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RESUMEN

Titulo: Estudio epidemiolégico sobre el virus de la influenza aviar en aves
silvestres localizadas en centros de rescate de vida silvestre del Valle Central y
determinacién de su presencia en aves silvestres de vida libre muertas o enfermas
reportadas al SENASA en Costa Rica durante el 2023.

Autor: Beatriz Cano Murrieta

La influenza aviar es un virus zoondético que afecta a las aves y mamiferos.
Pertenece al tipo A, el cual se divide en subtipos que presentan dos proteinas de
superficie en conjunto, hemaglutinina y neuraminidasa. Su transmision es
principalmente por aves silvestres acuaticas y migratorias. El presente trabajo
determind la ausencia de IA en aves silvestres localizadas en centros de rescate de
fauna silvestre del Valle Central de Costa Rica y reportd la presencia en aves
silvestres de vida libre reportadas muertas o enfermas al SENASA, mediante pruebas
de deteccion de antigeno.

Se obtuvieron 200 muestras de hisopado cloacal de aves silvestres en centros
de rescate del Valle Central y se les realizé la prueba rapida de inmunocromatografia
para deteccion de antigeno de IA, donde no se detectd ningun resultado positivo. Se
reportaron 45 aves con signos clinicos compatibles a IAy 14 aves muertas, se detect6
un 25.42% de aves positivas a la prueba de gRT-PCR, 2 Falco peregrinus y 13
Pelecanus occidentalis. El andlisis estadistico Chi-cuadrado (x?) demostré una
relacion entre la enfermedad y las variables de orden, especie y origen. Se determind
la presencia del virus en 4 regiones del pais, siendo la region Pacifico Central con
mas casos. Se concluyé que los primeros casos positivos al virus de 1A en el pais se
detectaron en aves silvestres de vida libre.

Palabras clave: Influenza, Aves, Silvestres, gRT-PCR, Inmunocromatografia.



indice general

I INTRODUCCION ..ottt
1.1 ProbDI@MALICA . .uveeeiiiieieeeeeeee e 13
1.2 JUSTIFICACION .. 14
1.3 ANTECERUEBNTES ..ottt e e 15
I @ o T 1= (Y70 1= PR 17

1.4.1 ObjJetiVo gENETaAl......ccoovvuiiiiii e e 17
1.4.2 Objetivos eSPECITICOS ..uuvieeiiiiiiiiiiiieee e 17

1. MARCO TEORICO ...ttt

2.1 INFIUBNZA AVIAI ...t 18
22000 0t R =L 4 o] Lo o | - VSO 18
2.1.2 PalOgENESIS. ... i i et 19
2. 1.3 TranNSMISION coeoiiiiiiiieeiie et e e e e e as 19
2.1.4 SIgNOS ClINICOS oo 20
2.1.5 Pruebas diagnOsStiCas.......cccooviiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 20
2.1.6 ZOONOSIS Y PreVENCION ....cceiiieiiece e 22

2.2 AVES STIVESTIES ...ttt 23

2.3 Centros de rescate de vida silvestre en Costa Rica ...........cccevveeeeee 25

11l MARCO METODOLOGICO ..ottt
3.1 Area de eSTUIO c..cecviveeiciicicecec e 27

3.2 Determinacion de [a MUEBSTIa .. ... 28



3.3 RecOolecCion de MUESTIAS.......ccuuuiiiiiieee e 29
3.4 Prueba rapida de inmunocromatografia .........ccccceeeeiiiiiiiiiiiiiiinnennnns 30
3.5 EXLracCion de ARN ..o 31

3.6 Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo

real (QRT-PCR) ..o e e e e 32
3.6 Andlisis estadistiCo de datOS..........cceeeiiiiiiiiiiiiiiiieee e 33
IV. RESULTADOS Y DISCUSION ......coiiieieieeeeece et 35
4.1 Aves silvestres en centros de rescate .......cccccccvveeeeiiiiiiiiiiiieiieieeeeeeeen, 35
4.2 Aves silvestres reportadas .......ccccovvvviiiiiiiiii 39
V. CONCLUSIONES ... e e e e e s 50
VI. RECOMENDACIONES. ... .ot e 51
VIl. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ooieeieeceeee ettt 52

VI ANEXOS ... 60



indice de figuras

Figura 1 Especies de aves del orden Anseriformes en Costa Rica..........cccccceeeeeeee. 24
Figura 2 Especies de aves del orden Charadriiformes en Costa Rica .................... 25
Figura 3 Mapa de ubicacion de centros de rescate del Valle Central..................... 28

Figura 4 Interpretacion de resultados de la prueba rapida de inmunocromatografia

Figura 5 Resultado positivo de la prueba gRT-PCR de la especie Pelecanus
(o ToTod [0 1= = 1|1 41

Figura 6 Resultado positivo de la prueba gRT-PCR de la especie Falco peregrinus

Figura 7 Localizaciébn de casos positivos a influenza aviar en Costa Rica segun
L] 01T o[PS PPPPPRR 43
Figura 8 Proporcion de casos positivos entre las regiones de Costa Rica, mostrando

un intervalo de confianzZa A1 OBD0 .....oeieiie e 46

indice de tablas



Tabla 1 Tabla de registro de aves silvestres a muestrear............cccceeeeevevviieeeeennnnnnn. 30
Tabla 2 Primers y sondas a utilizar en el gRT-PCR para amplificacion del virus de la
11 (DT g V2= W= AV - | RUPPTPTR 33
Tabla 3 Resultados de las muestras a la prueba rdpida de inmunocromatografia para
deteccion del virus de la influenza aviar en aves silvestres localizadas en centros de
rescate del valle CeNtral..........ooooeiiiiiiii e 35
Tabla 4 Resultados de las muestras a la prueba de qRT-PCR y prueba Anigen Rapid
AlV Ag para deteccion del virus de la influenza aviar en aves silvestres reportadas al
SENASA segun orden taXxonOmiCO Y €SPECIE .......uuueereieeeeeiiiiiiiiieeeeeee e e e eiirieeeeeeens 39
Tabla 5 Registro de muestras positivas al virus de la influenza aviar segun especie y
DTGB e 42
Tabla 6 Resultados del analisis estadistico Chi cuadrado (x?) en variables de orden,
especie y origen con respecto a la presencia del virus de la influenza aviar en aves
] Y51 (=SS 44
Tabla 7 Resultados de las muestras a la prueba de qRT-PCR para deteccion del virus
de la influenza aviar en aves silvestres en vigilancia activa por el SENASA segun

Orden taXoNOMICO Y ESPECIE.....cceiiiiiieiiiieeee e e ettt e e e e e e et e e e e e e e e e e eeeeeens 47

indice de ecuaciones

Ecuacion 1 Formula para el calculo de muestra de poblacion infinita..................... 28



indice de abreviaturas

CONAGEBIO Comisién Nacional para la Gestion de la Biodiversidad

10



11

HA Hemaglutinina
A Influenza Aviar
IAAP Influenza Aviar de Alta Patogenicidad
IABP Influenza Aviar de Baja Patogenicidad

LANASEVE Laboratorio Nacional de Servicios Veterinarios

MINAE Ministerio de Ambiente y Energia
NA Neuraminidasa
NP Nucleoproteina

OIE/OMSA Organizacion Mundial de Salud Animal

RNPs Particulas Ribonucleoproteicas

gRT-PCR  Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion Inversa a
Tiempo Real

SAG Servicio Agricola y Ganadero de Chile

SENASA Servicio Nacional de Salud Animal

SINAC Sistema Nacional de Areas de Conservacion

l. INTRODUCCION

La influenza aviar (IA) es un virus zoonotico que afecta a las aves y mamiferos.
Este pertenece al tipo A, el cual se divide en subtipos que presentan dos proteinas de

superficie en conjunto, hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). La propagacion de
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esta enfermedad puede presentarse a partir de factores como el comercio
internacional legal e ilegal de aves silvestres, comercializacion de aves de corral,
presencia de aves migratorias o fémites; por lo cual, el riesgo de transmisién a los
humanos es alto, de tal manera que su forma altamente patdgena se encuentra en la
categorizacion de la lista A de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE),
siendo de declaracién obligatoria los subtipos H5 y H7 (Buscaglia, 2004; Blagodatski

et al., 2021).

Actualmente, existen diferentes métodos de diagndstico para la identificacion
de la IA, entre ellos los que detectan el agente como el aislamiento viral, kits de
inmunocromatografia, reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa
en tiempo real (QRT-PCR), o bien, pruebas que detectan la respuesta inmune como
kits de enzimoinmunoanalisis (ELISA), inmunodifusién en gel de agar, pruebas de

hemaglutinacioén y de inhibicién de la hemaglutinacién (Perera et al., 2011; OIE, 2021).

La manifestacién de la enfermedad puede variar segun factores como edad,
especie, ambiente y caracteristicas de la cepa virica, con una presentacion clinica
gue va desde signos respiratorios, neurologicos o digestivos, hasta la muerte subita,
mas ninguno es patognomonico. Generalmente, la tasa de mortalidad va de la mano
con la morbilidad, por lo que resulta importante diagnosticar la enfermedad a tiempo

para tomar las medidas respectivas (OIE, 2021).

El presente trabajo busca determinar si hay aves silvestres en centros de
rescate del Valle Central de Costa Rica y/o aves silvestres en vida libre positivas a
este virus mediante la prueba de inmunocromatografia de AlV (Bionote, Gyeonggi-do,
Korea) y su confirmacion por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion inversa en tiempo real, ademas de establecer la prevalencia de la

enfermedad en los centros de rescate y evaluar la posible relacién entre variables de
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orden, especie y origen, con el fin de generar datos actualizados sobre el rol del virus

de IA, de importancia para la salud publica del pais.
1.1 Problematica

El virus de la influenza aviar es el responsable de afectar distintas especies,
dentro de las cuales se encuentran las aves de corral, aves silvestres, aves acuaticas,
mamiferos como: perros, gatos, cerdos, ratones y humanos. Este virus, presenta una
variabilidad excesiva y es sumamente contagioso, hecho por el cual posee un gran
potencial para causar una epidemia o pandemia; se puede manifestar con signos
clinicos leves o pacientes asintomaticos, influenza aviar de baja patogenicidad (IABP),
u ocasionando signos clinicos graves e inclusive la muerte, influenza aviar de alta

patogenicidad (IAAP), (CFSPH, 2010; Anis et al., 2018).

Las aves silvestres generalmente son portadoras de los virus de la IABP, por
lo tanto, pueden transmitir con facilidad el virus a las aves de corral via fecal-oral o
via aerdgena; una vez el virus haya ingresado a la parvada, este puede mutar para
convertirse en virus de la IAAP, lo que podria provocar que varias o todas las aves
presenten la enfermedad y, consecuentemente, haya mayor riesgo de zoonosis para
las personas que trabajan o mantienen contacto con las aves de corral (CFSPH,
2010). Ademas, se sabe que la ruta migratoria de las aves silvestres terrestres y
acuaticas, puede facilitar la dispersion del virus desde Norteamérica hasta

Sudameérica (Rondon et al., 2013).

En Costa Rica se han reportado la presencia de 23 especies del orden
anseriformes pertenecientes a la familia Anatidae (Garrigues et al., 2022) dentro de
las cuales se encuentran Spatula discors (Marin et al., 2018) y Spatula clypeata

(Alvarado, 2006; Garrigues et al., 2022), especies que anteriormente resultaron
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positivas al virus de la IA en Centroamérica (Gonzalez et al., 2016). Asimismo, se
encuentran 446 especies del orden Passeriforme (Garrigues et al., 2022), aves que
se han asociado a brotes de IA en afios anteriores en paises asiaticos (Fujimoto,
2015). Gran parte de estas aves son migratorias, por lo que el riesgo de acarrear la

enfermedad aumenta (CFSPH, 2010).

En el pais, solo se ha realizado un estudio para evaluar la presencia de
anticuerpos contra IA, el cual resulté negativo, sin embargo, el muestreo fue dirigido
a aves de corral y fue ejecutado en un Unico pueblo; aunado a esto, la prueba de
diagndstico fue mediante inmunodifusion en gel de agar, una prueba poco sensible,
aunque bastante especifica para la deteccién de la enfermedad (Hernandez et al.,
2008). Por lo tanto, hay una falta de informacion sobre la presencia del virus en aves
silvestres que, aunque no manifiesten signos clinicos, son los principales reservorios

y propagadores de la enfermedad (Pérez et al., 2011).
1.2 Justificacion

En Costa Rica existe una gran diversidad de aves silvestres distribuidas por
todo su territorio que podrian acarrear enfermedades perjudiciales para la salud
humana y la salud de otros animales. Las aves silvestres acuéticas, principalmente
del orden Anseriforme, son reservorios de la enfermedad del virus de la influenza aviar
tipo A, por lo que alojan el virus en el tracto respiratorio o intestinal, por lo general sin

desarrollar signos de la infeccion (Pérez et al., 2011; SENASAG, 2016).

El virus de IA es zoonotico, resulta ser una amenaza para la salud publica
debido a su elevada capacidad para mutar continuamente y adaptarse a varias

especies incluyendo los humanos. Ademas, en caso de que se experimente un brote,
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las pérdidas econdmicas para la industria alimentaria y las granjas de aves de corral

serian devastadoras (Buscaglia, 2004).

El uso de pruebas rgpidas de inmunocromatografia para el diagnéstico de la
influenza tipo A posee la ventaja de facil realizacion, donde se obtienen resultados en
pocos minutos y es altamente especifico (Wibowo et al., 2016). No obstante, la
sensibilidad de esta prueba es baja, por o que se busca confirmar la presencia del
virus mediante una prueba molecular para la deteccién directa de ARN, siendo esta
la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo real (QRT-
PCR), la cual se ha demostrado que es una prueba con una alta sensibilidad y
especificidad generando un resultado confiable y oportuno para la toma de decisiones
de los veterinarios responsables de la situacion ante un caso positivo (Perera et al.,

2011).

La importancia de realizar este estudio radica en obtener informacién sobre el
estado actual de la influenza aviar en el pais, a través del muestreo de las aves
silvestres que habitan en centros de rescate, dado que son posibles aves reservorios
migratorias o residentes que han estado en libertad, acarreando el virus de la
influenza aviar. A partir de los resultados de este estudio, se puede tener un panorama
mas claro sobre el rol del virus de la influenza aviar en el pais, ya que no se ha
realizado ningun estudio que involucre aves silvestres acuaticas y terrestres en los

anos anteriores.
1.3 Antecedentes

Se determind la presencia del virus de la influenza aviar mediante la técnica de
gRT-PCR en el Estado de Alaska a lo largo del afio 2005, donde se muestrearon 880

aves de la familia Anatidae resultando un 25,6% positivos sin ninguna relacion entre



16

la presencia de la enfermedad y el sexo o edad (Runstadler et al., 2007), paises como
Chile durante los afios 2007-2009, donde se detectaron 4 muestras positivas de 79
aves muestreadas (Mathieu et al., 2015), Carolina de Norte, Estados Unidos en el
periodo del afio 2004 al 2006, se muestrearon 3413 aves del orden Anseriforme, de
las cuales el 0,8% resultaron positivas (Goekjian et al., 2011), Lima, Peru durante los
afos 2008-2009, el 0.78% de 900 aves silvestres se encontraban positivas (Segovia
et al., 2013), Guatemala 2010-2013, se muestrean 1250 aves migratorias incluyendo
las especies Spatula clypeata, Anas discors y Anas carolinensis de las cuales el
25,28% estuvieron positivas al virus de IA (Gonzélez et al., 2016), en Corea del Sury
Japén, se realizdé una recoleccion de 980 muestras de heces de aves acuaticas
migratorias durante el afio 2014 hasta el 2015, se encontré un total de 11 aves
positivas (kwon et al., 2016). Para los afios 2014-2016, se reporta un brote de

influenza aviar que afecto alrededor de 82 aves silvestres (David, 2016).

En Costa Rica se llevé a cabo un muestreo sanguineo, recoleccion de hecesy
ectoparasitos de 151 gallinas seleccionadas de granjas al azar ubicadas en
Monteverde, Puntarenas, con el fin de evaluar la presencia de patdgenos incluyendo
el virus de la influenza aviar. La prueba de diagnéstico usada fue un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA; IDEXX®) a partir del analisis de suero.
Se detectd que, en un total de 118 muestras, 12 presentaron seropositividad
aumentada segun el rango de referencia de la prueba, es decir, elevada presencia de
anticuerpos, por lo que se procedio a realizar inmunodifusion en gel de agar; de esta

Ultima prueba no se evidencié ninguna muestra positiva (Hernandez et al., 2008).
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1.4. Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar la prevalencia del virus de la influenza aviar durante el periodo de

enero 2023 a agosto del 2023 en aves silvestres de centros de rescate de fauna

silvestre del Valle Central de Costa Rica y la presencia o ausencia del virus en aves

silvestres reportadas al SENASA como muertas o enfermas en otras zonas del pais

mediante la prueba de qRT-PCR, para el conocimiento comportamental del agente.

1.4.2 Objetivos especificos

Determinar la presencia del virus de la influenza aviar en aves silvestres de centros
de rescate del Valle Central y en aves silvestres reportadas al SENASA como
muertas o0 enfermas en otras zonas del pais, mediante la prueba
inmunocromatogréafica Anigen Rapid AlIV Ag®, para la seleccion de muestras a
procesar por gRT-PCR.

Establecer la prevalencia del virus de influenza aviar en aves silvestres de centros
de rescate del Valle Central de las muestras positivas a la inmunocromatografia,
mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion
inversa en tiempo real (QRT-PCR) para la actualizacién del estatus del virus en el

pais para estas especies.

Identificar la relacion entre la prevalencia del virus de influenza aviar (muestras
positivas a qRT-PCR) y las variables orden taxonémico, especie y origen por
medio de Chi-cuadrado (x?2) para el conocimiento del comportamiento del virus en

la poblacion muestreada.
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Influenza Aviar
2.1.1 Etiologia

El virus de IA pertenece al género Influenzavirus A de la familia
Orthomyxoviridae. La IA es un virus ARN segmentado, envuelto y de polaridad
negativa que codifica 10 proteinas y se divide en subtipos segun la combinacién de
dos glicoproteinas de superficie, hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), de las
cuales se conocen 16 (H1-H16) y 9 (N1-N9) respectivamente. Se clasifican segun su
capacidad de causar enfermedad y mortalidad en virus de IAAP y IABP (Hill et al.,
2022) Frecuentemente, ocurren mutaciones y reagrupamiento de genes entre los
virus, por lo que la IABP puede convertirse en virus de IAAP. Se conocen linajes de

Eurasia y Norteamérica de IABP en aves silvestres (Buscaglia, 2004; CFSPH, 2022).

Existen otras proteinas de importancia que conforman el virus de la influenza
aviar, como las subunidades de la polimerasa PB2, PB1 y PA las cuales reconocen
el cap ARNm, elongan el ARN y se encargan de la actividad de la proteasa
respectivamente; la nucleoproteina (NP) tiene la funcion de uniéon del ARN viral
necesario para la replicacion y regulacion de importacion de ARN viral al ndcleo,
mientras que la exportacion es regulada por la proteina de matriz (M1), la actividad
de canal i6nico se da a partir de la proteina integral de la membrana (M2), la expresion
génica de la célula huésped es regulada por la NS1 y la exportacién de los nuevos
complejos ribonucleicos del nucleo tras la replicacion del virus es por la proteina NS2

(Rimondi, 2014).
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2.1.2 Patogénesis

Inicia tras la ingesta o inhalacion de particulas virales de IA. Una vez en el
organismo la glicoproteina HA tiene la funcion de identificar y unirse a los restos de
acido sialico en la membrana celular de la célula diana una vez ocurrida la adsorcion,
el virus entra a la célula por endocitosis dependiente de un pH acido para vincularse
con las membranas endosomales, luego se da el desnudamiento mediante un cambio
estructural de la HA que permite la salida de las particulas ribonucleoproteicas (RNPSs)
al citoplasma, las cuales, tras un proceso activo, son captadas por el nicleo donde se
lleva a cabo la transcripcion y replicacion viral, finalmente los virus se ensamblan y se

liberan por la membrana apical de la célula infectada (Rimondi, 2014).

En el caso de IAAP, los viriones ubican la submucosa, ingresan a los vasos
capilares y se replican en las células endoteliales, por lo que ocurre una diseminacion
del virus a través del sistema vascular y linfatico que concluye en la replicacion e
infeccion viral en diferentes células de érganos viscerales, cerebro y piel. Mientras
tanto, ante el virus de IABP la replicacion sera a nivel de vias respiratorias y/o

intestinales (Rimondi, 2014).
2.1.3 Transmisioén

La diseminacion del virus es a través de aves silvestres migratorias que son
reservorios de la enfermedad. Estas transportan el virus en el tracto respiratorio o
intestinal y lo excretan por medio de las heces, saliva y secreciones nasales. La
infeccion en aves de corral es generalmente via fecal-oral pero también puede ocurrir
via aerogena o fecal-cloacal. Ademas, se puede transmitir el virus por medio de
fomites como ropa, zapatos, vehiculos, jaulas, piensos o equipo contaminado. Las

moscas pueden tener un papel como vector mecanico (Wallesten, 2006).
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El virus de IA puede permanecer largos periodos de tiempo en ambientes de
baja temperatura, principalmente acuéticos; el subtipo H5N1 puede persistir
aproximadamente 35 dias a una temperatura de 4C°, mientras que en temperaturas

mas altas (24C°) ronda una sobrevivencia de hasta 5 dias (Kurmi et al., 2013).
2.1.4 Signos clinicos

La enfermedad en las aves silvestres generalmente es asintomatica, sin
embargo, en algunos casos se pueden mostrar signos clinicos como pérdida de peso,
sinusitis, diarrea verdosa oscura, opacidad corneal, signos neuroldgicos, muerte

subita (Rose et al., 2006).

En aves de corral cominmente se manifiestan signos como depresion, pérdida
de apetito, tos, sinusitis, secrecién nasal-oral sanguinolenta, equimosis en las patas,
edema y cianosis en la cabeza, cresta y barbilla con pérdida de plumas, baja o nula
produccién de huevos, produccion de huevos despigmentados, deformes y/o sin

cascara, muerte repentina (Ferrer et al., 2023).

En los humanos se puede mostrar con signos clinicos respiratorios que van
desde una leve tos hasta una grave neumonia, sindrome de dificultad respiratoria
aguda, shock y/o signos clinicos gastrointestinales como diarrea, nauseas, vomitos y
dolor abdominal. Asimismo, se han reportado muertes que abarcan hasta un 60% de

la poblacion enferma (CFSPH, 2010; Alcantara, 2019; Uyeki & Peiris, 2019).
2.1.5 Pruebas diagnosticas
2.1.5.1 Pruebarapida de inmucromatografia.

Es un dispositivo de flujo lateral para la deteccion del antigeno de influenza
aviar, el cual usa un anticuerpo primario monoclonal o policlonal especifico dirigido

contra nucleoproteina del virus, seguido de un anticuerpo secundario ligado a un
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indicador cromogénico para evidenciar un resultado positivo. Es una prueba muy
practica, ya que es facil de realizar e interpretar, se puede utilizar de forma inmediata
ante la sospecha de la enfermedad y se obtienen resultados rapidos (Wibowo et al.,
2016; OIE, 2021). La sensibilidad de esta prueba es de 88.9%, por lo cual se
considera baja y puede variar segun la especie y tipo de muestra que se toma
(hisopado cloacal o traqueal) por lo que se recomienda realizar en conjunto con otras
pruebas como aislamiento viral o pruebas moleculares como RT-PCR (Cattoli, 2004;

OIE, 2021).

2.1.5.2 Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en

tiempo real (QRT-PCR).

Es una prueba molecular rapida con alta sensibilidad (93.3%) y especificidad
(98.4%) que detecta el subtipo especifico de ARN virico mediante cebadores, asi
como la identificacion de ADNc para la secuenciacion de nucleotidos (Cattoli, 2004).
La técnica se basa en la extraccion del ARN para su posterior retrotranscripcion en
un termociclador, donde finalmente se separan las cadenas de ADN para que se unan
los primers especificos. Se han descrito diferentes ensayos de qRT-PCR que sirven
para la amplificacion de partes del gen de la matriz (M) para la determinacion del tipo
y gen de la HA (HA2), los cuales sirven para determinar la presencia del virus de la
influenza aviar de cualquiera de los subtipos de HA y especifico diagnostico de
subtipos H5 y H7 respectivamente. Este método se basa en una sonda de hidrolisis
gue genera una sefal de fluorescencia especifica de la diana. Se debe tener en
cuenta que las sondas para la identificacion de subtipos son especificas de la region,
por lo tanto, la sonda de deteccion para los subtipos H5 y H7 de Norteamérica podrian
no identificar las mismas cepas del linaje euroasiatico (Cattoli, 2004; Perera et al.,

2011; OIE, 2021).
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2.1.6 Zoonosis y prevencion

La enfermedad ocasionada por el virus de la influenza aviar es de caracter
zoonatico, lo cual quiere decir que los animales pueden transmitirla a los humanos.
La infeccion ocurre por contacto directo con las aves infectadas o espacios
contaminados; por esta razén, las personas que mantienen contacto estrecho con
aves silvestres o de corral, como es el caso de aves silvestres en cautiverio, en
comercio o aves domésticas en granjas, son susceptibles a contraer la enfermedad

(Sanchez et al., 2020).

Algunas medidas a tomar en cuenta para disminuir el riesgo de contagio son
el uso ropa de proteccion, mascarillas, guantes, botas, desinfeccién del personal a la
salida y entrada, desinfeccion del equipo, medidas de vigilancia y diagndstico,
cuarentena de aves de nuevo ingreso en las instalaciones o enfermas, vacunacion de
aves de corral y demas pautas que cumplan con un plan de bioseguridad (Buscaglia,

2004; OIE, 2021).

La IA esté categorizada en la lista A de enfermedades del codigo Sanitario para
los Animales Terrestres de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE). Los
subtipos H5 y H7 de alta patogenicidad son de declaracion obligatoria a la OIE.
Ademas, segun el Codigo Sanitario para los Animales Terrestres se debe cumplir con
un programa de vigilancia en todos los paises para la deteccion del virus en las aves
y en casos de parvadas positivas se debe seguir un protocolo de “sacrificio sanitario”
gue implica el descarte de los animales infectados y expuestos, destruccion adecuada
de cadaveres y productos animales, desinfeccion completa de instalaciones y periodo

de observacion minimo de 21 dias antes de ingresar una nueva parvada (OIE, 2021).
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2.2 Aves silvestres

Las aves silvestres migratorias y acuaticas se conocen como los principales
reservorios del virus de la influenza aviar. Se ha reportado en distintos estudios que
las aves pertenecientes al orden Anseriformes y Charadriiformes generalmente

presentan el virus (Venkatesh et al., 2018).

El orden Anseriforme se divide en las familias Anhimidae, Anseranatidae y
Anatidae, son aves palmipedas, que por lo general habitan cerca de cuerpos de agua.
En Costa Rica se encuentran 23 especies de la familia Anatidae, cominmente
migratorias como Spatula discors, Spatula clypeata, Spatula cyanoptera, Mareca
americana, Anas platyrhynchos, Anas acuta, Anas crecca, Aythya collaris y Aythya
affinis, residentes como Dendrocygna autumnalis, Dendrocygna bicolor y Cairina

moschata (figura 1).

Las aves del orden Charadriiformes también forman parte de la comunidad de
aves acuédticas, se conocen comunmente como aves playeras y se caracterizan por
realizar migraciones de largas distancias, recorriendo hasta 25 000 km, generalmente
rutas desde el Artico hasta Asia, Africa y Suramérica (Villareal, 2010). En Costa Rica
se encuentran 8 familias con 84 especies, algunas como Actitis macularius,
Charadrius vociferus, Creagrus furcatus, Gallinago delicata, Haematopus palliatus,
Himantopus mexicanus, Jacana spinosa, Numenius americanus, Pluvialis squatarola,
Stercorarius maccormicki, Thalasseus albididorsalis, Vanellus chilensis (figura 2)

(Rios et al., 2007; Garrigues et al., 2022).
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Figura 1

Especies de aves del orden Anseriformes en Costa Rica. a) Spatula discors, b)
Spatula clypeata, c) Spatula cyanoptera, d) Mareca americana, €) Anas
platyrhynchos, f) Anas acuta, g) Anas crecca, h) Aythya collaris, i) Aythya affinis, j)

Dendrocygna autumnalis, k) Dendrocygna bicolor, 1) Cairina moschata.

Fuente: Garrigues et al., 2022.
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Figura 2

Especies de aves del orden Charadriiformes en Costa Rica. a) Actitis macularius, b)
Charadrius vociferus, c) Creagrus furcatus, d) Gallinago delicata, e) Haematopus
palliatus, f) Himantopus mexicanus, g) Jacana spinosa, h) Numenius americanus, i)
Pluvialis squatarola, j) Stercorarius maccormicki, k) Thalasseus albididorsalis, 1)

Vanellus chilensis

N
I

Fuente: Garrigues et al., 2022.
2.3 Centros de rescate de vida silvestre en Costa Rica

Un centro de rescate se define como un sitio de manejo de vida silvestre con
fines de recuperaciéon de animales rescatados, decomisados o entregados por

voluntad, para su posterior liberacion a su habitat natural (SINAC, 2021).

En Costa Rica existen registrados 22 centros de rescate por el Sistema
Nacional de Areas de Conservacion (SINAC); esta es la principal organizacion que

vela por que se cumpla con la Ley de Conservacion de la Vida Silvestre, en conjunto
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con otras entidades como el Ministerio de Ambiente y Energia de Costa Rica (MINAE)
y la Comision Nacional para la Gestion de la Biodiversidad (CONAGEBIO) (SCIJ,

2020; SINAC, 2021).
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lIl. MARCO METODOLOGICO

3.1 Area de estudio

El estudio se realizé en cuatro centros de rescate de fauna silvestre ubicados
en la region central de Costa Rica, en las provincias de Alajuela, Heredia y San José

(figura 3). Los centros de rescate considerados son:

Costa Rica Animal Rescue Center, ubicado en Turricares de Alajuela, donde
se presenta una temperatura promedio de 24.7-29°C, precipitaciones de 24-429 mm,

y se encuentra a una altura media de 638 msnm (Climate Data, 2022).

Rescate Wildlife Rescue Center, ubicado en La Garita de Alajuela, donde se
presenta una temperatura promedio de 22.1°C, precipitaciones promedio de 2699

msnm y se encuentra a una altura media de 693 msnm (Climate Data, 2022).

Rescue Center Costa Rica, ubicado en La Guacima de Alajuela, donde se
presenta una temperatura promedio de 22.1°C, precipitaciones de 25-447 mm, y se

encuentra a una altura media de 810 msnm (Climate Data, 2022).

Toucan Rescue Ranch, ubicado en San Isidro de Heredia, donde se presenta
una temperatura promedio de 19.5°C, precipitaciones anuales de 2699 mm y se

encuentra a una altura media de 1360 msnm (Climate Data, 2022).



28

Figura 3

Mapa de ubicacion de centros de rescate del Valle Central
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Fuente: Elaboracion propia.

3.2 Determinacién de la muestra

Se realizé mediante la formula para la determinacion de muestra de poblacién

infinita segun Aguilar, (2005):
Ecuacion 1

Férmula para el célculo de muestra de poblacién infinita

z2xpxq

n 2
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Donde:

n: tamafio de la muestra

z: nivel de confianza segun tabla del &rea de la curva normal
p: proporcion aproximada del fenébmeno en estudio en la
poblacion de referencia

g: proporcion de la poblacion de referencia que no presenta el fendbmeno en estudio
(1-p)
d: precision absoluta

(1,96) 0,5+ 0,5

=196
(0,07)2

A partir del resultado de “n” se decide realizar un muestreo total de 200 aves

silvestres.
3.3 Recoleccion de muestras

Se tomaron muestras de hisopado cloacal de las aves silvestres que
ingresaron y las aves residentes de los centros de rescate de vida silvestre entre el
mes de enero del afio 2023 hasta el mes de agosto del 2023. Las aves silvestres
muertas o enfermas en vida libre fueron recolectadas por el SENASA 'y el SINAC para
ser trasladadas al laboratorio LANASEVE donde se tomaron muestras de hisopado
cloacal, traqueal y tejidos de bazo y trAquea. Las muestras recolectadas fueron
identificadas y registradas en formularios del programa Microsoft Excel® que incluyen
datos como: identificacién del animal, etapa de vida (pichén, juvenil, adulto), orden
taxondmico, especie y origen; tales datos seran recopilados primeramente en una

tabla previo al muestreo (Tabla 1).
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Tabla 1

Tabla de registro de aves silvestres a muestrear

Registro de aves

Identificacion: Sexo: Macho ( ) Hembra ( )
No identificado ( )

Edad/Etapa de vida: Orden:

( ) Pichén () Juvenil ( ) Adulto ( ) No Especie:

identificado

Lugar de procedencia:

Resultado Anigen Rapid AIV Ag: Positivo ( ) Negativo ( )

3.4 Prueba rapida de inmunocromatografia

Se siguié el procedimiento indicado en el kit de Anigen Rapid AlV Ag®. Cada
muestra de hisopado cloacal fue sumergida en el tubo con diluyente del ensayo y se
mezclo durante 10 segundos. Luego, se esperé 1 minuto para que la disolucion se
asentara, con la ayuda de un gotero se coloco 4 gotas del sobrenadante en el agujero
gue presenta el dispositivo, se verificd que el liquido fluyera y se esperd 20 minutos
para leer los resultados. El resultado de la prueba se interpretd6 como negativo cuando
se marc6 unicamente la linea de control “C”, mientras que el resultado se consideré
positivo cuando la linea de control “C” y la linea de prueba “T” se marcaron. La prueba
se consideré como invalida cuando la linea de control “C” no se mostraba (figura 4)

(Wibowo et al., 2016).
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Figura 4
Interpretacion de resultados de la prueba rapida de inmunocromatografia para IA

Negativo

mra | []
Positivo

Invalido
Fuente: Wibowo et al., 2016.

Esta prueba se valid6 a partir de una comparacion con la inmunodifusion en
gel de agar (IDGA), utilizando un control positivo a IA con diluciones de 1:2 hasta
1:1024. La prueba rapida de inmunocromatografia detect6 la muestra positiva hasta
la dilucion 1:512 mientras que la IDGA resulté negativa desde la dilucion 1:32 hasta
la 1:1024 (Anexo 1). A partir de esto se comprobé que la prueba es més sensible a la

IDGAy, por la tanto, es de uso confiable para el estudio.
3.5 Extraccion de ARN

Se utilizé el kit de extraccion acidos nucleicos de patdégenos IndiSpin®
Pathogen kit (Qiagen, Leipzig, Alemania). La muestra de hisopado cloacal/traqueal se
colocdé en un tubo de almacenamiento con medio de cultivo, se centrifugd y
seguidamente, con una pipeta se agrego 20 pl de proteinasa K, 200 pl de la muestra
y 100 pl de Buffer VXL en un tubo eppendorf, después se agitd el tubo para
homogenizar la mezcla y se incubd por 15 min a 20-25 °C. Se afiadié 350 pl de Buffer
ACB y se mezclo, luego se transfirio la solucion a un tubo de recoleccion de 2 ml, se
centrifugo 8000 rpm por 1 min, se transfirié el sobrenadante a otro tubo y se descart6

el tubo que contenia el filtrado, se repitio este ciclo dos veces afiadiendo 600 pl de
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Buffer AW1 y 600 ul de Buffer AW2, posteriormente se centrifugd por 2 min a
14000rpm, se traslado la solucién a un eppendorf de 1.5 ml y se descart6 el tubo con
el filtrado, se agreg6 50-150 pl de Buffer AVE en la columna, se incub0 a temperatura
ambiente (15-25°C) por 1 min y, por ultimo, se centrifugd a 14000 rpm por 1 min

(INDICAL, 2020).

3.6 Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo

real (QRT-PCR)

Se utiliz6 el kit de One-Step RT-PCR® (Qiagen, Valencia, CA) para la
amplificacion y transcripcion inversa de las muestras. Por cada tubo de reaccion de
13 pl se utilizé un volumen de 7 pl de muestra extraida, 0.254 pl de agua DEPC, 2.6
pl de buffer One step, 0.65 pl de MgClz, 0.416 pl de dNTPs, 0.26 pl de primer M+25-
F, 0.52 pl de primer InfM-124 1.1R, 0.26 ul de primer InfM-124 1.2R, 0.52 ul de
enzima OneStep qRT-PCR, 0.26 ul de solucién ROX Dye y 0.26 pl de sonda TagMan
M+64 (tabla 2). Luego en el termociclador (Applied Biosystems) se efectud la
retrotranscripcion a una temperatura de 50 °C por 30 min, después se realizo la
desactivacion de la retrotranscriptasa y activacion de la polimerasa a 95 °C por 15
min, por ultimo, se realizan 40 ciclos a 94 °C por 1 s para la separacion de las cadenas
de ADN y 60 °C por 31 s para la union de los primers, obteniendo un producto

amplificado (Spackman et al., 2002; Leon et al., 2014).
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Tabla 2
Primers y sondas a utilizar en el gqRT-PCR para amplificacion del virus de la influenza

aviar
Primer/sonda Secuencia (5’-3’)
M+25 AGATGAGTC TTC TAA CCG AGG TCG
M-124 TGC AAAAAC ATCTTC AAG TCT CTG
M+64 FAM-TCA GGC CCC CTC AAA GCC GA-

TAMRA

Fuente: Spackman et al., 2002.

El analisis de los resultados se hizo a partir del grafico que muestra una curva
de amplificacién en tres fases: fase exponencial, fase lineal y fase meseta. En la
primera fase hay un aumento exponencial de la amplificacion, luego en la fase lineal
la amplificacion empieza a disminuir y, por Gltimo, se alcanza la fase meseta donde la
amplificacion es reducida al minimo. La curva de amplificacion se forma a través de
la deteccidn de sefial de fluorescencia en cada ciclo producido; a partir de una linea
base la cual hace referencia a la fluorescencia que se define en el ciclo inicial, se
localiza el umbral justo encima de esta y se determina el umbral de ciclos (Ct) que es
el punto en que la fluorescencia sobrepasa el umbral (Bustin & Mueller, 2005; Yuan
et al., 2006; Nassiri et al., 2018). Para un valor de Ct <35.0 la muestra se consider6
positiva, mientras que para el valor de Ct >35.0 se consideré sospechosay se repitid
la prueba, en los casos con un Ct indetectable, la muestra se considerd negativa (Leon

et al., 2014).
3.6 Analisis estadistico de datos

Se realiz6 un analisis estadistico de asociacion de variables cualitativas

nominales por la prueba de Chi cuadrada en el programa R, en donde se plante6 una
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hipotesis nula (Ho) y una hipétesis alterna (Ha) para cada variable (origen, orden
taxondmico, especie), de las cuales se estableci6 que las variables eran
independientes o0 estaban asociadas a la presencia de la enfermedad
respectivamente. Si el valor de p fue <0,05 se rechazé la hipotesis nula mientras que

si el resultado fue >0,05 se acepto.
Hipotesis para la variable origen:

e Ho: variable de origen es independiente a la presencia de la enfermedad

e Ha: variable de origen esta asociada a la presencia de la enfermedad
Hipotesis para la variable orden taxonémico:

e Ho: variable de orden taxondémico es independiente a la presencia de la
enfermedad
e Ha: variable de orden taxon6mico esta asociada a la presencia de la

enfermedad
Hipotesis para la variable especie:

e Ho: variable de especie es independiente a la presencia de la enfermedad

e Ha: variable de especie esta asociada a la presencia de la enfermedad

Se implementd un modelo lineal generalizado (GLM) para evaluar si existen
diferencias significativas en la proporcion de casos positivos y sus intervalos de
confianza (IC) al 95% a través del programa R, en donde si los IC no se interponen

con respecto al valor 1, se estable que hay una diferencia significativa.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aves silvestres en centros de rescate

Se obtuvieron 200 muestras de hisopado cloacal en cuatro centros de rescate
de vida silvestre del Valle Central, 10 de Costa Rica Animal Rescue Center, 47 de
Rescue Center Costa Rica, 61 de Rescate Wildlife Rescue Center y 82 de Toucan
Rescue Ranch. Se registraron 51 especies de aves que pertenecen a 12 ordenes
taxonomicos, en un 2% accipitriformes, 8% anseriformes, 2% caprimulgiformes, 4.5%
columbiformes, 0.5% coraciiformes, 1.5% falconiformes, 0.5% galliformes, 19%
passeriformes, 15.5% piciformes, 0.5% podicipediformes, 32% psittaciformes, 14%
strigiformes. No se detectd ningun resultado positivo a la prueba rapida de

inmunocromatografia para deteccion de influenza aviar (tabla 3).
Tabla 3

Resultados de las muestras a la prueba rapida de inmunocromatografia para
deteccion del virus de la influenza aviar en aves silvestres localizadas en centros de

rescate del valle central

Orden Especie N° de Resultado
muestras Anigen Rapid AIV
Ag
Accipitriformes Buteo brachyurus 1 Negativo
Buteo magnirostris 1 Negativo
Buteo nitidus 1 Negativo
Harpagus bidentatus 1 Negativo
Anseriformes Aythya affinis 8 Negativo
Dendrocygna bicolor 3 Negativo
Sapatula discors 4 Negativo
No ID 1 Negativo
Caprimulgiforme  Nyctibius grandis 2 Negativo
Nyctidromus albicollis 2 Negativo
Columbiformes Columba livia 4 Negativo
Zenaida asisatica 5 Negativo
Coraciiformes Momotus bahamensis 1 Negativo
Falconiformes Caracara plancus 1 Negativo
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Falco hypoleucos 1 Negativo
Falco rufigularis 1 Negativo
Galliformes Ortalis cinereiceps 1 Negativo
Passeriformes Campylorhynchus 1 Negativo
rufinucha
Euphonia luteicapilla 1 Negativo
Hirundo rustica 1 Negativo
Icterus pustulatus 1 Negativo
Myadestes melanops 10 Negativo
Pitangus sulphuratus 3 Negativo
Psarocolius montezuma 2 Negativo
Quiscalus mexicanus 5 Negativo
Sporophila corvina 1 Negativo
Sporophila morelleti 1 Negativo
Tachycineta albilinea 4 Negativo
Troglodytes aedon 1 Negativo
Turdus grayi 1 Negativo
Tyrannus melancholicus 6 Negativo
Piciformes Aulacorhynchus prasinus 2 Negativo
Pteroglossus frantzii 4 Negativo
Pteroglossus torquatus 4 Negativo
Ramphastos Ambiguus 15 Negativo
Ramphastos Sulfuratus 6 Negativo
Podicipediformes Tachybaptus dominicus 1 Negativo
Psittaciformes Amazona albifrons 3 Negativo
Amazona Auropalliata 16 Negativo
Amazona autumnalis 22 Negativo
Amazona farinosa 1 Negativo
Ara macao 8 Negativo
Pionus menstruus 1 Negativo
Pionus senilis 1 Negativo
Psittacara finschi 11 Negativo
Psittacara holochlorus 1 Negativo
Strigiformes Asio clamator 3 Negativo
Ciccaba virgata 6 Negativo
Glaucidium brasilianun 1 Negativo
Megascops choliba 7 Negativo
Pulsatrix perspicillata 8 Negativo
Strix nigrolineata 3 Negativo
200

En este estudio se analizaron algunos de los 6rdenes taxondmicos de aves
silvestres clasificados como susceptibles a portar o contraer el virus de la influenza
aviar, como los anseriformes, passeriformes, strigiformes, accipritiformes vy

galliformes (OIE, 2021).
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Ademas, se encontraron especies en las que se han reportado casos positivos
a IA en otros paises en aves silvestres de vida libre como en Aythya affinis,
Dendrocygna bicolor, Sapatula discors en Guatemala (Méndez et al., 2021) o

Caracara plancus y Quiscalus mexicanus en Estados Unidos (CDC, 2023).

Los resultados de esta investigacion se asemejan a los estudios realizados en
el Centro de Rescate de Vida Silvestre de ARCAS y en el Parque Zooldgico Minerva,
ambos ubicados en Guatemala, donde se muestrearon aves del orden falconiformes,
strigiformes, accipitriformes y psitaciformes, siendo el 100% de los resultados
negativos, en estos casos para deteccidn de anticuerpos por la prueba de inhibicién

de la hemoaglutinacion (Lara, 2008; Neu, 2016).

A partir de este estudio se puede determinar que no hay presencia del virus
de IA a la prueba rapida de inmunocromatografia, sin embargo, no se puede asegurar
que no existe prevalencia del virus, puesto que esta no es la prueba de oro. La
sensibilidad de esta prueba es baja con respecto al RT-PCR, el kit de Anigen Rapid
AlV Ag® indica que la sensibilidad de esta prueba en patos es de 77.3% y
especificidad es del 100%, mas no se ha reportado valores para otras especies de
aves silvestres (BIONOTE, 2021), para la prueba molecular RT-PCR se estima una
sensibilidad de 93.3% y una especificidad del 98.4% (Cattoli, 2004). La mayoria de
las aves que llegan a los centros de rescate es por caidas del nido, decomisos y
encontrados sin capacidad para volar generalmente por fracturas; en este muestreo
solo hubo un ave del orden anseriformes que presentaba signos compatibles al virus
de IA, la cual resulto negativa a la prueba gRT-PCR, el resto de las aves la mayoria
eran residentes sanos, por lo que hay una alta probabilidad de que verdaderamente
hayan estado negativos o bien que portaban una carga viral reducida que hubiera

limitado que la prueba rapida de inmunocromatografia lo detecte (BIONOTE, 2021)
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La ausencia de aves positivas en los sitios de manejo de vida silvestre del Valle
Central pudo estar relacionado a que los protocolos de bioseguridad se reforzaron
tras la alerta epidemiologica ante brotes de influenza aviar en paises latinoamericanos
durante el 2022 y 2023 (OPS, 2023), algunos de los centros restringieron el ingreso
de posibles aves reservorios como los anseriformes, por lo que la probabilidad de

propagacion de enfermedad era menor.

Todos los centros de rescate contaban con su respectiva area de cuarentena,
el personal se encontraba pendiente de cambios comportamentales o desarrollo de
signos clinicos en las aves manejadas del sitio, se mantenian los procedimientos de
limpieza y desinfeccion de jaulas, limpieza de comederos y bebederos que pueden
ser fuentes de contaminacion en caso de contacto con heces de un ave infectada

(SENASA, 2023).

Ademas, la ubicacién de los centros pudo influir con respecto a que no hay
zonas costeras cerca por lo que la presencia de aves acuaticas es menor (Alvarado,
2006), influyendo en menor contacto de aves silvestres de vida libre con aves de
cautiverio y en el ingreso de aves acuaticas, dado que la mayoria de las aves que se

reciben en estos centros son aves del Valle Central.

Es importante que las aves que vayan a ser liberadas se evaluen y se declaren
totalmente libre de enfermedad, dado que, en caso de que alguna de estas aves sea
positiva, se aumenta el riesgo de diseminacion de enfermedad (Gonzalez, 2017). Las
aves residentes de los centros de rescate generalmente no pueden ser liberadas
porque no se consideran aptas para sobrevivir en vida libre, por lo que el hecho de
estar en un recinto disminuye el contacto con otras aves silvestres, sin embargo, no

se pueden consideran exentas; principalmente las aves juveniles que son mas



39

susceptibles por presentar un sistema inmune inmaduro (Villavivencio, 2018; Gomez,

2022).
4.2 Aves silvestres reportadas

Se reportd un total de 59 aves silvestres al SENASA entre los meses de enero
y agosto del afio 2023, 45 (76.27%) por manifestacion de signos clinicos compatibles
a lainfluenza aviar y 14 (23.73%) encontradas muertas. Se categorizaron 12 6rdenes
taxondmicos y 20 especies de aves, el 32.20% de las muestras pertenecen al orden
pelecaniformes. Mediante la técnica de qRT-PCR se detecté un 25.42% de aves
positivas siendo el 22.03% Pelecanus occidentalis y el 3.39% Falco peregrinus (tabla

4).

Tabla 4
Resultados de las muestras a la prueba de gRT-PCR y prueba Anigen Rapid AlV Ag
para deteccion del virus de la influenza aviar en aves silvestres reportadas al

SENASA segun orden taxonémico y especie

Orden Especie N° de N° de N° de
muestras positivos a positivos a
gRT-PCR Anigen Rapid
AlV Ag
Accipitriformes  Accipiter nisus 1 0 -
Anseriformes No ID 7 0 -
Dendrocygna 1 0 -
autumnalis
Cathartiformes Coragyps 2 0 -
atratus
Columbiformes Columbia livia 8 0 -
Coraciiformes  Momotus 1 0 -
lessonii
Falconiformes  Caracara 1 0 -
cheriway
Falco 4 2 2
peregrinus
Galliformes Crax rubra 1 0 -
Meleagris 2 0 -

gallopavo
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Passeriformes

Pelecaniformes

Piciformes

Strigiformes

Suliformes

Penelope
purpurascens
Quiscalus
mexicanus
Zonotrichia
capensis
Pelecanus
occidentalis
Tigrisoma
mexicanum
Melanerpes
pucherani
Ramphastos
ambiguus
Ciccaba
virgata
Fregata
magnificens
Sula nebouxii

15

En el analisis del qRT-PCR de una de las muestras positivas a influenza aviar

para la especie Pelecanus occidentalis se observé una fluorescencia por encima del

umbral a partir del ciclo 28 para la muestra de tejido traqueal y por encima de 32 para

la muestra de tejido de bazo (figura 5), mientras que para la especie Falco peregrinus

se observo el umbral de ciclos por encima de 24 para los hisopados cloacales y por

encima de 26 para el tejido traqueal (figura 6).



Figura 5

41

Resultado positivo de la prueba qRT-PCR de la especie Pelecanus occidentalis
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Los resultados positivos a la prueba de gRT-PCR concuerdan con los

resultados de la prueba rapida de inmunocromatografia. La especie Pelecanus

occidentalis se reportdé en distintas zonas del pais incluyendo la Region Central,

Chorotega, Huetar Atlantica y Pacifico Central, mientras que la especie Falco

peregrinus se reportd en la Region Central y Huetar Atlantica (tabla 5) (figura 6).
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Tabla 5
Registro de muestras positivas al virus de la influenza aviar segun especie y origen
Especie Provincia Distrito ID N° de
positivo
s QqRT-
PCR
Pelecanus San José San D2720 1
occidentali Vicente
S San José  San D2859 1
Sebastia
n
Choroteg Guanacast Sardinal D0618 1
SantaCruz Cabo D0O715 1
Velas
Santa D0985 1
Elena
Talamanc Cahuita DO0177 3
D0367
D0370
Puntarenas Puntarena Cobano D0278 1
Lepanto D0428 2
D0716
Paquera D0427 1
Tarcoles D0529 1
Falco Garita D0729 1
peregrinus Colorado DO0377 1
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Figura 7
Localizacion de casos positivos a influenza aviar en Costa Rica segun especie

Alajuela

@ Peiecanus occidentalis

Puntarenas
® raico peregrinus

Fuente: Elaboracion propia.

Para el andlisis estadistico Chi cuadrado se categorizaron la cantidad de aves
positivas y negativas que se detectaron a la prueba de rRT-PCR segun la variable de
orden taxonémico, especie y origen (region donde se encontré el ave), para evaluar
si existe una dependencia entre la presencia de la enfermedad y las variables. Todos
los resultados para el valor de p fueron <0.05 lo que indica que existe una diferencia
significativa entre el nUmero de casos positivos en cada tipo de variable, por lo que

se rechaza la hipotesis nula (tabla 6).
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Tabla 6
Resultados del analisis estadistico Chi cuadrado (x? en variables de orden, especie

y origen con respecto a la presencia del virus de la influenza aviar en aves silvestres

Variables Valor P
Orden- 0.0011
Enfermedad

Especie- 0.0306
Enfermedad

Origen- 0.005379
Enfermedad

Para la primera variable se conoce que hay 12 6rdenes taxondémicos, de los
cuales el orden pelecaniformes obtiene el 86.67% del total de aves positivas y que,
de 19 aves muestreadas de este orden, un 68.42% fueron positivas, lo que refleja una
proporcion significativamente mayor en comparacion con los otros 6rdenes del
estudio, deduciendo una relacion entre la enfermedad y el orden. Para la segunda
variable se registraron 20 especies diferentes donde de igual forma el 86.67% del total
de aves positivas corresponden a la especie Pelecanus occidentalis. La asociacion
del virus de la influenza aviar con este orden taxonémico y especie es un resultado
esperado, dado que forman parte del grupo de aves acuaticas reportadas como
reservorios (Nikolov, 2020; Valles, 2023), aunque generalmente portan el virus de
baja patogenicidad, la respuesta inmune humoral y adquirida es baja, por lo que en
ocasiones al presentar cepas de alta patogenicidad, provoca enfermedad y muerte

(Wallesten 2006; Valles, 2023) como sucedio en estos casos.

Para la variable de origen también se observé una asociacion con la
enfermedad de IA, se presentan un 33.33% de aves positivas en el pacifico central,
26.67% en la regidn Huetar atlantica y 20% en la region Chorotega y Central. La
mayoria de los casos positivos en la region Pacifico central y Huetar Atlantico puede

estar relacionado a que la especie Pelicanus occidentalis reside de forma permanente
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en la Reserva Natural Absoluta Cabo Blanco, ubicada en la Peninsula de Nicoya, y
también pueden encontrarse en toda la costa del pacifico y del atlantico (Fresnillo &
Cruz, 2004), ademas que se encuentra la ruta migratoria del Pacifico, la cual convierte
a esta poblacién susceptible en caso de brotes en otros paises de América. En la
region Central el hallazgo de casos en la especie Falco peregrinus podria parecer
extraordinario dado que por lo general el halcdén peregrino tiene afinidad por zonas
costeras, islas y humedales, no obstante, es comun que parte de la poblacion
permanezca en areas urbanas por motivos alimenticios, ya que en estas hay una gran
cantidad de palomas castilla (Columba livia), que son presas de esta ave (Vargas &
Ramirez, 2012). Para el caso de los pelicanos pardo en esta regién, no hay una
relacion de necesidad para permanecer en esta zona, por lo que se asume que
pudieron haber sido trasladados por personas, a diferencia de los casos en el Huetar

Atlantico que se conoce que habitan por cercania a la costa y humedales.

Por medio de un analisis modelo lineal generalizado (GLM), se determinoé la
proporcién de casos positivos por region segun cantidad de muestras mas su intervalo
de confianza al 95%, donde la regién Central obtiene un valor de 0.11, Huetar
Atlantica de 0.44, Chorotega de 0.42 y Pacifico Central de 0.71 destacAndose como
la mas alta (Figura 8). Esto evidencio que existen diferencias significativas en la
proporcion de casos positivos entre las regiones Pacifico Central y Central. A partir
de esto se puede determinar que las regiones con casos positivos sin diferencias
significativas tienen en comldn que se encuentran en zonas costeras por lo que es
mas probable que se encuentren aves acuaticas reservorios del virus de IA (Valles,

2023).
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Figura 8
Proporcién de casos positivos entre las regiones de Costa Rica, mostrando un

intervalo de confianza del 95%
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Consecuente a la deteccidn de casos positivos de IA, se realiza un muestreo
en 47 aves silvestres de la region Huetar Atlantica y Central como protocolo de
vigilancia activa por previo foco de influenza aviar, se presentan 8 O&rdenes
taxondémicos y 17 especies sin manifestacion de signos clinicos. No se detecta
ninguna muestra positiva a la prueba de gRT-PCR (tabla 7). Estos resultados pueden
ser porque los focos de influenza en el pais se controlaron de forma inmediata
evitando una diseminacion del virus a otras poblaciones de aves cercanas a las zonas
infectadas. El Plan de Emergencia de Influenza Aviar, declara que las zonas
afectadas deben cumplir con una cuarentena inmediata minima de 21 dias al detectar
un caso positivo, hasta que se tome el control del brote, también se prohibe el
movimiento de aves, y sus productos en el caso de aves de corral o traspatio; para
las zonas sospechosas (areas dentro de los 3km cercanos a la zona infectada) se
determina una cuarentena de minimo 72 horas hasta descartar la presencia del virus,
los movimientos se restringen y se inician muestreos de vigilancia diarios; para la zona

de proteccion (5 km cercanos a la zona bajo control), se establece un cuarentena de
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precaucion de al menos 72 horas, se controlan los movimientos de aves y se realizan
vigilancias semanales; para la zona determinada como libre, se mantiene la vigilancia
epidemiologica de rutina y los protocolos de bioseguridad (Chaves, 2023).

Tabla 7

Resultados de las muestras a la prueba de qRT-PCR para deteccién del virus de la

influenza aviar en aves silvestres en vigilancia activa por el SENASA segun orden

taxonomico y especie

Orden Especie N° de Resultado a
muestras gRT-PCR
Anseriformes No ID 1 Negativo
Columbiformes Patagioenas 1 Negativo
flavirostris
Galliformes Ortalis 4 Negativo
cinereiceps
Passeriformes  Psarocolius 4 Negativo
montezuma
Quiscalus 2 Negativo
mexicanus
Piciformes Ramphastos 1 Negativo
sulfuratus
Psittaciformes  Agapornis spp 1 Negativo
Amazona 2 Negativo
auropalliata
Amazona 9 Negativo
autumnalis
Nymphicus 1 Negativo
hollandicus
Platycercus spp 1 Negativo
Psittacula krameri 1 Negativo
Strigiformes Asio clamator 2 Negativo
Ciccaba virgata 1 Negativo
Lophostrix cristata 1 Negativo
Pulsatrix 6 Negativo
perspicillata
No ID 5 Negativo
Suliformes Sula leucogaster 4 Negativo
47

La cantidad de aves silvestres positivas al virus de la influenza aviar que se

presentan en el pais (13 Pelecanus occidentalis y 2 Falco peregrinus), son similares
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a las reportadas en otros paises de Centroamérica durante el afio 2023 como
Guatemala y Panama donde se reportan 11y 12 casos respectivamente en la especie
Pelecanus occidentalis (WAHIS, 2023), pero difieren de los brotes en Honduras donde
se presentan 123 casos, Brasil 72 casos que registran especies como Thalasseus
acuflavidus y Sula leucogaster, Uruguay 100 casos de la especie Cygnus
melancoryphus, y mas de 55,000 casos en Perl donde se registra la especie
Pelecanus thagus. Estos focos de IAAP tienen relacion con las rutas migratorias de
las aves, que van de Norteamérica a Suramérica dado que en el 2022 se inicié un
brote en los Estados Unidos y Canada donde se reportan hasta el momento 7212 y
2243 aves silvestres positivas respectivamente (CDC, 2023; CWHC, 2023). Ademas,
los meses en los que se reportaron el 80% de los casos (enero-febrero), coinciden
con el patron histoérico de estacionalidad de la IAAP donde la diseminacion da inicio

en setiembre, aumenta en octubre y llega al maximo en febrero (OPS, 2023).

Con respecto a las regiones donde se localizaron los casos positivos (Region
central, Chorotega, Huetar Atlantica y Pacifico Central), se encontr6 un mayor
porcentaje (33,33%) de casos en la regién Pacifico Central lo cual concuerda con la
ruta migratoria del Pacifico que es en donde se reportaron mas focos de IAAP en
América (OPS, 2023). Ademas, estos casos se asocian a los sitios para invernar o de
parada que frecuenta la poblacion de aves acuaticas en Costa Rica, como lo es la
costa del atlantico y pacifico, en estas se encuentran manglares, playas y pantanos
actuando como sitios de alimentacion para diversas aves, convirtiéendose en lugares

susceptibles de diseminacion viral (Alvarado, 2006).

La ausencia del virus de IA en aves del orden anseriformes en este estudio

pudo estar relacionado a que la respuesta inmune de algunas especies de la familia
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Anatidae permite que la replicacion viral se limite, por lo que se genera una resistencia

a este virus (Evseev & Magor, 2019).

Los signos clinicos que se presentaron en las aves enfermas fueron
principalmente neurolégicos incluyendo ataxia, movimientos de cabeza, incapacidad
para volar, incapacidad de mantenerse en pie y sostener la cabeza, postracion,
comportamiento errético (no huyen), también se identificaron otros signos como
disnea, estertores, deshidratacién, plumaje erizado, depresion, baja condicion
corporal y debilidad. La aparicién de signos clinicos varia segun la cepa que afecta el
ave, asi como también la especie a la que pertenece el hospedador (Garcia, 2022).
Es importante que la poblacion en general conozca los signos clinicos de esta
enfermedad para ser capaz de identificar casos y reportarlos de forma inmediata, asi
como saber que no se debe tener contacto ni manipular un ave que presenta estos

signos, por efecto de zoonosis (SENASA, 2023).
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V. CONCLUSIONES

No se estima una prevalencia del virus de la influenza aviar en centros de
rescate de vida silvestre del Valle Central entre los meses de enero y agosto del afio
2023, segun resultados de la prueba rapida de inmunocromatografia para deteccién

de antigeno.

Se reportan los primeros 15 casos de influenza aviar en Costa Rica
correspondientes a aves silvestres en vida libre, 13 de la especie Pelecanus
occidentalis y 2 Falco peregrinus distribuidos en 12 distritos y 4 regiones del pais

(Huetar Atlatica, Chrotega, Central y Pacifico Central).

Se determina una relacién entre la presencia de la enfermedad, el orden
taxondmico y la especie de las aves silvestres, con afinidad hacia el orden
pelecaniformes, especie Pelecanus occidentalis, ademas de una relacién con el

origen, siendo la regién Pacifico Central con mas casos reportados (33.33%).

No se detectan casos positivos al protocolo de vigilancia activa posterior a los

focos de influenza aviar.
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VI. RECOMENDACIONES

Para evitar el surgimiento de nuevos brotes de IA en el territorio costarricense
es importante que se siga el Protocolo de Influenza Aviar de Alta Patogenicidad en
Fauna Silvestre que plantea el SENASA, el cual indica a la poblacién que, ante el
hallazgo de un caso sospechoso a IA (ave muerta 0 con signos compatibles a la
enfermedad), se debe notificar de forma inmediata a autoridades como el SINAC o el
SENASA, no se debe tener contacto, ni trasladar el ave a un centro de rescate u

hospital veterinario (SENASA, 2023).

Para los sitios de manejo de fauna silvestre (SMFS), es importante que se
sigan los protocolos de bioseguridad, se cuente con un area de cuarentena para los
animales que ingresen, se reporte al médico veterinario si algun ave sufre un cambio
en su comportamiento y se debe procurar que los recintos no permitan el contacto
con aves silvestres de vida libre. En caso de detectar un caso positivo, el animal se
debe aislar o0 someter a eutanasia, mientras que el resto de la coleccién se mantiene
en cuarentena y se establece un muestreo; ademas se caracterizan zonas cercanas

susceptibles y se implementa un protocolo de vigilancia (SENASA, 2023).

Con respecto al control de zoonosis, el personal a cargo de muestrear los
casos sospechosos debe hacer uso de equipo de proteccion como guantes,
mascarilla, ropa exclusiva para manipular las aves y proteccion para los ojos. Para
los SMFS donde se haya detectado un caso positivo, se debe restringir el acceso al
publico por un periodo determinado por el SENASA, no se debe permitir la salida o
ingreso de aves y el personal debe cumplir con las medidas de higiene (SENASA,

2023).
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1

Comparacion de resultados entre diluciones 1:256, 1:512 y 1:1024 de control positivo
de influenza aviar entre la prueba de inmunodifusion en gel de agar y la prueba rapida
de inmunocromatografia

1:2 ' 1:4 1:8 1:16 1:256 1:512 1:1024
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