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RESUMEN

La influenza es una enfermedad respiratoria causada por un virus de la familia
Orthomyxovirida.. El subtipo H5 del virus de influenza aviar es de gran importancia a nivel
global, ya que es clasificado como virus de alta patogenicidad en aves y podria causar la
muerte de aves domésticas en 48 horas, resultando un gran impacto negativo en la

economia de los paises afectados y en la industria avicola.

El monitoreo de influenza se realiza por medio de pruebas serolégicas como el ensayo
de Inhibicién de la Hemaglutinacion (HI) en patos ya que estos pueden presentar pocos o
ningan sintoma al ser infectados por una cepa de virus de influenza, sin embargo podrian
transmitir el virus a otras especies de aves domésticas como las gallinas en donde el virus
podria ser letal. En Guatemala, es importante un constante monitoreo de influenza en
patos domésticos ya que Centroamérica es una ruta de aves migratorias y un ecosistema
hamedo tropical, lo cual favorece la introduccion de nuevas cepas de virus a partir del

contacto de aves migratorias y aves domésticas.

Por lo tanto, el principal objetivo fue describir la prevalencia de anticuerpos contra el
subtipo H5N3 del virus de influenza aviar en patos domésticos de la costa sur de
Guatemala durante las temporadas migratoria y no migratoria, durante noviembre de 2013
a octubre de 2014, esperando un mayor titulo de anticuerpos contra el subtipo H5N3 en la
temporada migratoria a comparacién de la temporada no migratoria. Se realizé el ensayo
HI para detectar anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar a 98
muestras seropositivas para influenza A por ELISA, de un total de 1174 muestras
recolectadas y analizadas por parte del personal del Centro de Estudios en Salud de la

Universidad del Valle de Guatemala (CES-UVG).
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De las 98 muestras, solamente una muestra fue positiva para la deteccién de
anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar por el ensayo HI. Esta
muestra representa el 1.02% de la poblacién de patos seropositivos para influenza A. A
partir de esta Unica muestra seropositiva para el subtipo H5N3, se establecié que no hay
suficiente evidencia estadistica para determinar si existe una variacion en el titulo de
anticuerpo contra el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar entre la temporada
migratoria y temporada no migratoria en patos domésticos de la costa sur de Guatemala

durante noviembre de 2013 a octubre de 2014.

La muestra seropositiva para el subtipo HSN3 de un pato doméstico de la costa sur de
Guatemala fue recolectada durante la temporada migratoria, esto sugiere el contacto de
aves domésticas con aves migratorias infectadas con la cepa del virus H5N3, la cual fue
aislada de aves migratorias de la costa de Guatemala en estudios previos. Es posible que
la interaccion de las aves domésticas y migratorias ocurra en un canal de agua de la
localidad, ya que la mayoria de los patos domésticos se encuentran en patios no
circulados y podrian tener acceso a este canal donde llegan aves migratorias como parte

de su ruta de migracion.
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.  INTRODUCCION

El virus causante de la enfermedad de influenza es uUnico entre los virus de
enfermedades respiratorias debido a su continua variacibn genética. Debido a estos
cambios genéticos, el virus es impredecible y esta caracteristica es la responsable del
desarrollo de nuevas vacunas cada afio y ha tenido un gran impacto en la salud mundial

(Greenbaum & Bresee, 2013).

El virus de influenza puede clasificarse en tres tipos: A, By C. El tipo A y B causan
epidemias durante la época de invierno, mientras que el tipo C no causa epidemias
estacionales (CDC, 2014). Unicamente el virus de influenza A puede infectar tanto a
mamiferos como a aves, por lo tanto dentro del grupo tipo A el virus de influenza puede
clasificarse como virus de influenza aviar, porcina o humana, dependiendo del
organismos que infecta (CDC, 2014). La susceptibilidad del virus hacia un diferente
hospedero estd dada por los cambios genéticos del virus ya que le proporciona las
caracteristicas necesarias para infectar las células de diferentes hospederos (OMS,

2002).

El virus de influenza A fue aislado por primera vez en patos silvestres y a partir de este
reporte se ha encontrado que en las aves es posible aislar todos los subtipos de
hemaglutininas (HA) y todos los subtipos de neuramidasa (NA). La presencia de cada

subtipo depende del afio, temporada y del hospedero (Suarez & Schultz, 2000).

Los virus causantes de enfermedades en aves pueden dividirse en dos grupos de
acuerdo a su habilidad de causar enfermedad. En primer lugar estan los virus de baja
patogenicidad (LPAI, por sus siglas en inglés de low pathogenic avian influenza) y los

virus de alta patogenicidad (HPAI, highly pathogenic avian influenza) (Alexander, 2000).



Entre los HPAI se encuentran los subtipos de virus H5 y H7, los cuales se han aislado
tanto en aves silvestres, aves migratorias y aves de corral (Alexander, 2000). Las aves
migratorias son consideras como la fuente primaria de infeccién de la aves de corral, ya
algunos estudios han mostrado de una posible evidencia de infeccioén de aves domésticas
con virus de influenza provenientes de las aves migratorias como resultado del contacto
directo de las aves migratorias con las domeésticas (Suarez & Schultz, 2000; Kim et al.,

2009).

El virus de influenza aviar H5N1 fue inicialmente reportado en Asia, sin embargo ha
logrado migrar hacia el Oriente Medio y Europa (Qi et al., 2014). Este subtipo de virus ha
afectado a la industria avicola especialmente de Asia debido a la muerte de las aves
como resultado de la propia infeccién o como medida de control en donde se paraliza el
comercio de aves, lo cual ha llevado a grandes pérdidas econémicas (Qi et al., 2014). Por
otro lado, es importante mencionar que el subtipo H5 del virus de influenza aviar podria
adquirir las caracteristicas necesarias para infectar a los humanos causando brotes y una

posible pandemia (Thomas & Noppenberger, 2007).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha documentado casos de infecciones de
influenza por el subtipo H5N1 con un grado de mortalidad del 50% (Thomas &
Noppenberger, 2007). Esta es una de las razones por las cuales el subtipo H5 debe ser
considerado como un riesgo para la salud publica y con un potencial pandémico. LA OMS
recomienda la vigilancia nacional del virus de influenza como plan para prevenir brotes de
este virus y disminuir pérdidas econémicas y del area de salud (Thomas & Noppenberger,

2007).



II. JUSTIFICACION

La influenza A es causante de enfermedades principalmente respiratorias por un virus de
la familia Orthomyxoviridae que tiene un gran impacto en la salud a nivel mundial (CDC,
2014). El virus puede transmitirse a los humanos por dos vias (CDC, 2005). En primer lugar
esta la transmision directa por aves o contaminacion del ambiente en donde estan las aves y
se encuentra el virus, para poder transmitirse a las personas el virus debe poseer genes para
infectar a los humanos (CDC, 2005; OMS, 2005). Luego la segunda via de transmision se da
por medio de un hospedero alterno como el cerdo que actia como un punto de recombinacion

de varias cepas de virus (CDC, 2005).

Los subtipos de virus H5 y H7 se encuentran clasificados como virus de alta patogenicidad
en las aves (Yang et al., 2011). Las aves infectadas con virus de baja patogenicidad pueden
no presentar sintomas o tener leves sintomas (CDC, 2015). Sin embargo los virus de alta
patogenicidad pueden causar sintomas graves de la enfermedad e incluso la muerte del 90 al
100 % de las aves domésticas en un periodo de 48 horas (CDC, 2015). Esto se refleja como
un impacto negativo en la industria avicola local y en la economia a nivel global debido al

comercio de las aves de corral (CDC, 2015; OMS, 2014).

Las aves acuaticas, como los patos, son reservorios naturales del virus de influenza A, en
ellas se ha encontrado todos los subtipos de Hemaglutinina y Neuraminidasa (CDC, 2005).
Algunos patos pueden propagar el virus de influenza, como el subtipo H5, a otros patos
mostrando pocos o ningun sintoma de la enfermedad (Kim et al., 2009). Mientras que para los
pollos algunos subtipos H5 del virus pueden ser letales (Kim et al., 2009). La ausencia de los
sintomas ha puesto a los patos como animales idéneos para la vigilancia de influenza aviar

(Kim et al., 2009).
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Los virus de influenza aviar encontrados en aves silvestres pueden transmitirse a aves
domeésticas (CDC, 2015). Se ha encontrado que el virus de influenza aviar es transmitido en
todo el afio en la poblacién de patos, siguiendo un patron ciclico anual (Kim et al., 2009).
También se ha observado que existen picos en la infeccidon de aves antes y después de la
migracion de otofio debido a la afluencia de patos con un sistema inmunoldgico poco

desarrollado (Kim et al., 2009).

Centroamérica, un ecosistema humedo tropical, es una ruta de aves migratorias lo cual
favorece la posibilidad de propagacion del virus a aves domésticas (Kim et al.,, 2009). En
estudios anteriores, se han identificado los subtipos H7N9, H11N2, H3N8, H5N3, H8N4, y
H5N4 circulantes en aves migratorias de la costa del Pacifico de Guatemala, también se
indica que las aves migratorios son una posible fuente de transmisién a las aves domésticas
de la region al compartir el mismo ecosistema (Gonzalez-Reiche et al., 2012). A partir de esto
se podria suponer que entre mayor sea la presencia del virus en los patos migratorios, habran

mas patos domésticos infectados por el virus transmitido.

A nivel global es importante la vigilancia del virus de influenza aviar debido a las
variaciones genéticas que sufre el virus, que lleva a la formacion de nuevas cepas (CDC,
2005). La deteccion de anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar en
patos domésticos de la costa del Pacifico de Guatemala, contribuiria con un sistema de
monitoreo de influenza aviar en la regién utilizando un método de deteccion como lo es la
prueba de Inhibicion de la Hemaglutinacion. La deteccién temprana permitira establecer si
hubo o hay una exposicion al virus H5N3 y de esta forma proporcionar a las autoridades
pertinentes datos para proponer acciones para prevencion y control de influenza aviar en

Guatemala.



. HIPOTESIS

A. Hipotesis.

El titulo de anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar es mayor en
la temporada migratoria a comparaciéon de la temporada no migratoria en la poblacion de

patos domésticos de la costa sur de Guatemala.

Ho: El titulo de anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar es

igual en ambas temporadas.

Ha: El titulo de anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar es

diferente en ambas temporadas.

B. Descripcion de variables:

Las dos variables que se tomaran en cuenta son el titulo de anticuerpos de muestras
seropositivas para el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar y el tiempo, el cual fue
dividido por temporadas. La temporada migratoria de aves acuaticas esta definida por los
meses de octubre 2013 a marzo 2014, mientras que los meses de abril 2014 a octubre

2014 constituyen la temporada no migratoria (Escobar, 2012).



C. Supuestos de la hipotesis:

Se asume que durante la temporada migratoria, las aves migratorias estaran en
contacto con los patos domésticos. Si las aves migratorias estan infectas con el subtipo
H5N3 del virus de influenza aviar, las aves domésticas que estén en contacto con las
aves migratorias infectadas también se infectaran con el subtipo H5N3 del virus de
influenza aviar. A los 7 dias de la infeccion se desarrollan los anticuerpos y estos pueden
ser detectados hasta por 3 a 4 semanas por pruebas serolégicas, como el ensayo de
Inhibiciébn de la Hemaglutinacion (Kim et al., 2009). Como limitacién del estudio, se
puede mencionar que no se tomé en cuenta la edad de los patos domésticos, debido a
gue esta variable no fue incluida en el disefio experimental de la toma de muestras de los

patos domésticos de la costa sur de Guatemala.



IV. OBJETIVOS

A. Objetivo general:

Describir la prevalencia de anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de influenza
aviar en patos domésticos presentes en la costa sur de Guatemala durante la temporada

migratoria y la temporada no migratoria.

B. Objetivos especificos:

1. Implementar la prueba serolégica de Inhibiciébn de la Hemaglutinacién para

deteccién de anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar.

2. Detectar anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar en

patos domésticos de la costa sur de Guatemala.

3. Describir si existe una variacion en el titulo de anticuerpos contra el subtipo
H5N3 del virus de influenza aviar durante la temporada migratoria y

temporada no migratoria en patos domeésticos de la costa sur de Guatemala.



V. MARCO TEORICO

A. Generalidades de la influenza.

La influenza es una enfermedad infecciosa ocasionada por un virus perteneciente a la
familia Orthomyxoviridae (Dengler, 2014). El virus tiene una forma esférica con un
didmetro entre 80 - 120 nm. Cuenta con una membrana externa con aproximadamente
500 receptores dirigidos hacia el exterior (Figura 1). Estos receptores corresponden a las
glicoproteinas hemaglutininas (HA) y neuraminidasas (NA), en donde las HA se
encuentran en mayor proporcién (Dengler, 2014). La proteina HA se encarga de la
adhesion del virus con la célula hospedera, por medio del acido sialico que se une a la
superficie celular, permitiendo al virion fusionarse con la célula (Dengler, 2014). Por otro
lado, la proteina NA esta involucrada en la liberacion del virion de los receptores de la
célula para esparcirse a otros tejidos, ya que permite la separacion del &cido sidlico de las

glicoproteinas o glucolipidos (Dengler, 2014).

En el interior del virus se encuentra la nucleocépside de forma esférica y de un
tamafio de 9 a 15 nm. La nucleocépside esta formada por la proteina M1 y dentro se
encuentra el genoma viral. El genoma es de ARN de hebra simple con sentido negativo y
esta organizado en 8 genes segmentados e independientes (Dengler, 2014). Cada
segmento se encuentra asociado al complejo de ribonucleoproteinas (RNPSs), el cual esta
formado por el ARN viral, las nucleoproteinas (NP) y las polimerasas de ARN PB1, PB2y
PA. En cada segmento se encuentra el cddigo para la sintesis de una o varias proteinas
virales (Wilschut et al., 2006; Dengler 2014). El complejo de RNP tiene un papel
importante en el ciclo de infeccion del virus ya que la replicacion ocurre en el nucleo de la

célula hospedera (Zheng & Tao, 2013).



Figura 1: Estructura molecular del virus de influenza.
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(Modifica de Wilschut et al., 2006).

1. Caracteristicas moleculares. Como anteriormente se ha mencionado, la
diferencia entre el virus de influenza tipo A y los otros dos virus se basa en las proteinas
antigénicas internas del virion, como lo son las nucleoproteinas (NP) y la proteina de
matriz (M1) (Webster, 1992). El virus tiene un tamafio de aproximadamente 12 nm de
diametro y esta rodeado por una bicapa de lipidos obtenida de sus hospederos, en donde
se ubican las glicoproteinas HA y NA y la proteina M2 (Webster, 1992). Ademas posee
una carcasa interna en la matriz formada de proteinas y en el centro estan las

nucleocapsides del genoma viral (Webster, 1992). Los ocho fragmentos que conforman el
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genoma de ARN del virus codifican para 10 productos: PB1, PB2, PA polimerasa, HA, NA,
NP, M1, M2, NS1 y NS2. A continuacién se describe brevemente la funcion de cada

proteina codificada en el genoma del virus (Webster, 1992).

a. PB1 polimerasa. Forma parte del complejo de ARN polimerasa y se
encarga de la elongacion del primer ARNm viral naciente y de los templados para sintesis

de ARN y ARNv (Webster, 1992).

b. PB2 polimerasa. Parte del complejo de ARN polimerasa. Se encarga
de la parte inicial de ARN de transcripcién ya que reconoce y se une a la secuencia 5 del
ARNmM del hospedero para poder utilizarlos como primers para la transcripcion del virus

(Webster, 1992).

c. PA polimerasa. Es parte del complejo de ARN polimerasa

dependiente de ARN. Tiene una funcion de quinasa (Webster 1992).

d. Hemaglutinina (HA). Es una proteina integral de membranay el
antigeno de superficie mayor. Se encarga de la union del virién con la célula hospedera

(Webster, 1992).
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e. Neuraminidasa (NA). Proteina integral de membrana. NA se une al
acido sidlico terminal de las glicoproteinas (como HA) permitiendo la liberacién del virién

de la célula del hospedero (Webster, 1992).

f.  Nucleoproteina (NP). Esta proteina es sintetizada por las células
infectadas y es transportada al nlcleo de estas células, en donde permite la unién y

encapsulacion del ARN viral (Webster, 1992).

g. M1l. Proteina mas abundante en el virion. Esta proteina de matriz
forma un escudo alrededor de la cépside del virion y tiene un papel en la iniciacién del

ensamblaje de los virus nuevos (Webster, 1992).

h. M2. Es una proteina integral de membrana. El dominio que atraviesa
la membrana se utiliza como una sefial para el transporte a la superficie celular. Forman
un canal de protones para el control de pH durante la sintesis de HA y para mantener un

pH &cido en el interior del viribn durante la descapsidacion del virus (Webster, 1992).

i. NS1. Es una proteina no estructural. Se encuentra en gran
abundancia en el nacleo de las células infectadas y esté relacionada en la replicacion del

virus (Webster, 1992).
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j- NS2. Al igual que NS1, la proteina NS2 es no estructural. Esta
proteina se le asocia funciones de replicacion y de modulacion en la sintesis de NS

(Webster, 1992).

B. Tipos de virus de influenza.

El virus puede dividirse en tres tipos, virus de influenza A, By C, y pueden distinguirse
por las diferencias entre sus nucleoproteinas y proteinas de matriz. El virus de influenza B
se puede dividir en dos linajes por diferencias de antigenos, los cuales son los linajes de
Victoria y Yamagata. Actualmente estos linajes pueden diferenciarse por un test de
inhibicion de la hemaglutinacién o por PCR en tiempo real (Biere, Bauner & Schweiger,
2010). El virus de influenza B se encuentra asociado a humanos, sin embargo se ha
aislado en nutrias (Bodewes et al., 2013). Se ha encontrado que focas de la especie
Phoca caspica son reservorios de virus de influenza A y B originarios de humanos (Ohishi
et al., 2002). Por otro lado, el virus de influenza C se ha aislado de humanos y en cerdos.
Este dltimo tipo de virus no puede causar epidemias y Unicamente causa enfermedades

respiratorias leves (Public Health Agency of Canada, 2011).

En la Figura 2 se puede observar la comparacion de los tres tipos de virus causantes
de influenza, en cuanto a la severidad de la enfermedad, potencial de causar pandemias,
alteraciones antigénicas, genoma, medicamentos utilizados en tratamientos como
Amantadina, rimantadina y zanamivir y las glicoproteinas de la superficie (Castillo, 2008).

En el caso de del virus de influenza C, Unicamente contiene una glicoproteina llamada
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hemaglutinina.esterasa-fusion (HEF) la cual actia como hemaglutinina y neuraminadasa,

siendo la principal diferencia entre los otros dos tipos de virus (Chen et al. 1998).

Figura 2. Comparacion tipos de virus de influenza A, By C.
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(Castillo, 2008).

El virus de influenza A puede infectar a varias especies de aves y mamiferos, como
cerdos, caballos, mamiferos acuaticos y humanos (Heinen, 2003). Ademas, el tipo A
puede dividirse en subtipos de acuerdo a las glicoproteinas hemaglutinina y
neuraminidasa de su superficie. Actualmente existen 18 tipos de hemaglutinina y 11 de
neuraminidasa (Tong et al., 2013). Un ejemplo de esto es la influenza A (H3N2), en donde

el virus cuenta con el tipo 3 de hemaglutinina y el tipo 2 de neuraminidasa, y es uno de los
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virus de influenza humana mas comunes en América. Unicamente los tipos de virus Ay B
ocasionan influenzas estacionales, mientras que la enfermedad respiratoria causada por
el tipo C es leve y no generaria epidemias (Dengler, 2014; Nucamendi, 2014). Los virus
de influenza A son de gran importancia ya que las epidemias se han originado por la
combinacién de virus tipo A de animales y de humanos. La mayoria de los humanos no

tendrian inmunidad hacia este nuevo virus (Webster, 2002).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha propuesto un sistema de nomenclatura
para los virus de influenza A. En este sistema se considera el tipo de virus (A, B o C), la
especie de donde se aislé, lugar de deteccidén, nimero de cepa, afio de descubrimiento y
los antigenos de superficie hemaglutinina y neuraminidasa segun el nimero (OMS,

1980).

2. Virus de influenza tipo A. Por sus cambios genéticos constantes, se considera
que el virus de influenza es impredecible y al pasar el tiempo las vacunas pierden su
efectividad (Greenbaum & Bresee 2013). Las epidemias de influenza tipo A surgen de
nuevas variantes antigénicas que se producen constantemente. Podria surgir un nuevo
virus con otra combinacién antigénica, al cual los humanos no tendrian inmunidad,
originando una pandemia. Las variaciones genéticas relacionadas con los dos antigenos

de superficie del virus pueden ocurrir por dos mecanismos: drift y shift.

El mecanismo drift de cambio antigénico esta asociado a cambios menores en la
hemaglutinina y neuraminidasa, mientras que el mecanismo shift presenta mayores

cambios en las mismas glicoproteinas ya que se da un reemplazo de un segmento del
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gen (Webster, 2002). En la Figura 3 se pueden observar los cambios formados por la

variacién antigénica mayor (shift) y la variacién antigénica menor (drift) (Cruse & Lewis,

2010).

Figura 3. Cambio antigénico menor (drift) y cambio antigénico mayor (shift).
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3. Virus de influenza A aviar. La influenza aviar es la enfermedad causada por un

virus de influenza tipo A aviar. Las aves acuaticas son consideradas como reservorios

naturales de influenza, ya que en las aves se han encontrado todos los subtipos de

influenza A (Alexander, 2000). Entre las aves silvestres consideras como reservorios
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naturales de influenza se encuentran los patos, cisnes, gansos y gaviotas. Por otro lado,
las aves domésticas son altamente susceptibles hacia las cepas de virus de influenza
aviar. Las aves domésticas pueden infectarse por la ingesta de comida o agua infectada

por el virus de aves silvestres infectadas (Wahlgren, 2011).

Los virus de influenza A capaces de infectar aves se pueden dividir en dos categorias
de acuerdo a su habilidad de causar enfermedad. En primer lugar se encuentran los virus
de influenza de baja patogenicidad (LPAI, por sus siglas en inglés: Low pathogenic avian
influenza) (Alexander, 2000). En la segunda categoria estan los virus de alta
patogenicidad (HPAI, por sus siglas en inglés: Highly pathogenic avian influenza). Los
virus HPAI pueden tener una mortalidad de hasta 100% (Alexander, 2000). Dentro de esta
categoria se encuentran los virus de influenza subtipo H5 y H7. Sin embargo, no todos los

virus de estos subtipos son de alta patogenicidad (Alexander, 2000).

Los subtipos H5N1 y H7N9 han logrado cambiar de hospederos en los ultimos 15
afios, provocando brotes de influenza en humanos. Sin embargo, los brotes no se han
convertido en pandemia ya que la transmision no ocurre de humano a humano (Lazurus &
Lian, 2015). En la Figura 4, se muestran los casos de H5N1 y H7N9 reportados en
humanos, se puede observar que en los afios 2013 y 2014 ha ocurrido un aumento en los

casos reportados.
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Figura 4. Casos reportados por virus de influenza aviar HSN1 y H7N9.
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(Lazurus & Lian, 2015).

C. Ciclo de transmisién del virus de influenza.

Los subtipos de virus de influenza A son especificos para ciertas especies, sin
embargo en las aves estan presentes todos los subtipos de influenza (CDC, 2005). Estos
subtipos pueden transmitirse a otras especies causando dafos en la salud. Como se
muestra en la Figura 2, los subtipos de influenza A pueden ser transmitidos a los
humanos por dos vias: (1) Transmision directa de aves o contaminacién del virus en el
ambiente donde se encuentran las personas y (2) por medio de un hospedero
intermediario como el cerdo (CDC, 2005). En estos dos casos es necesario que el virus

adquiera las caracteristicas necesarias para infectar las células de humanos.

Los virus de influenza aviar y de humanos poseen linajes estables en los cerdos

debido a receptores en su epitelio para ambos virus (Peiris et al., 2007). La presencia de
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dos subtipos diferentes en el cerdo podria ocasionar una mezcla entre ellos y crear un
nuevo subtipo, lo cual es posible por el genoma segmentado del virus (CDC, 2005). Por
lo tanto, el cerdo es considerado como una fuente para la generacion de nuevos virus de

influenza A capaces de infectar a los humanos y transmitirse de persona a persona

ocasionando una pandemia (Peiris et al., 2007).

Figura 5. Ciclo de transmision de virus de influenza A.
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(Modificado de Gangurde, 2011).

D. Sintomatologia.

1. Sintomatologia en humanos. El virus puede transmitirse de persona a persona
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por contacto directo con superficies contaminadas, por contacto con manos 0 por
aerosoles producidos al toser o estornudar a través de particulas en las micro-gotas
respiratorias (Martinez, 2013). Cuando una persona inhala el virus, este se deposita en el
epitelio de las vias respiratorias y el periodo de incubacién dura entre 1 a 4 dias
(Martinez, 2013). Antes de la aparicion de los sintomas ocurre el periodo de infeccién por
la dispersion del virus (Martinez, 2013). Los sintomas de influenza mas comunes son
dolor de garganta, tos, congestion nasal, dolor muscular y de articulaciones, dolor de
cabeza, aumento de temperatura (>37.8 °C), problemas respiratorios, pérdida de apetito y
debilidad (Monto et al., 2000; Cruz et al., 2013). Los nifios pueden presentar otitis media,
nausea y vomitos. Los sintomas de influenza pueden desaparecer luego de 3 a 7 dias,

aungue puede presentarse tos y malestar por dos semanas mas (Fiore et al., 2008).

La influenza en los adultos puede contagiarse desde un dia antes de que aparezcan
los sintomas y de 5 a 7 dias desde el inicio de los sintomas y los nifios pueden ser
infecciosos por mas de 7 dias luego de la aparicion de los sintomas (Fiore et al.,
2008).Por otro lado, las personas inmunocomprometidas pueden transmitir el virus por
semanas o0 meses (CDC, 2013). La gravedad de la influenza puede variar por temporadas
dependiendo del virus de influenza, disponibilidad de vacunas, personas vacunadas y la
eficiencia de la vacuna contra el virus de influenza. En cuanto al riesgo de contraer
influenza, cualquier persona puede adquirir esta enfermedad, sin embargo existen
personas que presentan un alto riesgo de desarrollar complicaciones mientras tienen
influenza, a diferencia de otras que pueden recuperarse en un periodo corto de
aproximadamente 2 semanas (CDC, 2014). Entre estas personas se encuentran los
mayores de 65 afios, personas de edad media con condiciones médicas cronicas,

mujeres embarazadas y nifios de menor edad (CDC, 2014). Algunas complicaciones que
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pueden desarrollarse durante la infeccion son la neumonia, bronquitis, infeccién sinusal y
del oido. Ademas, cuando una persona tiene influenza esto puede agravar enfermedades

crénicas, como asma e insuficiencia cardiaca congestiva cronica (CDC, 2014).

2. Sintomatologia en aves. Las infecciones de aves por el virus de influenza
pueden tener un amplio rango de signos clinicos, incluyendo depresién, alteracion del
animo, disminucion de ingesta de alimentos, baja produccién de huevos, ojos humedos
con alta produccion de lagrimas, tos, estornudos, entre otros (Carver, s.f). Algunas
infecciones pueden ser asintomaticas y otras pueden ser respiratorias leves hasta graves,

con un alto grado de morbilidad y mortalidad (Suarez & Schultz, 2000).

E. Epidemiologia.

Existe una hipétesis en la que se indica que todos los virus de influenza de mamiferos
fueron derivados de reservorios aviares de influenza (Webster, 2002). Estudios de la
ecologia de virus de influenza han realizado andlisis filogenéticos con secuencias de
acidos nucleicos de virus de influenza tipo A tomando en cuenta varios hospederos,
subtipos de virus y regiones geogréficas (Webster, 2002). Un analisis empleando el gen
de nucleoproteinas reveldé la relacion entre los virus de influenza aviar y equinos,
gaviotas, cerdos y humanos, indicando un origen comun. Los virus de influenza con
origen aviar estan involucrados en brotes de influenza en mamiferos. Cuando el virus se
transmite a otras especies, se establece un linaje permanente en esa especie (Webster,

2002).



21

1. Pandemias causadas por virus de influenza. Se han registrado diferentes
pandemias de influenza durante el siglo XX, algunas de ellas fueron la influenza espafiola
en 1918 — 1919 por H1N1, influenza asiatica en 1957 — 1958 por el virus H2N2, influenza
de Hong Kong en 1968 por el virus H3N2 y México en 2009 por el virus HIN1 (Barriga et
al., 2006). Lo que tienen en comun estas pandemias es que se originaron por un virus
animal que pudo recombinarse con otro virus de origen animal o humano. La influenza
espafola fue originada por un virus de influenza de aves, el cual pudo adaptarse para
replicarse eficientemente en humanos (Belshe, 2005). La influenza espafiola causoé
alrededor de 20 a 40 millones de muertes, correspondiente al 2.5 — 5 % de la poblacién
global. Las siguientes pandemias registradas fueron de menor impacto debido a la
inmunidad a virus endémicos que causaron la nueva mutacién, ademas de mejoras en las

estrategias de control (Garcia, 2014).

En el caso de la influenza asiatica y de Hong Kong, ocurrié una recombinacion de
virus entre uno de origen aviar y otro de humano (Belshe, 2005). El nuevo virus de la
influenza asiatica, H2N2, adquiri6 tres segmentos genéticos del virus procedente de aves,
estos segmentos corresponden a la hemaglutinina, neuramidasa y el gen de la polimerasa
a (PB1). Por otro lado, el virus de la influenza de Hong Kong adquiri6 los segmentos
genéticos de un virus de aves correspondientes a la hemaglutinina y PB1 (Belshe, 2005).
El mecanismo que utilizaron las tres pandemias de influenza espafiola, asiatica y de Hong
Kong puede visualizarse en la Figura 3, en donde también se plantea la posibilidad de
formacion de un nuevo virus de influenza que pueda causar otra pandemia como ocurrié

en México en el 2009 (Belshe, 2005).
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Figura 6. Mecanismos de generacion de virus influenza que ocasionaron las pandemias

de influenza espafiola, asiatica y Hong Kong.
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(Modificado de Belshe, 2005).

En el 2009 ocurri6 la pandemia de influenza H1IN1, en donde México fue el primer pais

en reportar este caso de influenza A. Los primeros estudios del CDC indicaron que el

subtipo H1N1 fue conformado por segmentos del virus de influenza de humanos, aviar y

porcino. Los primeros casos reportados en México ocurrieron en marzo de 2009,

posteriormente el virus se extendié por Estados Unidos y Canada, obteniendo alrededor

de 1000 casos (Babakir-Mina, 2009). En junio de ese mismo afio se alcanzaron los 30,000

casos aproximadamente y 145 muertes en 74 paises. Con esto se declar6é la fase de

pandemia por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (Vaqué, 2009). En el mes de
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noviembre la OMS reporté mas de 503,536 infecciones por influenza y al menos 6260

muertes, continuando con la transmisién del virus en todo el mundo (Gil, 2010).

Debido a que este subtipo era nuevo, fue necesario el aislamiento del virus por medio
de la técnica de cultivo en huevos de gallina para confirmar las infecciones de los casos
clinicos que se presentaban. El Centro para el control y prevencién de enfermedades de
Estados Unidos, CDC por sus siglas en inglés (Center for disease control and prevention),
colocd secuencias completas del nuevo virus aislado para que los cientificos pudieran
utilizarlas como comparacion de virus recolectados en diferentes partes del mundo y para
investigaciones de salud publica (CDC, 2010). Ademas el aislado del virus permitio el
desarrollo de vacunas contra el subtipo HIN1. Al obtener drogas contra la influenza
H1N1, el CDC junto a la FDA (Food and Drug Administration) autorizaron su uso para el
tratamiento de influenza. En el afio 2010, el CDC mantuvo vigilancia de los casos de
H1N1 intercambiando informacién con otras instituciones para mantener un control sobre
el avance del virus e iniciaron las campafias de vacunacién contra influenza estacional e
influenza HIN1 (CDC, 2010). Se estima que durante abril 2009 y enero 2010 ocurrieron

57 millones de casos de influenza HLN1, en promedio (CDC, 2010).

En el caso de la ultima pandemia de influenza A iniciada en México, se evaluaron los
efectos econdémicos y sociales en la region latinoamericana con el apoyo de la
Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS). Esto se realizO por medio de
estimaciones del cambio en el flujo econémico ocasionado por la pandemia en varios
sectores relacionados con la economia, como es el caso del sector de salud, educacion,
comercio, turismo, entre otros. Lo cambios econdmicos se vieron afectados por los gastos

necesarios para atender los casos de influenza que se encontraban fuera del presupuesto
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normal y por la baja produccién y consumo de bienes o servicios (CEPAL/OPS-OMS,

2010).

En cuanto al sector de salud, se indico que durante la pandemia de influenza en
México el costo total de tratamiento para los pacientes fue de aproximadamente 2
millones de pesos. Sin embargo, por los gastos de prevencion para el personal de salud
campafas de informacién, equipos y materiales necesarios para la deteccion del virus y
medicamentos el costo se elevo a 4 millones de pesos (CEPAL/OPS-OMS, 2010). En
cuanto al sector de educacién, fue necesario suspender las actividades escolares,
implementando un sistema de supervision y limpieza de las escuelas, aumentando aun
mas los costos. En el sector de comercio, se observo una caida de venta por el cierre de
establecimientos dedicados al comercio para evitar la transmision del virus. El valor de la
pérdida de ventas comerciales se estimé en 45 millones de pesos (CEPAL/OPS-OMS,

2010).

La OMS indicé que el consumo de carne de cerdo no implicaba el contagio de
influenza, sin embargo la venta de cerdo en los mercados de varios paises se vieron
afectados, asi como las exportaciones. Otro punto de gran impacto en la economia de los
paises se encuentra relacionado con el sector de turismo, ya que representa un gran
ingreso econdmico para varios paises. En el caso de México, se estimé que las pérdidas
fueron de un 6% en relacién con el 2008 para los turistas extranjeros. (CEPAL/OPS-OMS,
2010). Esto muestra el impacto de la pandemia de influenza en el afio 2009, el cual fue
notorio para varios paises ademas de México. En Guatemala, se estimé que la pérdida

econdémica formal e informal alcanzé los Q. 40 millones. Ademas los costos de
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hospitalizaciones se evaluaron en aproximadamente Q. 7 millones y para consultas en

Q.55 millones (Ortiz, 2013).

La aparicion de un nuevo tipo de virus de influenza podria ocasionar una nueva
pandemia debido a la rapida dispersion del virus por transporte aéreo y la disminucién de
tiempo para combatirlo. Por lo tanto los sistemas de salud se encontrarian rebasados y

ocurririan grandes pérdidas econémicas (Gangurde et al., 2011).

2. Epidemias de origen animal. Las epidemias estacionales de influenza se
propagan actualmente en todo el mundo durante otofio e invierno. En 1947, se cred la
vigilancia de influenza por parte de la Red Mundial de Vigilancia Epidemioldgica, integrada
por 125 instituciones de 96 paises (Gutiérrez, 2009). En Europa se han registrado varios
tipos de virus de influenza en aves comerciales y domésticas. Sin embargo, en Asia es
donde se han reportado mas casos de brotes de virus de influenza aviar, tanto en la aves

de corral como en humanos, especialmente el subtipo H5N1 (OMS, 2005).

En Hong Kong (1997) ocurri6é el primer brote de influenza A(H5N1) en humanos. Se
confirmaron 18 casos y ningun caso se habia reportado previamente a lo largo de 6
meses (Chan, 2002). La infeccion de humanos con este virus ocurrié por el contacto
directo con gallinas infectadas, ya que 15 de los 18 sujetos fueron se siguieron en un
estudio de caso, en donde indicaron que una semana antes del comienzo de la
manifestacion de sintomas, habian comido o preparado productos de aves de corral
(Chan, 2002). Para controlar el brote se sacrificaron mas de 1.5 millones de gallinas en

ese afio, provocando un impacto econdémico negativo debido a la falta de comercio de
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aves de corral. A partir de este brote, la vigilancia continua de influenza cobré6 mas
importancia en el monitoreo de las cepas del virus H5 en animales, especialmente aves

de corral, y en humanos (Chan, 2002).

Seguido a esto, en 2004 fue la primera vez que el virus de alta patogenicidad H5N1
fue tomado en serio como un potencial de muerte para los humanos (Ngoc et al., 2006).
Acompafiado de los multiples brotes en la poblacién de aves de corral y a la dispersion
global del virus, en el 2004 ya se habian reportado mas de 200 casos de humanos
infectados con el virus de alta patogenicidad H5N1, con una alta tasa de mortalidad. A
partir de estos brotes, se han realizado varios estudios de seroprevalencia de
trabajadores del area de salud y estudios de caso control en poblaciones de aves de

corral den Tailandia (Ngoc et al., 2006).

En Estado Unidos, desde 1997 se ha monitoreado el virus de influenza aviar a partir
del aislamiento del virus en aves domésticas. El virus de influenza aviar es endémico de
las aves silvestres de Norteamérica y el virus se transmite rutinariamente a las aves
domésticas de la region (Suarez, Spackman & Senne, 2003). La mayoria de los virus
aislados en estas aves han sido los subtipos H5 y H7, en donde prevalecen los virus
H7N2, H7N3 y H5N2. En el 2002, ocurrié el mayor brote en aves de corral reportado en
Estados Unidos en Virginia, ocasionado por el virus H7N2 (Suarez, Spackman & Senne,

2003).

Ademas de este brote en Virginia, han ocurrido otros brotes en la poblaciéon de aves
de corral por influenza de alta patogenicidad en América, como el brote de Chile en el
2002 por el subtipo H7N3, brote por este mismo subtipo en Canada en 2004 y un brote

por el subtipo H5N2 Texas, Estados Unidos (Senne, 2007). El brote de Canada fue el méas
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grande y perjudicial de los tres, en donde estuvieron involucradas 42 explotaciones con
aproximadamente 17 millones de aves de corral. Nuevamente para controlar estos brotes,

se llevé a cabo un exterminio de las aves en las granjas (Senne, 2007).

Han ocurrido otros brotes por virus de influenza de baja patogenicidad, en donde los
subtipos H3, H5 y H6 han sido reportados en aves domésticas y los subtipos H3, H5, H11
y H13 en aves silvestres, en Canada (Senne, 2007). En México y paises de
Centroamérica, especialmente Guatemala y El Salvador, se ha reportado el subtipo HSN2
de baja patogenicidad desde el 2000 y 2001. Se encontré que los virus aislados en
Guatemala y El Salvador son genéticamente similares al virus de México y este es el
subtipo que recientemente se mantiene circulando en las aves domésticas de estos
paises. A partir de estos hallazgos y para prevenir futuros brotes, estos paises han
realizado vacunaciones a gran escala contra el subtipo H5 en la poblacion de aves

utilizadas para comercio (Senee, 2003; Garcia & Ramos, 2006).

Como se ha mencionado, se han registrado varios casos de infecciébn en aves de
corral y en personas con los virus de influenza aviar subtipo H5 y H7, afectando la vida de
las personas, la economia y comercio de los paises involucrados (OMS, 2005). Estos
virus ahora son endémicos en la poblacion de los paises de Asia que han sido mas
afectados por los brotes, como Cambodia, China, Indonesia, Japon, Tailandia y Vietham

(Gutiérrez, 2009).
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F. Técnicas de diagnostico.

Para el diagnéstico de influenza A pueden utilizarse técnicas serologicas o

moleculares, para las cuales se describen algunos ejemplos a continuacion.

1. Seroldgicas.

a. Inmunodifusion en gel de agar (IGDA). El analisis serolégico puede ser
suplementario para la deteccion de influenza. La inmunodifusién en gel de agar (IGDA) es
una técnica seroldgica utilizada para determinar la infeccibn de aves por medio de la
presencia o ausencia de anticuerpos del virus (OIE, 2005). Esto es posible ya que todos
los subtipos de virus tienen una nucleocpside y antigenos en la matriz con
caracteristicas antigénicas similares. Los antigenos se preparan por medio de la
concentracion del virus en liquido alantoideo infectivo y se prueban frente a un control
positivo de antisueros conocidos (OIE, 2005). Ademas existen enzimoinmuno ensayos,
como ELISA, que demuestran la presencia de nucleoproteinas del virus de influenza A de

una forma especifica y con alto grado de sensibilidad (OIE, 2005).

b. ELISA para deteccion de anticuerpos contra virus de influenza. La técnica
de ELISA se utiliza para la deteccion de anticuerpos o antigenos del virus de influenza en
sueros. Esta técnica utiliza anticuerpos marcados con enzimas y puede dividirse en
directo si detecta antigenos del virus o indirecto si detecta anticuerpos. Se basa en el

concepto de unién de antigeno con su respectivo anticuerpo (Gan & Patel 2013).. El
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anticuerpo o antigeno (dependiendo del tipo de ELISA) se fija a una fase sélida antes de
ser expuesta a la muestra. Luego se afiade la muestra y ocurre la union del anticuerpo
con el antigeno inmovilizado en el soporte, en el caso del ELISA directo. Seguidamente, el
antigeno es detectado con un segundo anticuerpo unido a una enzima y se afiade un
sustrato cromogénico especifico para la enzima mostrando un cambio de color o
fluorescencia indicando asi la presencia del antigeno (Gan & Patel 2013). Se realizan
lavados entre cada paso para remover los componentes que no se han unido, como
anticuerpos o antigenos en solucion, anticuerpos acoplados a enzimas y sustratos (Rojas,

2006).

c. Prueba de inhibicién de la hemaglutinacion (HI) para deteccién de subtipo
de anticuerpos contra virus de influenza. Los ensayos de inhibicion de la hemaglutinacion
son utilizados para evaluar la respuesta inmune a la hemaglutinina (HA) del virus de
influenza A. La hemaglutinina tiene la capacidad de aglutinar eritrocitos ya que poseen
receptores complementarios y se unen por medio de enlaces (OMS, 2013). Por lo tanto, la
hemaglutinacién detecta la carga viral en cultivos celulares mediando el cambio del patron
normal de sedimentacién. La unién especifica de anticuerpos a los sitios antigénicos de
las hemaglutininas del virus inhibe la hemaglutinacién, siendo esto en lo que se basa el
ensayo (OMS, 2013). Antes de realizar el ensayo, es necesario eliminar los inhibidores
no especificos que se encuentran normalmente, para que los resultados proporcionados

por el ensayo sean correctos (Spackman, 2008).

Esta técnica es simple y de bajo presupuesto. Se considera que esta prueba es de

alta especificidad ya que Unicamente detecta anticuerpos contra el virus que se esta
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utilizando y es posible que no detecte anticuerpos contra otro virus del mismo subtipo, ya
que en un mismo subtipo de virus de influenza se pueden encontrar varias cepas que

varian en uno o mas epitopos (Spackman, 2008).

2. Moleculares.

a. gRT-PCR. La técnica molecular de RT-PCR en tiempo real se ha usado
para la deteccion y caracterizacién de influenza (OMS, 2009). La técnica de PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) consiste en la amplificacion de un templado de
ADN. Se utilizan secuencias especificas de oligonucleétidos cortas de ADN llamadas
primers, las cuales se hibridizan en una orientacion 5 a 3’ en la secuencia objetivo de
ADN. Los primers permiten ser el punto de partida para la produccion de la hebra de ADN
complementaria por medio de la adicion de nucleétidos por la Taq polimerasa. Esta
enzima fue obtenida de bacterias termdfilas por lo que puede actuar a altas temperaturas
(70 — 75 °C). Esta reaccién se repite en varios ciclos (alrededor de 35 ciclos) (Maxwell,
2007). Existen modificaciones que han surgido como métodos estandarizados del PCR
convencional, de esta forma es posible utilizar esta técnica para un espectro mas amplio
de microorganismos, como el PCR de transcriptasa reversa (RT-PCR) y el PCR en tiempo

real (qPCR) (Koneman & Allen 2008).

En el caso del virus de influenza, se utiliza el PCR de transcriptasa reversa (RT-PCR)
ya que es un virus de ARN. ElI RT-PCR permite la formacién del ADN complementario
(ADNCc) a partir de ARN utilizando una enzima de transcriptasa reversa. Al formarse el

ADNCc se continua con el proceso como un PCR convencional, en el que se amplifica en
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varios ciclos un fragmento de interés por medio de primers especificos y la ADN
polimerasa (Koneman & Allen 2008). Una segunda variacion del PCR, es el PCR en
tiempo real (qPCR), permitiendo realizar la amplificacion de un segmento y su
cuantificacién de forma simultanea. La cuantificacion se realiza por medio de la medicion
de fluoresencia por el uso de sondas. Las sondas son secuencias de oligonucle6tido con
un fluoréforo que puede ser excitado a una longitud de onda especifica. Cuando la sonda
se une a la secuencia se libera el fluoréforo, el cual puede emitir fluorescencia. Los
equipos de PCR en tiempo real incluyen el termociclador, sistema 6Optico de excitacion de

fluorescencia y un colector de emisién (Murphy, 2011).

Las técnicas de PCR en tiempo real y de transcriptasa reverse pueden utilizarse en
conjunto para la amplificacion de fragmentos del genoma del virus de influenza para
determinarlos y cuantificarlos. El ensayo de Tagman (Tag ADN polimerasa) es un método
utilizado en PCR en tiempo real para la cuantificacion de ARNm y deteccion de variantes
(Heid et al., 1996). Este método permite utilizar de una mejor forma la actividad de
endonucleasa de la Taq ADN polimerasa para poder separar una sonda durante los ciclos
del PCR para producir una sefial de fluorescencia detectable (Heid et al.,, 1996). La
reaccion de Tagman requiere la hibridizacion de la sonda con dos diferentes fluoréforos,
uno es el fluoréforo reportero y el otro es el fluoréforo de templado (Heid et al., 1996).
Cuando la sonda esta intacta la energia de fluorescencia se transfiere del fluoréforo
reportero al de templado. Durante los ciclos de la reaccién de PCR la sonda se separa del
fluoroforo por la ADN polimerasa provocando que la emision del fluoroforo reportero no se
transfiera de forma eficiente al del templado, provocando un aumento en la emision de

fluorescencia del fluoréforo reportero (Heid et al., 1996).
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El analisis de RT-PCR en tiempo real debe ser especifico para genes conservados, de
esta forma se logra detectar todos los tipos de virus de influenza A. Ademas, el analisis
puede ser enfocado a los genes de hemaglutinina o neuraminidasa para determinar
especificamente la presencia de un subtipo de virus ( Peiris 2007). ElI PCR en tiempo real
permite minimizar el tiempo de trabajo a 4 — 6 horas a comparacion de un PCR
convencional con una duracién de 6 a 8 horas, ademas de incrementar la sensibilidad por

el uso de sondas y cuantificar la presencia del virus ( Peiris et al., 2007).

G. Estudios sobre influenza en Guatemala realizados en el CES.

En el Centro de Estudios en Salud (CES), parte del Instituto de Investigaciones de la
Universidad del Valle de Guatemala, se han realizado varias investigaciones sobre la
enfermedad respiratoria de influenza con el fin de contribuir al bienestar de la salud en
Guatemala y Centroamérica. Se ha realizado una vigilancia de aves silvestres de las
costas del Pacifico, en donde se han aislado 15 muestras positivas para influenza,
detectadas por RT-PCR en tiempo real (Gonzéalez-Reiche, 2012). Se identificaron los
subtipos H7N9, H11N2, H3N8, H5N3, H8N4 y H5N4, encontrado que estos virus
presentan una alta relacion filogenética con los virus de influenza aviar de Norteamérica.
Esto sugiere que las aves migratorias transportan el virus desde esta region hasta
Guatemala (Gonzélez-Reiche, 2012). Ademés se ha indicado que la especie de cerceta
de aves azules (Anas discors) tiene un papel importante en la introduccién y
mantenimiento del virus de influenza en las regiones muestreadas de la costa en

Guatemala (Gonzéalez-Reiche,2012).



VI. MARCO METODOLOGICO

A. Implementacién de la prueba de Inhibicién de la Hemaglutinacién HI para la deteccion

de anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar.

1. Preparacion de eritrocitos de sangre de pollo. Para los ensayos de Inhibicién
de la hemaglutinacion (HI) y Hemaglutinacion (HA) se utilizaron eritrocitos de origen aviar,
colectados de pollos sin antecedentes de infecciones previas de influenza A (CDC, 2011).
Para ello, se colecté sangre de pollo y se colocoé inmediatamente en solucién Alsever
(Anexos |) para evitar coagulacién. Luego los eritrocitos se lavaron agregando PBS 0.01
M pH 7.4 y centrifugando a 800xg (1,800 rpm) por 10 minutos a 4 °C. Se removio el
sobrenadante de PBS que contenia células blancas y se repitié el lavado hasta que el
PBS saliera sin material sanguineo (aproximadamente dos lavados mas). Por ultimo se
prepar6 la solucion de eritrocitos (RBC — Red Blood Cells) a una concentraciéon de 0.75%
(CDC, 2011; OMS, 2002) en PBS. Para descartar la presencia de anticuerpos contra
influenza A, a la sangre de pollo se le realiz6 un ensayo ELISA utilizando el kit comercial
Type A Influenza Multispecies Antibody Test Kit Al-Multi (Biocheck, Holanda) de acuerdo

a las especificaciones del fabricante.

2. Titulacién de virus de influenza aviar por ensayo de Hemaglutinacion (HA). Se
tituld el virus A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049-09/2010(H5N3) por medio de la

técnica de Hemaglutinacion (HA). Este virus fue aislado en huevos embrionarios de pollo

33
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de un hisopado cloacal de Anas discors colectado en la costa del Pacifico de Guatemala
en el 2010, segun protocolo ya publicado (OMS, 2002). Esta prueba se basa en la
habilidad del virus de aglutinar los eritrocitos, ya que el virus posee hemaglutininas que se
unen a los eritrocitos evitando la sedimentacion de estas células. Para la prueba, se utilizd
una placa de 96 pozos con fondo en “V”. Se agregaron 50 pL de PBS 0.01 M pH 7.4 a
todos los pozos y luego 50 pL del antigeno (virus) aislado en el primer pozo de dos filas
(duplicado) y se realizaron diluciones seriadas (1:2 hasta 1:4,096) a lo largo de la fila
como se muestra en la Figura 7. Dos filas de la placa se utilizan como control de células
en donde se agrega 50 yL de PBS y 50 uL adicionales para realizar la dilucién seriada al
igual que con el virus. Después se agregaron 50 pL de la solucién RBC 0.75% a todos los
pozos utilizados y se dejé incubando la placa a 4 °C por 1 hora (Carbey et al. 1974; OMS,

2002).

Figura 7: Distribucién de la placa para ensayo de hemaglutinaciéon en donde se coloca el

virus (duplicado), y el control de células (CC).

Muestra 1 2 3 ] 5 3 7 8 9 10 11 12
Control de A CcC cc cc CcC cc cc cc CcC cc cc cc cc
células (CC) B CccC cc cC cC cc cc cc cC cc CcC cc ccC
Virus H5N3 c 1.2 14 18 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 | 1:2,048 | 1:4,096

D 1.2 14 18 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 | 1:2,048 | 1:4,096

E

F

G

H

Los numeros colocados en la parte superior del mapa (Figura 7) corresponden al
namero de columna en la placa, y las letras colocadas al lado izquierdo de la placa

corresponden a cada fila de la placa.
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Luego de incubar la placa, se observaron los resultados inclinando la placa a un
angulo 60 °. Se considera un resultado positivo si ocurre aglutinacion de los eritrocitos
(Ausencia de un boton de eritrocitos al fondo del pozo o la presencia de un botén el cual
no cae al inclinar la placa). Sin embargo la presencia de una gota fina en el pozo también
se considerard como un resultado positivo (Figura 8) (Noah et al., 2009). El titulo del virus
es definido como la dilucién mas alta a la cual ocurre hemaglutinacién y es expresado en
unidades de hemaglutinacion (HA). Luego de obtener el titulo, se diluyé el virus con PBS
para tener una concentracion de 4 unidades de hemaglutinacion por cada 25 pL (4HA/25
uL), para poder ser utilizado en la prueba de Inhibicién de la Hemaglutinacién (Carbey et

al. 1974; OMS, 2002).

Figura 8. Criterio para interpretar los resultados de la placa del ensayo HA.

Ambas imagenes, (A) y (B), de la Figura 8 muestran un resultado positivo para HA, el
cual se determina por medio de la aglutinacion de los eritrocitos. Esto ocurre si el virus se
une a los eritrocitos evitando la sedimentacion de estos al fondo de la placa (Noah et al.,
2009). Un bot6n que no cae al inclinar la placa a un angulo de 60 ° (A) o la presencia de

una gota fina (B) son considerados como un resultado positivo.
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3. Preparacién de muestras para la prueba de Inhibicién de la Hemaglutinacion.
Para el ensayo HI es necesario que el suero a utilizar sea de buena calidad, libre de
contaminacion bacteriana y no debe tener una hemolisis excesiva. El suero podia tener
aglutininas naturales que interfirieran en la prueba por una aglutinaciéon no especifica a los
eritrocitos. Para evitar esto, fue necesario tratar el suero para eliminar las aglutininas
inespecificas antes de realizar el ensayo HI. Se evaluaron varios tratamientos incluyendo:
(1) Tratamiento con RDE (Receptor Destroying Enzyme) (2) Tratamiento con RBC (Red
Blood Cells) compactas y (3) Tratamiento combinado (RDE seguido de RBC). En la

Figura 9 se indica el procedimiento para cada tratamiento.

Figura 9: Procedimientos para tratamientos con RDE, RBC y combinado para eliminar

aglutininas inespecificas.

Tratamiento combinado

Adicion de 75 pL de Citrato
de Sodio 2.5% para detener
actividad enzimatica.

v

Adicién de 50 pL de PBS
0.01 M pH 7.4 para obtener
dilucion 1:10.

Separacion del suero por
centrifugacion a 2,000 rpm
por 5 minutos.

(OMS, 2013; OMS, 2002).

fssmmmmas

I_________, RDE
RDE RBC — — RBC
s1tr 0 | .. Tratamiento
Adicién de 25 yL de suero Adicion de solucion RBC combinado
a 100 pL de enzima. 10% al suero (1:20) (RDE
seguido
\ v de RBC)
Incubacion 37 °C por 10 — Incubacion 4 °C por 1
18 horas. hora. :
v ¥
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La evaluacion de tratamientos se realizd utilizando los siguientes controles:

a. Control positivo para el subtipo H5N3. Anticuerpo monoclonal
recombinante reactivo a los subtipos H5NA de influenza A. Proporcionado por el MAGA

(Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Alimentacién).

b.  Control negativo para el subtipo H5N3. Control seropositivo subtipo

PHINL.

C. Muestras de suero de patos domeésticos de la costa sur de Guatemala
seleccionadas al azar. Para evaluar si los tratamientos también eran efectivos para las

muestras y no solo para los controles de referencia.

Para determinar la presencia de aglutininas inespecifica se realizé una evaluacién de
suero de cada control y muestra descrito anteriormente (La evaluacion de suero consiste
en agregar el suero y en lugar de agregar el antigeno se afiade PBS), para esto se agrego
25 uL de PBS 0.01 M pH 7.4 y 25 uL de suero tratado a un pozo de una placa en “V”.
Luego se agreg6 50 uL de solucion RBC 0.75% y se incubd a 4°C por 1 hora. Se incliné la
placa a un angulo de 60° para observar el resultado. Las aglutininas inespecificas se
pudieron observar por la presencia de un botén con bordes dispersos o un botén difuso
gue no cae al inclinar la placa a un angulo de 60° (Figura 10A). El suero esta libre de
aglutininas inespecificas, si el boton formado al fondo de placa cae formando una gota al

inclinar la placa en un angulo de 60° (Figura 10B).



38

Figura 10. Criterio para evaluar la eficiencia de tratamientos para eliminar aglutininas

inespecificas al realizar un control de suero.

En la imagen (A) se considera que el suero tratado aun tiene aglutininas inespecificas
por la presencia de un botén difuso. En la imagen (B), se considera que el tratamiento fue

eficaz ya que el botén formado al fondo cae al inclinar la placa en un dngulo de 60°.

4. Procedimiento prueba de Inhibicion de hemaglutinacién (HI):

a. Placa control. La placa control tiene como objetivo evaluar que en el
ensayo Hl se realice correctamente para validar el ensayo para las muestras. Se realiza
una placa control por corrida antes de realizar el ensayo para las muestra, no se corren
todos los controles por placa de muestras ya que se utilizan dos columnas de la placa por
cada control (duplicado) y las columnas sobrantes no serian suficientes para realizar el
ensayo para varias muestras. Si se obtienen los resultados esperados para cada control,

se asegura que el ensayo funcionara correctamente para las muestras analizadas en la
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misma corrida que la placa control, ya que se utilizan los mismos reactivos (virus y RBC

0.75%) preparados para los controles.

El ensayo se trabaj6é en una placa de 96 pozos con forma en “V”. En primer lugar se
realizé la placa control, en donde se trabajaron dos columnas (duplicado) para cada

control. A continuacion se describe los controles utilizados para la placa control:

1) Control de células (CC). Contiene PBS, antigeno y eritrocitos. Este
control busca evaluar los eritrocitos, por lo que no se agrega suero ni antigeno, en donde
se espera que como resultado se observe un que botdn caiga al inclinar la placa, ya que
los eritrocitos deberian estar libres para poder sedimentarse al final del pozo (Figura 12
A). Aunque este resultado esperado es igual al resultado esperado para un control
positivo, este control no es considerado como control positivo ya que la muestra no es un

suero con anticuerpos contra el subtipo HSN3.

2) Titulacion reversa (BT — Back Titration) del virus A/blue-winged teal/
Guatemala/CIP049-09/2010(H5N3) titulado previamente para corroborar las 4 UHA/25 pL
del antigeno, como el volumen final de cada pozo es de 50 uL se utiliza 8 UHA/50 pL.
Contiene antigeno (Virus) y eritrocitos. Se espera la hemaglutinacién en los pozos
correspondientes a este control hasta la dilucién 1:8 (8 HA/50 L) debido a la ausencia de

anticuerpos ue inhiban la aglutinacion (Figura 12 B).

3) Control positivo para H5N3. Anticuerpo monoclonal recombinante
reactivo a los subtipos H5NA de influenza A. Proporcionado por el MAGA (Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Alimentacion). Contiene anticuerpos contra el subtipo H5NA,

virus y eritrocitos. Se espera un resultado positivo para HI, observado por la presencia de
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un botén de eritrocitos a fondo de la placa el cual cae al inclinar la placa a un angulo de

60 ° (Figura 12 A).

4) Control negativo para HSN3. Control seropositivo subtipo pH1N1.
Contiene anticuerpos PH1N1, antigeno y eritrocitos. Se espera un resultado negativo para
HI por la ausencia de anticuerpos especificos para el virus H5N3, evidenciado por la
ausencia de un botén de eritrocitos o la presencia de un botén que no cae al inclinar la

placa (Figura 12 B).

Para el control de células se agregaron 50 yL de PBS 0.01 M pH 7.4 en el pozo
correspondiente. La ultima fila se utilizé para el control de suero en donde no se agrego el
antigeno. Esta fila de control de suero se utiliza para verificar la ausencia de aglutininas
inespecificas en cada muestra. Para la titulacion en reversa se agregaron 100 pL del
antigeno en el pozo y se realizé una dilucién seriada en la columna correspondiente a
este control. Para los controles seropositivo y negativo, se agregaron 50 yL de cada
control en cada pozo correspondiente y se realizdé una dilucién seriada a lo largo de la
columna de cada control (1:10 hasta 1:640). Se agregaron 25 pL de cada control
seropositivo y negativo en los pozos de la ultima fila para tener un control del suero (OMS,
2002; Erickson et al., 2005). En la Figura 11 se puede observar la distribucion de la placa

para el ensayo Hl.
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Figura 11. Distribucién de placa control para el ensayo HI. En donde, las columnas de

1:10 a 1:640 corresponden a las diluciones seriadas de los sueros. En el control de

células no hay diluciones seriadas y se agrega PBS a cada pozo para evaluar los

eritrocitos.

Control de Titulacién Control Negativo Control positivo

células (CC) reversa (BT) (C-) (C+)

1 2 3 4 5 3 7 8 10 1 12
A PBS PBS 1:128 1:128 1:640 1:640 1:640 1:640
B PBS PBS 1:64 1:64 1:320 1:320 1:320 1:320
c PBS PBS 1:32 1:32 1:160 1:160 1:160 1:160
D PBS PBS 1:16 1:16 1:80 1:80 1:80 1:80
E PBS PBS 1:8 18 1:40 1:40 1:40 1:40
F PBS PBS 1:4 14 1:20 1:20 1:20 1:20
G PBS PBS 1:2 1:2 1:10 1:10 1:10 1:10
H Suero control para | Suero control para

PBS PBS PBS C-(SC) C+ (SC)

Luego, se agregaron 25 pL del antigeno a 4 HA/25 uL a cada pozo de las columnas

del control positivo para H5N3 y control negativo para H5N3 a excepcion de los pozos de

la fila de control de suero. Se incubd la placa por 30 minutos a temperatura ambiente.

Después se agreg6 50 pL de la solucién RBC 0.75% en todos los pozos utilizados de la

plaza y se incubd la placa para permitir la sedimentacién de los eritrocitos en caso de que

ocurriera la inhibicion de la hemaglutinacion.

Se compararon dos procedimientos distintos de incubacion luego de agregar la

solucion RBC 0.75%. Los dos procedimientos que se compararon fueron los siguientes:

(1) Incubacién a temperatura ambiente por 30 minutos y (2) Incubacion a 4 °C por 1 hora.

Luego de la incubacién, se inclin6 la placa a un angulo de 60° para observar los

resultados de cada control (OMS, 2002; Erickson et al., 2005).
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Figura 12. Criterio para interpretar resultados de placa de ensayo de HI. (A) Resultado
esperado para control de células y control positivo para H5N3, en donde ocurre inhibicién
de la hemaglutinacion en el caso del control positivo. (B) Resultado esperado para
titulacion en reversa y control negativo para H5N3, en donde ocurre la hemaglutinaciéon de

los eritrocitos debido por la ausencia de anticuerpos especificos contra el virus.

(Noah et al., 2009).

Como resultado para el control de células se observo en cada pozo la presencia de
botdn al fondo de la placa que al ser inclinado cae, de esta forma se observa la presencia
de una gota gruesa en el pozo (Figura 12 A). Para el control de titulacién en reversa se
espera que ocurra hemaglutinacion en los pozos de las diluciones mas alta hasta la
diluciéon de 8 HA/50uL (4 HA/25uL) evidenciado por la ausencia de una gota gruesa al

inclinar la placa (Figura 12 B) (Noah et al., 2009).

Para el control positivo para H5N3, se esperaba que ocurriera la inhibicion de la
hemaglutinacion por la presencia de anticuerpos, lo cual se observé en la placa por la
presencia de una gota gruesa en el pozo de las diluciones que tuvieron la suficiente
cantidad de anticuerpos para unirse al virus (Figura 12 A). Por dltimo, para el control

negativo para H5N3 (control seropositivo para pH1N1) se esperaba observar en todos los
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pozos la ausencia de una gota gruesa ya que esta muestra no contenia anticuerpos
especificos que pudieran unirse al virus, por lo que ocurri6 la aglutinacién del virus con los

eritrocitos (Figura 12 B) (Noah et al., 2009).

b. Placa con muestras:

Como primer punto se deben eliminar las aglutininas inespecificas presentes en la
muestra por medio de un pre-tratamiento (Seccién A, 3). Luego de realizar la placa

control se prosiguio a realizar la placa con muestras.

Figura 13. Distribucion de placa para ensayo HI de cinco muestras. En donde, las
columnas de 1:10 a 1:640 corresponden a las diluciones seriadas de los sueros. En el
control de células no hay diluciones seriadas y se agrega PBS a cada pozo para evaluar
los eritrocitos. SC es el control de suero por muestra para confirmar la ausencia de
aglutininas inespecificas al momento de realizar el ensayo HI, en este suero control no se

agrega antigeno ya que su objetivo es evaluar el suero.

Control de

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5
Células (CC)
1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12
A 1:640 1:640 1:640 1:640 1:640 1:640 1:640 1:640 1:640 1:640 PBS PBS
B 1:320 1:320 1:320 1:320 1:320 1:320 1:320 1:320 1:320 1:320 PBS PBS
c 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 FBS FBS
D 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 1:80 PBES PES
E 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 PBS PBS
F 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 FBS FBS
G 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 PBES PES
H Suero control para | Suero control para | Suero control para | Suero control para | Suero control para PBES PBS

muestra 1 (SC) muestra 2 (SC) muestra 3 (SC) muestra 4 (SC) muestra 5 (SC)
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En una placa se trabajaron 5 muestras y se dejaron las Ultimas dos columnas para el
control de células (Figura 13). Se utilizaron dos columnas de la placa para cada muestra
(duplicado). Las muestras se trabajan de igual forma que el procedimiento descrito para
los controles positivos y negativos en el inciso anterior de placa control. Para interpretar
los resultados se utilizan los mismos criterios para evaluar los controles positivo y
negativo para H5N3, dependiendo del resultado obtenido de cada muestra (Figura 12)

(OMS, 2002; Erickson et al., 2005; Noah et al., 2009).

5. Calificacién del ensayo de Inhibicién de la Hemaglutinacion (HI). Para calificar
el ensayo HI para la deteccion de anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de
influenza aviar se tomaron en cuenta los parametros de precision, linealidad y

especificidad (Noah et al., 2009), descritos a continuacion.

a. Precision. ElI ensayo de precision determind la variabilidad vy
reproducibilidad del ensayo HA. Para ello se evalu6 la placa control, la cual incluyd los

siguientes controles (Descripcién de control en seccién A, iv, a):

1) Titulaciébn reversa (BT — Back Titration) del virus A/blue-winged

teal/Guatemala/CIP049-09/2010(H5N3).

2) Control positivo para H5N3.

3) Control negativo para H5N3.
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Se sigui6 el procedimiento descrito anteriormente para realizar la placa y el ensayo se
realizé en nueve dias diferentes con el fin de comparar los resultados obtenidos. Se
considerd que el ensayo era preciso si el titulo individual obtenido para cada control no

variaba mas de 1 dilucion en cada uno de los dias evaluados (Noah et al., 2009).

b. Linealidad. Una vez establecido que el ensayo es preciso, se conocio el
titulo del control positivo para H5N3 (Anticuerpo monoclonal recombinante reactivo a los
subtipos H5NA de influenza A. Proporcionado por el MAGA). Para determinar si el ensayo
cumplia con la linealidad se realizaron diluciones (1:40, 1:30, 1:20, 1:16, 1:10 y 1:5) del
control positivo para HSN3 a un titulo determinado y se hizo un ensayo HI en duplicado de
estas diluciones. Se realizé una regresion lineal y se determind la correlacién entre el
titulo esperado y el titulo obtenido de cada dilucién del control positivo. De esta forma
también se determiné el rango de deteccion en el ensayo HI para detectar anticuerpos

contra el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar (Noah et al., 2009).

d. Especificidad. Para determinar si el ensayo HI era especifico para
determinar anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar utilizando el
virus A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049-09/2010(H5N3), se realizd el ensayo con
controles seropositivos para otra cepa de virus de influenza relacionada con el subtipo H5
(suero seropositivo para H5N2) y para otra cepa de virus de influenza no cercana al
subtipo H5, pero que si fuera de un virus de influenza A (suero seropositivo para pH1N1).

A continuacion se describen los controles utilizados para el ensayo de especificidad:
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1) Muestra clinica de gallina proporcionada por el MAGA, la cual fue
seropositiva para el subtipo HSN2 por medio del ensayo HI realizado en el MAGA. Se
esperaba un resultado negativo (Figura 14 C) o inespecifico (Figura 14 B) para el ensayo
HI del subtipo H5N3 (ausencia de botén). Un resultado inespecifico ocurre cuando el
ensayo Hl puede detectar anticuerpos presentes en la muestra, pero estos no son
especificos para la cepa del virus que se estéa utilizado. Esto se evidencia en la placa por
la formacion de un botén difuso en los pozos de las diluciones de la muestra (Spackman,

2008).

2) Control seropositivo para el subtipo pHIN1l. Se esperaba un
resultado negativo para el ensayo de HI del subtipo HSN3 (ausencia de botén) (Figura 14
C).
Figura 14. Criterio de resultados para evaluacion de especificidad del ensayo HI subtipo
H5N3. En la imagen (A) se observa un ejemplo de resultado positivo especifico para el
subtipo H5N3. En la imagen (B) se observa un resultado inespecifico para el ensayo Hl
subtipo H5N3, ya que a pesar de que el ensayo detecta anticuerpos estos no son

especificos para la cepa de virus utilizada (H5N3). En la imagen (C) se muestra un

ejemplo de un resultado negativo para el subtipo H5N3.
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B. Determinacion de la prevalencia de anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de

influenza aviar en patos domésticos de la costa sur de Guatemala (2013 — 2014):

1. Sitios de estudio. El estudio de vigilancia del virus de influenza aviar fue
realizado en dos comunidades locales en humedales de la costa del Pacifico ubicados en
el departamento de Santa Rosa, Guatemala. Estos sitios fueron las aldeas de La
Candelaria y Monterrico (Figura 15). En las Figuras 16 — 18 se muestra el traslape de los
hébitats de los diferentes hospederos de influenza (cerdos, patos e incluso humanos) de

los sitios de muestreo.

Figura 15. Sitios muestreados en La Candelaria y Monterrico de Santa Rosa, Guatemala.

Océano Atlantico

Océano Pacifico

(Proyecto Interfaz-Animal, CES-UVG).
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Figura 16. Canal ubicado en sitio de muestreo de patos domésticos de la costa sur de

Guatemala.

(Foto tomada por personal CES-UVG
Figura 17. Canal ubicado en sitio de muestreo de patos domésticos de la costa sur de

Guatemala.

(Foto tomada por personal CES-UVG
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Figura 18. Canal ubicado en sitio de muestreo de la costa sur de Guatemala, al cual los

patos domeésticos tenian acceso.

(Foto tomada por personal CES-UVG

2. Obtencién de muestras de sangre de patos domeésticos. En total, se colectaron
1174 muestras de sangre de patos domeésticos en 63 casas particulares de Monterrico y
Candelaria, Guatemala, durante los meses de noviembre de 2013 a diciembre de 2014
por parte del equipo entrenado del Centro de Estudio en Salud de la Universidad del Valle
de Guatemala (CES-UVG). Se recolect6 aproximadamente 1 mL de sangre. El suero se
separé por centrifugacion a 1000 — 2000 xg por 10 minutos, se tomé con una pipeta y se

coloco en un tubo plastico previamente rotulado. Posteriormente, se coloc6 en hielo seco



50

y se transporté al CES-UVG hasta su procesamiento por ELISA para la deteccién de

anticuerpos contra el virus de influenza A.

Para la deteccion de anticuerpos contra el virus de influenza aviar de las 1174
muestras recolectadas de sangre de patos domésticos, se realiz6 la prueba de ELISA por
medio del kit comercial Type A Influenza Multispecies Antibody TestKit (Al-Multi) de
Biocheck de acuerdo a las especificaciones del fabricante. De acuerdo a esta prueba, se
obtuvieron 98 muestras positivas. Tanto la colecta de las muestras como el

procesamiento por ELISA fueron realizados por el personal del CES-UVG.

En la Figura 19 se observa la distribuciébn de las 63 casas seleccionadas de
Monterrico y La Candelaria, Guatemala, de donde se obtuvieron las 1174 muestras de
sangre de patos domésticos (Circulos blancos), ademas se muestras las 30 casas del
total de 63 casas seleccionadas, donde se obtuvieron los 98 resultados seropositivos para
influenza A por ELISA (Circulos rojos). Por otro lado, en la Figura 20 se muestra el
resultado preliminar obtenido de las 98 muestras seropositivas para Influenza A por

ELISA.
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Figura 19. Distribucidn de casas seleccionadas para la toma de muestra de sangre de patos
domésticos y casas seropositivas para influenza A de Monterrico y La Candelaria, Guatemala,

durante los meses de noviembre de 2013 — octubre de 2014.

A. La Candelaria

\_/\‘_\‘\\ o Casas positivas [32]

Casas muestreadas [63]
— Calles
Canal Chiquimulilla

Océano Pacifico

>z

0 100 200 300 400 Km
S R— A— h—

(Proyecto Interfaz Humano-Animal, CES-UVG).

Figura 20. Resultados preliminares de las 98 muestras seropositivas para influenza A obtenidos
por ELISA de las 1174 muestras colectadas de sangre de patos domésticos de la costa sur de

Guatemala (2013 — 2014)
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(Proyecto Interfaz Humano-Animal, CES-UVG).
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3. Ensayo HI para la deteccion de anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus
de influenza aviar de muestras de suero de patos domésticos. Se realiz6 el ensayo HI a
las 98 muestras con resultado positivo del ELISA para deteccion de anticuerpos contra el
virus de influenza A, pertenecientes al muestreo de patos domésticos realizado en casas
particulares de Monterrico y Candelaria, Guatemala, durante los meses de noviembre de
2013 a diciembre de 2014. Antes de realizar el ensayo HI se trataron las muestras con
RDE y RBC como se ha descrito anteriormente en la seccion (VI, F) y el procedimiento

para las muestras se describe en la seccion (VI, G, i, b).

4. Criterio resultado positivo para muestras. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) y la Oficina Epizootias Internacionales (OIE, por sus siglas inglés: Office
International des Epizooties) establecieron un estandar seropositivo para la prueba de Hl.
Se considera un resultado positivo un valor de titulo de anticuerpo = 16 u/pL (Wang et al.,
2014). Debido a que la dilucién 1:16 (titulo 16 u/uL) se encuentra entre las diluciones 1:10
y 1:20 que se realizan en la placa, se consideré un resultado positivo un valor de titulo de
anticuerpos = 20 u/uL. En la Figura 21 se puede observar en la distribuciéon de la placa
para el ensayo HI a partir de qué dilucion se considera un resultado positivo. En la Figura
22 se muestra como debe observarse un resultado para ser considerado positivo a partir
de la dilucion 1:20 y un resultado negativo. Por cada corrida se incluy6é un placa control

como se detallé anteriormente.



53

Figura 21: Distribucion de placa para ensayo HI con muestras donde se indica la dilucién

a la cual un resultado positivo ya es considerado como valido segun OIE.

Control de
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5

Células (CC)

1 2 3 4 5 [ 7 [] 9 10 1 12
A 1:640 1:640 1:640 1:640 1:640 1:640 1:640 1:640 1:640 1:640 1:640 1:640
B 1:320 1:320 1:320 1:320 1:320 1:320 1:320 1:320 1:320 1:320 1:320 1:320
[ 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160 1:160
D 1.80 1:80 1.80 180 1:80 1:80 1.80 1:80 1.80 180 1:80 1.80
E 1:40 140 1:40 140 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40 1:40
F 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20 1:20
G T10 T10 T10 T10 T10 T10 T10 T10 T10 T10 1:10 1:10
H Suero control para | Suero control para | Suero control para | Suero control para | Suero control para Control de Células

muestra 1 (SC) muestra 2 (SC) muestra 3 (SC) muestra 4 (SC) muestra 5 (SC)

Figura 22. Criterio para considerar un resultado positivo como valido o negativo.

A B C
N ¥ N
A 1:640 { ‘
1:320 (0

1:160

D
N

/

.

L

1:40

1:20

En la Figura 22, imagen (A) se puede observar que el resultado es positivo valido ya

gue el botén cae al inclinar la placa a un angulo de 60° y esto ocurre en una dilucion mas
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alta que la dilucién 1:20, indicando que el titulo es 40 u/pL. En la imagen (B) se muestra
otro ejemplo de un resultado positivo valido ya que el botén cae en la dilucion 1:20 (titulo
20 u/pL) al inclinar la placa. En la imagen (C) se observa un ejemplo de un resultado
negativo, ya que a pesar de que el boton cae al inclinar la placa solo ocurre en la dilucion
mas baja (1:10) la cual est4 por debajo de la dilucién 1:20 donde se considera como
positivo. Por dltimo en la imagen (D) se muestra un caso en que la muestra es negativa ya
que no hay formacién de botén que pueda caer al inclinar la placa en ninguna de las
diluciones, indicando que no hay anticuerpos en el suero analizado que se unan al virus y

asi inhibir la hemaglutinacion.

5. Andlisis de datos. Debido a que el tamafio de muestra disponible no es
representativo a la poblaciéon de estudio, se realizé el analisis estadistico no paramétrica
Chi-Cuadrado, para determinar si hay variacion en el titulo de anticuerpos contra el
subtipo H5 durante los meses de muestreo. La prueba de Chi-cuadrado es utilizada para
muestras pequefias 0 para datos que no siguen una distribucion normal (McDonald,

2014).

La variable de tiempo estd dividida por temporadas (Cuadro 1). La temporada
migratoria de aves acuéticas esta definida por los meses de octubre a marzo, mientras
gue los meses de abril a septiembre constituyen la temporada no migratoria (Escobar,
2012). Se realizé una comparaciéon entre la temporada migratoria y temporada no
migratoria del titulo de anticuerpos contra el subtipo H5 del virus de influenza aviar. Se
tomaran los meses de octubre de 2013 a marzo de 2014 como la temporada migratoria y

los meses de abril de 2014 a octubre de 2014 como la temporada no migratoria.



Cuadro 1. Descripcién de variables.
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Variable Unidad de muestra Instrumento Dimension Pr“‘?b?
estadistica
Respuesta antigénica a | Pato seropositivo para
H5N3 (dependiente) influenza A. Prueba HI Uil
Temporada:
1. Migratoria:
(Octubre 2013 — marzo 2014). Temporada Chi-
Tiempo (independiente) Calendario (mgses) cuadrado
2. No migratoria:
(Abril 2014 — octubre 2014).




VIl.  RESULTADOS

A. Implementacién de la prueba de Inhibicién de la Hemaglutinacion HI para la deteccién

de anticuerpos contra el subtipo H5 del virus de influenza aviar.

1. Evaluacién del tratamiento de muestras para la eliminacién de aglutininas

inespecificas presentes en suero.

Cuadro 2. Evaluacion de la presencia de aglutininas inespecificas con tres diferentes

tratamientos para las muestras de suero.

Dilucion Tratamiento
de suero RDE RBC 1" RDE
2°RBC
1:640
1:320
1:160 Sin aglutininas Sin aglutininas
1:80 inespecificas inespecificas Sin aglutininas
1:40 inespecificas
1:20
1:10 Aglutininas Aglutininas
CSs inespecificas inespecificas

En donde CS corresponde al suero control en donde se agreg6 el suero sin el virus.

En el Cuadro 2 se muestra que en los tratamientos individuales con RDE y RBC se
observo la presencia de aglutininas inespecificas hasta la dilucion 1:10 al realizar el

ensayo HI del control positivo para H5N3 y cuatro muestras de suero recolectadas

56
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seleccionadas al azar. Unicamente el tratamiento combinado con RDE seguido de RBC

logré eliminar las aglutininas inespecificas de los sueros.

2. Evaluacion de condiciones de trabajo del ensayo de Inhibiciéon de la

Hemaglutinacion.

Figura 23. Ejemplo de resultado del ensayo HI para cuatro muestras de suero de patos
seleccionas al azar, comparando entre incubacién a temperatura ambiente por 30

minutos e incubacién a 4 °C por una hora.

Dilucion Incubacién T. ambiente Incubacién4°C

1:320

1:160

1:80

1:40

1:20

1:10

Suero

control (SC)
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Luego de establecer el tratamiento mas eficaz para eliminar las aglutininas
inespecificas presentes en los sueros, se compararon dos condiciones de incubacion
distintas reportadas para realizar el ensayo HI. En la Figura 23 se puede observar que en
la incubacion a 4 °C el boton formado en cada pozo es mas compacto a diferencia de la
incubacion a temperatura ambiente, donde se forma un boton difuso en cada pozo de las

diluciones mas bajas de las muestras.
3. Calificacion del ensayo de Inhibicion de la Hemaglutinacién (HI):
a. Precision.

Figura 24. Titulo de control positivo para H5N3 y negativo obtenido por medio del ensayo
HI realizado en diez dias diferentes. Para el control positivo, los limites de deteccién para

considerarse un ensayo preciso son 40 U/uL (limite minimo) y 160 U/uL (limite maximo).

A Control negativo para HSN3
240+ @ Control positvo para H5N3
1604 s S Limite Maximo para C+
°
=
F
80 e o ® e o o o o
40 Limite Minimo para C+
o A A A A A A A A A A
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Figura 25. Titulacién reversa de dilucion de antigeno A/blue-winged
teal/Guatemala/CIP049-09/2010(H5N3) para corroborar titulo de 8 uHA/ 50 L, durante 10
dias diferentes. Para la titulacion reversa, los limites de deteccion para considerarse un

ensayo preciso son 4 U/50 pL (limite minimo) y 16 U/50uL (limite maximo).
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En la Figura 24 se evalla la precision del ensayo HI utilizando el control positivo para
H5N3 y control negativo para H5N3. Por otro lado en la Figura 25 muestra la precision del
ensayo HI en cuento al control de la titulacion en reversa para corroborar las 8 HA/50 pL
del virus. El titulo del control positivo y del BT no varié en mas de una unidad de dilucion
en los 10 dias analizados. Mientras que en el titulo del control negativo no se observaron

cambios en los diferentes dias ya que mantenia un titulo menor a 10 u/uL.



b. Linealidad.
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Figura 26. Comparacién del titulo obtenido y titulo esperado de siete diluciones del control

positivo para H5N3 para evaluar la linealidad del ensayo Hl.

80 o}
60
40 o]
20+ o
o T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiulo esperado

O Titulo observado
= Linear

v =1.021x+ 0.694

R = 0.970

En la Figura 26 se compara el titulo observado con el titulo esperado de cada dilucion

realizada del control positivo para H5N3. Se puede observar que para las diluciones del

control seropositivo que coinciden con la dilucién seriada del ensayo HI (Figura 13): 1:10,

1:20; 1:40 y 1:80 se obtuvo un titulo de 0, 10, 20, 40 y 80 u/pL respectivamente, Por otro

lado, para las diluciones intermedias 1:5, 1:16 y 1:30 del control positivo se obtuvo un
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titulo de <10, 20 y 40 u/uL, respectivamente. Al comparar los datos del titulo obtenido con

el titulo esperado se obtuvo un coeficiente de determinacién (R?) de 0.970.

c. Especificidad. Se evalu6 la especificidad del ensayo HI con una muestra
clinica de gallina seropositiva para el subtipo HSN2 y otra muestra de cerdo seropositiva
para pH1N1. Al realizar el ensayo HI para detectar anticuerpos contra el subtipo H5N3 del
virus de influenza aviar de esta muestra, se obtuvo un resultado inespecifico evidenciado
por la formacion de un botén difuso hasta la dilucién 1:20 (Apéndice Il, Figura 30 A). Para
el control seropositivo para pH1N1 se obtuvo un resultado negativo para el subtipo H5N3

por medio del ensayo HI (Apéndice I, Figura 30 B).

B. Muestras procesadas para la determinacion de prevalencia de anticuerpos contra el
subtipo H5N3 del virus de influenza aviar en patos domésticos de la costa sur de

Guatemala (2013 — 2014).

Se realizé el ensayo HI para la deteccion de anticuerpos contra el subtipo H5N3 a las
98 muestras con resultado positivo para ELISA para deteccién de anticuerpos contra el
virus de influenza. De estas 98 muestras, solamente una muestra fue positiva para el
ensayo HI, obteniendo un titulo de 20 u/uL (Apéndice Il, Figura 32). De las 97 muestras
restantes, 67 obtuvieron un resultado inespecifico para el ensayo y 30 fueron negativas.
Estas 97 muestras fueron consideradas como un resultado negativo para el subtipo H5SN3

(A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049-09/2010(H5N3).
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En el Cuadro 3 se muestra la tabla de contingencia realizada sobre la respuesta
antigénica al virus H5N3 a partir del resultado obtenido del ensayo HI subtipo H5N3 a
partir de las 98 muestras seropositivas para influenza A por ELISA. La muestra
seropositiva para el subtipo H5N3 representa el 1.02% de la poblacién de patos
seropositivos para influenza A y el 3.85% de la poblacion de patos seropositivos para
Influenza A identificados durante la temporada migratoria. Al realizar la prueba de Chi-
cuadrado se obtuvo que: debido a que el valor-p de 0.094 (Cuadro 4) es mayor al valor
alfa de 0.05 no se rechaza la hip6tesis nula indicando que no hay suficiente evidencia
estadistica para establecer que el titulo de anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus
de influenza aviar es mayor en la temporada migratoria a comparacion de la temporada

no migratoria.

Cuadro 3. Respuesta antigénica al virus H5N3 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049-

09/2010(H5N3)) detectado por el ensayo HI en patos domésticos de la costa sur (2013-

2014).
Respuesta antigénica a H5N3
Temporada _ i
Positivos (%) Negativos (%) Total (%)
Migratoria
1/26 (3.85) | 25/26  (96.15) | 26/98  (26.53)
(oct-mar)

No migratoria
(abr-oct)
Total 1/98 (1.02) | 97/98  (98.98) | 98/98  (100%)

072 (0) 7272 (100) 7298  (73.47)
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Cuadro 4. Andlisis de Chi-cuadrado a partir de la relacién entre temporadas
(migratoria y no migratoria) y la respuesta antigénica a H5N3 de patos seropositivos

para influenza A.

Grados de
Valor Valor-p
libertad (gl)
Chi-cuadrado de Pearson 2.798 1 0.094

N de casos validos 98




VII.  ANALISIS DE RESULTADOS

A. Implementacién de la prueba de Inhibicibn de la Hemaglutinacion (HI) para la

deteccion de anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar.

Con el objetivo de implementar la prueba HI para detectar anticuerpos contra el
subtipo H5N3 del virus de influenza aviar, se evalu6é la eficiencia de diferentes
tratamientos y condiciones que se han reportado para realizar el ensayo HI. En primer
lugar se evaluaron diferentes pre-tratamientos de suero para la eliminacién de aglutininas
inespecificas. Como segundo punto, se evaluaron dos diferentes condiciones de la

incubacién final dentro del procedimiento del ensayo HI.

1. Evaluacion del tratamiento de muestras para eliminar aglutininas inespecificas
presentes en suero. El suero de varias especies de aves puede contener inhibidores
como aglutininas inespecificas que intervienen en el ensayo HIl. Para ello se evalu6 el uso
de dos tratamientos comunmente utilizado para eliminar las aglutininas inespecificas, el
tratamiento con RDE y RBC (Spackman, 2008, OMS, 2002). Se ha reportado que el uso
individual de RDE para eliminar inhibidores del suero ha sido efectivo como pre-
tratamiento de los sueros de muestras clinicas y de sueros de referencia utilizados como
control (Noah et al., 2009). Sin embargo, con el uso del tratamiento con RDE no se logré
eliminar por completo las aglutininas inespeificas encontradas en el suero de los controles
del ensayo HI (Control positivo y negativo para H5N3) y en cuatro muestras

seleccionadas al azar de los sueros colectados de patos domésticos. De igual forma se
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probé el tratamiento individual con RBC, el cual tampoco fue efectivo para eliminar las

aglutininas inespecificas.

Por ultimo se evalué el tratamiento combinado con RDE y RBC. Al realizar la placa
donde se evaluaron los controles (positivo y negativo para H5N3) donde se evalud el
tratamiento combinado, se observé que el suero tratado con RDE seguido de RBC ya no
contenia aglutininas inespecificas (Apéndice Il, Figura 27). Seguido de esta placa se
realizo el ensayo HI utilizando el virus, donde de igual forma no se observaron aglutininas
inespecificas en la placa Con los controles (Anexos Il, Figura 28). Este mismo resultado
se obtuvo con las cuatro muestras seleccionadas al azar de los sueros colectados de
patos domésticos. La eficiencia del tratamiento combinado se puede deber a que es
necesario un primer tratamiento para eliminar aglutininas inespecificas, seguido de un
segundo tratamiento para remover los inhibidores que no pudo eliminar el primer

tratamiento.

2. Evaluacion de condiciones de trabajo del ensayo de Inhibicion de la
Hemaglutinacion. A realizar el ensayo HI de cuatro muestras de suero de patos
seleccionadas al azar, se comprobé la ausencia de aglutininas inespecificas al observar el

resultado obtenido del control de suero que se incluye en la placa para cada muestra,

Sin embargo el resultado del ensayo HI para estas muestras era dudoso debido a la
formacion de un botén difuso al fondo de los pozos de las diluciones mas bajas (Figura
23). Este botdn difuso era similar al observado en los sueros que contenian aglutininas

inespecificas, sin embargo ya se habia comprobado la ausencia de estos inhibidores en el
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control de suero. Los ensayos HI descritos en este parrafo fueron realizados con una

incubacion final de 30 minutos a temperatura ambiente (OMS, 2013; Spackman, 2008).

Spackman (2008) indica que en algunos casos el virus utilizado para el ensayo HlI
puede tener una alta actividad de neuraminidasa, permitiendo la liberacién del virus de los
eritrocitos ya que la neuraminidasa rompe el enlace de &cido salico de la célula y las
glicoproteinas del virus (Matrosovich et al., 2004). Esto podria explicar la aparicién de un
botén incompleto en los resultados del ensayo HI. Para evitar esto, se cambi6 las
condiciones de la ultima incubacion del ensayo HI a 4 °C por una hora, con el fin de

reducir la actividad enzimética de la neuraminidasa segin Spackman (2008).

En la placa control del ensayo HI utilizando las nuevas condiciones de incubacion (4°C
por una hora), se obtuvo los mismos resultados que la placa control con incubacion a
temperatura ambiente por 30 minutos (Apéndice Il, Figura 29), indicando que esta

modificacidon no afecta en la habilidad del virus de unirse a los eritrocitos.

En cuanto a las muestras de los sueros de patos domésticos, al comparar los
resultados obtenidos con ambas condiciones de incubacioén (Figura 23) se puede observar
que se obtiene un resultado mas claro con la incubacion final a 4 °C por 1 hora, ya que el
botén formado se observa mas compacto a diferencia de la incubacién a media hora en
donde se observa que en las diluciones mas bajas el botén es formado parcialmente o se
observa un margen borroso alrededor. Sin embargo el resultado obtenido con la
incubacién a 4 °C aun no fue completamente claro, lo cual se debe a un resultado
inespecifico ya que el ensayo HI es muy especifico a un mismo subtipo de
Hemaglutinina. Para el subtipo H5 existen varias cepas que difieren en uno o varios

epitopos (Petric, Comanor & Petti, 2006; Spackman, 2008).
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3. Calificacién del ensayo de Inhibicion de la Hemaglutinacion (HI).

a. Precision. El primer dia que se tomé en cuenta para evaluar la precision
del ensayo HI, fue cuando se obtuvo por primera vez la concentracion esperada del
antigeno H5N3 al realizar la titulacion en reversa. Los dias anteriores a este en donde se
realizo el ensayo HI, no fueron tomados en cuenta ya que fueron considerados como
pruebas para adquirir las competencias necesarias para realizar del ensayo

correctamente.

En las Figuras 24 y 25 se puede observar que al comparar el titulo obtenido en los
diferentes dias este no varia en mas de una unidad de dilucién para el control positivo
para H5N3 y para la titulacién en reversa del antigeno. Solo en dos de los 10 dias se
observé un cambio en la dilucién y fue entre los primeros cinco dias que se realiz6 el

ensayo.

Es importante mencionar que la variacion obtenida en el titulo del control positivo para
H5N3 es consecuencia de la variacion en el titulo del antigeno evaluado en el BT. Esto se
debe a que la dilucion del antigeno no fue adecuada para obtener las 8 u HA/ 50uL, y al
tener una concentracién menor de antigeno (4 U HA/50 pL) el titulo del control positivo iba
a aumentar en una dilucion. En la dilucibn mas alta de 1:160 del control positivo para
H5N3, la cantidad del antigeno era menor a la cantidad de anticuerpos, permitiendo la

union de los anticuerpos al antigeno y asi evitando la hemaglutinacion de los eritrocitos.

b. Linealidad. El coeficiente de determinacion obtenido de 0.970 indica
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gue existe una correlacion lineal entre el titulo esperado y el titulo obtenido de las
diluciones del control positivo para H5N3, por medio del ensayo HI. Por lo tanto, el ensayo
HI para detectar anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar demostro
ser lineal ya el titulo obtenido fue directamente proporcional a la cantidad de analito (titulo

de anticuerpos) que se esperaba.

Por medio del ensayo de linealidad, se establecié la cantidad minima de analito que
puede ser detectada. La dilucion mas baja que aun pudo ser detectada por el ensayo fue
1:10, sin embargo un titulo de 10 U/uL no es considerado como un resultado seropositivo
valido seguin la OMS y OIE. El titulo 16 U/uL (criterio de titulo seropositivo aceptado por la

OMS y OIE) se demostr6 que puede ser detectado en la dilucion 1:20 de este ensayo.

c. Especificad. El ensayo Hl realizado demostr6 ser especifico para detectar
anticuerpos contra el virus A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049-09/2010(H5N3)
utilizado, ya que al realizar el ensayo HI para una muestra clinica seropositiva para HSN2
con este virus no se obtuvo un resultado positivo. El resultado obtenido fue inespecifico,
evidenciado por la formacion de un boton difuso (Spackman, 2008). Aunque la muestra
clinica tuviera anticuerpos contra un virus de subtipo H5, este virus no era de la misma

cepa que el virus H5N3 utilizado para realizar la prueba.

Las variaciones entre cepas del mismo subtipo de virus, se deben a variaciones en las
regiones de reconocimiento antigénico de la Hemaglutinina (Spackman, 2008). Por otro
lado, para el control seropositivo pH1N1 se obtuvo un resultado negativo para el subtipo

H5N3 por medio del ensayo HI. Con este resultado se muestra que el ensayo HI es de
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alta especificidad para la cepa de virus H5N3 utilizada, ya que otras muestras
seropositivas para una cepa diferentes del subtipo H5 obtienen un resultado dudoso,
reportado como inespecifico. Ademas, para muestras seropositivas de otro subtipo de

hemaglutinina se obtiene un claro resultado negativo.

B. Muestras procesadas para la determinacion de prevalencia de anticuerpos contra el
subtipo H5N3 del virus de influenza aviar en patos domésticos de la costa sur de

Guatemala (2013 — 2014).

Con el objetivo de determinar la prevalencia de anticuerpos contra el subtipo H5N3, se
realizo el ensayo HI a las 98 muestras de patos seropositivas para influenza A por ELISA.
Estas muestras seropositivas para influenza A procedian del muestreo total de 1174 patos
domésticos, durante los meses de octubre 2013 a octubre 2014. Se observé que en los
meses de diciembre a febrero (temporada migratoria) y de mayo a julio (temporada no
migratoria) fue donde se encontraron la mayor cantidad de muestras seropositivas para
influenza A (Figura 20). Al comparar los resultados de muestras seropositivas en estos
dos rangos de meses, se observo que en la temporada no migratoria habia mas muestras

seropositivas para influenza A que durante la temporada migratoria.

Para comprobar el contacto de aves migratorias infectadas por un virus de influenza
con aves domésticas, se esperaba encontrar durante la temporada migratoria una mayor
respuesta antigénica (mas muestras seropositivas) contra los virus que se han identificado
en las aves migratorias de la costa de Guatemala. En estudios previos, el virus de

influenza H5N3 (A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049-09/2010(H5N3)), ha sido
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identificado en aves migratorias de la costa de Guatemala, por lo que las muestras
seropositivas para influenza A identificadas durante la temporada migratoria podrian

contener anticuerpos contra este subtipo H5N3 (Gonzéalez-Reiche, 2012).

A partir de los resultados de ELISA de las 98 muestras seropositivas de un total de
1074 patos muestreados, se esperaba encontrar mas muestras seropositivas para un
virus proveniente de aves migratorias durante la temporada migratoria, en lugar de la
temporada no migratoria, como se observé en los resultados de ELISA (Figura 20), a
excepcion de que en la temporada no migratoria existiera otra fuente de influenza aviar
del subtipo H5N3 ademas de las aves migratorias. Sin embargo de estas 98 muestras
seropositivas para influenza A, Unicamente una muestra fue seropositiva para el subtipo

H5N3 del virus de influenza aviar identificado en aves migratorias.

El muestreo no se realiz6 como un seguimiento de los patos domésticos que fueron
muestreados por primera vez. En lugar de esto, se realiz6 un muestreo aleatorio en las
casas seleccionadas durante cada mes. Por lo tanto, es posible que el pato seropositivo
para el subtipo H5N3 no fuera seleccionado nuevamente luego del muestreo realizado en
el mes de diciembre 2013. Esto puede ser la razén de que ya no se obtuvieron mas

resultados seropositivos para el subtipo H5N3.

Otro aspecto importante que puede explicar que solo se obtuvo una muestra
seropositiva para el subtipo H5N3, es que no se sabe con exactitud cuéntas aves
migratorias tienen el virus HSN3. Como se ha mencionado, como parte de la vigilancia de
influenza se identificé el virus A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049-09/2010(H5N3). Este

virus fue detectado en solamente dos aves migratorias de un total de 1913 muestras
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analizadas (Gonzalez-Reiche, 2012). Por lo tanto, es posible que fueran pocas las aves

domésticas en contacto con las dos aves migratorias infectadas con el virus H5N3.

Las dos muestras en donde se encontro el virus H5N3 representan el 0.10% del total
de 1913 muestras de hisopados cloacales y traqueales de aves silvestres (Gonzalez-
Reiche, 2012). Este bajo porcentaje concuerda con otros estudios, donde se ha aislado el
subtipo H5N3 en aves silvestres y también se ha encontrado una baja prevalencia de este
virus en aves silvestres. En un estudio realizado en Romania, el virus fue aislado en 47
muestras de hisopados (47 aves) de un total de 5520 hisopados de patos migratorios,
representando el 0.61% (Coman et al., 2014). Otro estudio realizado en Portugal sobre
vigilancia de influenza A en aves silvestres en 2005 — 2009, solamente se encontraron
tres muestras de las cuales se aislo el virus H5N3 de un total de 5691 muestras de aves

silvestres, representando el 0.05% (Henriques et al., 2011).

Con respecto a la prevalencia de anticuerpos contra el virus H5 en aves domésticas,
también ha mantenido bajos porcentajes. En un estudio realizado en Espafia sobre
vigilancia de influenza en aves acuaticas, se encontré una prevalencia de anticuerpos
contra el subtipo H5 de 1.1%, en donde los anticuerpos contra H5 que se detectaron
incluian a los subtipo H5N3 y H5N1 (Jurado et al., 2014). En Bangladesh, la sero-
prevalencia del subtipo H5N1 en patos fue de 0.09%, durante 2009 a 2012 (Khatun et al.,
2013). En otros casos de vigilancia, las poblaciones de patos domésticos estudiados han
sido negativas para anticuerpos especificos contra influenza (Couacy-Hymann, 2012).
Estos datos concuerdan, con el bajo porcentaje de muestras seropositivas contra subtipo

H5N3 encontrados en este estudio.
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La muestra seropositiva para el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar de
Guatemala, fue colectada durante la temporada migratoria (diciembre 2013). Por lo tanto,
este resultado sugiere que el pato doméstico, al cual pertenece la muestra, estuvo en
contacto con un ave migratoria infectada con el virus H5N3. Las casas seleccionadas de
Monterrico y La Candelaria se encuentran proximas a un canal de agua de la localidad
(Canal Chiquimulilla). La mayoria de los patos domésticos tienen acceso a este canal ya
gue en la casas los patios no se encuentran circulados Yy los patos pueden dirigirse al
canal (Figuras 16 — 18), esto sugiere que si es posible el contacto directo entre las aves

migratorias y las aves domésticas por medio del canal.

Las aves migratorias utilizan humedales, como Monterrico y La Candelaria, lagos o
estanques como sitios de parada durante la ruta migratoria para descansar y alimentarse
(Kim et al., 2009; Davidson & Gauthier, 1993; Eisermann, 2006). Estas paradas pueden
durar dias o semanas, permitiendo la introduccion de una nueva cepa de virus a la
poblacion de aves domésticas de la localidad (Kim et al., 2009). La introduccién puede
ocurrir por medio de la contaminacién de agua con el virus, esto ocurre cuando un ave
infectada defeca en el agua, expulsando el virus y luego una segunda ave ingiere el agua
contaminada (Kim et al., 2009). Esto sugiere nuevamente que el canal de Chiquimulilla
de Monterrico y La Candelaria, puede ser el sitio de la introduccion del virus hacia el pato

doméstico seropositivo para el subtipo H5N3.

Por otro lado, es importante mencionar que de las 97 muestras restantes con
resultado seropositivo para influenza A, 30 fueron negativas para el ensayo HIl y 67
muestras obtuvieron un resultado inespecifico. Al igual que la prueba para evaluar la

especificidad del ensayo con una muestra seropositiva para el subtipo H5NZ2,
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proporcionada por el MAGA, el resultado inespecifico de las muestras de patos se debe a
que los anticuerpos presentes son especificos para otros subtipo de virus o para otra cepa
del subtipo H5 (Spackman, 2008). Es posible que dentro de estas 67 muestras con
resultado inespecifico se encuentren algunas seropositivas contra los subtipos de virus
H5N4, H7N9, H3N8, H8N4 y H11N2, que también han sido identificados en aves
migratorias de la costa de Guatemala, pero que aun no se han aislado para poder realizar

el ensayo HI (Gonzélez-Reiche, 2012).

Ya que no se obtuvieron resultados seropositivos para el subtipo H5N3 en ambas
temporadas (migratoria y no migratoria) y que el resultado seropositivo obtenido no es
significativo, se determind por medio de la prueba Chi-cuadrado que no hay suficiente
evidencia para determinar si existe variacion en la respuesta antigénica hacia el subtipo
H5N3 del virus de influenza aviar durante la temporada migratoria y no migratoria, en la

poblacion de patos domésticos de la Costa Sur de Guatemala durante 2013 a 2014.



IX. CONCLUSIONES

A. La presencia de una muestra seropositiva para el subtipo H5N3, sugiere el contacto
de aves domésticas con aves migratorias infectadas con el virus A/blue-winged

teal/Guatemala/CIP049-09/2010(H5N3).

B. El ensayo HI implementado, es una prueba precisa y especifica para la detecciéon de
anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de influenza en muestras de suero de

patos domésticos de la costa sur de Guatemala.

C. No hay suficiente evidencia estadistica para determinar si existe variacion en el titulo
de anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar durante la
temporada migratoria y temporada no migratoria en patos domésticos de la costa sur

de Guatemala, durante noviembre de 2013 a octubre de 2014.
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X.  RECOMENDACIONES

A. Para estudios futuros, se recomienda dar un seguimiento a la deteccion de
anticuerpos contra el subtipo H5N3 del virus de influenza aviar en patos domésticos

de la costa sur de Guatemala en afios posteriores al 2014.

B. Aislar otros subtipos de virus de influenza aviar que han sido identificados en aves
silvestres de Guatemala, en donde se incluirian los subtipos H5N4, H7N9, H3N8,
H8N4 y H11N2 que han sido identificados en estudios previos, con el objetivo de
crear una biblioteca de reactivos de referencia. A partir de esta biblioteca, realizar un
tamizaje y determinar la prevalencia de anticuerpos contra estos subtipos en patos

domésticos de la costa sur de Guatemala durante 2013 a 2014.

C. Para evaluar de una mejor forma la hipétesis propuesta, es necesario modificar los
objetivos para detectar anticuerpos contra una biblioteca de virus aislados de aves
migratorias y de esta forma determinar si existe variacion en la respuesta antigénica

contra estos subtipos durante la temporada migratoria y no migratoria.

D. Es importante introducir una variable sobre la edad de los patos domésticos de este
estudio, ya que hay variaciones en la respuesta inmune de los patos dependiendo de

su edad (Kim et al., 2009).
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A. Componentes de solucion Alsever (1 L):

8.0 g Citrato de Sodio

0.55 g Acido Citrico

4.2 g Cloruro de Sodio

20.5 g Dextrosa
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Figura 27. Ejemplo de resultado obtenido de placa de suero control (ensayo HI sin

agregar virus) para confirmar la ausencia de aglutininas inespecificas.
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Figura 28. Ejemplo de resultado obtenido para los controles del ensayo de Inhibicion de la
Hemaglutinacion. Los controles positivo y negativo fueron tratados con RDE seguido de
RBC y para el procedimiento del ensayo HI se utiliz6 la condicion de incubacion a

temperatura ambiente por 30 minutos luego de agregar la solucién de RBC a los pozos

Con Ssuero y virus.
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Figura 29. Ejemplo de resultado obtenido para los controles del ensayo de Inhibicion de la
Hemaglutinacién. Los controles positivo y negativo fueron tratados con RDE seguido de
RBC y para el procedimiento del ensayo HI se utiliz6 la condicion de incubacion a 4 °C por

1 hora luego de agregar la solucion de RBC a los pozos con suero y virus.
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Figura 30. (A) Resultado inespecifico para el ensayo HI para el subtipo H5N3 de muestra
clinica de gallina proporcionada por el MAGA reportada como positiva para el subtipo
H5N2. (B) Resultado negativo para el ensayo HI para el subtipo HSN3 de control

seropositivo pHLIN1.
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Figura 31. Ejemplo de resultado obtenido por ensayo HI para 5 de las muestras (en
duplicado) de suero de patos domésticos recolectadas en en casas particulares de

Monterrico y Candelaria, Guatemala, durante los meses de noviembre 2013 a diciembre

2014.
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Figura 32. (A) Resultado seropositivo dudoso para el subtipo HSN3 de una muestra de
suero de patos. (B) Resultado de ensayo HI confirmatorio para la muestra con resultado

seropositvo dudoso para el sutbipo H5N3.
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