaticas migratorias, son los reservorios
naturales de toda la constelacién genética de los virus de influenza, en particular las especies de los
ordenes Anseriforme (como patos, por ejemplo),Passeriforme (por ejemplo, gansos), ambas aves
silvestres migratorias de lagos, y las del orden Charadriforme (gaviotas y golondrinas marinas, entre

otras), que son aves acudticas migratorias de las costas (Dennis, 2007). En todos estos 6rdenes de
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aves, los virus han alcanzado un estable estado de adaptacion evolutiva; y por lo general, la infeccion

no cursa con sintomatologia clinica (Taubenberger y Morens, 2006).

Anseriformes y Charadriiformes se distribuyen a nivel mundial, con excepcién de las
regiones mas 4ridas del mundo (Olsen et al., 2006). Patrones estacionales de infecciéon han
emergido en Anseriformes con mayor prevalencia durante el otoflo e invierno (Sinnecker et al.
1982). Las aves acudticas silvestres en cuyo tracto digestivo se multiplican estos virus, para ser
expulsados con las heces y difundirse ampliamente en el medio ambiente acudtico (SENASA
Argentina, 2009). Los patos domésticos pueden estar infectados en forma inaparente con virus de la

influenza, y contagiar a otras especies de aves domésticas.

Las aves domésticas son consideradas especies aberrantes, debido a que ocurren
mutaciones en los virus como un mecanismo de adaptacién para una Optima replicacién y
transmision en la nueva especie (Suarez, 2000). Entre las especies aviares domésticas, los pavos han
sido los mas frecuentemente implicados en brotes de la enfermedad influenza, mientras que los

pollos lo han sido con menor frecuencia (Easterday et al., 1997).

La gran mayoria de los virus encontrados en las aves son IABP; los virus TAAP
generalmente son detectados principalmente en las aves de corral. Las aves galliniceas incluyendo
pollos, pavos, codornices, y faisanes tienen a menudo graves infecciones con virus IAAP, pero los
mismos virus pueden causar enfermedad de menor importancia cuando infectan patos, gansos y otras
aves acudticas. Entre los pdjaros de jaula, la mayoria de las infecciones por virus de la influenza

aviar se han registrado en aves passerine. Las aves psitdcidas rara vez son afectadas (CFSPH, 2009).

También los patos domésticos pueden estar infectados en forma inaparente con virus de la
influenza, y contagiar a otras especies de aves domésticas (SENASA Argentina, 2009), de forma
general se han aislado mas virus de influenza de patos que de cualquier otra especie (Easterday et al.,

1997).

Un estudio de laboratorio en patos domésticos infectados por virus HSN1 en el 2004, reveld
que los patos domésticos estaban eliminando mayor cantidad de virus durante un tiempo mas largo y
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la sin presentar signos en la mayoria de casos, siendo las cantidades excretadas de virus similares a
las cantidades excretadas por los pollos visiblemente muy enfermos. Los resultados de este estudio
mostraron que en comparacion con los virus de la gripe aviar hiperpatogénica de brotes anteriores,
los virus H5N1 aislados sobrevivieron durante mds dias en el ambiente. Se concluyé que los patos
domésticos podrian actuar como reservorio silente del virus HSN1. Se informé que es preocupante
para la salud publica que los patos puedan infectarse y difundir virus por periodos largos, incluso sin
mostrar sefiales alarmantes, en forma de signos visibles, que alerten a tomar precauciones a los

responsables sanitarios y al publico en general (FAO, 2004).

El virus de la gripe aviar de patogenicidad baja ha causado epidemias de enfermedades
respiratorias en vison, focas y ballenas. El virus de la influenza aviar altamente patégena HSNI ha
causado infecciones esporddicas en tigres, leopardos, gatos de casa, civetas de palmera de Owston, la
mayoria de estos casos se trataba de contacto o consumo de aves infectadas. En estudios
experimentales, virus de influenza aviar se ha demostrado para infectar cerdos, hurones, ratas,
conejos, cobayas, ratones, gatos, visones, no humanos primates, y seres humanos (Swayne y
Halvorson, 2008). Perros, cerdos y zorros han sido infectados experimentalmente con los virus
aviares H5N1 a través de exposicion respiratoria. Los cerdos y los zorros también se han inoculado
mediante alimentacién de tejidos de aves de corral infectadas. El ganado puede ser infectado por la

inoculacién intranasal de los virus H5SN1 aislados de gatos (CFSPH, 2010).

Es muy importante reconocer que el aislamiento de un virus a partir de una especie en
particular no indica que el huésped es un huésped natural o especies reservorio. Muchas especies
aviares no son huéspedes naturales, incluyendo los pollos y pavos. Sin embargo, en los casos en que
un virus de influenza aviar se adapta a estas especies, pueden convertirse en reservorio. Actualmente
se sabe que los virus H5 y H7 se introducen a bandadas en su forma de baja patogenicidad. Al estar
en constante circulacién en las poblaciones avicolas, los virus pueden adquirir nuevas capacidades
convirtiéndose en cepas altamente patégenas mediante mutaciones genéticas espontaneas. A pesar de
ello, es importante mencionar que la transmisién de ave a ave dependera mucho de la especie

infectada (Cordero, 2014).
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También se reconoce el papel del cerdo como hospedador intermedio, adaptador y
amplificador de algunos subtipos virales para infecciones en humanos (Gaydos et al., 1977).
Estudios genéticos del virus de influenza H1 y H3 en cerdos y en humanos, indican que ambos

tienen un origen comun aviar y una relacion filogenética cercana entre ellos (Brown, 2000).

2.1.10 Manifestaciones clinico-patologicas

Los signos clinicos de infeccién por IA son variables y fuertemente influenciados por la
virulencia de los virus involucrados, las especies infectadas, la edad, las enfermedades virales o

bacterianas concurrentes y el medio ambiente (Martin et al., 2006)

El periodo de incubacién es variable y depende de la dosis viral, la ruta de exposicion,
especie susceptible y la habilidad de detectar los signos clinicos (Buscaglia, 2004). Generalmente las
infecciones por influenza en aves de corral, pueden ser asintomaticas, sin embargo puede generar
disminucién en la producciéon y diversos signos clinicos que van desde leves a graves (Swayne y
Halvorson, 2008), pudiendo presentarse desde muerte subita sin sintomas por presentarse como
infecciéon hiperaguda como lo que sucede generalmente en el caso de gallinas y pavos, hasta
infecciones subclinicas como puede ser el caso de patos y de avestruces (Sanchez et al., 2011). En
los patos, cuando no son asintomaticos, los signos méas frecuentes son sinusitis, diarrea y aumento de

la mortalidad (Berrios, 2002).

El virus de influenza aviar se puede dividir en dos grupos: los virus que causan muco-
infeccidn, ya sea en el sistema respiratorio y/o el tracto entérico, y los virus que causan infecciones
sistémicas. Los primeros son generalmente los de baja patogenicidad o levemente patégenos que no
causan una elevada mortalidad en las aves afectadas. Por otra parte, los virus que causan infecciones
sistémicas suelen causar una alta mortalidad y se conocen como altamente patégenos (Swayne y

Halvorson, 2008).
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Los signos de la enfermedad de la influenza aviar pueden ser compatibles con otras
enfermedades, no existen signos patognoménicos (Sanchez et al., 2011). Dependiendo de la edad y
tipo de ave y de los factores ambientales, la enfermedad altamente patégena puede variar desde una
muerte stbita sin signos evidentes hasta una enfermedad mas caracteristica con signos respiratorios,
lagrimeo excesivo, sinusitis, edema de la cabeza, cianosis de la piel y diarrea. Sin embargo, ninguno

de estos signos puede considerarse patognomoénico (Swayne y Halvorson, 2008).

2.1.10.1. Signos clinicos y lesiones causados por vVIABP

En aves silvestres, la mayoria de infecciones producidas por virus de baja patogenicidad no
causa signos clinicos (Laudert et. Al., 1993. En pollos y pavos los signos pueden ser inaparentes o
presentarse como una enfermedad respiratoria leve y en ocasiones grave (Swayne y Halvorson,

2008).

Comitinmente pueden confundirse con laringotraqueitis infecciosa u otras infecciones de las
vias respiratorias (Martin et al., 2006, Swayne y Halvorson, 2008). Cuando se presentan los signos
clinicos se inician con estornudos, progresando a disnea asociada a inflamacién de senos
infraorbitales y conjuntivitis, habrd una completa pérdida de apetito, condicién febril, plumas
erizadas y marcada depresion y a nivel del tracto digestivo pueden ocurrir leves diarreas, siendo

menos frecuente la sintomatologia a nivel del tracto urinario y reproductivo (Capuaet al., 2000).

En las grandes parvadas existen pequefios aumentos en la mortalidad diaria, se puede
observar como el virus se propaga a través de la parvada. En algunas situaciones, la infeccién con
virus de baja patogenicidad puede dar lugar a una mortalidad elevada, generalmente en asociacién
con agentes patdégenos concurrentes o secundarios y/o pobres condiciones ambientales (Swayne y

Halvorson, 2008).

De acuerdo a Buscaglia, (2004) y Martin et al., (2006) en aves domésticas sobretodo en
pollos y pavos, la enfermedad de alta, mediana y baja patogenicidad puede presentar los siguientes

signos clinicos:
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b)

d)

e)

g

h)

i)

Morbilidad y mortalidad del 0 al 100% (dentro de las 24 a 48 horas 6 hasta una semana)
sobretodo en los cuadros altamente patégenos.

Disminucién en la produccién de huevos (perdida de la pigmentacién, huevos deformes 6
fragilidad de la cdscara).

Problemas respiratorios (sinusitis, tos, estornudos, estertores y lagrimeo).

Edema peri orbital, de la cara, cresta, y barbillas cianéticas (especialmente en pavos).
Depresion (hacinamiento, inactividad).

Anorexia y emaciacion.

Desordenes nerviosos.

Diarreas (verdosas 6 blancas en algunas aves).

Equimosis en zancas y patas.

En raras ocasiones, los virus de baja patogenicidad pueden causar lesiones especificas en los

organos internos, ya sea a través de la infeccién directa u otras causas indirectas. En la necropsia, las

lesiones mds resaltantes se evidencian a nivel respiratorio (Capuaetr al, 2000), los senos se

caracterizan por inflamaciones catarrales, serofibrinosa, mucopurulenta o caseosa. Se han encontrado

casos en los que la mucosa traqueal puede encontrarse edematosa con exudados que varian de serosa

a caseosa y los sacos aéreos engrosados con exudado fibrinoso a caseoso (Martin et al., 2006).

Ademads de cuadros neumonicos, los virus IABP a pueden producir pancreatitis asociada a

necrosis de las células acinares en aves comerciales (Capua et al., 2000), y exudados en los oviductos

en aves ponedoras (Easterday et al 1997).

Sin embargo en estudios realizados experimentalmente en patos dnades reales, los virus de

IABP suprimieron la funcién de la célula T y causaron depresion de una semana en la produccion de

huevos (Laudert et. Al., 1993)

2.1.10.2 Signos clinicos y lesiones causados por VIAAP

Los signos clinicos reflejan la replicacién viral y el dafio que ello produce en multiples

organos viscerales, cardiovasculares y sistema nervioso, en la mayoria de casos, en pollos y pavos, la
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enfermedad es fulminante sin observarse sintomatologia previa (100% de mortalidad entre las 48-72
horas), no obstante si la enfermedad es menos fulminante, las aves sobrevivientes a los 3 a 7 dias,
manifiestan desérdenes neuroldgicos con incoordinacién y tremores de cabeza y cuello, torticolis y

opistétonos antes de la muerte (Capuaet al.,2000).

Se han reportado que las tasas generales de mortalidad de casos sobreagudos son cercanas al

100% (Martin et al., 2006)

En los casos sobreagudos que incluyen muerte subita, los signos clinicos pueden no ser visto
y muertes se producen horas después de la aparicién de la depresiéon. En los casos agudos, las
mortalidades pueden ocurrir 24 horas después de los primeros signos de la enfermedad, aunque mas
frecuentemente dentro de las 48 horas. En otros casos, las mortalidades pueden retrasarse hasta una

semana pudiendo observarse diversos signos clinicos (Martin et al., 2006).

En gallinaceas, los virus IAAP producen una variedad de lesiones edematosas, hemorragicas
y necrdticas en érganos viscerales y piel, sin embargo en casos donde la muerte es hiperaguda no hay

lesiones macroscopicas significativas (Capuaer al., 2000).

Las lesiones a la histopatologia cursan, con inflamacién y necrosis multisistémica. Los
organos afectados son cerebro, corazén, pulmones, pancreas y Organos linfoides primarios y
secundarios generalmente. Las lesiones en el cerebro y corazén se encuentran asociadas a la

presencia de proteinas virales en neuronas y miocitos, respectivamente (Capuaet al., 2000).

2.1.11 Patogénesis e inmunidad

El virus ingresa al huésped por inhalacién o digestiéon de los viriones de IA debido a la
presencia de la enzima tripsina en las células respiratorias e intestinales, que permiten el clivaje de
la hemaglutinina de superficie. Los virus replicados se liberan en los exudados nasales y heces de las

aves infectadas (Swayne y Halvorson, 2008).

En el caso de los virus de baja patogenicidad, la muerte principalmente al dafio respiratorio

acompaiiado por infecciones bacterianas secundarias. Solo en algunas excepciones los virus de baja
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patogenicidad han logrado diseminarse sistémicamente, causando dafios en tibulos renales, epitelio
pancredtico acinar y otros 6rganos que contienen la enzima tripsina en sus células epiteliales

(Swayne y Halvorson, 2008).

Por otro lado, los virus de alta patogenicidad invaden la submucosa y los capilares para
replicarse en las células endoteliales y diseminarse via los sistemas vasculares o linféticos, llegando a
una variedad de 6rganos, los cuales presentan de manera ubicua a la enzima furina, responsable de la

replicacién pantropica (Swayne y Halvorson, 2008).

Los dafios producidos por los VIA responden a 4 procesos: dafio directo por replicacion viral
en las células, tejidos y 6rganos infectados; efectos indirectos por la produccién de mediadores
celulares tales como las citoquinas, isquemia por trombosis vascular y colapso cardiovascular por

coagulopatia o coagulacién intravascular diseminada (Swayne y Halvorson, 2008).

La inmunidad en las aves ante una infeccién natural incluye una respuesta por anticuerpos
(inmunoglobulina A) (Suarez y Shultz ,2000). La respuesta sistémica en pollos y pavos es similar a
otras especies con la produccién de inmunoglobulinas M a los 5 dias post infeccién; y la produccién
de inmunoglobulina Y es detectada en un periodo un poco més largo que el anterior (Suarez y Shultz

,2000).

En la respuesta humoral, los anticuerpos neutralizantes son producidos contra las proteinas
superficiales HA, NA y M2; actuando contra la infeccién y la enfermedad (Tollis y Triani, 2002).
La variacién en la secuencia de aminodcidos de la HA y NA resultan en diferencias en su
antigenicidad, por ejemplo, los anticuerpos contra el subtipo H1 sélo neutralizardn virus H1 y no

otro virus de influenza (Suarez, 2008).

Los anticuerpos inducidos por la M2 aunque no son neutralizantes reducen la penetracién

viral y por tanto pueden producir proteccidn parcial (Noda, 2006).
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En los test de diagndstico es de utilidad la respuesta de anticuerpos a las proteinas internas
como NP y proteinas de la matriz, porque tienen una alta secuencia de conservacion y permiten la

deteccién de anticuerpos de aves infectadas con cualquier subtipo viral (Suarez y Shultz, 2000).

2.1.12 Diagnoéstico

2.1.12.1 Diagnéstico diferencial

El cuadro clinico de la enfermedad puede ser comiin a otras enfermedades que cursen con
signos respiratorios. El diagndstico diferencial va a depender de la patogenicidad del virus de
influenza. Asi, los cuadros de baja patogenicidad pueden ser confundidos con otras enfermedades
frecuentes que causen signos entéricos o respiratorios. Mientras que para el virus de IAAP, deben
considerarse principalmente enfermedades que causen elevada mortalidad subita como: enfermedad
de Newcastle, Laringotraqueitis infecciosa, Plaga del pato, intoxicaciones agudas (Martin et al.,

2006).

2.1.12.2 Toma de muestras y conservacion

Para que el diagnéstico de laboratorio sea fiable es muy importante tanto la técnica y los
reactivos utilizados como la experiencia del operario, pero principalmente de las muestras correctas,

tomadas y conservadas adecuadamente (Sanchez et al, 2007).

En las aves vivas se deben tomar necesariamente hisopos traqueales/bucofaringeos e hisopos
cloacales, se pueden recolectar heces frescas que no hayan sido expuestas a contaminacién, porque la
mayoria de virus se replican en las vias respiratorias y tractos intestinales (Swayne et al., 2008). En
cualquier caso, con el fin de asegurar el aislamiento del virus, se recomienda que al menos se
disponga de un gramo de heces, bien sean heces directamente o tomadas con el hisopo (Sanchez et
al, 2007). Los hisopos se colocan en un transporte de medio estéril que contiene altos niveles de

antibidticos para reducir el crecimiento bacteriano (Swayne et al., 2008).
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En el caso de aves muertas y dependiendo del tiempo transcurrido desde la muerte y el
estado del cadaver, se deben tomar al menos las mismas muestras que en el caso de los animales
vivos, hisopos traqueales/bucofaringeos e hisopos cloacales o contenido intestinal también se pueden
tomar muestras de triquea, pulmon, sacos aéreos, intestino, bazo, rifién, cerebro, higado y corazén
(Sanchez et al, 2007) siendo recogidas y procesadas por separado o en pools. En el caso de los
intestinos, siempre deben ser recogidos y embalados al ultimo y por separado para evitar la

contaminacién bacteriana (Martin et al., 2006)

En el caso de que el envio se realice en menos de 48 horas, las muestras deben ser
conservadas a 4° C desde su obtencion hasta la llegada al laboratorio. También es importante que los
hisopos se transporten en posicién vertical con el fin de que el algodén siempre vaya incluido en el
PBS. En el caso de que no sea posible garantizar el transporte al laboratorio en menos de 48 horas
desde la toma, las muestras se deben congelar a .70° C y ser transportadas sin romper la cadena de

frio (Sanchez et al, 2007).

2.1.12.3 Aislamiento e identificacion viral

El método estandar de referencia para diagnosticar al virus de IA es el aislamiento viral que
se realiza mediante el procesamiento de muestras provenientes de hisopado cloacal, traqueal o de

otros tejidos (Spackman et al., 2008).

El sistema utilizado generalmente para aislamiento del virus de la IA es mediante la
inoculacién de huevos embrionados de pollos SPF a los 9 — 11 dias de edad, aunque existe otros
sistemas que se usan como cultivos de células a menudo de origen aviar, lineas celulares de rifién

canino MadinDarby entre otras lineas celulares (Spackman et al., 2008).

Aunque el aislamiento del virus en embriones en pollos es caro y puede tomar varias pocas
semanas es ampliamente usado debido a que es el sistema mds sensible para detectar los virus

viables de IA (Spackman et al., 2009).
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Si bien tiene una alta sensibilidad no sucede lo mismo con su especificidad por lo que
numerosos agentes pueden replicarse en los embriones de pollo, incluyendo los paramixovirus, por
lo cual necesita ser confirmada mediante otras pruebas, para lograr esto los fluidos alantoideos de los
huevos se recolectan para la realizaciéon de pruebas de HA (Spackman et al., 2009) para detectar su
actividad hemaglutinante lo cual indica una alta probabilidad de la presencia de VIA tipo A o
paramixovirus aviares. Si los fluidos resultan negativos debe ser nuevamente inoculados (Easterday

et. al, 1997).

El liquido alantoideo positivo para hemaglutinacién se utiliza para la identificacion del virus.
Es importante determinar si la actividad hemaglutinante detectada en el fluido alantoideo se debe a
virus de la influenza u otros virus hemaglutinantes, tales como paramixovirus como el virus de la
enfermedad de Newcastle (NDV). Por tanto, el aislamiento se comprueba mediante pruebas de IH
contra antisuero de enfermedad de Newcastle. Si es negativo, entonces el virus se prueba para la

posible presencia de NP para establecer que existe el virus de influenza A (Easterday et. al, 1997).

La proteina NP tipo-especifica (nucleoproteina) o la matriz proteinica pueden ser detectadas
por la prueba de inmunodifusién doble, la prueba de hemdlisis radial simple o inmunoensayo de
captura de antigeno comercial. Los anticuerpos monoclonales que reaccionan con las nucleoproteina
o las proteinas de la matriz han demostrado ser ttiles en la identificacién de estos antigenos en

ELISA (Swayne et al., 2008).

Para realizar el subtipado del virus, se debe poseer antisueros monoespecificos preparados
frente a los antigenos aislados de cada uno de los 16 subtipos de hemaglutinina (H1- H16) y 9
subtipos de neuraminidasa (N1-N9) de los virus de gripe tipo A, los cuales pueden utilizarse en
ensayos de inmunodifusion. Alternativamente, el virus recién aislado puede examinarse mediante
ensayos de inhibicion de la hemaglutinacién y de la neuraminidasa frente a una serie de anticuerpos

policlonales contra un amplio rango de cepas de todos los subtipos (OIE, 2005).

La presencia de virus influenza en muestras bioldgicas o ambientales con fines de screening

rdpido se pueden detectar mediante técnicas eficacia, sensibilidad y factibilidad variables, como la
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inmunofluorescencia directa en cortes de tejidos, los ELISA de deteccién de antigeno, y los «pen-site
test» o pruebas factibles «a pie de granja» mediante kits facilmente transportables, basados en
técnicas inmunoenzimadticas o inmunocromatogréficas. Sin embargo, la técnica mas versétil, sensible
y especifica para el «screening» de virus de la IA es RT-PCR, que es por ello la prueba recomendada

para este fin en el manual de la OIE (Sanchez et al, 2007).

2.1.12.4 Inmunodifusion en Agar Gel (AGID)

El principio de esta prueba es observar la reaccion de inmunoprecipitacion de los antigenos
del virus de IA y anticuerpos frente a éstos después de la difusion en agar gel (Swayne et al., 1998),
demostrando la presencia de los antigenos de la nucleocdpside o los de la matriz del virus debido a
que todos los virus de la gripe poseen una nucleocdpside y antigenos de la matriz similares
antigénicamente (OIE, 2005). Para la realizacién del AGID, los antigenos pueden prepararse
concentrando el virus a partir del liquido alantoideo de embriones infectados que contiene tanto

proteina NP como proteina matriz.

El AGID detecta anticuerpos en gallinas y pavos, pero no es tan efectivo para el diagnéstico
de influenza aviar en otras especies, especialmente los patos, debido a que no todas las especies

aviares producen anticuerpos precipitantes (Sanchez et al, 2007).

La sensibilidad de esta prueba es moderada, puede detectar anticuerpos post-infeccién mas
tempranamente (5 dias post infeccion) que otras pruebas debido a que detecta Ig M en vez de Ig G, el
cual puede seguir siendo detectado por varias semanas o meses post infeccion. Sin embargo, la
respuesta y duracion del anticuerpo este influenciado por el huésped y el subtipo viral (Swayne et al.,

1998).

Si bien la prueba de AGID es barata y simple de ejecutar, la preparacién de los reactivos con
aseguramiento de la calidad adecuada es cara y consume mucho tiempo. Ademas la prueba de AGID
requiere de una moderada habilidad para interpretar los resultados de las pruebas (Spackman et al.,

2008).
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2.1.12.5 Kits comerciales de Inmunoensayos

Esta prueba detecta anticuerpos contra las proteinas virales de la nucleocdpside (NP y M)
(Swayne et al., 1998). Diversos kits comerciales de ELISA estdn disponibles para la deteccién de
anticuerpos tipo especificos contra el virus de IA en suero, plasma y yema de huevo de pollos. La
prueba de ELISA puede ser mds sensible que la prueba de AGID, pero puede dar resultados falsos
positivos debido a la pobre especificidad. Las pruebas ELISA positivas son confirmadas

rutinariamente por la prueba de AGID (Swayne y Halvorson, 2008).

Las ventajas de esta prueba es que puede ser empleada para procesar gran cantidad de
muestras en forma automadtica, sin embargo los resultados deben ser interpretados en muestras de
lotes y no en forma individual; también se pueden validar kits comerciales para propésitos
especificos (OIE, 2009). Se ha descrito una ELISA de captura de antigeno para detectar antigenos
virales en muestras por coloracién con inmunoperoxidasa, en el cual se emplean anticuerpos
monoclonales. Se encuentran disponibles como un sistema comercial. Su principal ventaja es que es
una prueba rapida, mientras que sus desventajas son su baja sensibilidad y que no se consigue el

subtipo del virus (OIE, 2009).

2.1.12.6 Técnicas moleculares

En recientes afios la aplicacién de métodos moleculares para la deteccién del acido nucleico
viral ha comenzado a ser una importante medida para la deteccion de los virus de IA. La RT-PCR 6
RT-PCR tr, usa una nucleoproteina especifica o cebador conservado especifico para las
nucleoproteinas o la matriz (Rose et al., 2007). Las pruebas de RT-PCR en tiempo real y RT-PCR
convencional también han demostrado la presencia de subtipos virales H5S 6 H7 usando cebadores

especifico (Munchet al., 2001).

La técnica del PCR consiste en la amplificacién de un segmento especifico del genoma del
virus. Por ser un virus ARN, debe convertirse previamente en ADN con la ayuda de la enzima

transcriptasa reversa. Al finalizarse la reaccidon se debe visualizar si se amplificé el segmento
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deseado, en el caso de PCR en tiempo real las curvas de amplificacion son visualizadas en la pantalla

de una computadora (Spackmanet al., 2002)

El RT-PCR en tiempo real es ampliamente usado porque es la mds rapida prueba molecular,
los resultados pueden ser obtenidos en menos de tres horas; es mds especifico y el riesgo de

contaminacién cruzada es reducida (Munch et al., 2001).

El PCR es el procedimiento tamiz mas sensible para deteccién viral, comparado con el
aislamiento viral su sensibilidad puede llegar a un 96 a 97%; (Swayne y Halvorson, 2003); asi
mismo, los métodos basados en PCR son los de més alta sensibilidad comparado con la Elisa de
captura de antigeno para la deteccién de virus en infecciones de campo y experimentales. Sin
embargo, el uso de controles eficientes y confiables, y la falta de sensibilidad apropiada en muestras

de campo son las limitantes para su aplicacion (Suédrez et al., 2007; Spackman et al., 2008).

2.1.13 Prevencion y control

La prevencion, manejo y erradicacidn son tres diferentes enfoques en el control de la TA
(Swayne, 2008). La bioseguridad es fundamental para el control de esta enfermedad. El manejo de
lotes “todo adentro-todo afuera” supone la prevencion de la difusién dentro de lotes de aves. Por otra
parte, todos los equipos, materiales y personal deben ser desinfectados adecuadamente al entrar y

salir de las granjas (Buscaglia, 2004).

Una medida bésica para la prevencion del vIA es la separacion de aves susceptibles de aves
infectadas y de sus secreciones y excreciones (Easterday et al, 2000).) Es importante realizar
estudios en los sitios en el lugar donde las aves migratorias se reproducen, se alimentan, y conviven
con otras especies migratorias o locales. Es importante observar si existe contacto con especies
domésticas o no, para determinar el riesgo de transmision, asi como la importancia de hacer
vigilancia epidemioldgica activa para intentar realizar aislamientos virales en estas especies que

permitan contribuir en el control de la IA (Uhart, 2006).
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Teniendo conocimiento de que hay un reservorio del virus en las aves silvestres, todo
esfuerzo debe estar concentrado en prevenir el contacto directo entre avicultura de traspatio y aves
silvestres acuaticas, ademas el estiércol debe tratarse antes de ser utilizado en terrenos de cultivo

(Munir, 2009).

Otra de las medidas para prevenir y controlar la IA en aves de traspatio estd enfocada en la
educacién de las comunidades rurales de los paises en desarrollo (FAO, 2004). Por ende la
informacién debe estar dirigida en divulgar las caracteristicas de la enfermedad y brindar asesoria en
medidas de bioseguridad con la finalidad de que los pequefios avicultores reconozcan la enfermedad

en el campo y utilicen medidas de bioseguridad simples y de bajo costo (FAO, 2006).

La vigilancia contra la IA demanda la organizacién de un sistema estructurado, que
involucre a todos los productores en cualquier escala, a fin de aumentar la sensibilidad para la alerta
precoz y el inicio inmediato de las acciones de respuesta. Por consiguiente en los sistemas de
produccién intensiva, el monitoreo continuo de los indicadores bioproductivos de las aves y de los
factores que en ellos influyen deben constituir un objetivo del sistema de vigilancia (vigilancia
pasiva), para que ante alguna desviacién de sus patrones normales, se dirijan acciones al diagndstico
de sus causas, y mediante el empleo combinado de técnicas seroldgicas y virolégicas aumentar la

detectabilidad de una probable infeccién (Zamora et al.,2008).

Ademds en los sistemas de produccion familiar la deteccion de sintomas clinicos y
mortalidades anormales deben ser interpretados como sospecha de la enfermedad, esa deteccion debe
basarse en la relacidn estrecha y rutinaria con los productores a fin de detectar eventos anormales

(Zamora et al.,2008).

La vacunacion contra los virus de TAAP en la avicultura de traspatio es dificil de
implementar y mantener a largo plazo. Esto se debe a que la mayoria de paises en desarrollo
afectados por el subtipo HSN1 no tienen los recursos necesarios para considerar a esta medida como
una opcién viable, por lo cual, es un desafio la proteccién vacunal en este tipo de crianza (Munir,

2009).
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IIL.- MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de estudio

El presente estudio se realizd con muestras obtenidas mediante hisopado cloacal de patos
procedentes de crianza de traspatio en las provincias de Huaral y Huaura. Estas dos provincias se
ubican en la zona costa del departamento de Lima, en donde es conocida la gran afluencia de patos
de crianza casera debido a la importancia de esta especie dentro de la gastronomia de la zona, lo que

asegura que el muestreo se realicé en su totalidad.

Asi, segin datos no publicados del SENASA, la poblacién total aproximada de patos en
ambas provincias es de 45 521 patos y 3080 predios. Ademds, de la concentracién de aves de
crianza casera, existen planteles industriales de aves, lagunas e irrigaciones en donde habitan

especies de aves silvestres.

La provincia de Huaral estd entre las latitudes 11°90” y 11°42° y longitudes 76° 20’ y 77°
30°, su temperatura media anual es de 19.4°C y estd conformada por doce distritos: Huaral,
Chancay, Aucallama, Thuari, Sumbilca, San Miguel de Acos, Lampian, Atavillos Bajo, Atavillos
Alto, 27 de Noviembre, Pacaraos y Santa Cruz de Andamarca (Municipalidad Provincial de Huaral,
2013). Mientras que la provincia de Huaura (latitud 11°06’y longitud 77°36’) presenta una

temperatura media anual de 19.1°C, y al igual que Huaral, cuenta con doce distritos: Ambar,
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Carquin, Leoncio Prado, Paccho, Checras, Santa Leonor, Huacho, Hualmay, Huaura, Santa Maria,

Sayan y Végueta (Municipalidad Provincial de Huara, 2013).

Segtin la informacién obtenida durante la ejecucidon de programas de vacunacién en patos
por PRONASA del SENASA (J. Pastor, datos no publicados), en la provincia de Huaral, solo se
tiene informacion registrada de la poblacién de patos domésticos en los distritos de Huaral, Chancay
y Aucallama, mientras que en la provincia de Huaura han registrado una considerable cantidad de
patos en los distritos de Huaura, Sayan, Santa Maria, Végueta Huacho y Hualmay (Cuadro 1), por lo

cual se decidio realizar el muestreo en los distritos seflalados.

Cuadro 1. Numero de predios de patos por distritos en las provincias de Huaral y Huaura. Datos de
programas de vacunacién en patos por PRONASA del SENASA

Provincia Distrito N° predios de patos*
Huaral Aucallama 405
Huaral Chancay 535
Huaral Huaral 736
Huaura Huacho 79
Huaura Hualmay 40
Huaura Huaura 436
Huaura Santa Maria 304
Huaura Sayan 337
Huaura Vegueta 208

Total 3080

Fuente: J. Pastor (SENASA, datos no publicados)

Los lugares de muestreo, dentro de los distritos, fueron escogidos al azar, dindose prioridad
a las zonas cercanas a humedales y a las zonas mds rurales, generalmente asentamientos humanos
debido a la mayor concentracién de patos de crianza casera y en ocasiones crianza de otros animales

como cerdos y otras especies aviares.

3.2. Animales muestreados

Se muestrearon patos domésticos criados en el traspatio de viviendas ubicadas en las

provincias de Huaral y Huaura. No se consideraron variables cualitativas como edad o sexo.
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En nuestro pais se han realizado estudios que evidencian la presencia del virus de Influenza
Aviar en aves silvestres, cumpliendo un papel importante en la diseminacién del virus, siendo

importante realizar estudios en las aves domésticas.

El motivo de utilizar patos se sustenta en que estas aves pertenecientes a la especie Anas,
género Anatidae, del orden Anseriformes son las aves mds susceptibles a la infeccién natural por el
virus de Influenza Aviar. Los patos domésticos son mas accesibles de manejar que los patos
silvestres. Segin una alerta lanzada por la FAO y la OIE, los patos domésticos son cominmente
portadores silenciosos del virus por ello tienen un papel clave en la transmisién horizontal del virus a

otras aves e incluso a los humanos.

3.3. Materiales y equipos

3.3.1. Materiales y equipos para la coleccion de muestras

a) Tubos UTM de 2.5 ml con tapa rosca

b) Hisopos estériles

c) Cajatérmica y gradillas

d) Geles refrigerantes y termémetro digital
e) Guantes estériles de latex

f) Alcohol en gel

g) Bolsas plasticas rojas de riesgo bioldgico.

3.3.2. Materiales y equipos para las pruebas de diagnéstico

a) Cdamara de bioseguridad con flujo laminar de nivel tipo 2
b) Guantes de latex y mascarillas estériles

¢) Agua destilada

d) Centrifuga con fuerza de 2000 x g

e) Vortex

f) Micropipetas graduadas y tips estériles

g) Crivoviales estériles de 2ml
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h) Algodén, yodo y alcohol

i) Punzon, tijeras y pinzas estériles

j) Jeringas de 1 ml tipo insulina

k) Huevos embrionados SPF de 9 a 11 dias de edad

1) Ovoscopio

m) Glébulos rojos de ave (lavados con PBS)

n) Solucién salina buferada (PBS)

0) Placa laminada para la prueba de HA

p) Placa microtitulada con 96 pozos para la prueba de IH
q) Kit de diagndstico rapido de ELISA

r) Refrigerador (4°C) y congelador (-70°C)

3.4. Método de evaluacion

3.4.1. Tamaiio de muestra

Para el presente estudio trabajé con un total de 300 muestras de heces frescas para cada
provincia. Este nimero se obtuvo asumiendo que la prevalencia de deteccion viral para esta especie
es de al menos 1%, en base a estudios anteriores en otras aves. El tamafio de la muestra se determind

al aplicar el modelo tedrico de la distribucién binomial (Gonzalez, 1986):

log o

n= ———
Log (1-p)

Donde:

® n=numero de muestras

e p=prevalencia critica del 0.5%

* g=1-p

e o= probabilidad de cero éxitos (1-IC) de 0.05
Reemplazando: n =298.07
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El tamafio muestreal minimo (n=298) fue establecido para cada provincia (Huaral y Huaura).
Por otra parte, el tamafio de la muestra final para cada distrito se determiné de manera proporcional a
la poblacién aproximada de predios segin datos no publicados de programas de vacunacién en patos
por PRONASA del SENASA. Sin embargo el tamafio de muestra final para cada distrito dependi6 de

la participacidn y del acceso permitido por los criadores (Cuadro 2 y 3).

Cuadro 2. Distribucién del tamafio de muestra en relacién a la poblacidn de patos en las provincias
de Huaral y sus respectivos distritos.

N° predios de  N° de muestra N° de

Provincia Distrito patos* esperado muestra real
Aucallama 405 73 78
Chancay 535 96 98
Huaral
Huaral 736 131 100
27 de Noviembre No registrado - 24
Total 1676 300 300

Cuadro 3. Distribucién del tamafio de muestra en relacién a la poblacion de patos en las provincias
de Huaura y sus respectivos distritos.

Provincia Distrito N° predios de  N° de muestra N° de

patos* esperado muestra real
Huacho 79 17 24
Hualmay 40 9 10
Huaura 436 93 82
Huaura
Santa Marfia 304 64 43
Sayan 337 73 101
Vegueta 208 44 40
Total 1404 300 300

3.4.2. Recoleccion de las muestras

Previamente a la visita a cada distrito, se prepararon los materiales colocando los tubos UTM
en cajas termoaislantes con geles refrigerantes en su interior. Se utilizé un termémetro para controlar

que la temperatura del material se mantenga a una temperatura de refrigeracién.

En cada distrito se ubicaron las zonas con mayor poblacién de patos de crianza de traspatio,

posteriormente con el permiso de sus propietarios se recolectaron muestras de hisopado cloacal de
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patos escogidos al azar. Las aves analizadas fueron sujetadas cuidadosamente a fin de exponer su
cloaca para la insercién de un hisopo estéril en su conducto cloacal, se froté la pared del conducto

procurando arrastrar la superficie mucosa y asi asegurar que el hisopo contenga restos fecales.

Para evitar una posible contaminacién de la muestra, se colocé prontamente el hisopo dentro
del tubo UTM homogenizando la muestra con el medio de transporte viral. Se corté la parte distal
del hisopo de tal forma que cupiera en el interior del tubo para poder cerrarlo herméticamente. Los
tubos fueron rotulados y colocados en forma ordenada en una gradilla al interior de la caja térmica
junto con el gel refrigerante para conservar la temperatura de refrigeracion. Al concluir el dia, todas
las muestras eran transportadas al Laboratorio de Patologia Aviar de la UNMSM en donde se

conservaron en congelacion.

Con la finalidad de ampliar la dispersién de la muestra se evitaron muestrear aves de
viviendas contiguas. Dentro de cada predio, se registr6 la cantidad de patos, la presencia o ausencia
de otras aves u otras especies animales y la presencia o ausencia de manifestaciones clinicas de
alguna enfermedad con el objetivo de evaluar la relacion de estos datos con los resultados del
estudio; asimismo se anot6 la ubicacién de la vivienda y nombre de los propietarios para mantener

registros en caso de diagnosticar la presencia del vIA y ser necesaria su notificacion.

3.4.3 Procesamiento de las muestras
3.4.3.1 Aislamiento viral

El aislamiento viral se realiz6 mediante la inoculacién de huevos embrionados SPF de 9 — 11
dias de edad via cavidad alantoidea, haciendo uso de guantes, mascarillas y mandiles descartables.
La inoculacién de los huevos embrionados se realizé al dia siguiente del muestro, mientras tanto las
muestras fueron mantenidas bajo refrigeracion, registrandose las mismas en una base de datos. El
aislamiento viral se realiz6 en un darea de acceso restringido ubicado dentro el Laboratorio de

Patologia Aviar de la UNMSM, el cual cuenta con una cabina de bioseguridad de tipo 2.
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Para el aislamiento viral se llevaron a cabo los siguientes pasos:

C.

Preparacion del inoculo:

Los tubos UTM se descongelaron a 37°C en bafio Maria.

Con la ayuda de un vértex se homogenizaron las muestras por 20 segundos, se colocaron en
gradillas y se llevaron a la cimara de bioseguridad.

Se colect6 asépticamente 250 ul de sobrenadante de cada tubo UTM formando pooles de 10
muestras cada uno, colectando un total 2,5 ml por pool.

Los viales de pooles fueron centrifugados a 1000 g por 10 minutos, se retiraron los viales
cuidadosamente y se vaci6 el sobrenadante en otro vial correctamente rotulado.

Se aplicé una solucion de antibidtico en un volumen de 0.05 ml de penicilina-estreptomicina
al 20% por ml de muestra y se incubaron por 2 horas en refrigeracion

Se recolecté 1ml de cada pool en jeringas estériles para su posterior inoculacién.
Preparacion de los embriones:

Se determiné la viabilidad de los huevos embrionados mediante un ovoscopio.

Se identificé el punto de inoculacién marcando el drea menos vascularizada, precisamente a
2 mm por encima del borde de la cdmara de aire, en el lado opuesto a la ubicacién del
embrion.

Cada huevo se rotul6 con el nimero de pool y la fecha de inoculacién.

Inoculacién de huevos embrionados

La zona de inoculacién del huevo SPF fue desinfectada con alcohol yodado, posteriormente
se perford la cdscara con la ayuda de un punzon.

Se inyecto 0.2 ml del indéculo, en el saco alantoideo del embridn, empledndose 5 huevos
embrionados por cada grupo formado.

Los orificios se sellaron con parafina y fueron llevados a la incubadora por 6 dias a 37°C

La viabilidad de los embriones se revisé diariamente con un ovoscopio. Los huevos con
embriones muertos fueron mantenidos en refrigeracion, registrandose la mortalidad y el

tiempo de muerte transcurrido tras la inoculacidn.
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5. Al sexto dia, todos los embriones viables fueron llevados a refrigeracién para su sacrificio.

3.4.3.2 Prueba diagnéstica

Un dia después de haber llevado los huevos SPF a refrigeracion se realizé la cosecha del
fluido alantoideo y se analiz6 su capacidad hemaglutinante con eritrocitos de pavo al 0.7%.

Brevemente el procedimiento se describe de la siguiente forma:

1. Con una tijera se removio6 la cascara que conforma la cimara de aire.

2. Con la ayuda de una pipeta se extrajo 45 ul de liquido alantoideo de cada embrién y se
colocd en una placa de vidrio dividida en cuadrantes para enfrentarla con otros 45 ul de
glébulos rojos al 0.7%.

3. Se homogenizé la muestra realizando movimientos circulares de la placa y se esperd unos
minutos para observar si existia hemaglutinacion.

4. Las muestras que mostraron capacidad hemaglutinante fueron analizadas mediante la prueba
de inhibiciéon de la hemaglutinacién con suero anti VENC Newcastle para descartar
Paramixovirus aviar tipo L.

5. Las muestras con HA positivas fueron sometidas a la prueba de diagndstico rdpido mediante
el uso de un kit comercial de ELISA de captura de antigeno (QuickVue®Influenza A+B),
que es una prueba de inmunoanélisis de flujo lateral, que utiliza anticuerpos monoclonales de
alta sensibilidad y especificidad para los antigenos de la influenza A y B, descartando la
presencia del virus de Influenza Aviar.

6. A las muestras con hemaglutinacién negativa, se les realizé un segundo pasaje en huevos
SPF repitiendo el mismo procedimiento mencionado anteriormente.

7. Todos los restos de materiales bioldgicos y no bioldgicos utilizados fueron autoclavados y

posteriormente desechados.
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3.4.3.3 Analisis estadisticos

Los datos obtenidos fueron sometidos a la técnica de evaluacién de riesgo por simulacién
de Monte Carlo, las proporciones se expresaron con un intervalo de confianza al 95%. El cdlculo de
los intervalos se obtuvo al emplearse simulaciones estocdsticas basadas en la distribucién beta, la
cual estd implementada en el paquete estadistico @Risk en el entorno de una planilla electrénica

Excel XP
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IV.- RESULTADOS

De los 60 pooles analizados, 10 fueron positivos a la prueba de hemaglutinacion; si bien esta
prueba es eficiente para detectar virus hemaglutinantes no es especifica para confirmar la presencia
del virus de influenza aviar debido a que existen otros virus que pueden hemaglutinar, entre ellos los

paramixovirus tipo 1 y el ataadenovirus 3.

El resultado del estudio fue que el 100% (600/600) de las muestras analizadas provenientes
de hisopados cloacales de patos de traspatio de las provincias de Huaral (Chancay, Aucallama y
Huaral) y Huaura (Huaura, Sayan, Santa Maria, Vegueta y Hualmay), fueron negativas al virus de

Influenza Aviar dando una prevalencia deterministica de 0%.

En el cuadro 4 se presentan los resultados del presente estudio detallando el nimero de
muestras recolectadas y el nimero de pools positivos a HA por provincias y distritos. Como se puede
observar 10 pools de 10 muestras de hisopado cloacal fueron HA positivas, segin nuestros
resultados, los pools de muestras que tuvieron hemaglutinacién positiva procedieron de los distritos

de Chancay, Vegueta, Aucallama, Sayan, Huaral y Huaura.
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Cuadro 4. Resultados obtenidos mediante la prueba de hemaglutinacién (pooles positivos) en patos
de traspatio en las provincias de Huaral y Huaura

Provincia Distrito Muestras recolectadas N° Pool HA+
Huaral Aucallama 78 1
Huaral Chancay 98 4
Huaral Huaral 100 1
Huaral 27 de Noviembre 24 0
Huaura Huacho 24 0
Huaura Hualmay 10 0
Huaura Huaura 82 1
Huaura Santa Maria 43 0
Huaura Sayén 101 1
Huaura Vegueta 40 2

Total 600 10

Al realizarse la prueba de Inhibicién de la hemaglutinacion para el descarte del virus de
Newcastle, se determind que ninguna muestra fue positiva a este virus por lo cual existia la
posibilidad de que se tratara del vIA. Sin embargo, los resultados obtenidos mediante el kit de Elisa

de captura de antigeno (QuickVue® Influenza test) arrojaron resultados negativos al vIA (Cuadro 5).

Cuadro 5. Resultados segin las provincias evaluadas mediante las pruebas de Hemaglutinacién
(HA), Inhibicién de la hemaglutinacién (HI) y diagnéstico rapido de captura de antigeno (QuickVue)

Provincia Muestras N° Pool N° Pool N° Pool
recolectadas HA+ HI+ QuickVue+
Huaral 300 6 0 0
Huaura 300 4 0 0
Total 600 10 0 0

+ nimero de pooles positivos
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Al evaluarse el riesgo mediante la simulacién de Monte Carlo (programa @risk) en el
entorno de una planilla Excel XP se determiné que en caso de presentarse la enfermedad de la IA, se
presentaria actualmente con una prevalencia estocastica maxima de 0.33% con un intervalo de

confianza de 0.00% a 1.5% (Figura 5).
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Figura 5. Distribucién de la probabilidad de prevalencia del virus de Influenza Aviar en las
provincias de Huaral y Huaura, con intervalos de confianza del 95% mediante la simulacidn de

Monte Carlo.
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V.- DISCUSION

Diversos reportes permiten aseverar que los virus de Influenza Aviar de Baja Patogenicidad
(IABP) se encuentran circulando en las aves silvestres en Sudamérica. Asi, en nuestro pais entre
junio del 2006 a diciembre de 2007 se aislaron nueve subtipos de virus de IABP en aves silvestres
mediante aislamiento viral a partir de muestras fecales de colectadas en zonas de la costa (Ghersi et
al., 2009). En otro estudio similar realizado en el 2008, se aislé un virus de IABP del subtipo H7N3,
a partir de muestras de heces frescas de patos colorados (Anascyanoptera) en los Pantanos de Villa,
(Ghersi et al., 2011). Posteriormente, Segovia (2010) aislé siete cepas de virus de TABP del subtipo

H12NS5 en aves silvestres en los Humedales de Puerto Viejo.

Si bien, las aves migratorias juegan un rol principal en la transmisién y difusién de la
infeccion debido a que pueden transportar el virus desde territorios infectados a territorios libres de
la enfermedad por ser reservorios naturales (Stallknecht y Brown 2003), en la epidemiologia de la
IA juegan también un rol importante las aves de traspatio, debido a que son criadas sin ninguna

medida de bioseguridad y en estrecho contacto con aves silvestres.

El objetivo del presente estudio de investigacion fue evaluar la presencia o ausencia del
vIA, en patos domésticos mediante el aislamiento viral en huevos embrionados SPF a partir de 600

muestras de hisopado cloacal colectadas en Huaral y Huaura, debido a que son dos de las provincias
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con mayor poblacién de patos, segin registros manejados por el SENASA. El acceso a los patos
dependia de la voluntad de los propietarios por lo cual el disefio experimental no permitia realizar
una completa seleccién aleatoria de las muestras. Como resultado de este estudio se obtuvieron 10
muestras positivas mediante la prueba de hemaglutinacién. Sin embargo, al emplearse el test de
diagnoéstico rapido quickVue ® se descartd la presencia del virus de Influenza Aviar en las muestras

analizadas.

Por otro lado, si bien se obtuvieron pooles positivos a la prueba de hemaglutinacién, esto
puede deberse a que los patos muestreados pudieron haber estado infectados con otros virus de
propiedades hemaglutinantes como los Paramixovirus aviares propios de patos o el Adenovirus tipo
3 causante del Sindrome de baja postura. Por lo tanto si bien todas las muestras analizadas en el
presente estudio fueron negativas a la presencia del virus de Influenza Aviar, éstas deben ser

evaluadas para descartar la presencia de los dos agentes mencionados anteriormente.

El SENASA realiz6 una serie de estudios en granjas tecnificadas, aves de combate y aves de
traspatio durante los afios 2004 y 2005 como parte de una vigilancia para declarar al Perd como
“Libre de Influenza Aviar”. En este estudio se recolectaron 3900 muestras de suero, 600 de ellas en
el departamento de Lima. Las muestras fueron analizadas mediante la prueba de Inmunodifusién en
Agar Gel, resultando todas negativas (SENASA, 2005). Los resultados obtenidos coinciden con los
de nuestra investigacion, a pesar de las diferencias entre el tipo de muestras y el método de

diagnéstico.

El test de diagndstico rapido quickVue ® ha sido usado anteriormente para diagndsticos
rapidos en humanos con la finalidad de prevenir la propagacion viral. Esta prueba de uso humano se
ha usado en los tdltimos afios en animales, por lo cual un estudio evalué la eficacia del test de
diagnoéstico rapido quickVue ® en humanos, cerdos y aves, detectando todos los virus de influenza A
sin falsos positivos. Concluyéndose que el QuickVue® gripe A + B facilmente detecta todos los

virus de la influenza A, sin embargo esto depende también de la carga viral (Kilic et al., 2008),
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Los resultados obtenidos en nuestro estudio concluyen que el virus no estuvo presente en
patos de traspatio en las provincias evaluadas. Sin embargo, existe la posibilidad de que no
coincidiera tiempo de eliminacién viral con el periodo en el que se tomaron las muestras o que no se
haya logrado aislar el virus debido a una baja carga de eliminacién viral. Durante nuestro muestreo
todos los patos analizados fueron aparentemente sanos y no manifestaron ningin signo clinico
compatible con la enfermedad. Durante el aislamiento viral, tampoco se detectaron lesiones en los
embriones inoculados con las muestras de hisopados de cloaca. Si bien el tamafio muestreal se
obtuvo al asumirse una prevalencia viral de al menos 1%, la prevalencia pudo ser més baja
sugiriendo que el virus de influenza aviar puede encontrarse presente en menos del 1% en patos de
crianza de traspatio de las provincias de Huaral y Huaura. Se determiné que en caso de presentarse la
enfermedad de la IA, se presentaria actualmente con una prevalencia estocdstica maxima de 0.33%
con un intervalo de confianza de 0.00% a 1.5%, al evaluarse el riesgo mediante la simulacién de

Monte Carlo (programa @risk).

En otros estudios, ademads de los reportados por el SENASA, se determiné que pollos
broiler analizados entre 1998 y 1999 en Chancay (Monasi, 1999) y pavos de crianza de traspatio de
las provincias de Lima, Huaral, Huaura, Canta y Barranca analizados entre los afios 2008 y 2009
(Saenz, 2010) obtuvieron una prevalencia de 0% para Influenza aviar mediante pruebas
seroldgicas. Si bien las muestras fueron tomadas en diferentes especies, los resultados concuerdan
con que el virus de influenza aviar no se ha establecido en el Perd. Por otra parte, Rondén (2011)
utiliz6 patos domésticos como centinelas para realizar vigilancia epidemioldgica en aves silvestres, si
bien no se encontraron resultados positivos, esto no desmiente que los patos actiien como reservorio.
Todos estos resultados contribuyen para generar informacién al sistema de vigilancia epidemiolégica
en nuestro pais. La FAO sefiala que es importante monitorear los virus de campo para su deteccién
temprana mediante el muestreo sistemdtico de aves (Martin et al., 2006), por lo cual esta
investigacion ofrece una visién al panorama en un pais libre que intenta detectar tempranamente la
incursion del virus de TA en sitios de alto riesgo, mas atin al confirmarse que aves migratorias

analizadas fueron positivas al vIA (Segovia, 2010; Ghersi et al, 2011).
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Generalmente se ha aceptado que los patos y aves silvestres son los reservorios naturales de
los virus de la influenza A. Sin embargo, el papel de los patos domésticos, en comparacién con los
patos migratorios, en la interaccién y la prevalencia de los diferentes subtipos de virus de la
influenza, no se han definido completamente. Un estudio realizado en China, sugirié que los patos
domésticos son mediadores en la interaccién de los virus entre diferentes fuentes de genes facilitando
la generacién de nuevas variantes del virus de la Influenza Aviar que circulan en las aves de corral

(Huang et al., 2010).

Estudios en Asia concluyeron que los patos domésticos aparentemente sanos pueden excretar
los virus durante largos periodos de tiempo (Capua y Alexander, 2005; CENAVECE, 2012).
Tradicionalmente, se conoce que el virus de IA en patos es excretado en altas cantidades en las heces
debido a que el sitio mds importante de replicacién del vIA es a nivel de su intestino, como lo
demuestran los primeros estudios en patos en donde los aislamientos virales provenientes de
hisopados cloacales eran mayores a los aislamientos de hisopados del tracto respiratorio. Por todo lo
anterior, en nuestro estudio se consideraron tomar muestras de hisopado cloacal. Sin embargo, en
los tltimos afios los titulos mds altos del subtipo HSN1 se han encontrado en muestras provenientes
del aparato respiratorio. A pesar de lo anterior, se han realizado diversos estudios para determinar el
mejor tipo de muestra para la detecciéon del virus de influenza aviar, arrojando diferentes

conclusiones.

Asi, en el estudio realizado por Huang et al. (2010), se aislaron cepas H6 encontrando que
del total de cepas positivas en aves acudticas (16/911) solo el 2% fueron provenientes de hisopados
traqueales, mientras que el restante 98% fueron aislados de hisopados cloacales o heces (Huang et
al., 2010), confirmando lo anteriormente propuesto. Por otra parte, en un estudio realizado por
Pabilonia (2012) en patos domésticos se determiné un 50% de casos positivos en muestras
provenientes de orofaringe, un 27.7% de casos positivos en muestras cloacales y un 22.7% de casos
positivos provenientes de ambas muestras. Del total de aislamientos, solo el 15.6% de los casos
positivos dieron positivos para el virus HS, lo cual genera dudas acerca de la via de excrecion del

resto de subtipos.
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Durante el tiempo que duré la fase de coleccién de muestras, se pudo constatar en los
predios del estudio diversos factores de riesgo para la trasmisién horizontal del virus. Algunos de los
predios muestreados colindaban con granjas de porcinos, e incluso en algunas ocasiones se criaban
ambos animales en un mismo predio, siendo un factor de riesgo para la mutacién del virus debido a
que los cerdos actian como intermediarios del vIA. En las provincias evaluadas existen humedales
donde confluyen aves silvestres que pueden intervenir en la diseminacion del virus, en muchas
ocasiones se pudo observar la presencia de aves silvestres en los patios traseros de los predios

manteniendo amplio contacto con los patos.
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VI.- CONCLUSION

Se concluyé que las aves incluidas en el muestreo no se encontraban infectadas con el virus
de influenza aviar. Por lo cual su prevalencia en las provincias de Huaral y Huaura en muestras de

hisopado cloacal de patos domésticos evaluados mediante la prueba de aislamiento viral fue de 0%.
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