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1. INTRODUCCION

En las décadas pasadas, la Influenza aviar altamente patogénica
demostré ser una enfermedad devastadora en aves de corral. El subtipo
viral H5N1 es ahora endémico en Asia, afecta a las poblaciones de aves de
corral domésticas y representa una amenaza para la salud humana y
animal.

Poca es la informacion que se dispone acerca de la epidemiologia de
estos virus en la region. En Uruguay, la Influenza aviar es una enfermedad
exotica por lo que se hace necesario implementar sistemas de vigilancia
para evitar la introduccion y difusion del virus en el pais. El objetivo del
presente trabajo fue muestrear aves migratorias y residentes que pudieran
ser portadoras de virus Influenza.

1.1. BIOLOGIA DE LOS VIRUS INFLUENZA
1.1.1. Clasificacion

La familia Orthomyxoviridae, del griego orthos “correcto, estandar”,
Yy mixo, “mucus”, contiene cinco géneros (ICTV, International Committee for
the Taxonomy of Viruses): Virus Influenza A, B y C, Isavirus y Thogotovirus,
a veces llamados virus Influenza D. Los virus Influenza son nombrados
como Orthomyxoviridae por su habilidad de unirse a las mucosas, y por la
capacidad de hemoaglutinacion, y para distinguirlos de otra familia de virus
ARN de sentido negativo, Paramyxoviridae (Lamb and Krug 1996).

Los virus Influenza A, B y C son clasificados de acuerdo a la
capacidad de reaccidn seroldgica de sus proteinas internas: Nucleoproteina
(NP) y Matriz (M). A su vez los virus Influenza A son divididos en subtipos
basados en la naturaleza antigénica de sus glicoproteinas de superficie:
Hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa (NA) (Lamb and Krug 1996). Se han
identificado 16 subtipos de HA (H1-H16) y 9 de NA (N1-N9), todos ellos
aislados de aves acuaticas (Hinshaw, Air et al. 1982, Kawaoka, Yamnikova
et al. 1990, Rohm, Zhou et al. 1996, Yamnikova, Gambaryan et al. 2003,
Fouchier, Munster et al. 2005). Recientemente se encontraron en
murciélagos, nuevos subtipos de HA (H17) y de NA (N10) (Tong, Li et al.
2012).

1.1.2. Nomenclatura

El sistema de nomenclatura para los virus Influenza requiere que se
describa el tipo de virus, el hospedador (este dato se omite en el caso de
que el hospedador sea humano), el sitio geogréafico del aislamiento, nimero
de cepa, afo de aislamiento. En el caso de que el tipo de virus Influenza sea
A, se debe indicar entre paréntesis el tipo de HA y de NA. Por ejemplo,
A/Chicken/Pennsylvania/1370/83 (H5N2) (WHO.Memorandum 1980).

1.1.3. Estructura viral y genoma de Influenza A

La morfologia caracteristica de estos virus es un rasgo genético pero
también depende del tipo celular en el cual el virus esta creciendo
(Kilbourne 1963, Roberts, Lamb et al. 1998). Las particulas viricas son
pleomorficas, tendientes a la forma esférica, con didmetros que oscilan
entre los 80 y los 120 nm. Estan compuestas por 1% de ARN, 70% de
proteinas, 20% de lipidos y de un 5 a 8% de carbohidratos. La envuelta
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viral deriva de la membrana plasmaética de la célula hospedadora en la que
el virus esté replicando, alrededor de 500 espiculas de entre 10 y 14 nm de
longitud se encuentran sobre la superficie; estas espiculas representan a
dos de las principales glicoproteinas, HA y NA, en relacion 5:1. También
insertas aunque en menor proporcién, se encuentran proteinas M2 (Ver
figura 1). La proteina de Matriz, M1, la mas abundante del virién, se
encuentra por debajo de la membrana y estd asociada a los core
ribonucleoproteicos (RNPs)(Lamb and Krug 1996).

—PB2 NA_ g P @gp

Figura 1. Representacidon esquematica del virus Influenza. Extraida de
(Heinen 2002).

El genoma consta de 8 segmentos de ARN simple cadena de
polaridad negativa que codifican para once proteinas virales: PB1, PB1-F2,
PB2, PA, HA, NP, NA, M1y M2, NS1 y NS2 (Tabla 1) (Lamb and Krug 1996,
Chen, Calvo et al. 2001). Los extremos 5’ y 3’ de los ARN virales (ARNv)
estdn altamente conservados y presentan secuencias complementarias
invertidas. Todas las sefiales necesarias para la replicacion y el
empaquetamiento del genoma residen en estas secuencias terminales
(Desselberger, Racaniello et al. 1980). Cada uno de los 8 segmentos de
ARN es encapsidado con multiples moléculas de NP viral para formar los
RNPs y cada molécula de NP se encuentra asociada a unos 20 nucledétidos
de ARN, manteniendo asi la estructura de la nucleocapside (Ruigrok and
Baudin 1995).

Los RNPs son estructuras flexibles, cada cadena se encuentra plegada
sobre si misma formando una estructura helicoidal con un “bucle” en uno de
sus extremos y en el otro extremo se encuentra el promotor del ARNv que
se forma por complementariedad de las secuencias terminales 5= y 37
libres. A estas secuencias se une el complejo polimerasa, un heterotrimero
compuesto por subunidades de PB1, PB2 y PA, determinando asi el arreglo
superenrollado de los RNPs. Tales RNPs son maquinarias moleculares
independientes responsables de la transcripcion y replicacion de cada
segmento viral y su longitud depende del tamafo especifico de cada
segmento. En el RNP, el ARN es susceptible a la actividad ARNasa mientras
que la proteina esta relativamente protegida de la digestidon por proteasas,
sugiriendo que el ARN se encuentra por fuera de la estructura (Compans,
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Content et al. 1972, Ruigrok and Baudin 1995, Coloma, Valpuesta et al.
2009).

1 2341 polimerasa PB2 759 30-60
2341 polimerasa PB1 757 30-60
PB1-F2 87 -
3 2233 polimerasa PA 716 30-60
4 1778 hemaglutinina HA 566 500
5 1540 nucleoproteina NP 498 1000
6 1392 neuraminidasa NA 454 100
7 1027 proteina matriz M1 252 3000
proteina matriz M2 97 20-60
. 890 | otruoturainst | 2% :
estructural N5z | 121 | 130-200

Tabla 1. Segmentos génicos de Influenza A y proteinas codificadas. Extraida
y modificada de (Lamb and Krug 1996).

Los tres segmentos mas grandes de ARN codifican para las
polimerasas que juntas forman el complejo polimerasa.

La polimerasa PB2 es codificada por el segmento 1, su funcién es
conocida durante el inicio de la transcripcion del ARN mensajero (ARNmM)
viral como la proteina que reconoce y se une al CAP 5 de los ARNm
celulares para ser usados como cebadores para la transcripcion viral.

La polimerasa PB1 es codificada por el segmento 2 y su funcién
dentro del complejo polimerasa es elongar la cadena de ARNmM naciente a
partir del cebador. Las proteinas PB1 recién sintetizadas se localizan en el
nuacleo de las células infectadas. La proteina PB1-F2 es transcripta por un
marco de lectura alternativo de este segmento viral y que no esta presente
en todos los subtipos virales (Chen, Calvo et al. 2001).

La polimerasa PA es codificada por el segmento 3, su localizacion es
nuclear y su funcién es desconocida.

La proteina HA es codificada por el segmento 4. Es un homotrimero
de mondmeros unidos no covalentemente, cada molécula consiste en un
ectodominio, un dominio transmembrana carboxi-terminal (Ct) y una cola
citoplasmatica. EI dominio globular esta formado udnicamente por la
subunidad HA1 y contiene el sitio receptor y los sitios antigénicos. El
dominio transmembrana consiste en toda la molécula de HA2 y parte de la
subunidad HAL. La regién Ct de la molécula de HA2 contiene una secuencia
transmembrana hidrofébica y una secuencia citoplasmatica donde es
anclado el palmitato. La HA es el mayor antigeno de superficie y es
responsable de la uni6bn de los viriones a la superficie de la célula
hospedadora y de la fusibn entre la membrana viral y la membrana
endosomal (Lamb and Krug 1996).

La NP es codificada por el segmento 5, es la segunda proteina mas
abundante del viridn. Tiene un rol importante en el cambio de la sintesis del
ARNmMm viral a la sintesis del ARN copia (ARNc) y ARNv en la célula infectada.



La NA es codificada por el segmento 6, es una proteina integral de
membrana y es el segundo antigeno de superficie mas importante. Los
tetrAmeros de NA no estan distribuidos uniformemente por la superficie
viral como lo estan las moléculas de HA, sino que se encuentran formando
“parches”. La NA cliva moléculas de acido sialico terminales de
glicoproteinas o glicolipidos de superficie. Asi su funcién es liberar a las
particulas virales de las células receptoras, facilitando su diseminacion
(Lamb and Krug 1996).

La transcripcion colineal del segmento 7 codifica para la proteina M1
que es la mas abundante del viridén. Esta proteina forma una capa alrededor
de la nucleocédpside y se encuentra inmediatamente por debajo de la
envuelta viral. En las células infectadas se localiza en el citoplasma y nucleo
y tiene un rol importante en el ensamblaje de la progenie viral. La proteina
M2 es transcripta por “corte y empalme” (splicing, en Inglés) alternativo del
segmento 7. Es una proteina integral de membrana y su dominio sirve como
sefial de transporte a la superficie celular. Se encuentra en grandes
cantidades en la superficie celular de la célula infectada y unas pocas
proteinas se encuentran en los viriones (Lamb and Krug 1996). Al igual que
la NP, la proteina M es un antigeno tipo especifico.

Las proteinas no estructurales, NS2 y NS1 son codificadas por el
segmento 8, NS1 es traducida colinealmente con el ARNv y abunda en el
citoplasma de las células infectadas. NS2 es transcripta por splicing del
ARNmM. En un principio se la clasific6 como no estructural pero luego se
descubri6 que estd presente en las particulas virales (Richardson and
Akkina 1991).

1.1.4. Ciclo reproductivo

El ciclo replicativo comienza con el clivaje de la proteina HA en HAl y
HA2 por enzimas presentes en el ambiente extracelular. Las enzimas son
producidas por el huésped pero pueden eventualmente ser producidas por
bacterias, promoviendo la infeccion por Influenza. Luego del clivaje de HA,
el sitio de unién al receptor de HA1l se une a un residuo de &acido sialico
presente en glicoproteinas o glicolipidos de la superficie celular. Diferentes
virus Influenza tienen diferentes afinidades por el acido siadlico segun estén
unidos a la galactosa con uniones a-2,3 0 a-2,6, y esto depende de residuos
especificos de la molécula de HA (Lamb and Krug 1996, Bentz and Mittal
2003).

El virus ingresa a la célula por endocitosis mediada por receptor, se
produce una invaginacién recubierta de clatrina que va rodeando a la
particula hasta formar una vesicula completa que se desprende hacia el
citoplasma (Lakadamyali, Rust et al. 2004). Luego de la internalizacion, la
cubierta de clatrina es removida y las vesiculas se fusionan con los
endosomas, madurando de endosomas tempranos a tardios. El bajo pH de
los endosomas activa los canales M2, una bomba H"-ATPasa, que provoca la
entrada de protones al viridbn. Se produce la disociacion de la proteina M1
de los RNPs y un cambio conformacional en la HA de superficie que expone
una secuencia de fusion, HA2 N-terminal (Skehel, Cross et al. 2001),
uniendo la membrana viral y la membrana endosomal, y liberando a los
RNPs al citoplasma (Bullough, Hughson et al. 1994). Las cuatro proteinas
que componen el complejo RNP, PB1, PB2, PA y NP, contienen sefiales de
localizacion nuclear (SLN), y los RNPs son transportados activamente al
nucleo; ingresando a él a través de los poros de la membrana nuclear.
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Figura 2. Ciclo de replicacion de Influenza A. En azul se indican las diferentes
etapas. Extraido y modificado de (Sidorenko and Reichl 2004).

En el nucleo se produce la sintesis de los ARNm virales. El complejo
polimerasa se une al extremo 5’ de los precursores de ARNm celulares y
cliva la regién del CAP que es utilizado como cebador para el inicio de la
transcripcion, las diferentes etapas de la sintesis esta dirigida por el
complejo polimerasa. El "splicing” de los segmentos génicos M y NS también
ocurre en el nucleo y estd regulado por la proteina NS1. Finalmente los
ARNmM recién sintetizados son transportados hacia el citoplasma. El
incremento de la concentracion de NP promueve el inicio de la replicaciéon
del genoma viral y bloquea la sintesis del ARNm virales. La replicacion
involucra la sintesis de toda la longitud de las cadenas de ARNv(-) y
ARNc(+), el ARNc sirve como molde para la sintesis de ARNv y éste a su
vez es utilizado para la sintesis de mas ARNm viral, ARNc y para la
formacion de los complejos RNPv (Lamb and Krug 1996, Amorim and Digard
2006).

En esta fase de la infeccién, las proteinas PB1, PB2, PA, NP, NS1, NS2
y M son producidas en el citoplasma celular. El flujo de producciéon de
proteinas celulares baja lentamente mientras que la sintesis de las
proteinas virales ocurre a flujo maximo por ribosomas (Park and Katze
1995). Las polimerasas recién sintetizadas como también las proteinas de
NP, M y NS son transportadas al nucleo, donde participan en el “splicing” de
los ARNm de M y NS, en la transcripcion y replicacion del genoma.
Adicionalmente, son consumidas para la produccion de nuevos complejos
RNPv. La sintesis de M2, HA y NA es llevada a cabo por ribosomas que se
encuentran unidos al reticulo endoplasmatico (RE). Las proteinas de la
envuelta recién sintetizadas se insertan en el RE, son glicosiladas y
transportadas al aparato de Golgi. Finalmente son liberadas a la membrana



de la célula hospedadora donde se ensamblan con los complejos RNPv
(Lamb and Krug 1996, Sidorenko and Reichl 2004).

La formacion de los RNPv tiene lugar en el ndcleo de la célula
hospedadora. Esto resulta de la unién de nuevas proteinas PB1, PB2, PA, NP
y NS2 que se unen al ARNv. Las proteinas M1 también se unen a los RNPv,
formando el complejo M1-RNPv y cataliza el transporte de éstos al
citoplasma. La exportacion nuclear de los RNPv también esté dirigida por las
proteinas NS2 y por sefiales de exportacion nuclear (NES) presentes en la
NP (Portela and Digard 2002). Las proteinas M1 también inhiben la
importaciéon de los complejos RNPv, de esta manera los nuevos RNPv
asociados con M1 son incapaces de penetrar en el ndcleo nuevamente.

Los complejos M1-RNPv interactdan con las colas citoplasmaticas de
las proteinas M2, HA y NA, que favorecen la formacion del sitio de
ensamblaje en la membrana apical de las células epiteliales polarizadas. El
virién se separa de la membrana celular y es liberado al medio extracelular
por actividad enzimatica de la NA que cliva los residuos de acido sialico
liberando asi a la progenie viral. Ademéas, muchas de las proteinas de la
membrana celular son excluidas de las particulas virales por proteinas de
NA. (Luo, Chung et al. 1993, Nayak, Hui et al. 2004, Nayak, Balogun et al.
2009). El modelo asume que los complejos RNPv son incorporados a los
viriones al azar de manera no especifica. (Bancroft and Parslow 2002).

El mecanismo de apoptosis es el mas aceptado para explicar la
muerte celular cuando las células son infectadas con virus Influenza, sin
embargo los detalles s6lo han sido elucidados experimentalmente (Olsen,
Dybdahl-Sissoko et al. 1996, Schultz-Cherry and Hinshaw 1996, Schultz-
Cherry, Dybdahl-Sissoko et al. 2001, Lin, Holland et al. 2002). El péptido
PB1-F2 tiene localizacibn mitocondrial y es conservado en muchos virus
aviares y de mamiferos pero no ha sido identificado en virus porcinos
(Chen, Calvo et al. 2001). La habilidad de un virus Influenza de promover o
inhibir la apoptosis contribuye a su virulencia y la severidad de la apoptosis
refleja un balance entre las actividades virales y factores celulares (Baigent
and McCauley 2003).
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1.2. ECOLOGIA
1.2.1. Reservorios

Las aves acudticas principalmente de los 6rdenes Anseriformes (patos
y gansos) y Charadriiformes (gaviotas y aves costeras) constituyen el
reservorio natural de todos los subtipos virales de Influenza A (Webster,
Bean et al. 1992, Krauss, Walker et al. 2004). Estos virus han sido aislados
en al menos 103 de las 144 posibles combinaciones de HA y NA (Alexander
2006, Munster, Baas et al. 2007) y en mas de 88 especies de aves salvajes
pertenecientes a 12 ordenes diferentes (Alexander 2000).

No hay evidencias de que el virus persista por largos periodos de
tiempo en un mismo individuo por lo que se han propuesto varias hipoétesis
acerca de mecanismos que aseguran la perpetuacion de los virus en las
aves acuaticas. Entre ellos estan el comportamiento migratorio de las aves,
la transmision del virus entre aves de una misma especie, la transmisiéon
entre aves de especies diferentes y la conservacion de las particulas virales
por largos periodos de tiempo en ambientes acuéaticos (Stallknecht, Kearney
et al. 1990, Webster, Bean et al. 1992) como también en lagos congelados
(Zhang, Shoham et al. 2006).

En las aves, los virus Influenza replican preferentemente en células
epiteliales del tracto intestinal resultando en la excrecion de altos titulos
virales con las heces, aislandose directamente de éstas como de aguas
contaminadas (Webster, Bean et al. 1992). Por lo que, la ruta fecal-oral es
el principal mecanismo de transmision y diseminacién del virus entre aves
de la misma especie o entre especies diferentes (Horimoto and Kawaoka
2001). Se han descripto también otras rutas de transmision de virus
Influenza tales como la oral-oral o la respiratoria (Sturm-Ramirez, Hulse-
Post et al. 2005).

1.2.2. Prevalencia genotipos

Algunos subtipos virales son aislados méas frecuentemente que otros y
no todos estan representados por igual en las poblaciones de aves silvestres
(Krauss, Walker et al. 2004, Olsen, Munster et al. 2006, Senne, Pedersen et
al. 2006, Munster, Baas et al. 2007, Wallensten, Munster et al. 2007).

Estudios recientes han demostrado que las aves costeras y las
gaviotas de América son los principales precursores potenciales de virus
Influenza aviar de alta patogenicidad (IAAP) H5 y H7 (Krauss, Walker et al.
2004), mientras que en Eurasia los precursores de las formas patogénicas
son usualmente los patos (Suss, Schafer et al. 1994, Munster, Wallensten
et al. 2005).

Varias explicaciones tratan sobre porqué ciertos tipos de HA, de NA y
combinaciones de ellas son mas frecuentes en aves silvestres. Se especula
que habria un balance funcional entre la afinidad de unién de la molécula de
HA con la actividad enzimatica de la NA (Wagner, Matrosovich et al. 2002).

En América se han detectado los 9 subtipos de NA y todas las HA a
excepcion de los subtipos H14 y H15 que sélo han sido aislados en Eurasia
(Krauss, Obert et al. 2007). A pesar de que existe superposicion en las
rutas migratorias de las aves acuaticas (Kilpatrick, Chmura et al. 2006,
Olsen, Munster et al. 2006), una importante cuestion que no ha sido
respondida es como los virus IA de Eurasia se diseminan hacia América y
establecen linajes en ese continente y viceversa (Krauss, Obert et al. 2007).
Varios estudios han basado sus andlisis en un solo gen (Makarova, Kaverin
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et al. 1999, Liu, Okazaki et al. 2004, Widjaja, Krauss et al. 2004,
Wallensten, Munster et al. 2005), pero ninguno a la fecha trata acerca del
intercambio intercontinental que involucra a los ocho segmentos génicos. Si
bien han ocurrido intercambio de genes, basados en la separacion
filogénetica y geografica de las dos superfamilias, la Americana y la
Euroasiatica, se especula que el intercambio de virus enteros podria ser un
fendmeno infrecuente (Krauss, Obert et al. 2007).

1.2.3. Migracion

La migracion estacional de las aves silvestres es uno de los
fenbmenos mas espectaculares de la naturaleza. Si bien no todas las
especies migran, las que si lo hacen, migrantes de corta y larga distancia,
tienen oportunidades de explotar y ocupar nuevos ambientes de suministro
de alimento. Las especies que residen en climas favorables viven toda su
vida a pocas millas de las areas donde se reproducen. En cambio, los
migrantes de corta y los de larga distancia viajan cientos de millas o cientos
de miles de millas, respectivamente, hacia los lugares de hibernacién. En
estos viajes extensos realizan una serie de vuelos cortos durante la noche,
cuando las condiciones climéaticas son mas favorables, y los dias son
utilizados para descansar y reponer energias (Reed, Meece et al. 2003).

Las aves utilizan rutas migratorias que han sido bien establecidas
(Figura 3)(Olsen, Munster et al. 2006). Sin embargo, existen numerosas
variaciones que contribuyen en algunas ocasiones a tener un patron de
migracion impredecible; por ejemplo, eventos climaticos extremos (Gilbert,
Slingenbergh et al. 2008), una abundancia inusual de comida en nuevas
localidades o la escasez de una fuente de alimento. La accion del hombre
sobre el ambiente puede también incidir sobre los patrones de migraciéon
debido a la pérdida de ambientes naturales o a la creacién de ambientes
artificiales (Reed, Meece et al. 2003). En los continentes y a lo largo de las
principales rutas migratorias los migrantes se conectan en tiempo y espacio
con muchas poblaciones de aves, compartiendo areas comunes de
reproduccion o de descanso (Olsen, Munster et al. 2006).

El incremento de biodiversidad puede ser ventajoso para una especie
que estd buscando incrementar sus fuentes de alimento y lugares de
refugio, pero por otra parte, puede representar un riesgo por exponerse a
nuevos individuos y patdgenos. El stress que esta asociado a la migraciéon
es otro factor de riesgo que incrementa la susceptibilidad de las aves a
enfermedades infecciosas. En algunas aves el stress de la migracién puede
llevar a la reactivacion de infecciones latentes. Si bien es mucho lo que
debe aprenderse acerca de este fendmeno, se dispone de muchos datos
acerca de los patrones de migracion de muchas especies aviares (Reed,
Meece et al. 2003).
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Figura 3. Principales rutas migratorias de aves acuaticas. Se indican las ocho
principales rutas migratorias utilizadas por las poblaciones de aves acuéaticas.
Extraido y adaptado de (Si, Skidmore et al. 2009).

De un total de 450 especies de aves reconocidas en la fauna silvestre
nacional, la tercera parte de ellas son migratorias. Varios factores hacen de
Uruguay un pais rico en aves migratorias. Su posicion latitudinal intermedia
entre el Ecuador y el extremo sur de Sudamérica lo coloca en plena zona de
movimientos Sur-Norte, Norte-Sur de especies migrantes. A su vez, en
aguas jurisdiccionales se da la confluencia de dos grandes corrientes
marinas del Atlantico Sur, con un movimiento de nutrientes del que
dependen importantes cadenas tréficas oceanicas, en las que las aves
ocupan escalones superiores. La marcada estacionalidad del clima se
acompafna de movimientos de migracion en aves, que llegan escapando de
los rigores invernales. Es posible hacer una clasificacion primaria de los
grandes movimientos de migracion de aves que se dan en Uruguay,
considerando la estacion del afio y la ocurrencia o no de reproduccion en el
pais (Cravino 2004):

1) Migrantes estivales no nidificantes. Especies que se reproducen en
el Hemisferio Norte y llegan a Uruguay como territorio de “invernada”.
Permanecen en territorio nacional en primavera y verano para retornar
entonces a sus territorios de cria. Este grupo de especies incluye los
migrantes de mas larga distancia.

2) Migrantes invernales australes. Especies que se reproducen en el
extremo sur del continente sudamericano: Patagonia, Tierra del Fuego, asi
como en Antartida, e islas oceanicas. Permanecen en territorio nacional en
invierno y retornan antes del inicio de la primavera a sus territorios de cria
en el sur.

3) Migrantes estivales nidificantes. Especies que se reproducen en
Uruguay en los meses de primavera y verano y migran hacia el centro y
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norte de Sudamérica en el otofio. Algunas especies alcanzan el sur de
Norteameérica.

4) Migrantes invernales precordilleranos. Especies que se reproducen
al oeste de Argentina, en ambientes cordilleranos y precordilleranos y que
realizan una migracion altitudinal, desplazandose en invierno a zonas mas
bajas. En esta dispersion estacional llegan al noreste de la provincia de
Buenos Aires y en menor medida, al suroeste del territorio uruguayo, en
Colonia y San José.

5) Migrantes transversales. El pato picazo, Netta peposaca, cumple
una migracion anular entre la region del Rio Parana en Santa Fé y Entre
Rios, Argentina, el Estado de Rio Grande do Sul, Brasil, y los humedales
uruguayos.

6) Residentes con desplazamientos tréficos. Especies que se
reproducen y cumplen todo su ciclo de vida en territorio nacional, de
habitos gregarios y dependientes de sitios de reposo nocturno colectivo.
Algunos individuos de las poblaciones nacionales de estas especies
traspasan regularmente fronteras en sus desplazamientos diarios.
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1.3. EPIDEMIOLOGIA

Los virus Influenza A estan distribuidos en todo el mundo, causando
infecciones sintométicas y asintomaticas en varias especies de vertebrados,
incluyendo a una amplia variedad de aves como patos, gansos, gaviotas,
gallinas, codornices, pavos, faisanes, estorninos como también en suinos,
caballos, ballenas, gibones, chimpancés y humanos (Webster, Bean et al.
1992).

A la fecha no existen registros del virus H5N1 de alta patogenicidad
en el Nuevo Mundo. Se piensa que existen tres modos posibles de que
pudieran llegar al continente si se considera a las aves como su hospedador
introductorio: migracion normal interhemisférica, vagrancia y las
importaciones legales e ilegales de aves. Sin embargo, el rol individual de
cada uno de estos mecanismos de introduccion y diseminacion esta en
debate (Chen, Smith et al. 2005, Normile 2005, Ducatez, Olinger et al.
2006, Normile 2006, Rappole and Hubalek 2006).

Muchas especies aviares domésticas y silvestres son susceptibles a la
infeccion por los virus Influenza, pero aquellos que son patogénicos para
una especie aviar pueden no serlo para otra (Alexander 1982). Estos virus
se agrupan en dos clases: los de alta patogenicidad (IAAP) y los virus de
baja patogenicidad (IABP) (Alexander 2000).

1.3.1. Brotes con virus de alta patogenicidad

Desde el afio 1959, donde se reportd un brote provocado por un virus
IAAP del subtipo H5, al afio 1995, se registraron en 14 instancias brotes en
aves de corral infectadas con los subtipos H5 o H7 también de alta
patogenicidad (Alexander 2000).

1.3.1.1. H5N1

En marzo de 1997 en Hong Kong, se reporté un brote de virus de alta
patogenicidad H5N1 en especies gallinaceas (CDC 1997). El virus comenzé
a diseminarse rapidamente por lo que para controlar esta situacion se tuvo
que sacrificar aproximadamente 1 millbn y medio de las aves de corral en
dicha localidad (Matrosovich, Zhou et al. 1999). A partir de mayo de ese
afno en la misma localidad, se infectaron varias personas con el virus IA
H5N1 de las cuales el tercio murieron. Los virus aislados de estos individuos
fueron idénticos a aquellos aislados en gallinas en el mismo tiempo, siendo
la primera vez que un virus no adaptado en mamiferos pudo replicar en
humanos (Claas, Osterhaus et al. 1998, Subbarao, Klimov et al. 1998,
Bender, Hall et al. 1999). El precursor de este virus fue primeramente
detectado en la provincia de Guangdong en China, que provocé la muerte a
una poblaciéon de gansos en 1996 (de Jong, Claas et al. 1997, Guan,
Shortridge et al. 1999, Guan, Shortridge et al. 2000, Hoffmann, Stech et al.
2000, Chin, Hoffmann et al. 2002, Sims, Ellis et al. 2003).

No hay evidencia de que la transmision con el virus H5N1 hubiera
sido humano-humano, en cada uno de los casos la transmision del virus
aviar a mamiferos fue directa e independiente. Este incidente, la Gripe Aviar
de 1997, demostré6 que la especificidad de receptor no es un factor
determinante del rango de hospedador (Zhou, Shortridge et al. 1999) y que
los virus aviares pueden causar enfermedad aguda en humanos sin previo
reordenamiento con virus circulantes en éstos y sin ningun hospedador
intermedio (Matrosovich, Zhou et al. 1999). No se reportaron mas casos
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humanos y el virus no ha sido detectado en aves desde que fueron
sacrificadas en 1997, afortunadamente el virus no desarrollo la capacidad
de transmitirse entre humanos. Sin embargo las cepas precursoras
continuaron circulando durante el periodo 1999-2000 en las poblaciones de
gansos y codornices en el sureste de China (Xu, Subbarao et al. 1999,
Cauthen, Swayne et al. 2000, Guan, Peiris et al. 2002, Webster, Guan et al.
2002).

Estudios moleculares de los aislamientos llevados a cabo entre
febrero y mayo de 2001 identificaron seis diferentes genotipos, generados
por la reasociacion entre el virus de Guangdong con otros virus de aves
silvestres y domésticas de diferentes subtipos identificados en los
mercados. Una segunda ola de despoblacion de las aves de corral en los
mercados de Hong Kong en mayo de 2001 fue necesaria para erradicar los
virus (Guan, Peiris et al. 2002, Li, Guan et al. 2004).

Las reasociaciones y la presion selectiva originaron que en 2002 se
identificaran ocho nuevos genotipos. En diciembre de ese afio se detectaron
brotes de H5N1 en dos parques de Hong Kong, las especies afectadas
fueron aves residentes provocando la muerte de muchas de ellas (Guan,
Poon et al. 2004, Sturm-Ramirez, Ellis et al. 2004). También se detecto la
cepa viral en varias especies de aves migratorias (Ellis, Bousfield et al.
2004), este es un evento raro pero con un antecedente significante en
Sudafrica en 1961 donde la cepa H5N3 termind con la vida de estas aves
(Becker 1966).

La epidemia de Influenza aviar en el periodo comprendido entre
diciembre de 2003 a febrero de 2004 fue de una magnitud sin precedentes,
se reportaron simultaneamente brotes de H5N1 de alta patogenicidad en
aves de corral en nueve paises de Asia (Tiensin, Chaitaweesub et al. 2005,
Alexander 2007). Se murieron cientos de millones de aves de corral
principalmente especies gallinaceas. En varios paises, los brotes de H5N1
estuvieron confinados a las aves pero en al menos dos paises el virus se
transmiti6 a humanos y muchas de las personas infectadas murieron
(Lipatov, Govorkova et al. 2004). Se piensa que la amplia transmisién del
virus ocurri6 cuando estas aves migratorias retornaron a sus hdébitats
(Sturm-Ramirez, Ellis et al. 2004).

En diciembre de 2003 durante el brote de H5N1 en Tailandia, dos
tigres y dos leopardos de un zoolégico en la localidad de Suphanburi
mostraron sintomas clasicos de la infeccion y de modo inesperado todos
murieron. Los felinos habian sido alimentados con carcasas frescas de pollos
de un matadero local. Este es el primer reporte de infeccién con virus IA en
felinos no domésticos (Keawcharoen, Oraveerakul et al. 2004).

En el 2004 se reportaron casos de H5N1 de alta patogenicidad en
aves silvestres en Hong Kong (Alexander 2007) y en Sudafrica se detecté la
cepa viral H5N2 en avestruces sacrificandose el 40% de la poblacién de
estas aves (Sinclair, Bruckner et al. 2006).

En el periodo 2005-2006 el virus rapidamente se disemind entre aves
de corral del este al centro de Asia llegando a Europa y Africa (Chen, Smith
et al. 2005, Ducatez, Olinger et al. 2006, Gilbert, Xiao et al. 2006, Weber
and Stilianakis 2007). No estd del todo claro si el virus fue introducido
independientemente o si la diseminaciéon estuvo asociada a aves silvestres o
de corral (Alexander 2007).

Desde el 2006 se han identificado varios brotes de H5N1 en aves de
corral y aves silvestres en Pakistan, en una provincia donde se encuentran
alrededor del 70% de los criaderos de aves del pais. En octubre de 2007 se
produjo un brote de H5N1 en uno de estos criaderos; se procedié luego al
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sacrificio y al enterramiento de las aves. S6lo una persona de los que
realizaba estas tareas sin la adecuada proteccion presenté sintomas de la
enfermedad. La enfermedad luego se propagoé en el nacleo familiar de este
individuo, y posteriormente se identific6 al agente causal como un virus
Influenza del subtipo H5N1. Las evidencias soportan la idea de que la
transmision inicial se produjo desde las aves de corral a humanos, y luego
las transmisiones se produjeron por contacto humano-humano, ya que los
demas integrantes de la familia no realizaban tareas que estuvieran en
contacto directamente con las aves. A pesar de la exhaustiva investigacion
y de la vigilancia por parte de las autoridades sanitarias, no hubo evidencia
de la transmision a la comunidad por lo que este brote estuvo limitado al
grupo familiar. La transmisiobn humano-humano probablemente ocurrié
debido a un contacto prolongado e intimo entre los miembros de la familia
(WHO 2008).

Hasta la fecha, se han reportado a la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) méas de 600 casos de infecciones humanas con la cepa H5N1
de alta patogenicidad. El primer caso en América de infeccibn humana
causada por el subtipo H5N1 ocurrié en Canada en enero de 2014 (CDC
2014).

Millones de aves silvestres y domésticas murieron o fueron
sacrificadas. Los virus IA H5N1 asiaticos muestran una Vvariacion
considerable en sus genes internos a través de reordenamientos con otros
virus IA y una continua evolucion de los genes HA y NA (Lee, Suarez et al.
2005). El control de la diseminacion de la enfermedad provocada por el
virus endémico H5N1 en aves de corral puede contribuir a la reduccién del
riesgo para los humanos (Webster 2002), previniendo de esta manera el
surgimiento de una nueva cepa viral que se transmita eficientemente y que
dispare una pandemia (Li, Guan et al. 2004). Es un asunto de interés los
posibles rearreglos que puedan ocurrir entre estos virus de alta
patogenicidad con el virus pandémico H1N1 que surgié en México en el
2009 y que rapidamente se transmitié entre humanos (Dawood, Jain et al.
2009).

1.3.1.2. HY7

En Italia en 1878 se describié el primer brote con virus Influenza de
alta patogenicidad en especies gallindceas y se denominé como “Peste
aviar” (Perroncito 1878), el agente causal descripto como H7N7 fue aislado
en 1902, siendo el primer registro de aislamiento del virus en aves
(Horimoto and Kawaoka 2001). En 1955 se demostré que el virus de la
peste aviar pertenecia al grupo de Influenza A (Schafer 1955).

En marzo de 2003 se reporté en Holanda 255 brotes de IA, el agente
causal fue del subtipo H7N7 y fueron sacrificadas alrededor de 30 millones
de gallinas (Koopmans, Wilbrink et al. 2004); y en 2004 se detect6 un brote
de IA en una granja del Valle Fraser en Columbia Britanica, se ordend el
sacrificio de 1.3 millones de aves (Tweed, Skowronski et al. 2004);(Hirst,
Astell et al. 2004).

1.3.2. Brotes con virus de baja patogenicidad
1.3.2.1. H5 y H7
Infecciones con virus de baja patogenicidad H5 y H7 han sido

reportadas en varios paises en cuatro continentes. El potencial de mutar
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hacia una forma de alta patogenicidad llevé a que en los paises donde
fueron detectados estos subtipos virales se tomaran medidas de control
para su erradicacion (Alexander 2007).

A finales de 1993 y hasta 1995 en México, el subtipo viral H5N2 de
baja patogenicidad afecté a varias localidades. El virus se disemind
ampliamente y a finales de 1994 y principios de 1995 se identificaron cepas
H5N2 de alta patogenicidad en dos regiones de México, Puebla y Querétaro
(Lee, Senne et al. 2004). Como medida para la erradicacion y el control de
la diseminacién, entre otras medidas, se sacrificaron las parvadas
infectadas y se aplicaron mas de 1 billon de dosis de vacunas inactivadas y
recombinantes autorizadas para su uso durante el periodo 1995 a 2001
(Villarreal-Chavez and Rivera-Cruz 2003, Lee, Senne et al. 2004).

De 1994 al 2004 se detectaron virus de baja patogenicidad en aves
de corral, silvestres y mercados de aves vivas en Europa, Asia y en América
del norte resulté en la despoblacién de mas de 4 millones y medio de aves,
principalmente pavos (Banks, Speidel et al. 1998, Suarez, Garcia et al.
1999, Akey 2003, Spackman, Senne et al. 2003, Suarez, Spackman et al.
2003, Alexander 2007).

1.3.2.2. H9 y otros subtipos

Desde 1996 los virus del subtipo H9 han provocado brotes de
enfermedad en varias especies diferentes de aves en Estados Unidos, Italia
y Asia (Homme and Easterday 1970, Nardelli, Rinaldi et al. 1970, Guan,
Shortridge et al. 1999, Naeem, Ullah et al. 1999, Alexander 2000, Cameron,
Gregory et al. 2000, Alexander 2003).

Durante el periodo 2002 — 2006 se aislaron virus de baja
patogenicidad en diferentes combinaciones de HA y NA en varios paises de
Europa, Asia, Africa y Oceania. Se reportaron 21 subtipos diferentes en aves
silvestres y 19 subtipos en aves de corral y otras especies cautivas.
(Alexander 2007).

1.3.3. Influenza aviar en América del Sur

La vigilancia epidemiol6gica de aves de vuelo libre en la regién es y
ha sido muy limitada en el continente. La diseminacion viral entre diferentes
regiones varia segun la prevalencia de los virus en aves silvestres acuaticas,
el momento en el cual se da la migracibn y patrones estacionales entre
otros (Spackman, McCracken et al. 2006).

En orden de proveer un analisis de riesgo de la introduccion de IA en
aves de corral comerciales y de traspatio mas acorde a la realidad es
necesario monitorear la presencia y la prevalencia de estos virus en las
poblaciones de aves silvestres, como también definir los patrones espaciales
y temporales de infeccion y determinar la diversidad de subtipos que es
mantenida en la poblacibn de aves silvestres como reservorio natural
(Munster, Veen et al. 2006, Brown, Luttrell et al. 2010).

1.3.3.1. Chile

En mayo de 2002 se detectdé en un criadero de pollos en Chile un
brote causado por el subtipo viral H7N3 de baja patogenicidad. En junio de
ese afo se detecté un segundo foco con el mismo subtipo viral pero de alta
patogenicidad, en total murieron o fueron sacrificadas mas de 465.000
aves. Luego de un estricto programa de limpieza, desinfecciéon y
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esterilizacion de todos los sectores afectados, Chile se declar6 libre de 1A
(Rojas, Moreira et al. 2002, Suarez, Senne et al. 2004, Max, Herrera et al.
2007). Al analizar el area afectada, se determiné que existian cuerpos de
aguas artificiales con presencia de aves silvestres, los que eran utilizados
durante algunos periodos como fuente de agua para las aves comerciales.
Cerca de los establecimientos afectados existen ambientes acuaticos
naturales costeros, sitios utilizados por aves migratorias y costeras. Aunque
no se disponen de aislados para su comparacion, se postulé como hipdétesis
mas probable que la fuente viral provino de un ave acuatica silvestre debido
a su baja infectividad en gallinas (Jones and Swayne 2004, Max, Herrera et
al. 2007). Este brote con el subtipo H7N3 en aves comerciales de Chile en
2002 es el primer reporte de IA en Sudamérica. Los virus chilenos son
genéticamente diferentes de otros virus IA reportados y se propone que
representan un linaje separado que diverge de virus norteamericanos o
euroasiaticos (Suarez, Senne et al. 2004).

En 2009 en cerdos, surgi6é la cepa HLIN1 altamente transmisible que
contenia combinaciones Unicas de segmentos génicos provenientes de
diferentes linajes suinos. El agente viral fue detectado en Norteamérica y se
diseminé por todo el mundo en pocas semanas, afectando principalmente a
suinos como también humanos y otros animales, esto llevé a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a declarar estado de pandemia
(Fraser, Donnelly et al. 2009, Garten, Davis et al. 2009, OIE 2009, WHO
2009). En agosto de 2009, se reportdé en un criadero de pavos en la region
de Valparaiso en Chile, un brote en las aves con caracteristicas similares a
IA. Se subtipific6 el agente como HIN1 y se encontré que las secuencias
eran completamente idénticas a la cepa pandémica que circulaba en
humanos. Aunque no se ha descubierto el factor que provocd que estas
aves fueran el reservorio de la cepa pandémica en la regién, los resultados
sugieren una transmisioén directa de humanos a aves (Mathieu, Moreno et
al. 2010).

1.3.3.2. Bolivia

En 2001 en Bolivia, 9 meses antes del brote en Chile en 2002, se
aislé el subtipo viral H7N3 de baja patogenicidad de un Cinnamon Teal. El
andlisis genético reveld que 5 de ellos, HA, NP, PA, PB1 y PB2, estaban
relacionados con el virus H7N3 aislado del brote en aves en Chile
confirmando la hipoétesis de que este virus fue introducido por un ave
silvestre. Los tres genes restantes tienen diferentes fuentes indicando un
reordenamiento viral; los genes de NA y M estaban relacionados con virus
de aves acudticas silvestres norteamericanas, sugiriendo algun tipo de
intercambio entre genes del virus IA de América del Norte y del Sur y el gen
NS estaba mas relacionado con un virus de Influenza equina proveniente de
América del Sur (Spackman, Stallknecht et al. 2005, Spackman, McCracken
et al. 2006, Spackman, McCracken et al. 2007).

1.3.3.3. Argentina

Durante un programa de vigilancia virolégica en aves silvestres,
llevado a cabo en el periodo 2006-2007 en Argentina, se aislé el subtipo
viral HLI3N9 y la especie se identifico como Kelp Gull, una gaviota residente.
La secuenciacion y la caracterizacion filogenética de este subtipo sugieren
un unico linaje de genes Influenza en Sudamérica. Los segmentos
gendémicos internos PB2, PB1, PA, NP, M y NS estan muy relacionados con
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los virus IA aislados durante el brote en Chile en 2002 y con su posible
ancestro aislado de un ave en Bolivia. En cambio, la glicoproteina de
superficie H13 aislada ha evolucionado independientemente de otros virus
H13 y el gen que codifica para la NA se mostré con mas relacion filogenética
con virus aislados en América del Norte o en Europa (Pereda, Uhart et al.
2008). En 2008, se aisl6 también en Argentina el subtipo viral HIN1. El
andlisis filogenético demostr6 que los genes de HA y NA estan mas
relacionados con virus aislados en Norteameérica. En cambio, todos los
genes internos, PB1, PB2, PA, NP, M y NS se agrupan dentro del linaje
Sudamericano apoyando la hipétesis de la existencia de un Unico linaje en
la region. La filogenia de los genes PB1 y M también revela intercambio
génico entre los linajes Norte y Sudamericanos, indicando una reciente
cocirculacion de virus de estas regiones en las poblaciones de aves
migratorias (Alvarez, Mattiello et al. 2009).

Durante ese mismo periodo de tiempo, se colectaron 540 muestras
de aves, la gran mayoria de ellas perteneciente al orden Anseriforme. El
alto porcentaje de anticuerpos para el virus IA detectado en diferentes
especies de patos sugiere que el mismo es endémico en la poblaciéon de
aves silvestres en Sudamérica (Brown, Luttrell et al. 2010).

En el periodo 2007 — 2010, se aislaron los subtipos H6N2 y HEN8 de
5 muestras de patos, todas ellas pertenecientes a la especie Rosy-billed
pochard, Netta peposaca. El andlisis filogenético sugirid6 que los genes
internos estan altamente relacionados con los virus IA encontrados en la
region (Argentina, Bolivia y Chile). Sin embargo, el analisis de H6 revel6
dos linajes diferentes en Sudamérica que han evolucionado
independientemente. Un linaje contiene secuencias provenientes de
Norteamérica y Oceania y el otro esta formado con secuencias de Eurasia,
Norteamérica y Oceania. Formando un unico cluster en el primer linaje se
agruparon 4 de las muestras identificadas como H6, sugiriendo una
evolucion independiente de los genes Argentinos. La secuencia restante se
agrupo con el segundo linaje (Rimondi, Xu et al. 2011).

En abril de 2008, se aislé por primera vez el subtipo HIN1 en Red-
winged tinamou, una especie silvestre terrestre no migratoria. El sitio de
clivaje de la HA se correspondia con un IABP, aunque la presentacion clinica
y los estudios de patogenicidad indicaron que fue patogénico en la especie
encontrada. Los analisis filogenéticos sugirieron que los genes de NA y HA
estaban relacionados con los Norteamericanos mientras que los genes
internos se los relaciond con los aislados en Sudamérica. Estos hallazgos
soportan la idea de que existe un linaje filogenético Sudamericano para los
genes PB2, PB1, PA, M y NS y también sugieren que los genes de NA y HA
han experimentado intercambios entre las cepas de los hemisferios Norte y
Sur (Alvarez, Mattiello et al. 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Investigar la presencia del virus Influenza en aves residentes vy
migratorias del Uruguay.

2.2. Objetivos especificos

Poner a punto la técnica de PCR para detectar parcialmente los genes
conservados que codifican para las proteinas de Matriz y de Nucleoproteina
del virus Influenza aviar.

Obtener la secuencia nucleotidica parcial de los genes M y NP.

Determinar las relaciones filogenéticas de las cepas de Influenza aviar
detectadas con cepas que circulan en la region y el mundo.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Colecta de muestras

Las colectas de muestras se llevaron a cabo en diferentes
Departamentos de nuestro pais en el periodo comprendido entre febrero de
2006 y febrero de 2007.

Las muestras obtenidas de hisopados cloacales o directamente de las
heces se colocaron en 1 mL de medio de transporte para virus VEAL (6,25 g
de Veal Infusion Broth, 1,25 g de Albumina bovina fraccién V, 0,25 mg/mL
de Gentamicina, 0,25 pg/mL de Fungizona y 0,25 mg/mL de Penicilina G en
150 mL finales) y fueron conservadas en nitrégeno liquido hasta su
manipulacion en el laboratorio.

3.2. Extraccion de ARN total

Para la extraccion del ARN total se realiz6 el método del Trizol®
(Gibco), segun las instrucciones del fabricante. Se utiliz6 1 mL de Trizol®
para 400 uL de muestra. Se homogeneizaron las muestras con vortex
aproximadamente 15 segundos. Esta primer parte de la extraccion del ARN
se realiz6 en una sala de bioseguridad nivel 2 con normas de nivel 3
(BSL2+).

A continuacion se agregé 0,2 mL de Cloroformo; luego fueron
centrifugadas durante 15 minutos a 4°C y 13000 r.p.m. Se alicuoté el
sobrenadante acuoso, sin recoger nada de la interfase, a un tubo eppendorf
estéril y se agregé 0,5 mL de Isopropanol frio. Se mezclé y se dejé 10
minutos a temperatura ambiente. Luego de una centrifugaciéon de 10
minutos a 4°C y 13000 r.p.m. y descartado el sobrenadante, se afadi6 al
pellet 1 mL de Etanol 75%. Finalmente se realiz6é una ultima centrifugacion
durante 2 minutos a 4°C y 13000 r.p.m. El pellet fue resuspendido en 9.5 pL
de agua estéril Gibco® a 60°C y 0,5 uL de RiboLock® RNase Inhibitor
(Fermentas, 40 U/uL). Las muestras se conservaron a — 80°C.

3.3. Retrotranscripcion y Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(RT/PCR)

Para la deteccion del ARN viral se empled la técnica de RT-PCR. Se
buscaron genes conservados: el gen que codifica para la Nucleoproteina y el
gen que codifica para la proteina de Matriz.

En un primer paso se incub6 2 pL de ARN y 0,1 pg de random
oligonucleétidos por 5 minutos a 70°C en un volumen final de 6 pL
empleando el equipo PCR Sprint Thermal cycler (Thermo). Los pre-
transcriptos fueron colocados en hielo unos segundos. A estos 6 puL le
fueron incorporados 0,5 pL de dNTPs (10 mM), 10 U de enzima Revertaid™
H Minus M-Mulv Reverse Transcriptase (Fermentas), 2 uL de buffer de
reaccion 5X (Fermentas) y 0,5 pL de Ribolock™ Ribonuclease Inhibitor (40
U/uL, Fermentas), totalizando 10 pL de reaccion. La transcripcion se llevo a
cabo a 42°C durante 60 minutos seguido por 10 minutos a 70°C. El ADNc se
conservo a —20°C.

En un segundo paso, 2 uL de ADNc fueron amplificados en un
volumen final de 50 pL conteniendo buffer PCR 10X (Fermentas), MgCl, (1,5
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mM), dNTPs (0,2 mM), cebadores (0,2 pM de cada uno de los cebadores
sentido y antisentido, ver tabla 3) y 1,25 U de Taq Polimerasa (Fermentas).
La reacciéon de amplificacion se llevé a cabo siguiendo el ciclado que se
indica a continuacion. Para el gen de Nucleoproteina: 95°C, 3 minutos; 35
ciclos de (95°C, 30”; 57°C, 40”; 72°C, 40”) 72°C, 10 minutos. Para el gen de
Matriz: 95°C, 4 minutos; 35 ciclos de (95°C, 30”; 55°C, 40”; 72°C 50”) 72°C,
10 minutos.

Matriz
Sentido M52C |5’- CTT CTA ACC GAG GTC GAA ACG — 3’
Antisentido| M253R [5'- AGG GCA TTT TGG ACA AA(G/T) CGT CTA -3’
Nucleoproteina
Sentido | NP1200 |57 - CAG(A/G) TAC TGG GC(A/T/C)A TAA G(A/G)AC - 3~
Antisentido | NP1529 |5"- GCA TTG TCT CCG AAG AAATAA G - 37

Tabla 3. Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacion de
Matriz y Nucleoproteina (Fouchier, Bestebroer et al. 2000, Lee, Chang et al.
2001)

3.4. Electroforesis

El producto amplificado fue analizado por electroforesis en gel de
agarosa al 1% (Agarose I™, Amresco) en buffer TBE 1X (0,89 M Tris-
Borato; 0,002 M EDTA; pH 8.0) conteniendo Bromuro de Etidio (10 mg/mL)
como agente intercalante. La visualizacién de las bandas se realizé con la
exposicion del gel a luz UV a través de transiluminador. Los geles fueron
fotografiados con una camara digital KODAK DC 290.

El tamafo esperado de las bandas amplificadas con los
oligonucledtidos descriptos en la tabla 3, es de 244 pb para M y 330 pb para
NP. Se utiliz6 como marcador de peso molecular (PM) un ADN de 100 pb
(Fermentas).

3.5. Extraccion y purificacion de bandas

Para aquellas muestras que fueron amplificadas; se realiz6 extraccion
y purificacion de ADN a partir de los geles de agarosa utilizando el kit
comercial de extraccion, QIAGEN. Para este fin, se corté el fragmento de
ADN de un gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X y se agreg6 3 volumenes
de buffer QG a 1 volumen de gel. Para favorecer la disolucién del gel se
incub6é durante 10 minutos a 56°C. Luego de chequear que el color de la
muestra fuera amarillo, se agregdé un volumen de Isopropanol y se mezclo.
Se colocé la muestra en una columna de filtracion provista por el kit y se
centrifugé 1 minuto a 13000 r.p.m. Luego de agregar 0,5 mL de buffer QG
a la columna se realizé una centrifugacion durante 1 minuto a 13000 r.p.m.
Para lavar se agrego 0,75 mL del buffer PE a la columna y se centrifugd 1
minuto a 13000 r.p.m. Se descarté el eluido y se centrifugd 1 minuto
adicional a 13000 r.p.m. Se colocé la columna en un tubo eppendorf estéril
y se eluy6 el ADN con 30 pL de Agua estéril Gibco® centrifugando durante 1
minuto a 13000 r.p.m.
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3.6. Clonacion, transformacion bacteriana, preparacion de
minicultivos y minipreps

Este procedimiento fue empleado para aumentar la cantidad de ADN
presente en el producto de PCR cuando se utilizaron los primers de Matriz y
asi poder secuenciar el fragmento amplificado.

3.6.1. Clonacion

En una primera etapa se clondé el producto de PCR utilizando
Genejet™ PCR cloning kit (Fermentas), segln las instrucciones del
fabricante. Se prepardé una reaccidon compuesta por: Buffer de reaccion
(1X), 2 pL del producto de PCR, 1 uL de la enzima DNA blunting y Agua
libre de ARNasa Gibco®. Esta mezcla se incubé durante 5 minutos a 70°C.
Luego se colocd en hielo por unos segundos, se agregdé 5 U de T4 DNA
ligasa y 50 ng de pJetl/blunt cloning vector. Finalmente se incub6 a 22°C
durante 30 minutos.

3.6.2. Transformacién

Se descongelaron en hielo las células competentes NEB 5-alpha
Competent E.coli (New England Biolabs). Se hicieron alicuotas de 25 pul en
tubos eppendorf y se agreg6 2,5 pL de la mezcla de ligacion. Se incubo en
hielo durante 30 minutos y luego se las sometié a un shock térmico durante
30 segundos a 42°C. Tras 5 minutos en hielo, se agregé 425 uL de SOC
(provisto por el kit comercial) a temperatura ambiente. Se agité una hora a
37°C y se sembré en placa con LB agar.

3.6.3. Screening — PCR M

Para detectar si las colonias bacterianas incorporaron el plasmido con
el fragmento en estudio, se realiz6 una PCR utilizando como molde una
colonia y los mismos reactivos y ciclados utilizados para amplificar el gen de
Matriz. Los productos amplificados fueron analizados por electroforesis en
gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X conteniendo Bromuro de Etidio (10
mg/mL) como agente intercalante.

Para aquellas colonias que fueron amplificadas se procedié de la
siguiente manera.

3.6.4. Minicultivos y minipreps

Se picé una colonia y se agregdé a un tubo conteniendo 3 mL de
medio LB (Bacto triptona 10 g/L, Extracto de Levadura 5 g/L, NaCl 10g/L) y
3 pL de Ampicilina (100 mg/pL). Se incubaron los tubos toda la noche a
37°C con agitacién a 180 r.p.m.

Para los minicultivos que presentaron crecimiento bacteriano, se
realizaron minipreps utilizando el kit Nucleospin® Plasmid Quick Pure
(Macherey Nagel) segun las instrucciones del fabricante.

Se sembraron las muestras en un gel de agarosa al 1% en buffer TBE
1X. Los clones positivos fueron almacenados en glicerol al 25% en freezer
de -80°C.
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3.7. Secuenciacion y analisis de secuencias

Los productos de PCR del gen NP purificados y los minicultivos
conteniendo al gen de M, fueron enviados a un servicio tercerizado de
secuenciacion automatica; Macrogen, Korea.

Las secuencias de ADN fueron analizadas utilizando el programa
Bioedit (Clustal W) (Hall 1999) y MEGA version 4.0.2. (Tamura, Dudley et
al. 2007).
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4. RESULTADOS

4.1.

Colecta de muestras

Se colectaron 113 muestras de aves que incluian a 23 especies
residentes y 90 especies visitantes, en los departamentos de Paysandd,
Salto, San José y Rocha (Ver tabla 4).

Parda

Anseriformes Ama_z_one'Fta Pato Brasilero 1 R Barra de la laguna Rocha
brasiliensis

Charadriiformes Bart'ramla Batitd 4 wW Camino eptre ruta 26 y ruta 31
longicauda (Paysandu/Salto)

Charadriiformes | Calidris fuscicollis g||2¥]i2to Rabadilla 31 \AY% Barra de la laguna Rocha

Charadriiformes Charadr_lus Chorlito Doble 5 VI Barra de la laguna Rocha
falklandicus Collar

Charadriiformes Charadrius Chorlito Pecho 8 Vi Barra de la Iagur)a Rocha/Playa
modestus Canela Penino (San José)

Charadriiformes Char_adnus Chorlito Palmado 1 \AY% Barra de la laguna Rocha
semipalmatus

Charadriiformes Gallmagg Becasina 3 R Barra de la laguna Rocha
paraguaie

Charadriiformes Hlmgntopus Tero Real 1 R Barra de la laguna Rocha
mexicanus

Charadriiformes Nyct_lcryph_es Aguatero 1 R Barra de la laguna Rocha
semicollaris

Charadriiformes | Pluvialis dominica | Chorlo Dorado 23 \AY% Barra de la laguna Rocha

Charadriiformes | Rinchops niger Rayador 14 R Playa Penino (San José)

Charadriiformes S_terna' Gaviotin - 11 VI Barra de la laguna Rocha
hirundinacea Sudamericano

. . . Playero Patas Camino entre ruta 26 y ruta 31

el ['1nga flavipes Amarillas Chico 2 W (Salto)/Barra Laguna Rocha

Charadriiformes TrynglFes . Playerito Canela 4 \AY% Barra de la Laguna de Rocha
subruficollis

Ciconiiformes Ardea cocoi Garza Mora 1 R Barra de la Laguna de Rocha

Falconiformes Buteo albicaudatus | Aguila Cola Blanca 1 RV Camino entre ruta 26 y ruta 31

(Arroyo Guayabos - Salto)
Falconiformes Buteo albicaudatus | Chimango 1 RV Camino entre ruta 26 y ruta 31
(Arroyo Guayabos - Salto)
Procellariiformes | Pterodroma incerta Petrel Cabeza 1 \AY% Playa Aguada (Rocha)

Tabla 4. Descripcidon de las aves muestreadas. *Estatus (VV: visitante de
verano, VI= visitante de invierno, R= residente, RV= residente de verano).

4.2. Amplificacion del ARN por RT/PCR

Solamente para una de las 113 muestras perteneciente a la especie
Calidris fuscicollis, se lograron amplificar 244 pb correspondientes a parte
de la secuencia nucleotidica del gen de M y 330 pb correspondientes a parte

de la secuencia nucleotidica del gen de NP (Figura 6).
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400 pb
300 pb

PM1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 PM1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

300 pb
200 pb

Figura 6. Amplificacion de los segmentos 5 y 7 del virus Influenza aviar
Izquierda. Amplificaciéon con primers de NP. PM: Marcador de Peso Molecular de
100 pb Fermentas, 1-8: muestras en estudio, 3: muestra positiva, 9: control
positivo (HIN1 humano), 10: control negativo H,0 Gibco®.

Derecha. Amplificacién con primers de M. PM: Marcador de Peso Molecular de 100
pb Fermentas, 1-8: muestras en estudio, 4: muestra positiva, 9: control positivo
(H1N1 humano), 10: control negativo H,0 Gibco®.

4.3. Alineamiento de secuencias nucleotidicas y analisis
filogenético

Para el analisis filogenético se utilizaron las secuencias amplificadas de

los genes de M y de NP. Estas secuencias al ser muy conservadas permiten
comparar con otras secuencias de M y NP de diferentes subtipos de
Influenza A. Para la confeccién de los arboles filogenéticos, se eligieron
secuencias de diferentes regiones, subtipos y hospedadores.

Las secuencias nucleotidicas de las muestras analizadas fueron editadas

y alineadas con el programa Bioedit (Clustal W).

La muestra positiva presenté una homologia del 97% para ambos

segmentos amplificados con las secuencias aviares obtenidas del Genbank
(Tabla 5).
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N° Acceso Secuencia nucleotidica % *
GU053514.1 A/mallard/Maryland/324/2003 (H2N3) 97
GU053164.1 A/Turkey/Minnesota/38429/1988 (H7N9) 97
GU053158.1 A/duck/Victoria/9003-09-1400/1976 (H7N7) 97
GU053039.1 A/chicken/Chile/184240-1/2002 (H7N3) 97
GU053024.1 A/chicken/Canada/314514-2/2005 (H7N3) 97
GU186603.1 A/chicken/Canada/314514-1/2005 (H7N3) 97
CY034759.1 A/mallard/Italy/4223-2/2006 (H5N2) 97
AB370203.2 A/duck/Hokkaido/1019/2001 (H4N6) 97
CY022638.1 A/teal/Italy/3931-38/2005 (H5N2) 97
CY020878.1 A/pintail/Alaska/49/2005 (H3N8) 97
CY016181.1 A/pintail/Alaska/211/2005 (H3N8) 97
CY015493.1 A/mallard/Alaska/256/2005 (H3N8) 97
CY015028.1 A/chicken/Chile/184240-4322/2002 (H7N3) 97
AY611525.1 A/chicken/British Columbia/04 (H7N3) 97
AY303657.1 A/turkey/Chile/4418/02 (H7N3) 97
AY303656.1 A/chicken/Chile/4977/02 (H7N3 97

N° Acceso Secuencia nucleotidica % *
CY016159.1 A/gadwall/Ohio/37/1999 (H6N2) 97
GU051919.1 A/chicken/New Jersey/15906-9/1996 97
GU051325.1 A/mallard/Minnesota/410/2000 (H5N2) 97
GU051310.1 A/mallard/Minnesota/166/2000 (H5N2) 97
FJ357072.1 A/mallard/MN/1/2000 (H5N2) 97
CY013266.1 A/pintail/Alaska/53/2005 (H3N6) 97
GU051259.1 A/mallard/Minnesota/168/1999 (H4N8) 97
FJ686725.1 A/mallard/Ohio/363/2003 (H2N1) 97
EU743049.1 A/pheasant/NJ/1355/1998 (H5N2) 97
EU742631.1 A/pheasant/NJ/9804566/1998 (H5N2) 97
CY020880.1 A/pintail/Alaska/49/2005 (H3N8) 97
CY016414.1 A/mallard/Alaska/715/2005 (H3N8) 97
CY015503.1 A/pintail/Alaska/279/2005 (H3N8) 97
CY015495.1 A/mallard/Alaska/256/2005 (H3N8) 97
CY014875.1 A/black duck/NJ/184/1988 (H5N2) 97
AY633343.1 A/pintail/Alberta/156/97 (H3N8) 97

Tabla 5. Comparacion de las secuencias de los segmentos génicos
individuales de la muestra positiva con secuencias obtenidos del Genbank
*El simbolo % indica el porcentaje de homologia de las secuencias nucleotidicas en
estudio con las de referencia.

En la filogenia del gen M las secuencias se agruparon en dos linajes
aviares asociados a regiones geogréaficas, linaje aviar Americano y el linaje
aviar Euroasiéatico (Figura 7). Mientras que para el gen NP las secuencias se
distribuyeron en cinco linajes diferentes representando tres de ellos a
linajes aviares asociados a una determinada region geografica y los otros
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dos linajes representan a un linaje hospedador-especifico. Linaje Equino,
Linaje Suino y Linajes aviares: Norteamericano, Sudamericano Yy
Euroasiatico (Figura 8).

Alkelp-guliArg/LDCA/06(H13N9)
_|— Alred-w inged-tinamou/Arg/MP1/2008(HIN1)

{ Alw hite-r iper/ I
Alsemi-palm sandpiper/Brazil43/90(H2N1)
Alchicken/Chile/176822/02(H7N3)
—{ Afturkey/Chile/4418/02(H7N3)
! Alchicken/Chile/4968/02(H7N3)
Alruddy-turnstone/Delaw are/116/98(HINS)
69 ! A/Shorebird/Delaw are/194/98(H6N4)
A/mallard/Alberta/111/99(HANG)
z Almallard/Alberta/223/77(H12N5)
Alruddy-turnstone/New Jersey/65/85(H7N3)
—— A/mallard/Alberta/47/98(H4N1)
Alcinnamon-teal/Bolivia/4537/01(H7N3)
T—— Alruddy-turnstone/Delaw are/265/98(H12N8)
Almallard/Alberta/199/99(H3NG)
7‘ Alpintail/Alberta/37/99(H3N8)
Alshearw ater/Australia/1/72(HEN5)
—— Alduck/Guangdong/22/02(H5N1)
92 L—— ArduckiShanghai/35/02(H5N1)

Alduck/Fujian/19/00(H5N1) )
Alequine/Praque/1/56(H7NT7)

Linaje aviar
Americano

Linaje aviar
Euroasiatico

0.01

Figura 7. Arbol filogenético para la secuencia nucleotidica de la proteina
Matriz. Se indican los linajes asociados a regiones geograficas. El andlisis se realiz6
con el programa Mega 4.0.2 por el método de Neighbor-Joining (bootstrap 500
réplicas). Se indican valores de bootstrap por encima del 60%. La secuencia
subrayada corresponde a la amplificada en este trabajo. El arbol tiene como raiz la
secuencia: A/equine/Prague/1/56(H7N7).

La secuencia de la muestra positiva Calidris fuscicollis de Rocha se
agrupa dentro del linaje aviar Americano y estd muy relacionada con
secuencias aisladas en la regién, con un rango de homologia del 97%. Los
genes que fueron aislados en un brote en aves de corral en Chile en el 2002
(Suarez, Senne et al. 2004), estan relacionados con la secuencia en estudio
pero se agrupan en una rama separada en la filogenia.
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100 | A/mallard/MN/2/98(H4NG) )
Almallard/MN/346233/00(HEN3)
Almallard/MN/371/98(HAN2)

Almallard/MD/R326/98(H6N4)

Alpintail/MN/431/99(HBN2) o
Alchicken/NY /14677-13/98(HEN2 > Linaje aviar
79 chicken/NY/14677-13/98(H6N2) Norteamericano
Alred knot/NJ/828235/01(H6)
. A While-rurned sandoioer] 06

A/northern pintail/ TX/828189/02(H6)

Aflaughing gul/NY /470/00(HEN4)
] 99 |: Alring-bill gulVDE/421733/01(H6)

Alduck/Fujian/01/02(H5N1)
100 A/duck/Guangdong/07/00(H5N1) Linaje g}/i_ar
90 Elj!ducleuangdongM 2/00(H5N1) Euroasiatico
77 Alduck/Shanghai/08/01(H5N1)
100 |—AiequineMﬁsconsim’1![}3(I-BI\B] Linaje Equino
L Alequine/Kentucky/5/02(H3N8)

Alsemi-palmsandpiper/Brazil/43/90(H2N1)
100 | A/chicken/Chile/176822/02(H7N3)

91 Alchicken/Chile/4957/02(H7N3) \ Linaje aviar
Alred-w inged tinamou/Arg/MP1/08(HIN1) Sudamericano
Alcinnamon-teal/Bolivia/4537/01(H7N3)
£ Alkelp gull/Argentina/LDC4/06(H13N9)
A/sw ine/Guangdong/166/06(H3N2) Linaje Suino
— Alsw ine/Kyoto/3/79(HIN1)
0.02

Figura 8. Arbol filogenético para la secuencia nucleotidica de
Nucleoproteina. Se indican linajes asociados a regiones geograficas u
hospedadores. El analisis se realiz6 con el programa Mega 4.0.2 por el método de
Neighbor-Joining (bootstrap 500 réplicas). Se indican valores de bootstrap por
encima del 60%. La secuencia subrayada corresponde a la amplificada en este
trabajo.

La secuencia nucleotidica de NP amplificada en este trabajo se agrupa
con genes aviares Norteamericanos, esto sugiere intercambio de genes
virales que circulan en los hemisferios Norte y Sur. Ademas la secuencia
diverge de las aisladas en la region (Argentina, Bolivia, Brasil y Chile). Estas
secuencias del linaje aviar Sudamericano estan muy relacionadas y tienen
un antecesor en comun.
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5. DISCUSION

Uruguay esta localizado entre los corredores utilizados por muchas
especies aviares migradoras neoarticas y neotropicales, que aparecen en el
pais durante su periodo no reproductivo. La muestra positiva para M y NP
fue obtenida de un ave capturada en la laguna de Rocha. Esta laguna cubre
un area de 7200 hectareas y esta situada al Sureste del Uruguay separada
del Océano Atlantico por una barra arenosa (Figura 9). El ave pertenece a la
especie Calidris fusicollis, un migrador de largo alcance que nidifica en el
Artico de Norteamérica e hiberna al noroeste de Sudamérica. Esta ave mas
conocida como Playerito rabadilla blanca es una de las aves costeras mas
abundantes de la laguna y se ha observado su presencia en todos los meses
del afio excepto en el mes de julio (Harrington, Leeuwenberg et al. 1991,
Alfaro and Clara 2007).

Laguna de
Rocha

Barra arenaosa

Océano Atldntico
540

53°50° B340’

Figura 9. Laguna de Rocha ubicada en el departamento de Rocha, Uruguay.
Extraida y modificada de (Alfaro and Clara 2007).

Las secuencias amplificadas forman parte de diferentes linajes
dependiendo del gen que se esté considerando en la filogenia. La secuencia
del gen M se agrupa dentro del linaje aviar Americano y se encuentra
relacionada filogenéticamente con las que circulan en la region, excepto la
aislada en Bolivia que se agrupa con las secuencias aviares
Norteamericanas (Figura 7). La secuencia del gen NP se encuentra alejada
del cluster aviar Sudamericano donde estan agrupadas todas las secuencias
aisladas en la region (Argentina, Bolivia, Brasil y Chile) y se agrupa dentro
del linaje aviar Norteamericano, sugiriendo un posible intercambio de genes
entre aves del norte y del sur de América (Figura 8).
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Los resultados son consistentes con la ruta migratoria de esta especie
y ademas la congregacion de diferentes especies aviares residentes y
migratorias en la Laguna de Rocha que a un mismo tiempo favorece la
transmision del virus Influenza.

En este trabajo se logré amplificar por primera vez genoma del virus
Influenza en aves en Uruguay. A pesar de la importancia de la ecologia de
los virus Influenza sobre el impacto que tienen en la industria comercial y
para nuestro conocimiento en la salud humana y animal, la vigilancia en
aves silvestres en América del Sur es minima. La secuenciacion y la
caracterizacion filogenética del virus Influenza A en la region que ha tenido
lugar en estos ultimos afios, sugiere la presencia de linajes uUnicos en
Sudamérica para los genes internos: PB1, PB2, PA, NP, M y NS. (Suarez,
Senne et al. 2004, Spackman, McCracken et al. 2006, Pereda, Uhart et al.
2008, Alvarez, Mattiello et al. 2009).

Por lo tanto, la vigilancia de los virus Influenza en aves acuaticas se
hace necesaria para disponer de informacion de los subtipos que pudieran
estar circulando en la poblacion a fin de prevenir brotes en especies
silvestres y subsecuentemente en aves domésticas y el hombre.
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