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RESUMEN

Se efectud una comparacion antigénica entre 418
virus influenza A HavGN2 aislados de muestras tomadas
a patos salvajes del Canadd en 1978, demostrindose, por
las pruebas de inhibicion de la hemaglutinacidn, gue
estos virus estdn estrechamente relacionados, ya que
tados reaccionaron siguiendo un mismo patrén; indi-
cando asi que sus hemaglutinantes eran similares, Com-
parandolos con otros virus Havb, los resuitados |H de-
mostraran que este grupo de virus aislados de patos
pueden diferenciarse de otros virus Havb aislados de
pavos y otros paios, evidenciandose asi que los camhios
leves (drift) ocurren en los virus aviarios al igual que en
los del hombre.

La neuraminidasa de los virus Hav6N2 estudiados se
relacionaba con la neuraminidasa de la cepa humana A
Jap/305/57 (H2N2), evidenciando que antigenos de
cepas humanas viejas contindan circulando entre las aves.



Estos hallazgos indican que los virus aviarios pueden
desempefiar un papel importante en la ecologia de los

virus influenza A, y al mismo tiempo intervenir en la
aparicion de nuevos virus en otras especies de animales
y del hombre,

INTRODUCCION

Los virus influenza estén ampliamente difundidos en la naturaleza (para
revision ver “The Influenza Viruses and Influenza”, editado por E.D.
Killbourne, 1975, N. Y. Academic Press). Hay tres tipos de virus influenza:
el tipo A/ que afecta al hombre, mamifero inferiores y pajaros, y los tipos
B y C que s6io se han encontrado infectando al hombre.

Los virus influenza A/ tienen simetria helicoidal y poseen un genoma
de ARN compuesto de 8 segmentos. Su superficie externa estd recubierta
de una serie de prolongaciones de naturaleza glucoproteica que representan
dos de sus antigenos de superficie: la hemaglutinina, responsable de la
hemaglutinacion, de la adherencia del virus a las células durante {a infec-
¢ibn, asf como también de la formacion de anticuerpos neutralizantes, los
cuales protegen de subsecuentes infecciones con la cepa que les ha dado
origen. El otro antigeno es la neuraminidasa, el cual permite la liberacion
del virus de las células infectadas, y por lo tanto facilita la diseminacién
viral de una célula a otra, pudiendo ser esta accion disminuida por los
anticuerpos espec (ficos.

A pesar de tenerse conocimientos del papel preventivo desempefiado
por los anticuerpos contra la hemaglutinina y neuraminidasa en las infec-
ciones a virus influenza, éstos siguen siendo la causa de las mayores pan-
demias observadas en el hombre debido a que tienen la capacidad de expe-
rimentar cambios tanto en la hemaglutinina como en la neuraminidasa,
revistiendo la forma de cambios leves (drift) o bien radicales (shift) (o).
Los cambios leves son pequefias y graduadas alteraciones de la hemaglu-
tinina que hacen al virus diferente de la cepa previa, pero conservan su
tipo original; asi por ejemplo, los virus A/Victoria 75 y A/Texas 77 perte-
necen al subtipo H3NZ, sin embarge, son antigénicamente diferenciables
uno del otro. Este tipo de cambio ocurre en perfodos interpandémicos,
Los cambios radicales (shift) involucran alteraciones mayores en una o
ambas proteinas antigénicas; este hecho condiciona la aparicion de las
ya mencionadas pandemias pues la poblacidn carece de anticuerpos contra
el nuevo virus,

El mecanismo por el cual surge esta nueva cepa viral no se conoce,
existiendo al respecto varios postulados; asi: Webster y Lever, 1975 {5}
sugieren que aparecen por recombinacion genética entre cepas humanas y



otras provenientes de animales, basandose en la particularidad que tienen
estos virus de recombinarse o intercambiar su material genético cuando
dos virus diferentes infectan una misma célula, pudiendo recombinarse
en 64 formas gracias a la segmentacion del genoma viral. Estudios realiza-
dos desde el punto de vista antigénico (s} y genético {7, s} han demostrado
que la hemaglutinina del virus Asidtico humano H2N2 1957, y la del virus
Hong Kong, también humano, H3N2 1968, han podido originarse de un
virus aviario, Tomando ésto en cuenta se han conducido estudios inten-
sivos para determinar los virus presentes en las aves ¢ igualimente dilucidar
su posible intervencibn en el origen de algunas cepas humanas.

Los virus influenza pueden infectar tanto aves domésticas como aves
salvajes migratorias {3); de estas Gitimas fueron aisladas por primera vez en
1961 {2). En estudios realizados en los dos Gltimos afios en patos congre-
gados en el Canadd en época previa a su migracion, se ha demostrado una
alta incidencia de virus influenza {4, s), los cuales, en base a 10 subtipos
de hemaglutininas y todas las neuraminidasas conocidas se presentan en
diferentes formas de combinacion; lo que no sucede en el hombre en el
cual circula un solo subtipo antigénico, ya que el subtipo precedente
desaparece completamente al surgir uno nuevo. Es de hacer notar asi
mismo, que algunos subtipos de virus aislados de patos poseen antigenos
de superficie que presentan estrechas relaciones con otros virus aislados
del hombre y otros mamiferos, asi, el virus aviario Hav7 guarda relacion
con los virus H3 humanos; el H2 humano y aviario igualmente son antigeé-
nicamente muy similares; de reciente comprgbacion son las relaciones
entre los diferentes virus Hswin1 porcinos, humanos y aviarios. Estos
hallazgos sugieren que las aves migratorias representan el reservorio ideal
para los virus influenza en la naturaleza, si se toman en cuenta ciertas ca-
racteristicas muy especiales de las infecciones virales que en ellas se pro-
ducen y que han sido discutidas en otras oportunidades (4, 5, 10) como
son: 1.— Que el virus se replica principalmente en el tracto intestinal de
fas aves 2.~ Los pdjaros infectados no sufren de enfermedad ni sintoma-
tologfa alguna debido a la infecci6n viral. 3.~ El virus es excretado por
fas heces. 4.— El virus se puede aislar del agua de los lages y pantanos
donde viven, indicando que el agua contaminada puede ser el medio de
trasmisifn en la naturaleza.

Sumadas estas eventualidades el hecho de su migracién peribdica, ocu-
rre que poseen tanto los virus como el medio de trasmisién para trasladar
las infecciones virales a largas distancias y aun a otras especies de animales.

En 1978, se estudib la poblacion de patos congregados en el Canadé y

de ellos se aislé un considerable nimero de virus influenza aviario HavbN2,
Igualmente entre los afios 1976 - 1978, se encontrd al virus Havb respon-
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sable de algunos brotes epidémicos observados en pavos de cria en Minne-
sotta, inculpandose a las aves migratorias de trasladar e introducir la infec-

ci6n viral entre las especies domésticas (). Por lo tanta se hicieron estudios
antigénicos comparativos con los virus Havb provenientes de patos y pavos
encontrando que el virus de los patos era diferente del de los pavos de
cria de Minnesotta {Hinshaw, datos no publicados). En consecuencia surge
una nueva pregunta éson todos los virus HavBN2 que circulan entre los
patos antigénicamente iguales? {o habrd entre ellos variantes productos
de los cambios antigénicos leves y graduales? Este fenomeno (drift) ya ha
sido demostrado para los virus influenza humanos y porcinos, y solo re-
cientemente Hinshaw y colaboradores {en prensa) reportan fa incidencia
de cambios leves (drift} entre los virus influenza aviarios.

Con el fin de estudiar mas a fondo los datos obtenidos, comparamos
en este trabajo desde el punto de vista antigénico por medio de las pruebas
de inhibicién de la hemaglutinacion e inhibicion de la neuraminidasa, la
gran mayoria de fos virus HavBN2 aislados de patos salvajes en 1978, para
determinar si representaban un solo subtipo circulanda entre la poblacidn
aviaria o si existian numerosas variantes de ese subtipo. Ademds, estos
virus fueron comparados con cepas de otras especies.

MATERIAL Y METODOS

La recoleccidn de muestras y aislamientos virales han sido previamente
descritas {4, 5). Durante el afio 1978, se tomaron 1,800 muestras traqueales
a patos salvajes de Canadd, aisldndose 861 virus influenza de los cuales 523
fueron clasificados como Hav6N2, y de éstos se utilizaron 418 en nuestra
investigacion.

Clasificacion antigénica.

Esta se efectud por medio de las reacciones de hemaglutinacidn e inhi-
bicion de la hemaglutinacion, efectuandose en placas para microtitulacion
utilizando sueros previamente tratados con EDR. La titulacion de la neura-
minidasa e inhibicion de la neuraminidasa se efectu6 segiin las recomenda-
ciones de 0.M.S., 1973 {11).

Antisueros.

Los virus influenza aislados de los patos fueron inicialmente clasificados
utilizando para ellos suero hiperinmune de cabra anti-hemaglutinina y anti-
neuraminidasa de subtipo de referencia (4), y los antisueros utilizados en
este tratamiento fueron preparados en pollos, segin método ya descrito en
1975 {e).
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Los siguientes virus influenza A fueron utilizados: 418 virus HavbN2
aislados de patos salvajes de Canadd durante el afio 1978, y los virus que
se especifican en las tablas I y 11,

RESULTADOS
Caracterizacidn antigénica de la Hemaglutinina,

Los resultados de la prueba de inhibicién de la hemaglutinacion prac-
ticada a los 418 virus Hav6N2 aistados de patos en 1978, indicaron que
existen estrechas relaciones entre ellas. Usande la misma prueba se les
compar® con un panel de anticuerpos {Tabla 1), que comprende virus
Havb aislados en los Gltimos 12 afios, obteniéndose patrones similares de
reactividad para los 418 virus HavBN2 examinados, demostrando que
habfa una sola variante circulando.

Esta variante DK/AIb/133/78 (Hav6N2), patron hemaglutinante de las
418 muestras examinadas, demostrd ser antigénicamente muy similar a
los virus aislados de patos en Canadd en 1977 DK/Can/77 (Hav6N2), y
sin ser idénticos guardan un parecido con el virus Ty/Mass/66 (Hav6N2).
Como contraste, los virus aislados de pavos en Minnessotta en 1978 Ty/
Mn/525/78 (Hav6N1) y los aislados de patos en Okhaloma en 1977
DK/OK/7/77 (HavBN2} se diferencian fdcilmente de los virus aislados
de patos canadienses en 1977-78; exhibiendo por el contrario, patrones
de reactividad en |H, parecidos al de los virus aislados de patos en Aus-
tralia (Shearwater/Aust/72) (Hav6Navb) y los aislades en Pennsilvania
(Duck/Penn/69) (Hav6N1).

Es conocido que el antisuero de polle produce cierto grado de inhibi-
cibn estérica en la prueba de IH; sin embargo, los resultados con virus
Hav6 que poseen diferentes neuraminidasa por ejemplo: Shearwater/Aust/
77 (Hav6Navb), y DK/OK/7/77 (Hav6N2) mostraron igual reactividad en
las pruebas practicadas con antisuero de pollo y suerc hiperinmune de
conejo (resultados no mostrados). Por lo tanto, parece que los anticuerpos
contra la neuraminidasa no influyeron notablemente en los resultados.

Caracterizacion antigénica de la Neuraminidasa,

Para comprobar si la neuraminidasa de los diferentes virus de aves y
humanos tenian relaciones entre s{, se compararon varios virus {Tabla 1),
En ella podemos ver que los resultados muestran reacciones de fos 4 virus
aviarios con la cepa humana Jap/305/57 (H2N2). Los titulos estén todos
en un rango de 8 tftulos, indicando que estos virus estdn estrechamente
relacionados por su neuraminidasa,
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DISCUSION

Las diversas comparaciones de la hemaglutinina Hav6 y la neuramini-
dasa N2 de las diferentes cepas de virus de aves indican que los cambios
leves {drift) se suceden en la hemaglutinina de un subtipo viral aviario,
al igual gue en las cepas humanas, y que variantes de un subtipo coinciden
circulando entre las aves donde se mantienen por largos periodos de tiem-
po. Particular significacion tienen los virus que poseen antigenos de super-
ficie relacionados con los del hombre; es el caso de los virus N2 que se han
mantenido relativamente estahles circulando entre los patos con caracteris-
ticas similares a las cepas N2 humanas, indicando que los antigenos de
origen humano son mantenidos en los virus aviarios.

Como antes mencionamos, existen evidencias de que las aves migra-
torias transportan sus virus a las especies domésticas, siendo responsables
de los brotes que en ellas surgen (3); esta posibilidad existe especialmente
si consideramos el gran nimero de patos afectados de influenza en Canada.
Por otra parte, los virus aislados de {os brotes observados en aves domés-
ticas se relacionan con los virus presentes en patos salvajes (1, 3, 4). En el
caso de ios virus Havb gue coincidieran &l mismo afio en patos salvajes y
pavos de cria en Minnessotta, siendo antigénicamente diferentes, existe
1a posibilidad de que no tuvieran un origen comun proviniendo el de los
pavos posiblemente de otro grupo de patos salvajes migratorios de Canadé
portadores de un virus Hav6N1, De todas formas, es muy probable que
estas aves migratorias sean la fuente de infeccién para las especies domés-
ticas, ya que estudios de infectividad con virus aislados de los patos salva-
jes, demuestran que poseen poder potencial para replicarse en otras es-
pecies: pollos, pavos, patos y aln en ciertos mamiferos como cerdos
{Hinshaw, en prensa). Estos datos sugieren la posibilidad de que las cepas
de influenza aviaria pueden desempefiar importante papel en la aparicion
de infecciones virales en otras especies.

La circulacién de virus influenza A en patos salvajes nos indica que
representan un vasto reservorio de virus en la naturaleza. Su situacitn es
ideal para transportar y transmitir virus incluyendo cepas que guardan
similitud con las humanas y otros mamiferos, y puede muy bien ser que
los virus aviarios formen parte de la cadena ecoldgica de los virus influenza
A en la naturaleza.

El estudio de estos virus nos provee de un sistema modelo aplicable a
los virus influenza humanos permitiéndonos estudiarios y conaocerlos
mejor. Al mismo tiempo podemos dilucidar en forma definitiva, la inter-
vencién de las cepas aviarias en la aparicibn de nuevas cepas en otras espe-
cies y sobre todo en el hambre.
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ABSTRACT

Antigenic characterization of virus Hav6N2 isalated from avian species by

hemaglutination - inhibition and neuraminidase inhibition tests. Gaskin -
Pellacani D. (Cdtedra de Virologia. Escuela de Bioandlisis. Facultad de
Medicina, Universidad del Zulia. Apertado Postal 526, Maracaibo, Vene-
zuela), Hinshaw V. Invest Clin 22¢1): 43.52,- 1981.— Antigenic compari-
sons between 418 HavBN2 influenza A viruses isolated from feral ducks
in Canada in 1978 showed that these duck viruses were very closely
related. In hemagglutination-inhibition tests, the duck viruses showed
similar reactivity patterns, indicating that the hemagglutinins were very
similar. In comparisons with other Havb viruses, the H! results showed
that the duck viruses could be distinguished from Havb viruses from
turkeys and other ducks, indicating that antigenic drift oceurs in the avian
viruses, as in human strains, The neuraminidase of the HavBN2 viruses
were very closely related to the neuraminidase of the human strains,
A/Jap/305/57 (H2N2), showing that antigens of old human strains con-
tinue to circulate in the avian especies. These findings indicate that the
avian may be quite important in the ecology of influenza A viruses and
may well play a role in the appearance of new viruses in other species,
including humans.
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