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Vigilancia del virus de Influenza Aviar tipo A en patos de crianza
familiar de las provincias de Huaral y Huaura (Lima, Pert)

Surveillance of Avian Influenza type A virus in backyard ducks of the provinces of
Huaral and Huaura (Lima, Peru)
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la presencia del virus de influenza aviar (IA) en
patos domésticos de crianza familiar en las provincias de Huaral y Huaura (Lima, Pert). Se
colectaron 600 muestras de hisopado cloacal de patos domésticos de traspatio, que
fueron analizadas mediante aislamiento viral en huevos embrionados de pollo libres de
patdgenos especificos (SPF). La presencia del virus de IA fue determinada por la activi-
dad hemaglutinante del fluido alantoideo y confirmada mediante un kit comercial que
utiliza anticuerpos monoclonales. Todas las muestras analizadas fueron negativas al
virus de IA. El riego de infeccion fue evaluado mediante la simulacion de Monte Carlo
(programa @risk) determinando que el virus de IA mostraria una prevalencia estocéstica
méxima de 0.33% con un intervalo de confianza de 95% en caso de presentarse la enfer-
medad. Se concluye que las aves incluidas en el presente estudio no se encontraban
infectadas con el virus de IA.
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The aim of this study was to evaluate the presence of avian influenza (Al) virus in
backyard domestic ducks in the provinces of Huaral and Huaura (Lima, Peru). Six-hundred
cloacal swab specimens were collected and analyzed by virus isolation in chick embryo
eggs free from specific pathogens (SPF). The presence of the Al virus was determined by
the hemagglutinating activity of the allantoic fluid and confirmed by a commercial kit
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using monoclonal antibodies. All samples analyzed were negative to the Al virus. The
risk of the disease was evaluated using the Monte Carlo simulation (@risk program)
which determined that the Al virus would show a maximum stochastic prevalence of
0.33% with a 95% confidence interval in the event of the disease. It was concluded that
the birds included in the present study were not infected with the Al virus.
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INTRODUCCION

Influenza aviar (IA) es una enferme-
dad infecciosa de las aves causada por el vi-
rus de influenza aviar (vIA) tipo A. Esta en-
fermedad representa un problema de gran
importancia en la industria avicola mundial,
debido a que genera grandes pérdidas eco-
noémicas y restricciones al comercio interna-
cional. Los virus de influenza aviar son pro-
pensos a mutar constituyendo un potencial
riesgo zoonotico que podria ser altamente
peligroso para el hombre. Por todo lo ante-
rior, la influenza aviar se encuentra en la lista
de enfermedades notificables de la Organi-
zacion Mundial de Sanidad Animal (OIE,
2017).

Las aves silvestres acuaticas, especial-
mente las del orden Anseriformes y
Charadriiformes, representan el principal
reservorio natural de todos los virus de In-
fluenza tipo A, alcanzando un estable estado
de adaptacion evolutiva y, por lo general, la
infeccion no cursa con sintomatologia clinica
(Spackman et al., 2005; Olsen et al., 2006).
Cuando el virus infecta a un ave doméstica
ocurren una adaptacion mediante mutacio-
nes genéticas que pueden lograr con éxito su
replicacidon y transmision (Suarez, 2000).
Durante el afio 1956, en Checoslovaquia e
Inglaterra se documentaron los primeros in-
formes de aislamiento del virus de influenza
aviar en patos domésticos, siendo los reco-
nocimientos iniciales de infecciones del virus
en aves (Koppel ef al., 1956). De forma ge-
neral, los patos han sido la especie en donde
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mas se han aislado los virus de influenza
(Easterday et al., 1997).

En 2004, la Organizacion de las Nacio-
nes Unidas para la Agricultura y la Alimenta-
cion (FAO), la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE) alertaron que los pa-
tos domésticos podrian ser portadores silen-
ciosos del virus, teniendo un papel clave en la
transmision horizontal a otras aves y al hom-
bre, dado que hace casi imposible su erradi-
cacion al ser generalmente asintomaticos
(FAO, 2004). La vigilancia epidemiologica en
esta especie ayudaria a una posible detec-
cion temprana del virus impidiendo su pronta
diseminacion.

El Programa Nacional de Sanidad Avi-
cola del SENASA en 2005 elaboré un docu-
mento sustentatorio para la declaracion del
Pertt como pais libre de la TA (SENASA,
2005), luego de obtener resultados negativos
durante la vigilancia que realiz6 entre 2004 y
2005. En 2016, el SENASA muestre6 27 000
aves obteniendo resultados negativos a 1A
(SENASA, 2017). Asi mismo, otros estudios
realizados en aves de crianza en el pais como
parte de la vigilancia de IA han sido negati-
vos (Monasi et al., 1999; Rondon et al.,
2013). Estos resultados contribuyen para ge-
nerar informacion al sistema de vigilancia
epidemioldgica de la enfermedad ofreciendo
una vision al panorama de un pais libre que
intenta detectar tempranamente la incursion
del virus de IA en sitios de alto riesgo, mas
aun al confirmarse que aves migratorias ana-
lizadas fueron positivas al vIA (Ghersi et al.,
2009, 2011; Segovia et al.,2013).
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El objetivo de este estudio fue evaluar
la presencia del vIA mediante el aislamiento
viral en huevos embrionados SPF a partir de
hisopados cloacales de patos domésticos de
crianza de traspatio en Huaral y Huaura, dos
provincias peruanas donde es comun la crian-
za familiar de esta especie bajo un escaso
cuidado veterinario, bajo nivel de bioseguridad
y con contactos significativo entre las aves
domésticas y silvestres.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron 600 muestras de hisopado
cloacal de patos domésticos de crianza fami-
liar en las provincias de Huaral (distritos de
Chancay, Aucallama y Huaral) y Huaura (dis-
tritos de Huaura, Sayan, Santa Maria,
Vegueta y Hualmay), ubicadas en el depar-
tamento de Lima, Peru. Los patos fueron
escogidos al azar sin distincion de edad ni
Sexo.

El tamafio de muestra se determino al
aplicar el modelo tedrico de la distribucion
binomial, asumiendo que la prevalencia de
deteccion viral para esta especie es de al
menos 1%, con base a estudios anteriores en
otras aves (Gonzalez, 1986).

Las muestras fueron conservadas indi-
vidualmente en medios de cultivo UTM (Uni-
versal Transport Medium) e inmediatamente
transportadas a 4 °C al Laboratorio de Pato-
logia Aviar de la Facultad de Medicina Vete-
rinaria, Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, Lima.

Las muestras fueron agrupadas en 60
pooles de 10 muestras cada uno. Cada grupo
fue inoculado en cinco huevos embrionados
SPF de 9-11 dias, via cavidad alantoidea e
incubados durante seis dias a 37 °C. Se co-
secho el fluido alantoideo y se determiné su
actividad hemaglutinante frente a una solu-
cion de eritrocitos de pavo al 0.7%. El pool
se considero positivo si al menos uno de los
cinco fluidos alantoideos logrd aglutinar
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eritrocitos gracias a las proteinas
hemaglutinantes (Horimoto y Kawaoka,
2001).

Todos los fluidos alantoideos con
hemaglutinacion positiva fueron evaluados en
una prueba rapida de ELISA de captura de
antigeno (QuickVue ®Influenza A+B, Quidel),
que es una prueba de inmunoanalisis de flujo
lateral, que utiliza anticuerpos monoclonales
de alta sensibilidad y especificidad para los
antigenos de la influenza A 'y B. Para descar-
tar la posible presencia de Paramixovirus
aviar tipo [ (APMV-1), los fluidos alantoideos
fueron analizados por inhibiciéon de la
hemaglutinacion usando un suero contenien-
do anticuerpos especificos contra el virus de
la enfermedad de Newcastle (VENC) en el
Laboratorio de Patologia Aviar de la Univer-
sidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima.
Esta prueba se fundamenta en la union entre
el antigeno hemaglutinina y un anticuerpo
especifico que impide la formacion de puen-
tes con el eritrocito resultando en una inhibi-
cion de la hemaglutinacion (Lupiani y Reddy,
2009). Las muestras con hemaglutinacion
negativa fueron reanalizadas.

Los datos obtenidos fueron sometidos a
la técnica de evaluacion de riesgo mediante
la simulacion Monte Carlo. Las proporciones
se expresaron con un intervalo de confianza
al 95%. El calculo de los intervalos se obtuvo
al emplearse simulaciones estocasticas ba-
sadas en la distribucion beta, la cual esta
implementada en el paquete estadistico @Risk
en el entorno de una planilla electronica Excel
XP.

RESULTADOS

De los 60 pooles analizados, 10 fueron
positivos a la prueba de hemaglutinacion
(Cuadro 1). La prueba de inhibicion de la
hemaglutinaciéon descartd al virus de
Newcastle, indicando la posibilidad de la pre-
sencia del vIA. Sin embargo, los resultados
obtenidos mediante el ELISA de captura de
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Cuadro 1. Evaluacion del fluido alantoideo de huevos SPF embrionados de 9-11 dias
mediante las pruebas de hemaglutinacion e inhibicion de la hemaglutinacion

Provincia Distrito Muestras HA+ HI+
(n) (n) (n)
Huaral Aucallama 78 1 0
Chancay 98 4 0
Huaral 100 1 0
27 de Noviembre 24 0 0
Huaura Huacho 24 0 0
Hualmay 10 0 0
Huaura 82 1 0
Santa Maria 43 0 0
Sayan 101 1 0
Vegueta 40 2 0
Total 600 10 0

1 HA+: pooles positivos a la prueba de hemoaglutinacion
2HI+: pooles positivos a la prueba de inhibicién de la hemaglutinacién contra el vVENC

antigeno resultaron negativos al vIA. Al eva-
luarse el riesgo mediante la simulacion de
Monte Carlo se determind que en caso estar
presente la enfermedad de la [A tendria una
prevalencia estocastica de 0.33% con un in-
tervalo de confianza de 0 a 1.5%.

DiScUSION

Las muestras de este estudio fueron
recolectadas en las provincias de Huaral y
Huaura, dos de las provincias con mayor po-
blacion de patos en el Peru, segun registros
manejados por el SENASA (J. Pastor, Lima,
comunicacion personal). Sin embargo, no se
realizé una completa seleccion aleatoria de
las muestras debido a que el acceso a los
predios de patos de traspatio dependia de la
voluntad de los propietarios, siendo una
limitante que disminuye la probabilidad de
seleccionar un elemento.
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Diversos estudios han demostrado que
el virus de IA puede ser aislado en humedales,
incluso en aquellos con bajas densidades y
condiciones ambientales desfavorables y el
Perti no ha sido la excepcion, aislandose di-
versas cepas en aves silvestres (Segovia et
al., 2013). Durante la fase de coleccion de
muestras se pudo constatar la presencia de
humedales cercanos a los predios de estudio,
donde confluyen aves silvestres que pueden
intervenir en la dispersion del virus. Un estu-
dio en Asia demostrd la estrecha relacion
entre la persistencia del virus en humedales
y su diseminacion a largas distancias al apo-
yarse en datos de migracion de aves silves-
tres rastreadas por satélite y analisis
geoespacial, donde ademas demostraron que
los patos domésticos demarcan las zonas con
mayor riesgo de propagacion del virus
(Gilbert et al., 2010). Por otro lado, algunos
de los predios colindaban con granjas
porcinas, mientras que en otros se tenia una
crianza mixta con estas especies, siendo éste
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un factor de riesgo para la mutacion del vi-
rus, en caso de estar presente el virus
(Bourret, 2017).

Los resultados del presente estudio per-
miten indicar que el virus de IA no estuvo
presente en los patos de traspatio muestreados
de las provincias evaluadas; sin embargo,
existe la posibilidad que el periodo de muestreo
no coincidiera con el tiempo de eliminacion
viral, o que no se haya logrado aislar el virus
en huevos embrionados debido a una baja
carga de eliminacion viral. El kit de diagnos-
tico rapido empleado como prueba definitiva
ha sido usado para diagnosticos rapidos en
humanos y recién en los ultimos afios, en ani-
males. Un estudio demuestra que la prueba
detecta los virus de influenza A sin mostrar
falsos positivos, indicando una alta especifi-
cidad. No sucede lo mismo con la sensibili-
dad, donde la deteccion parece estar relacio-
nada con la carga viral, de modo que titulos
inferiores a 2.4 x10° podrian dar resultados
negativos (Kilic et al., 2008).

Otros estudios en aves domésticas
muestran grandes variaciones en los resulta-
dos de las técnicas diagnosticas, sea debido
a la ausencia real del virus o a una baja carga
viral. Asi, una investigacion realizada en aves
domésticas en Granada obtuvo resultados
positivos a IA al evaluarse sueros sanguineos
mediante la prueba de ELISA y resultados
negativos mediante RT-PCR vy
hemaglutinacioén al emplearse fluidos
alantoideos (Sabarinath et al., 2011). Otra
investigacion realizada en Peru obtuvo tam-
bién resultados negativos mediante la prueba
de RT-PCR en aves silvestres y domésticas
(Ortiz, 2016).

Los resultados de este estudio de
hemaglutinacion pudieron, por otro lado, ser
falsos positivos al virus de Influenza Aviar. Si
bien la prueba de hemoaglutinacion es esen-
cial en el diagnostico de los virus de influenza
aviar y de enfermedad de Newcastle (ENC),
no es especifica para estos agentes. Los pa-
tos, ademas de ser susceptibles a los virus de
IA, también son susceptibles a otros agentes
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hemoaglutinantes, principalmente a los
Adenovirus tipo 3 (Ataadenovirus causante
del sindrome de baja postura) y a varios
Paramixovirus aviar, incluyendo al
Paramixovirus aviar serotipo 1 (Alexander,
2003; Hafez, 2011). En este estudio, debido a
no contarse con sueros anti-adeno3, el fluido
alantoideo de las muestras positivas fue ana-
lizado solo para presencia de virus de [A y
ENC, resultando negativo a la presencia de
estos virus.

Desde su aparicion en 1976, el virus del
sindrome de baja postura se ha aislado repe-
tidamente en patos y gansos con altos titulos
de anticuerpos. Varios autores reportan has-
ta 88.5% de casos positivos en patos y 95.2%
en patos BB (Thomas et al., 2007; McConnell
y Smyth, 2008; Cha et al.,2013). Actualmen-
te, este virus se encuentra distribuido a nivel
mundial en estas especies, pareciendo ser los
huéspedes naturales del Atadenovirus (Hafez,
2011). Durante el muestreo, los patos se en-
contraban aparentemente sanos, sin signos
clinicos compatibles con enfermedad, y tam-
poco se detectaron lesiones en los embriones
inoculados con las muestras de hisopados de
cloaca, de alli que es probable que la
positividad a la hemaglutinacion en los 10
pooles de muestras se deba a infecciones
subclinicas de Adenovirus tipo 3.

CONCLUSION

Los 600 patos domésticos de las pro-
vincias de Huaral y Huaura fueron negativos
al aislamiento del virus de la influenza aviar,
indicando que no se encontraban infectados,
y que de haberlo estado, lo estarian con una
prevalencia de 0.33%.
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