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Estudio de la patogenia del Virus de Influenza Aviar de Baja Patogenicidad
en aves de corral inmunosuprimidas por la infeccién con el Virus de la

Anemia Infecciosa Aviar

La Influenza Aviar es considerada una zoonosis con potencial pandémico. El agente etiolégico
responsable de esta enfermedad es el Virus de Influenza A, cuyo reservorio natural son las aves
silvestres acuaticas. En ellas, la infeccion con el Virus de Influenza Aviar (AIV) generalmente es
asintomatica, mientras que en las aves de corral la infecciéon con AIV puede producir una variedad de
sintomas que se extienden desde presentaciones asintomaticas o suaves a una enfermedad aguda y fatal.
En consecuencia, se generan grandes pérdidas econdémicas asociadas al control y erradicacion de este
agente en las aves domésticas. Por ello, en la presente tesis nos propusimos estudiar, primero, la
presencia del AIV en las aves silvestres acuaticas de la Argentina y, luego, su introducciéon y difusion en
aves de corral con diferente estado inmunolégico.

Los resultados obtenidos permitieron evidenciar la circulaciéon de veinte Virus de Influenza
Aviar de Baja Patogenicidad (LPAIV) de diversos subtipos en las aves silvestres que habitan en la
Argentina. Estos LPAIV aislados presentaron caracteristicas genéticas particulares en sus genes que los
diferencian de los AIV aislados en otras regiones. En particular, se evidenci6 la existencia de un linaje
Sudamericano con evolucién independiente para los seis genes que codifican las proteinas internas del
Virus de Influenza Aviar.

Debido a que la mayoria de los LPAIV aislados en nuestro pais fueron de subtipo HO, se
estudio la patogenia de estos virus en las aves de corral. Los resultados demostraron que estos virus de
subtipo H6 tienen capacidad de infectar pollos y de transmitirse por contacto, evidenciando el riesgo
potencial de introduccién de estos virus en las aves de corral.

Por otra parte, se sabe que en la Argentina, como en cualquier pafs con una produccion avicola
intensiva, existe una alta incidencia del Virus de Anemia Infecciosa Aviar (CAV) dentro de los planteles
de aves domésticas. Actualmente, se carece de conocimiento acerca de la importancia que puede tener
el estado de inmunosupresion provocado por este agente en la evolucion de la patogenia del AIV. Por
ello, en el trabajo de tesis que se presenta a continuacion se estudié de patogenia del LPAIV subtipo
HO6 en pollos inmunosuprimidos experimentalmente por la infecciéon con una cepa de CAV autdctona.
Los resultados obtenidos demostraron que el AIV utilizado, aislado de aves silvestres en la Argentina,
tiene igual capacidad de infectar pollos y de transmitirse por contacto directo en aves

inmunocompetentes e inmunosuprimidas con CAV.



En conjunto, los resultados presentados en esta tesis permiten colaborar con mejores analisis de
riesgo para el disefio de estrategias de control y prevenciéon con el objetivo de proteger las aves
domésticas de nuestro pais. Ademas, haber aumentado la informacién acerca de la epidemiologia de la
Influenza Aviar en la region es de suma importancia para comprender en mayor profundidad las
potenciales consecuencias de esta enfermedad, tanto en las aves silvestres como en las aves domésticas.
Sumado a esto ultimo, es importante destacar que la Influenza Aviar es una zoonosis, con lo cual el
aumento de la informacion disponible sobre este agente infeccioso es de relevancia para el sistema de

Salud Pudblica nacional.

PALABRAS CLAVES: Influenza Aviar en aves silvestres

Filogenia de cepas de AIV argentinas

Patogenia de AIV subtipo H6 argentinos en pollos
Inmunosupresion

Virus de la Anemia Infecciosa Aviar

Alteracion de la timopoyesis en pollos

Deplecién de timocitos y esplenocitos
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Pathogenesis of Low Pathogenic Avian Influenza Virus in chicken
immunosuppressed by infection with Chicken

Anemia Virus

Avian influenza is considered a zoonosis with pandemic potential. The etiologic agent
responsible for this disease is influenza A virus, whose natural reservoir are aquatic wild birds. In this
species, the infection with Avian Influenza Virus (AIV) is generally asymptomatic, while in poultry AIV
infection can cause a variety of symptoms ranging from asymptomatic or mild presentations to an acute
and fatal disease. Consequently, there are large economic losses associated with control and eradication
of this agent in commercial sheds. Therefore, in this thesis we intended to study the presence of AIV in
wild aquatic birds circulating in Argentina and their possible introduction and spread in poultry with
different immunologic status.

The results obtained showed the circulation of twenty Low Pathogenic Avian Influenza Virus
(LPAIV) from wild birds in Argentina. These viruses were from different subtype and all showed
particular genetic characteristics in their genes that differ from AIV isolated in other regions.
Particularly, genetic and phylogenetic analyses of their internal gene segments revealed a close
relationship with influenza viruses from South America, forming a unique clade and supporting the
notion of independent evolution from influenza A viruses in other latitudes.

Due to ALV from H6 subtype were most consistently isolated in Argentina, we investigated the
replication and transmission of these Argentine H6 AIV in poultry. The results suggested that these
Argentine H6 viruses could replicate and transmit in chickens, demonstrating the potential risk of
introduction of these viruses in poultry.

It is known that in Argentina, as in any country with intensive poultry production, there is a
high incidence of Chicken Infectious Anemia Virus (CAV) in commercial flocks. Currently, there is a
lack of knowledge about the importance of the immunosuppression caused by this agent in the
evolution of the pathogenesis of AIV. Therefore, in this thesis we studied the pathogenesis of LPAIV
HO6 subtype in chickens experimentally immunosuppressed by infection with an Argentinean field CAV
strain. The results obtained showed that, under our experimental conditions, Argentinean H6 AIVs
have equal ability to infect chickens and be transmitted as a result of direct contact, either in
immunocompetent chickens or immunosuppressed chickens with CAV.

Overall, the results presented in this thesis allow cooperate with better risk analysis for the

design of prevention and control strategies to protect commercial poultry farms in our country. Also, it
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has increased the information about the epidemiology of AIV in South America, critical to understand
in greater depth the potential consequences of this disease in both wild birds and domestic poultry. In
addition, it is noteworthy that avian influenza is a zoonosis, thereby our results increase the information

available on this infectious agent which is relevant to the national public health system.

KEYWORDS: Avian Influenza in wild birds
Phylogeny of Argentinean AIV strains
Pathogenesis of H6 AIV from Argentina in chickens
Immunosuppression
Chicken Infectious Anemia Virus
Alterations in chicken thymopoiesis

Thymocyte and splenocyte depletion
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ABREVIATURAS

ADN = 4cido desoxiribonucleico

ADNc = ADN copia

AIV = Virus de Influenza Aviar (Avian Influenza 1 irus)

ARN = acido ribonucleico

ARNc = ARN complementario

ARNm = ARN mensajero

ARNv = ARN viral

CAV = Virus de Anemia Infecciosa Aviar (Chicken Anemia 1 irns)
CT = ciclo umbral (Cycle Threshold)

CsA = Ciclosporina A

DP = Doble Positivas (CD4+CD8a+)

dpi = dias post infeccion

EID,, = Dosis Infecciosas 50% en Embrién de pollo

EIV = Virus de Influenza Equina (Equine Influenga 1 irus)

G1 = Puerta 1 (Gate 1)

G2 = Puerta 2 (Gate 2)

G3 = Puerta 3 (Gate 3)

HA = ensayo de hemaglutinacién

HE = hematoxilina y eosina

HI = ensayo de inhibicién de la hemaglutinacion

HP = alta patogenicidad

HPAIV = Virus de Influenza Aviar de Alta Patogenicidad (High Pathogenic Avian Influenza 1V irus)
IA = Influenza Aviar

LP = baja patogenicidad

LPAIV = Virus de Influenza aviar de Baja Patogenicidad (Low Pathogenic Avian Influenza Virus)
LTc = linfocitos T citotéxicos

LTh = linfocitos T helper

MP = moderada patogenicidad

NLS = sefiales de localizacién nuclear

ORF = marco abierto de lectura

PCR = reaccion en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction)
pi = post infeccion

qPCR = PCR cuantitativa en tiempo real



R4 = Region 4

R5 = Region 5

RDE = Enzima Destructora de Receptores

RNP = ribonucleoproteico o ribonucleoproteinas
rRT-PCR = RT-PCR en tiempo real

RT = reaccion de transcripcion reversa (reverse transcription)
RT-qPCR = RT-PCR cuantitativa en tiempo real

SPF = libres de patégenos especificos

UHA = Unidades Hemaglutinantes



1. INTRODUCCION

1.1 Virus de Influenza

1.1.1 Clasificacion:

El virus de influenza, o virus de la gripe, es miembro de la familia Orthomyxoviridae, 1a cual esta
dividida en cinco géneros: Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C, Thogotovirus e
Isavirus. Estos géneros tienen varias caracteristicas en comun, pero lo que los agrupa dentro de la
familia Orthomyxoviridae es que tienen un genoma de ARN segmentado, de cadena simple y polaridad
negativa, el cual se duplica dentro del nucleo de las células infectadas [1].

La division del virus de Influenza en diferentes géneros o tipos, Influenzavirus A, B, o C se basa
en la reactividad cruzada de los sueros a los antigenos virales internos, mientras que las cepas dentro de

un mismo género son distinguidas por las caracteristicas antigénicas de sus glicoproteinas superficiales

[1].

1.1.2 Virus de Influenza A:

Extensos estudios epidemioldgicos han revelado que el virus de influenza A puede infectar un
amplio rango de huéspedes, incluyendo diversos tipos de aves, seres humanos, cerdos, caballos, perros,
gatos y otros mamiferos [2]. De todas estas especies, las aves silvestres acuaticas son el huésped natural
del virus de influenza tipo A, dado que en ellas se han detectado y aislado todos los subtipos virales
conocidos hasta el momento [3]. Estas aves pertenecen principalmente al orden Anseriformes (patos,
gansos, cisnes) y Charadriiformes (gaviotas, gaviotines, playeritos). Las principales células target de
infeccién por el virus de influenza A son las células epiteliales del tracto digestivo y, en menor medida,
las células del tracto respiratorio [4, 5]. Las aves pueden excretar altas concentraciones de virus en las
heces [4, 6], y evidencia de esto es que ha sido posible aislar virus de muestras de agua de lagos donde
las aves silvestres han anidado o congregado antes de la migracion. Algunos estudios realizados en
patos salvajes durante los afios 1975 y 1999 en Canada revelaron una tasa de transmisioén del 20% en las
aves jovenes [7]. Por lo tanto, las heces y las aguas contaminadas son consideradas una de las
principales vias de transmision del Virus de Influenza Aviar (AIV) entre las aves silvestres.

Por otro lado, el virus de influenza A también ha sido aislado de aves domésticas como gallinas,
pavos, patos, gansos, codornices y faisanes [6, 8], y en menor frecuencia de aves paseriformes como los
estorninos y periquitos. Actualmente, en Europa y Asia se han aislado virus H5N1 de palomas y

halcones [9].



1.1.2.1 Morfologia y estructura del virion:
El virus de influenza A es una particula pleomérfica envuelta, cuya membrana lipidica se obtiene

a partir de la célula huésped (Figura 1) [1].

Canal i6nico (M2)

Menbrana l
lipidica

Proteina de matriz (M1)

Nucleoproteina (NDP)

Proteina de
exportacion

nuclear (NS2)

Neuraminidasa (NA)

Hemaglutinina (HA)

Polimerasas (PB2, PB1, PA)

Figura 1. Estructura esquematica del virién de influenza A. Tomado y adaptado de “FieldsVirology, 6ta Edicion, 2013).

Las particulas virales esféricas tienen un diametro aproximado de 100 nm, pero también se han
observado particulas filamentosas de mas de 300 nm de didmetro en aislamientos de muestras clinicas
frescas [10—12]. Las glicoproteinas virales HA y NA se encuentran ancladas en la envoltura lipidica y las
mismas pueden observarse, mediante microscopia electrénica, como espiculas que se proyectan hacia el
exterior de la superficie del virus (Figura 2).

Estas espiculas tienen una longitud entre 10 y 14 nm, y mantienen una relacién aproximada de
cuatro HA por cada NA en membrana [1]. Ademas de estas dos proteinas de membrana, existe otro
componente menor en la envoltura viral denominada proteina M2. Esta proteina conforma el unico

canal i6nico presente en el virus de influenza A.



Figura 2. Microscopia electronica mostrando la estructura interna de particulas del virus influenza. A: Particulas virales
liberadas de una célula infectada. B: Magnificaciéon de una séla particular viral mostrando los ocho segmentos RNP [13].

Por debajo de la envoltura lipidica, se encuentra la proteina mas abundante del virién conocida
como proteina de matriz M1. La misma se encuentra rodeando el complejo ribonucleoproteico (RNP),
el cual esta compuesto por ARN viral (ARNvV) recubierto por nucleoproteina NP y asociado con el
complejo heterotrimérico de polimerasa viral (PB2, PB1 y PA). Esta capa de proteina M1 se puede
también visualizar por microscopia electrénica en particulas virales dafiadas, revelando la
superestructura helicoidal interna del virus [14, 15].

El complejo RNP, que fue separado en gradiente de sacarosa por Duesberg [16], también puede
ser visualizado mediante microscopia electrénica utilizando tincién positiva con acetato de uranilo [17].
Mas recientemente, se han hecho intentos para visualizar RNPs o segmentos individuales de ARN por
microscopia electronica de secciones delgadas de particulas virales, lo que permitié evidenciar la
preferencia de los viriones por empaquetar los ocho segmentos de ARN esenciales para la replicacion
viral [13, 18].

Por dltimo, también se han encontrado pequefias cantidades de la proteina nuclear de

exportacion NS2 en las particulas del virus de influenza A [19].

1.1.2.2 Propiedades de la particula viral:

El virus de influenza, al estar rodeado por una membrana lipidica, es muy sensible a cualquier
agente deslipidizante o desnaturalizante. Diferencias en el pH, fuerzas i6nicas, o composicion iénica en
el medio que rodea la patticula viral tendran influencia en la resistencia del virus a agentes fisicos y/o
quimicos. Ademas, los virus de influenza son relativamente termolabiles, por lo que se inactivan

rapidamente a temperaturas mayores a los 50°C. Por ello, cualquier agente que afecta la estabilidad de
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las membranas, proteinas o acidos nucleicos, tales como radiacién ionizante, detergentes, disolventes
organicos, u otros, pueden reducir o hasta incluso destruir completamente la infectividad del virus [1].
Para una adecuada conservacion de la particula viral infectiva se puede utilizar una solucién salina

equilibrada a pH neutro y bajas temperaturas (-80°C).

1.1.2.3 Genoma y proteinas virales:
El genoma del virus de influenza A esta compuesto por ocho segmentos de ARNv de cadena

simple y polaridad negativa, que codifican para las once proteinas virales detallas en la Tabla 1.

Segmento Longitud en Proteina Tamafio dela .,
L i . . Funcién
Gendmico nucleétidos codificante proteina en aa.
1 2341 PB2 759 Subunidad de la polimerasa, reconocimiento del cap mRNA
2 2341 PB1 757 Subunidad dela polimerasa, actividad endonucleasa, elongacién de ARN
PB1-F2° 87 Actividad pro-apoptdética
3 2233 PA 716 Subunidad dela polimerasa, actividad proteasa
4 1778 HA 550 Glicoproteina de superficie, union al r)ccepto? celular, actividad fusogénica,
mayor antigeno viral
5 1565 NP 498 Actividad de union al ARN, requerida para la r’ephcaclon, regula la
importacion de ARN viral al nicleo
6 1413 NA 454 Glicoproteina de superficie con chlvldad neuraminadasa, liberacién de
viriones
- 1027 M1 250 Proteina de matriz, mteAr’actua con las RN’Ps virales y las ghcopfotelnas,
regulala exportacion de ARN del nucleo, brotacién del virus
M2° 97 Proteina integral de membrana, actividad de canaliénico, ensamblado viral
8 890 NS1 230 Antagonistade interferén, regula la expresién génica de la célula huésped
NS§2¢ 121 Exportacién nuclear de ARN

*Virus Influenza/A/PR/8/34
® Codificada porun marco abierto de lectura (ORF) alternativo
“Traducido a partir de un transcripto que realiz6 splicing alternativo

Tabla 1. Genes del virus de influenza A? y proteinas para las que codifican.

Los tres primeros segmentos, PB2, PB1 y PA respectivamente, codifican cada uno para una
subunidad de la polimerasa viral. El segundo segmento también codifica una proteina accesoria, PB1-
F2, a partir de una marco abierto de lectura (ORF) alternativo en el segmento PB1. La proteina PB1-F2
es caracteristica de los virus de influenza A, se localiza en mitocondria y tiene actividad pro-apoptotica
[20]. Aparentemente, esta proteina es realmente una proteina accesoria, debido a que algunas cepas

virales aisladas de seres humanos y animales carecen de este marco abierto de lectura.



El segmento 4 codifica para la proteina hemaglutinina HA. Esta proteina, en su forma madura, es
una glicoproteina trimérica integral de membrana tipo I que se encuentra en la envoltura lipidica de los
viriones y en la membrana celular de las células infectadas. La HA sufre varias modificaciones post-
traduccionales, como glicosilacion, palmitoilacion, clivaje proteolitico, formacion de enlaces disulfuro y
cambios conformacionales. El clivaje de la molécula precursora HAO en las subunidades HA1 y HA2
(que luego son unidas por puente disulfuro) es mediada por proteasas celulares y es esencial para
actividad fusogénica de la HA [21-23], la cual permite la unién del virus a la superficie de la célula
huésped a través de los receptores de acido sialico celulares [24]. Esta proteina, al ser la mas abundante
en la membrana del virus, constituye el principal epitope neutralizante. A su vez, el nombre
“hemaglutinina” hace referencia a la capacidad de esta proteina de aglutinar los glébulos rojos de la
sangre [1].

Otra protefna del virus es la proteina NP, la cual es codificada por el segmento 5. Es una proteina
altamente basica cuya funcion principal es la encapsidacion del ARN viral (un monémero de NP se une
aproximadamente a 24 nucleétidos de ARN), necesaria para que la polimerasa del virus pueda
reconocer cada segmento de ARNv y asi formar los complejos RNP. Ademas, la proteina NP
interacciona con la maquinaria de importaciéon nuclear celular, permitiendo transportar a las RNPs
virales dentro del nucleo [21, 22].

El segmento 6 codifica para otra glicoproteina de superficie, la proteina neuraminadasa NA, la
cual estd compuesta por un tetramero que da origen a una proteina integral de membrana tipo II. La
funcién principal de la NA es la liberacion de las particulas virales de la membrana celular, mediante el
clivaje de las uniones entre la HA y el acido sialico celular [23].

El segmento 7 tiene la particularidad de codificar dos proteinas virales, la proteina de matriz M1y
la proteina M2. La M1 se traduce a partir de un transcripto colineal, mientras que la M2 se produce a
partit de un ARNm viral que realizé splicing alternativo. M1 esta asociada a la membrana lipidica del
virus y juega un rol esencial durante el brote de los viriones maduros a partir la célula huésped [24].
Ademias, la proteina M1 regula el movimiento de las RNPs fuera del nucleo [25, 26] e inhibe la sintesis
de ARNv en estadios tardios del ciclo de replicacién viral. Por otro lado, la proteina M2 es un
tetramero integral de membrana tipo III con actividad de canal i6nico. Este canal de M2 permite la
acidificacion del core de la particula viral, permitiendo la disociaciéon de la proteina M1 de las RNPs, lo
que se conoce como desnudamiento.

El dltimo de los segmentos de los virus de influenza A, el segmento 8, es el mas pequefio de los
ARN virales. El mismo codifica la proteina NS1 a partir de un transcripto colineal, y la proteina NS2 a
partir de un ARNm producido por splicing alternativo. La proteina NS1 se expresa en altas cantidades en

las células infectadas. Es una proteina que se une selectivamente al ARN de la célula interfiriendo en el



procesamiento del ARNm celular [27]. Ademas, se ha probado que tiene actividad antagonista del
interferén tipo I, inhibiendo de esta forma la actividad antiviral de la célula huésped [28, 29]. Por otro
lado, la proteina NS2 media la exportaciéon nuclear de las nuevas RNPs sintetizadas durante la
replicacion del virus [30, 31], por lo que su expresion se correlaciona con los estadios tardios del ciclo

de replicacion viral.

1.1.2.4 Ciclo de replicacion viral:
El virus de influenza A tiene un ciclo de replicacién (Figura 3) que comprende las siguientes

etapas detalladas a continuacion:
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Figura 3: http://gsdlbvs.sld.cu/greenstone/collect/preclini/index/assoc/HASH26ea.dir/figh7.2a.png

1. Adsorcién y entrada a la célula huésped: El primer paso para iniciar el ciclo de replicacion viral es

la adsorcién, o unién, del virus la célula huésped. En el caso de los virus de influenza A, esta
unién se produce ente la glicoproteina de supetficie viral HA y el acido sialico (acido N-
acetilneuraminico) de la célula target. Dentro de los virus de influenza A, los virus de influenza
humana se unen preferentemente al acido N-acetilneuraminico que se encuentran unido a la

penultima galactosa mediante un enlace «2-6, mientras que los virus de influenza aviar se unen
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mayoritariamente al 4cido sidlico que se une con un azicar en un enlace a2-3 [32, 33]. A pesar de
la existencia de cierta especificidad entre los virus de influenza A, hay que considerar que no es
absoluta y que tanto las células humanas como las aviares pueden tener acido sialico con ambas
uniones. Ademas, existen estudios que demuestran que los virus de influenza tienen la capacidad
de adaptarse a un huésped particular a través de mutaciones en el sitio de unién al receptor
celular de la HA [34, 35]. Una vez que el virus de influenza esta adsorbido a la membrana celular
continia su entrada a la misma. Tradicionalmente se consideraba que el virus de influenza
entraba a la célula por una endocitosis mediada por clatrina [306], pero existe evidencia de que la
internalizacién del virus puede ser por un mecanismo independiente de clatrina y caveolina [37],
dependiente de un pH 4cido que transporta el virus a endosomas tardios.

Fusion v desnudamiento: Después de la endocitosis, el virus de influenza requiere de un pH acido
para fusionarse con las membranas endosomales. Esta actividad de fusién es inducida por un
cambio estructural en la HA, pero para que esto ocurra el precursor HAO debe primero ser
clivado en dos subunidades, HA1 y HA2. Una vez en el medio ambiente acido del endosoma, la
molécula HA clivada experimenta un cambio conformacional que expone el péptido de fusion en
el extremo N-terminal de la subunidad HA2, permitiéndole interactuar con la membrana del
endosoma. El cambio estructural realizado de algunas moléculas de hemaglutininas abre un poro
que libera los contenidos del virion [38].

El desnudamiento efectivo también depende de la presencia de la proteina M2, la cual tiene una
actividad de canal i6nico [39]. Esta proteina asociada al virus permite el flujo de H" desde el
endosoma hacia el interior de la particula viral, los cuales rompen las interacciones proteina-
proteina de la proteina M1 resultando en la liberacion de RNPs al citoplasma [40]. Esto completa
el proceso de desnudamiento.

Sintesis de ARN (transcripcién y replicacion): El proceso de captacion de las moléculas RNPs a

través de los poros nucleares es un proceso activo, que involucra la interaccién de la maquinaria
de transporte nucleocitoplasmatico de la célula huésped con las sefiales de localizacién nucleares
(NLS) presentes en todas las proteinas que forman las RNPs [22, 41, 42]. Sin embargo, s6lo la
sefial en la NP ha mostrado ser suficiente y necesaria para la importaciéon del ARNv [21]. Una vez
en el nicleo, el ARN viral entrante de polaridad negativa se transcribe primero a ARNm. Estos
ARNmMm son copias incompletas del templado de ARNv y son encapuchados y poliadenilados, a
diferencia del ARNv, para su posterior traducciéon en el citoplasma celular. La amplificaciéon del
genoma viral comprende un proceso que involucra la realizaciéon de una copia completa del

ARNv de polaridad positiva, la cual es referida como ARN complementario (ARNc), que a su



vez sera utilizada como templado para producir luego mas copias completas de ARNv. Todas
estas reacciones son catalizadas por el mismo complejo de polimerasas viral [43].

4. Ensamblado y liberacién de viriones: Los virus de influenza generalmente se ensamblan y liberan

por la membrana apical de células polarizadas, como lo son las células epiteliales de pulmoén e
intestino. Las proteinas que se localizan en la membrana apical son la HA, NA y M2, pero la
proteina indispensable para el correcto ensamblado de la particula viral es la proteina M1 [24]. Se
considera que la M1 interacciona con las colas citoplasmaticas de las glicoproteinas y las RNPs,
formando un puente entre los componentes del core interno y las proteinas de la membrana [44].
Una vez acumulada la proteina M1 en la cara interna de la membrana lipidica, se produce una
curvatura de la misma y se inicia el proceso de brotaciéon del virién. Dicho proceso finaliza
cuando se logra separar completamente la envoltura viral de la membrana celular. Debido a que la
proteina HA ancla el virus a la célula mediante la unién a receptores que contienen acido sialico
en la superficie celular, se requiere de la actividad enzimatica de la proteina NA para eliminar el
acido sialico y, de ese modo, liberar finalmente el virus de la célula huésped. También se requiere
de la actividad de la NA para eliminar el acido sialico de los hidratos de carbono presentes en las

propias glicoproteinas virales, para as{ evitar que las particulas de virus se agreguen.

1.1.2.5 Division en subtipos y cepas:

Los virus de influenza A se dividen en subtipos segin dos proteinas superficiales, la HA y la NA.
Estudios en aves silvestres acuaticas han revelado la existencia de 16 subtipos de Hemaglutinina y 9
subtipos de Neuraminidasa en 90 especies de aves silvestres, principalmente del orden Anseriformes [2,
45]. Estudios moleculares recientes han permitido detectar la existencia de H17, H18, N10 y N11 [460,
47]. En teorfa, cualquier combinacién de subtipo HA y NA serfa posible mediante shzft antigénico o
reasociacién de segmentos gendémicos. La combinatoria de HA y NA posible nos da una idea de la
enorme variedad de subtipos que existen para este agente infeccioso.

En los patos predominan los subtipos de HA H3, H4 y HO, y los subtipos de NA N2, N6 y N8,
los cuales son menos frecuentes en playeritos y gaviotas. En estas dltimas especies frecuentemente se
aislan los subtipos de HA H1, H2, H5, H7, H9, H11 y H13, y los subtipos de NA N6 y N9 [48].

Ademas, dentro de cada subtipo de influenza existen distintas cepas. Las mismas aparecen y
reemplazan a las cepas anteriores por medio del proceso conocido como driff o transformacion
antigénica. Este proceso es el resultado de la acumulaciéon de mutaciones puntuales en las glicoproteinas
de superficie, pudiendo incluso reducir considerablemente la reactividad cruzada entre si. Ejemplos
concretos de drift antigénico se dan todos los afios con la influenza humana. Cuando surge una nueva

cepa del virus, la protecciéon de anticuerpos que se pudo haber desarrollado después de la infeccién o



vacunaciéon contra una cepa anterior puede no proteger contra la nueva cepa. Por lo tanto, es
extremadamente necesario que la vacuna contra la influenza sea actualizada anualmente para mantener

inmunidad en la poblacién humana frente a las nuevas cepas virales.

1.2 Enfermedad de Influenza Aviar

1.2.1 Generalidades:

En general, la Influenza Aviar (IA) en aves silvestres es asintomatica debido a que las mismas
suelen infectarse con virus de baja patogenicidad (LLP). Sin embargo, en especies de aves de corral tales
como pollos, pavos y aves de Guinea entre otras, la infeccién con AIV puede producir una variedad de
sintomas que se extienden desde manifestaciones asintomaticas o leves a una enfermedad aguda y fatal
[49]. Los casos extremos se producen por LPAIV de subtipo H5 o H7, que pueden derivar en virus de
alta patogenicidad (HPAIV) una vez introducidos en las aves domésticas [50, 51]. Estos HPAIV
generan grandes pérdidas econémicas, no solo por la alta mortalidad que produce la enfermedad en los
galpones comerciales, sino por los esfuerzos econémicos que deben realizar los gobiernos en el control

de los brotes e indemnizacién a los productores [52].

1.2.2 Patogenia:

El proceso de infecciéon comienza por la inhalacion o ingestion de viriones de IA. Las enzimas
peptidasas extracelulares tipo tripsina presentes en el tracto respiratorio y digestivo realizan el clivaje de
la hemaglutinina del virus, permitiendo de esta forma que ocurran multiples ciclos de replicacion viral
en los mismos [53]. Esto permite la liberaciéon de grandes cantidades de particulas virales infecciosas
que podrin ser excretadas via oral y/o fecal. En las gallinas, la cavidad nasal es el sitio de mayor
replicacion inicial.

Los perfodos de incubaciéon de las distintas enfermedades causadas por el virus de IA varfan
desde unas pocas horas en aves inoculadas por via intravenosa, a 3 dias en aves infectadas
naturalmente, o hasta 14 dias en galpones comerciales [8]. De todos modos, este perfodo de incubacion
depende de la carga viral, la via de entrada, la especie infectada y de la habilidad para detectar signos
clinicos, los cuales también son bastante variables y dependeran tanto de factores virales como de la
especie afectada, la edad, el sexo, las infecciones concurrentes, la inmunidad adquirida y factores
ambientales.

En el caso de cepas de alta patogenicidad (HP), los viriones invaden la submucosa, entran a los
capilares y replican en las células endoteliales. Esto permite la dispersién del virus por el sistema

vascular y linfatico, para finalmente infectar y replicar en distintos tipos celulares de 6rganos viscerales,
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cerebro y piel. Alternativamente, estas cepas pueden algunas veces hacer viremia sin previamente
realizar la extensa replicacion en las células endoteliales vasculares. La presencia de una HA con un sitio
de clivaje para enzimas celulares ubicuas tipo furina permitiran una replicacién pantropica y los signos
clinicos, o incluso la muerte, se debera a una insuficiencia de multiples 6rganos. Entonces, el dafio
causado por un virus de IA de alta patogenicidad sera el resultado de uno de tres procesos posibles: 1)
la replicacion directa del virus en las células, tejidos y 6rganos; 2) los efectos indirectos de la produccion
de mediadores celulares como las citoquinas en el huésped; y 3) la isquemia por trombosis vascular [1].
En el caso de los virus de baja o moderada patogenicidad (MP) la replicacion por lo general se
limita a las vias respiratorias y/o intestinales. La enfermedad o muerte que se pueda llegar a producir
por una cepa MP es en general por el dafio respiratorio que se produce, sobre todo si se acompana de
infecciones bacterianas secundarias. En algunos casos estos virus de MP se propagan sistémicamente,
replicando y causando dafios en los tibulos renales, en el epitelio acinar del pancreas y en otros 6rganos

con células epiteliales que tienen enzimas de tipo tripsina [1].

1.2.3 Pérdidas econémicas asociadas a la enfermedad:

Las pérdidas econémicas producidas por IA varfan dependiendo de la cepa del virus, de la
especie de ave infectada, del nimero de granjas afectadas, de los métodos de control utilizados, y de la
velocidad en implementar estrategias de control y erradicacion [8]. En general, la mayoria de los brotes
por AIV de alta o baja patogenicidad, junto con las pérdidas econdémicas asociadas, han ocurrido a
partir de epizootias en aves de corral pero sin generar una enfermedad endémica para la industria
avicola. Sin embargo, algunos pafses han tenido influenza aviar de baja patogenicidad en forma
endémica en galpones comerciales y, en pafses como China, la enfermedad también ha sido endémica
en aves de traspatio y en mercado de aves vivas.

Generalmente, las mayores pérdidas econémicas han ocurrido durante las epizootias de IA de alta
patogenicidad en gallinas criadas en granjas comerciales, en zonas de produccion intensiva o en grandes
mercados de aves vivas. Las pérdidas directas en los brotes incluyen costos de despoblacion y
eliminacién, pérdidas por la alta morbilidad y mortalidad, costos de cuarentena y vigilancia, e
indemnizaciones pagadas por la eliminacién de aves del mercado. Varios son los ejemplos a lo largo del
ultimo centenario [54, 55]. Entre ellos, Estados Unidos durante el ano 1924-1925 superd los U$s10
millones en costos directos por limpieza y desinfeccion de 2.718 mataderos, 8.140 vagones de
ferrocarril, 352.525 cooperativas de transporte y 124.997 piezas de diversos equipos [8]. Durante 1983-
1984, en el noreste de Estados Unidos hubo un brote de IA de alta patogenicidad H5N2 que involucro
mas de 17 millones de aves y 449 granjas comerciales, haciendo que el costo para el gobierno fuese

superior a los U$s106 millones en erradicacion e indemnizaciones, mientras que los consumidores
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experimentaron un aumento de U$s588 millones en el costo de alimento [56]. En Europa y Asia se han
dado ejemplos similares, como ser el brote en Italia de IA H7N1 de alta patgenicidad en el anio 1999-
2000, generando un gasto publico de U$s100 millones en compensaciéon por los 18 millones de aves
comerciales de 413 granjas [57].

Los brotes por IA de baja patogenicidad, en cambio, han representado un costo menor para tener
la situacién bajo control debido a una menor tasa de mortalidad. Sin embargo, los costos econémicos
asociados a las trabas en la comercializacion nacional e internacional de carne aviar conllevan pérdidas

econémicas indeseadas en los pafses con una industria avicola intensiva como la de la Argentina.

1.2.4 Riesgo para la Salud Publica:

Las aves acuaticas silvestres son el reservorio de todos los genes del Virus Influenza [3]. Desde
estas especies, el virus de IA tiene la capacidad de transmitirse y adaptarse a un amplio rango de
huéspedes con la particularidad de hacerlo con una frecuencia mayor que otros agentes infecciosos [58].
En general, la transmisién a un nuevo huésped suele ocurrir frecuentemente, e incluso con mayor
facilidad, entre individuos de la misma especie u ocasionalmente entre especies cercanas [8].

En algunas ocasiones, el virus de IA también ha evidenciado una transmision interespecie
logrando infectar incluso al hombre. Estos eventos suelen ser poco comunes y pueden ocurrir de dos
formas:

1. Por transferencia de la particula viral completa de IA.

2. Por transferencia de genes individuales del virus de influenza aviar al virus de influenza

humana.

Pocos son los ejemplos documentados de transmision del virus completo en comparaciéon con
los cientos de millones de infecciones en humanos por virus de influenza adaptados al hombre cada
afio y durante las pandemias [59].

El epitelio respiratorio de las aves tiene mayoritariamente receptores de acido sialico con
conformacion a2-3; en cambio, en el epitelio respiratorio de los humanos predominan las uniones 2-6.
Los cerdos presentan un epitelio respiratorio mixto, con una mezcla de acidos sialicos con uniones a2-3
y «2-6. Esto permitirfa, en esta especie animal, la coinfeccién por virus de influenza de aves y
mamiferos y, en consecuencia, el desarrollo de nuevas cepas “reasortantes” que tendrian la capacidad de
infectar a los humanos y otros mamiferos [60]. Esta podria ser la explicacion del mayor numero de
reportes observados de transferencia de virus de influenza porcina, respecto de influenza aviar, al
hombre.

La apariciéon de genes de IA en los virus de influenza humana han sido eventos raros, y se

requiere de grandes perfodos de tiempo y de reasociacion de segmentos genémicos de mas de un virus
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de influenza [8]. Sin embargo, durante el siglo XX ocurrieron tres importantes pandemias de Influenza
a partir de virus aviares (Tabla 2). La primera ocurri6 en el ano 1918, a partir de un virus de subtipo
HINT con todos sus genes de origen aviar. Esta pandemia se conocié como la Gripe Espafiola, cuya
mortalidad mundial registrada superd los 20 millones de personas. Recién en el afio 1957 se originé la
segunda pandemia conocida como Gripe Asiatica. La misma fue causada por un virus de subtipo
H2N2, producto de la reasociacion de un virus de IA H2N2 con el virus de influenza humana HIN1
de 1918. De esta forma, se establecié en la poblacion un nuevo subtipo de influenza humana H2N2,
que contenfa los segmentos PB1, HA y NA de IA H2N2 y el resto de los genes del virus HIN1. Luego,
en el ano 1968, ocurrio la tercer pandemia del siglo XX con una mortalidad mundial de 4 millones de
personas. Esta se produjo por un virus de subtipo H3N2, donde el virus H2N2 de la pandemia previa

reasortd con un virus de IA H3 incorporando su PB1 y HA.

Tasa de

Pandemia  Fecha Areade  Subtipode Virus Mortalidad 14,y Grupodeedad o,y qe1pBI
origen de Influenza A mundial mas afectados
calculada
Influenza 516 1919 No definida HIN1 20-50 millones 22 3% Adultos jovenes  (-16,9% a 2,4%)
Espafiola
Influenza 525 1958 Surde China H2N2 la4millones  <0,2% Nifios (-3,5% 12 0,4%)
Asiatica
Influenzade ) g6 1960 Surde China H3N2 2admillones <020  1doslossrupos g 40 g sup
Hong Kong etarios

Tabla 2. Caracteristicas de las tres pandemias del siglo XX [9].

Por lo nombrado anteriormente es que la influenza aviar es considerada una zoonosis con
potencial pandémico, que podria generar un gran impacto en la salud publica al introducirse nuevas

variantes del virus, y sin inmunidad previa, en el hombre.

1.2.5 Vigilancia:

En América del Norte, Europa, Este de Asia y Australia, se llevan a cabo desde hace varias
décadas programas de vigilancia con el objetivo de explorar la ecologia de los virus de IA en las aves
silvestres acudticas y generar datos epidemiolégicos para prever la introducciéon de estos virus en las
aves de corral. El objetivo principal de llevar adelante estos esfuerzos es evitar las grandes pérdidas
econémicas asociadas a la introduccién de esta enfermedad en los galpones comerciales, asi como
también tener un mayor conocimiento y estrategia de control frente a una posible pandemia.

Segun la OIE, la situaciéon sanitaria actual de la Argentina con respecto a la enfermedad de
Influenza Aviar es de status libre, debido a que el agente viral no ha sido descripto hasta el momento en

aves domésticas. Por ello, en la Republica Argentina la Influenza Aviar es una enfermedad exotica y de
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declaraciéon obligatoria. Esta enfermedad junto con la enfermedad de Newecastle se encuentran bajo el
Programa de Prevencién y Vigilancia permanente que lleva adelante el SENASA en las aves domésticas
de todo el pafs de manera que, de presentarse eventualmente, sean rapidamente detectadas y
erradicadas.

El riesgo potencial de entrada y difusiéon de este agente en los galpones comerciales nacionales
puede desestabilizar la actividad econémica y comprometer el estatus sanitario de nuestro pais. Por ello
desde el afio 2006, el INTA junto con otras instituciones disefié un programa de vigilancia a largo plazo
en las poblaciones de aves silvestres residentes y migratorias de los humedales de agua dulce y de la
costa atlantica argentina, con el objetivo de estudiar la presencia o ausencia de estos virus en aves

silvestres y su consecuente riesgo de introduccion y difusion en las aves de corral.

1.3 Sanidad animal en la industria avicola

1.3.1 Generalidades:

El desarrollo de una industria avicola intensiva en los paises en desarrollo como la Argentina
depende, principalmente, de la capacidad de establecer y potenciar las operaciones comerciales en
pequena y mediana escala, y para garantizar el éxito sera imprescindible controlar la salud de las aves de
corral. Las pérdidas econémicas ocasionadas por las enfermedades aviarias oscilan entre el 10 y el 20
por ciento del valor bruto de la produccién en el sector avicola de los paises desarrollados, y
probablemente son mas elevadas en los paises en desarrollo. La capacidad de diagnosticar las causas de
las enfermedades aviarias y de reconocer rapidamente una enfermedad emergente es esencial, mas aun
considerando que los patégenos aviares no reconocen las fronteras nacionales [61]. Por consiguiente,
con el objetivo de controlar patégenos, los centros de produccién deben disponer de lineas avanzadas
de defensa en forma de programas de bioseguridad. En los pafses en desarrollo, las deficiencias en la
bioseguridad y en el diagnostico de enfermedades predisponen a los patdégenos emergentes a que
puedan convertirse en amenazas endémicas, como ha ocurrido muy recientemente con la influenza

aviar FH5N1[61].

1.3.2 Sanidad animal en la avicultura nacional:
En los dltimos afios, el “Programa de Enfermedades de las Aves y Animales de Granja” del
SENASA impulsa la implementacion de politicas sanitarias enfocadas, esencialmente, al mejoramiento
p p p 5 ) ]
de la situacién sanitaria nacional, en beneficio directo del desarrollo del sector avicola de Ia
b b y
prevencion de enfermedades exdticas como la influenza aviar, y de aquellas erradicadas del pais como la

enfermedad de Newcastle. Este aspecto, ademas de evitar las grandes pérdidas econdmicas que
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producen estas enfermedades, contribuye al sostén del mercado externo y a la apertura de nuevos
destinos para la produccién nacional [62].

Asi es como la vigilancia de enfermedades emergentes y re-emergentes se ha convertido en uno
de los retos mas importantes que tiene actualmente la Sanidad Animal de nuestro pais, tanto por su
riesgo sanitario intrinseco como por su potencial zoonético en enfermedades como la Influenza. Una
de las estrategias para enfrentar estas situaciones es utilizar protocolos de analisis de riesgo como
sistemas de prediccion. Para lograr buenos analisis de riesgo es importante, entre otros parametros,

conocer el estado inmunitario de los planteles comerciales.

1.3.3 Inmunosupresion de las aves de corral y sus consecuencias:

La inmunosupresion en las aves de corral es un estado fisiologico que las predispone a contraer
diversas enfermedades como producto de la baja, o nula, capacidad de respuesta que el sistema inmune
posee en tal estado. Sumado a esto, reduce significativamente la capacidad de las aves de corral jovenes
para responder con eficacia a las inmunizaciones a las cuales son sometidas en los planes vacunales
utilizados frecuentemente, predisponiéndolas ademas a contraer infecciones por otros agentes
patégenos especificos. Sin embargo, la inmunosupresion subclinica con frecuencia no resulta
observable para los avicultores, por lo que es causa silente habitual de importantes pérdidas
econémicas. Los agentes patégenos causantes de estas inmunosupresiones subclinicas se califican como
“erosivos” para la productividad de los centros de produccion [63], debido a que su presencia muchas
veces conlleva a realizar esfuerzos en el control de las afecciones secundarias sin resolver la patologia de
base.

Existen una gran variedad de factores que afectan el sistema inmune de las aves, las micotoxinas,
los parasitos y los agentes virales. Dentro de estos ultimos encontramos al Virus de la Anemia
Infecciosa Aviar, uno de los principales agentes infecciosos inmunosupresores de las aves de corral, que

afecta principalmente a los pollos jévenes y esta ampliamente distribuido en todo el mundo [64].

1.3.4 Virus de la Anemia Infecciosa Aviar:

El Virus de la Anemia Infecciosa Aviar (CAV) es responsable de la enfermedad que lleva el
mismo nombre y es considerada una enfermedad endémica en todos aquellos pafses con una industria
avicola intensiva. El cuadro clinico asociado a esta enfermedad se encuentra estrechamente relacionado
con la edad en la que el ave adquiere la infeccién. Cuando un pollo recién nacido, proveniente de una
madre seronegativa, se infecta antes de las dos semanas de vida, desarrolla anemia, deplecion linfoide,
hemorragias e inmunosupresion. Sin embargo, después de la segunda semana de vida, la susceptibilidad

del ave al desarrollo de la enfermedad comienza a disminuir paulatinamente, presentandose un cuadro
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de inmunosupresion subclinico [65]. Esta condicion de infeccion subclinica predispone a los planteles
afectados a contraer diferentes enfermedades oportunistas secundarias, lo cual conlleva a realizar
esfuerzos en el control de las afecciones secundarias sin resolver la patologia de base [66]. Son muchas
las descripciones de cuadros de inmunosupresion en aves de corral infectadas con CAV
correlacionados con diversas infecciones bacterianas y fungicas [67, 68]; y con un aumento de la
patogenicidad de las infecciones por adenovirus [69] y reovirus [70]. Otros autores observaron que la
infecciéon con CAV y el Virus de la Enfermedad de Marek (MDV) producia un aumento de la
incidencia y mortandad por este ultimo virus [71], lo cual lleva a pensar en la probabilidad de ocurrencia
de situaciones similares frente a infecciones secundarias con el virus de IA.

El agente etiologico que produce esta enfermedad es el Virus de la Anemia Infecciosa Aviar,
representante del género Gyrovirus 1 dentro de la familia Circoviridae [72]. Morfolbgicamente es un virus
desnudo, con capside icosahédrica, que contiene un genoma circular de ADN, cadena simple y
polaridad negativa [73]. Su genoma mide aproximadamente 2,3 Kpb y estructuralmente posee una
region promotora, seguida de 3 ORF solapados, que codifican para tres proteinas virales. Una es la
proteina VP3 (13.6 kDa), proteina no estructural cominmente llamada apoptina por su capacidad para
producir apoptosis en células del timo y médula 6sea principalmente [74, 75]. Otra es la proteina VP2
(24.0 kDa), la cual, ademas de poseer actividad de proteasa [76], tiene un papel importante en el plegado
de la proteina VP1 (51.6kDa). Esta dltima proteina VP1 es la principal proteina de la capside y contiene
los principales epitopes neutralizantes [77].

Segun diferentes autores [78, 79], CAV induce una inmunosupresiéon en pollos caracterizada por
una reduccion importante, pero transitoria, del valor del hematocrito, de la relacién peso timo-peso
corporal y de la relacién peso bursa-peso corporal entre los 7 y 21 dpi; con una recuperacion de estas
variables a valores normales a los 28 dpi. Esta linfocitopenia producida en timo, bazo y bursa ha sido
observada en infecciones experimentales tanto de pollitos de 1 dia de edad (infeccién clinica) como de
pollos de 14 dias de edad (infecciéon subclinica) [80]. En la actualidad existe un consenso de que el
numero absoluto de timocitos decrece durante la linfopenia transitoria, pero aun existe discusioén sobre
si es la subpoblacién de linfocitos T helper (LTh) o la subpoblacién de linfocitos T citotdxicos (LTc) la
mas afectada en bazo durante la fase aguda [78-81].

La presencia del CAV en nuestro pafs fue reportada por primera vez en 1994 por Buscaglia y col.
[82]. En la Argentina, en los ultimos afios se ha observado un aumento de casos clinicos por agentes
oportunistas, ocasionando patologfas severas en galpones de pollos parrilleros. Por ello, nuestro grupo
de trabajo ha estado estudiando y caracterizando a nivel molecular las diferentes cepas halladas en estos

casos de campo.
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A partir del analisis molecular de la secuencia nucleotidica de la VP1 de veinticinco cepas

argentinas de CAV, se observo que la mayoria de los aislamientos argentinos pertenecen al genotipo B,

distanciado filogenéticamente de las cepas vacunales (Cux-1, DelRos, Nobilis) cominmente utilizadas

en nuestro pais (Figura 4). Ademas, todos los aislamientos que conforman el grupo argentino poseen

residuos aminoacidicos particulares en ciertas posiciones de la VP1, los cuales difieren de los

comunmente presentados por las cepas vacunales y otras cepas de referencia mundial [83].
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Figura 4. Filograma basado en el método de distancia Neighbor Joining para las secuencias nucleotidicas de la VP1. Los
valores de bootstrap se indican en aquellos nodos en los cuales el valor supera el 70%. Las cepas de CAV Argentinas estan
marcadas en negrita. La linea horizontal indica la distancia relativa entre los ailsamientos [83].
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Aunque se sabe que existe una alta incidencia de CAV dentro de los planteles comerciales de
nuestro pafs, se carece de conocimiento acerca de la importancia que puede tener el estado de
inmunosupresiéon provocado por este agente en la evolucion de la patogenia del AIV. Para intentar
responder este interrogante y colaborar con mejores analisis de riesgo para el disefio de estrategias de
control y prevencion para proteger las explotaciones comerciales avicolas de nuestro pafs, en el
presente trabajo de tesis se estudiaran los Virus de Influenza Aviar que circulan en las aves silvestres en
la Argentina y la patogenia y transmisibilidad de estos virus en aves de corral inmunocompetentes o
inmunosuprimidos experimentalmente con el Virus de la Anemia Infecciosa Aviar.

Aumentar la informacién acerca de la epidemiologia de la Influenza Aviar en la region es de suma
importancia para comprender en mayor profundidad las potenciales consecuencias de esta enfermedad
tanto en las aves silvestres como en las aves domésticas. Sumado a esto ultimo es importante destacar
que la Influenza Aviar es una zoonosis, con lo cual el aumento de la informacién disponible sobre este

agente infeccioso es de relevancia para el sistema de Salud Puablica nacional.
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2. HIPOTESIS

Debido a la naturaleza del Virus de Influenza Aviar existen diferentes subtipos de Virus de
Influenza Aviar de Baja Patogenicidad circulando en las aves silvestres que anidan o migran en la
Argentina. La patogenia y transmisibilidad de estos virus sera diferente en aves de corral
inmunocompetentes o inmunosuprimidas a través de la infeccién previa con el Virus de la Anemia

Infecciosa Aviat.
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3. OBJETIVOS

3.1 General:

Estudiar la circulacién del Virus de Influenza Aviar en aves silvestres presentes en la Argentina,

sus caracterfsticas genéticas y su patogenia en aves de corral con diferente estado inmunolégico.

3.2 Especificos:

1. Realizar un analisis filogenético de los Virus de Influenza Aviar aislados en la Argentina con el

fin de determinar el patrén evolutivo del AIV en la region.

2. Generar una inmunosupresion subclinica en aves de corral a partir de la infeccion
experimental de las mismas con variantes de CAV presentes en la poblacion avicola comercial

del pafs, determinando las subpoblaciones de linfocitos T afectadas en timo y bazo.
3. Comparar la replicacién, invasion y transmision del LPAIV en aves de corral

inmunocompetentes o inmunosuprimidas experimentalmente con el Virus de la Anemia

Infecciosa Aviat.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Aislamiento y caracterizacion molecular de los Virus de Influenza Aviar

en la Argentina

4.1.1 Obtencién de muestras de aves silvestres:

Las actividades de muestreo fueron realizadas por bidlogos y veterinarios capacitados en el area.
Las muestras de hisopados cloacales se obtuvieron a partir de aves acuaticas silvestres capturadas a lo
largo de la costa atlantica y el litoral argentino o provenientes de coto de caza habilitados [84, 85]. En
este ultimo caso, los hisopados cloacales se obtuvieron dentro de las 2-4 horas post mortem.

Los muestreos en el litoral argentino se realizaron a orillas del rio Parana (30 ° 41'S, 60 © 02'W),
uno de los principales sistemas fluviales de América del Sur. Este tio se encuentra dentro de una
importante ruta migratoria de las aves, que sirve a su vez como habitat para varias poblaciones de
especies de aves acuaticas residentes. La region abarcada incluye cuatro departamentos de la provincia
de Entre Rios (Gualeguay, Parana, La Paz y Victoria), un departamento de la provincia de Corrientes
(Esquina) y uno de la provincia de Santa Fe (San Javier). Se recogieron muestras de cotos de caza
privados establecidos estratégicamente dentro de humedales y abarcando aproximadamente un area de
15.000 hectareas.

En el caso de las aves silvestres acuaticas capturadas a lo largo del litoral maritimo argentino las
mismas se obtuvieron a orillas del mar, desde la provincia de Buenos Aires hasta la provincia de Tierra
del Fuego (ciudades de Punta Rasa, Mar Chiquita, Bahia Blanca, Bahia San Blas, Punta L.oma, Punta
Leén, Punta Tombo, Bahia Bustamante, Puerto Deseado, Bahia San Julian, Monte Ledén, Cabo
Virgenes y La Turbera entre otras). Esta area cubre aproximadamente 5,000 kilémetros, del paralelo 36
°Sy55°8S.

Para la realizacién del muestreo se utilizé un hisopo de poliéster estéril por ave. Una vez tomada
la muestra, cada hisopo fue almacenado dentro de un criotubo de plastico estéril conteniendo 1 ml de
solucion buffer fosfato (PBS) a pH 7.0-7.2 con 50% de glicerol, suplementado con penicilina (10,000
Ul/ml), estreptomicina (5 mg/ml), sulfato de gentamicina (1 mg/ml), sulfato de kanamicina (700
mg/ml) y anfotericina B (10 pg/ml) (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EE.UU.). Todos los ctiotubos
se mantuvieron en nitrégeno liquido y se transportaron en hielo seco. Una vez en el laboratorio las
muestras se almacenaron a -70°C hasta su procesamiento para el diagnéstico molecular y el aislamiento

del virus.
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4.1.2 Deteccion del Virus de Influenza Aviar:
Para realizar la deteccion del AIV se armaron pooles conteniendo 50 pl de cinco hisopados
cloacales. Cada uno de los pooles fue procesado como se describe en los puntos 4.1.2.1 a 4.1.2.3.
Aquellos pooles positivos fueron abiertos y cada uno de los hisopos que lo componian fue analizado

individualmente de la misma forma.

4.1.2.1 Extraccién de ARN viral:

La extraccion de ARN viral se realizé con el kit QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN,
Valencia, CA, USA), con el fin de obtener un templado 6ptimo para los estudios posteriores. Todas las
muestras fueron procesadas de acuerdo con las instrucciones del fabricante, utilizando 140 ul de
suspension de hisopo cloacal en PBS. El ARN resultante se eluyé en un volumen final de 60 pl y se

almaceno a -70°C hasta su posterior utilizacion.

4.1.2.2 Sintesis de ADN complementario:

El ARN obtenido fue sometido a la reaccién de transcripcion reversa (RT), mediante la
utilizacion de la enzima High Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
de forma de obtener el ADN copia (ADNCc). Para ello se utilizaron 15 ul de ARN viral en un volumen
final de reaccién de 30 pl. Las condiciones de temperatura y ciclado utilizadas fueron las especificadas

por el fabricante.

4.1.2.3 PCR en tiempo real:

La deteccion del AIV se realizé sobre el ADNc obtenido por medio de una reacciéon en cadena
de la polimerasa (PCR) en tiempo real. Para tal fin, se utiliz6 la enzima TagMan PCR Universal Master
Mix (Applied Biosystems) y un par de primers y sonda dirigidos a amplificar una regiéon del gen de la
matriz (M), que detecta cualquier subtipo de virus de influenza tipo A [86]. La reacciéon de PCR en

tiempo real se realizé en un equipo ABI Prism 7500 SDS (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

4.1.3 Aislamiento del Virus de Influenza Aviar:

El aislamiento viral se realiz6 a partir de cada hisopo que resulté positivo al AIV por RT-PCR en
tiempo real (rfRT-PCR). El procedimiento para realizar el aislamiento viral se llevo adelante dentro del
laboratorio de bioseguridad del tipo NSB4 OIE que el INTA posee en el Instituto de Virologia. Para
ello se utilizaron huevos embrionados de pollo de 9-11 dias de edad (Rosenbusch, CABA, Argentina)
libres de patégenos especificos (SPF). Brevemente, 200 pl del hisopado cloacal fueron inoculados en la

cavidad alantoidea de los huevos. Los mismos se incubaron durante 72 horas y luego se cosecho el
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liquido alantoideo de acuerdo con los protocolos estandarizados descriptos en el Manual de la OMS
sobre Influenza Animal Diagnéstico y Vigilancia [87] y de la normativa argentina. El liquido alantoideo
cosechado se almacené a -70°C hasta su posterior utilizacién para deteccion del Virus de Influenza

Aviar como se detall6 anteriormente en el punto 4.1.2.

4.1.4 Secuenciacion del genoma del Virus de Influenza Aviar:

A partir del liquido alantoideo donde se pudo aislar el AIV se realiz6 la secuenciacion de los ocho
segmentos genémicos virales. Brevemente, el ARN viral se extrajo del fluido alantoideo utilizando el kit
QIAamp Viral RNA Mini Kit como se menciondé en el punto 4.1.2.1. Luego se realiz6 una RT seguida
por una PCR utilizando primers especificos para cada gen del AIV como se describi6 previamente [88].
Los fragmentos amplificados por RT-PCR se resolvieron mediante electroforesis en geles de agarosa al
1% vy se purificaron con el kit QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) segin
instrucciones del fabricante. Finalmente, la secuenciacion se realizdé usando el kit de secuenciacion
BigDye Terminator v3.1 en un analizador de ADN ABI PRISM 3700 (Applied Biosystems, Foster City,

CA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.1.5 Analisis filogenético del Virus de Influenza Aviar:

Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas consenso de cada uno de los segmentos genémicos
de los virus de influenza aviar fueron ensambladas y editadas utilizando el programa Megalign de
Lasergene 8,1 (DNASTAR, Madison, WI, EE.UU.). Los analisis filogenéticos se realizaron con
secuencias de genes del AIV disponibles en el banco de datos de Influenza Research Database. El
programa BioEdit 7 se utiliz6 para la alineacion y el analisis de residuos.

Para la construccion de los arboles filogenéticos se utilizé el programa MEGA 6.0. En el mismo
se realiz6 el analisis por el método de distancia Neighbor Joining (NJ) aplicando el modelo de
sustitucion de nucleétidos de Kimura 2 parametros. Para evaluar la confiabilidad de los nodos de los
arboles, se realizo6 la prueba de remuestreo por la técnica de bootstrap (1000 réplicas).

Las secuencias utilizadas para la construccion de todos los arboles filogenéticos se detallan en el

ANEXO de la pagina 116 (Tablas I a XVIII).
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4.2 Inmunosupresion subclinica de pollos SPF con variantes autéctonas del

Virus de la Anemia Infecciosa Aviar

4.2.1 Aislamientos de CAV presentes en la poblacion avicola comercial del pais:
Los aislamientos argentinos del Virus de la Anemia Infecciosa Aviar, CAV-08, CAV-10, CAV-18
y CAV-135, utilizados en los ensayos fueron obtenidos por el grupo de trabajo a partir de aves

domésticas con aumento de mortalidad, dermatitis gangrenosa y atrofia de timo y bolsa de Fabricio en

el afio 2007 [83].

4.2.2 Amplificacion y secuenciacion del genoma de CAV:

Se disefié un par de primers con el objetivo de amplificar y obtener el genoma completo del CAV
de aproximadamente 2300 pares de bases (pb): CAV-Nhel Fw y CAV-Nhel de RV (Tabla 3). Estos
primers se utilizaron bajo las siguientes condiciones de ciclado: desnaturalizacién (5 minutos a 95°C),
seguido por 35 ciclos de desnaturalizaciéon (30 segundos a 95°C), apareamiento (30 seg 54°C) vy
extension (5 min 72°C). Después de una extension final (10 min a 72°C), las muestras se guardaron a 4

°C hasta su visualizaciéon en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio.

Nombre del primer Secuencia del primer Longitud Posicion?®
CAV-NhelFw 5 -GCTAGCGTCAATGAACCTGA-3 20-mer 1191-1210
CAV-NhelRv 5 -GCTAGCAGGAACTCTTTCA-3 19-mer 1178-1196
CAV-Genome Fw 5 -ACGCTAAGATCTGCAACT-3 18-mer 651-668
CAV-Genome Rv 5 -GTAATTCCAGCGATACCAA-3 19-mer 589-607
CAV-VP2 Fw 5 -ATGCACGGGAACGGCGGACAACC-3 23-mer 380-402
CAV-VP3 Ry 5 - TTACAGTCTTATACACCTTCTTGCGGTTCG-3 30-mer 822-851
CAV-Secl Rv 5 -AACGTCACTTTCGCAACGT-3 19-mer 278-296
CAV-Sec4 Fw 5 -AGGGCAACGTTCAGTTTCTA-3 20-mer 1833-1852

2 Accession no. en Genbank: M55918

Tabla 3. Secuenda de los primers utilizados para obtener el genoma completo delas cepas de CAV Argentinas.
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El producto de PCR obtenido se purifico con el kit de purificacion QIAquick PCR Purification
Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante, y la secuenciacion se
realiz6 segun lo descrito en el punto 4.1.4. Para ello se utilizaron los dos primers de amplificacion
iniciales, los primers internos CAV1, CAV2, CAV-VP1-A fw, CAV-VP1-A rev, CAV VPI1-B fw y rev
CAV VP1-B previamente descriptos [83, 89], y seis nuevos primers internos adicionales CAV-Genoma
Fw, CAV-Genoma Rv, CAV-VP2 Fw, CAV-VP3 Rv, CAV-Secl Rv y CAV-Sec4 Fw, disefiados para
completar la secuencia del genoma viral (Tabla 3).

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos consenso para ambos genomas de CAV fueron
ensambladas y editadas utilizando el programa Megalign de Lasergene 8,1 (DNASTAR, Madison, WI,

EE.UU.). El programa BioEdit 7 se utiliz6 para la alineacién y el analisis de residuos.

4.2.3 Preparacion de los in6culos de CAV:

Los in6culos de CAV a ser utilizados en las experiencias 7z vivo se prepararon a partir de las
muestras de timo remitidas al laboratorio segiin protocolos previamente descriptos [90]. Brevemente, 1
ml de macerado de timo, previamente clarificado, se traté con igual volumen de cloroformo, se agitd
vigorosamente con vortex durante 15 minutos y se centrifugé a 4000g durante 2 minutos. Se dejo
reposar la suspension hasta que se separen las dos fases, y la fase acuosa superior se transfirié a un tubo
limpio. Se incubd a 70°C durante 5 minutos y luego se centrifugd a 13000g y 4°C durante 15 minutos.

El sobrenadante recuperado se almacend a -70°C hasta su utilizacion en las infecciones experimentales.

4.2.4 Cuantificacion de inoéculos de CAV por PCR cuantitativa en tiempo real:
Se disefi6 una PCR cuantitativa en tiempo real (qQPCR) para determinar el nimero de copias del
genoma de CAV en los inéculos utilizados durante las infecciones experimentales de pollos. Como

fluoréforo cuantificador se utilizé SYBR Green.

4.2.4.1 Extraccion del ADN de los in6culos de CAV:
A partir de los inéculos preparados segun el punto 4.2.3, se realizé6 una extraccion de ADN
utilizando el Mini Kit de DNA QIAamp (Qiagen Inc.Valencia, CA) segun las instrucciones del

fabricante.

4.2.4.2 Reactivos para la qPCR:
Se utilizé una Master Mix Mezcla Real (Biodynamics), un Rox Reference Dye (Invitrogen) y
primers de Biodynamics (CABA, Argentina). Los mismos amplifican un fragmento de 75 pb situado

dentro de la region de solapamiento entre el ORF2 y ORF3 (Tabla 4).
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Primer Secuencia primer Longuitud Posicion?

CAV-Real Time Fw 5 -AGAGAGATCCGGATTGGTATCG-3  22-mer 576-597

CAV-Real Time Rv 5 - TGGGAGCGCGAGCATT-3 16-mer 636-651

aN° de acceso en GenBank M55918

Tabla 4. Primers utilizados en la qPCR para cuantificar las copias de ADN de CAV.

Los primers fueron disefiados y evaluados utilizando el software Primer Express v1.0. Para las
reacciones de PCR se utilizaron 15 pmol de cada primer en un volumen final de reacciéon de 25 pl, y las

mismas se llevaron a cabo en un equipo ABI Prism 7500 SDS (Applied Biosystems).

4.2.4.3 Condiciones de ciclado para la qPCR:
Las condiciones del ciclado utilizadas en la qPCR fueron: desnaturalizacion inicial a 95° C durante
10 min, seguido por 40 ciclos de desnaturalizacion a 95° C durante 15 segundos vy
apareamientos/extension a 50° C durante 1 min. Finalmente se adicioné una curva de disociacion, la
cual nos permitié verificar la amplificacion de un producto tnico por medio de la visualizacion de un

solo pico de disociacion.

4.2.4.4 Curva estandar en la qPCR:

En primer lugar, se amplificé un fragmento de 75 pb del genoma de la cepa vacunal de CAV
Cux-1 por PCR, utilizando los primers desctriptos en la Tabla 3. Posteriormente, el fragmento
amplificado se purificé y cloné dentro del plasmido vector pGEM T-Easy (Promega Madison,
EE.UU.), con el objeto de generar el templado que se utilizaria para las curvas estandar utilizadas en la
cuantificaciéon de nimero de copias de ADN de CAV. Para ello, para cada corrida de qPCR se
prepararon diluciones seriadas en base diez con agua destilada del plasmido conteniendo el inserto de
75 pb, para evitar el problema de la degradacion del plasmido con el tiempo en las diluciones mas altas.
Los valores de ciclo umbral o ¢ycle threshold (CT) de cada dilucién se utilizaron para trazar una curva
estandar desde 10' hasta 10° nimeros de moléculas de ADN de CAV. El nimero de copias se
determiné utilizando el factor de conversion: 1 ug de un ADN de 1 Kpb = 3,03 pmol [91].
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4.2.4.5 Analisis de los resultados:

Los resultados de las corridas de qPCR se analizaron utilizando el software Sequence Detection
Systems v.1.6.3 (Applied Biosystems, Foster City, CA). La configuracién por defecto del programa se
utiliz6 para definir tanto el valor umbral y los parametros de referencia para el analisis de los datos
crudos. Una curva estandar fue generada en cada corrida de PCR cuantitativa y la misma se utilizé para

extrapolar las cantidades en las muestras desconocidas.

4.2.5 Inmunosupresion subclinica de pollos SPF con cepas autéctonas de CAV:
Para todos los experimentos 7z vivo se utilizaron pollos (Gallus gallus) de 14 dias de edad
provenientes de planteles SPF (Rosenbusch, CABA, Argentina). Para ello, los huevos fértiles de esta
procedencia fueron incubados hasta su nacimiento en incubadoras de huevos (Yonar, CABA,

Argentina).

4.2.5.1 Evaluacion de la infeccion con CAV a diferentes tiempos post infeccion:

Las aves (n=20) fueron divididas en dos grupos experimentales (CAV y control negativo), de
trece aves cada uno, y mantenidas en jaulas para aves durante el trascurso del experimento. Los pollos
del grupo CAV fueron inoculados con 0,2 ml conteniendo 1x10° copias de ADN viral por via
intramuscular, mientras que los pollos del grupo control negativo fueron inoculados, por la misma via,
con 0,2 ml de PBS.

Durante todo el experimento (Figura 5) se controld la apariciéon de signos clinicos compatibles
con una infeccion con CAV en las aves infectadas: anorexia, debilidad, retraso del crecimiento, cianosis,

petequias y equimosis.

Inoculacién con 1x10°

copias de ADN de CAV
/pollo (14 dias de edad) Eutanasiay necropsia de pollos infectados y pollos controles

en cada uno delos tiempos post-infeccion

/\
o N

0 dpi 7 dpi 14 dpi 21 dpi 28dpi

Corroborar ausencia de
anticuerpos anti-CAV
por ELISA comercial

Figura 5. Disefio experimental para la evaluacion de la infeccion con CAV a diferentes tiempos post infeccion.
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Alos 7, 14, 21 y 28 dias post infeccion (dpi) se realizo la eutanasia de 3 o 4 animales por grupo.
De los mismos se tomaron muestras de sangre para la determinar la presencia de anticuerpos
especificos anti-CAV (ver 4.2.9) y se determiné el peso corporal. Luego, se registré el peso del timo de
cada animal para observacion de lesiones macroscopicas y se separo el primer 16bulo derecho de cada

uno para realizar la observacion histopatolégica correspondiente.

4.2.5.2 Infeccién experimental con diferentes cepas autéctonas de CAV:

Se seleccionaron cuatro cepas virales (CAV-08, CAV-10, CAV-18 y CAV-135) con idéntica
secuencia nucleotidica en la VP2 y VP3, pero con algunos cambios localizados en la region que codifica
para la VP1 y en la regiéon no codificante.

Los pollos (n=15) fueron divididos en cinco grupos experimentales de tres aves cada uno y
mantenidas dentro de jaulas para aves durante todo el experimento. Los pollos de los grupos 1, 2, 3 y 4
fueron inoculados cada uno con los aislamientos autéctonos CAV-08, CAV-10, CAV-18 y CAV-135
respectivamente. Todas las aves recibieron 0,2 ml de inéculo con 1x10° copias de ADN de CAV por
via intramuscular. Los pollos del grupo 5 fueron inoculados, por la misma via con, 0,2 ml de PBS
conformando de esta forma el grupo control negativo.

Durante todo el experimento (Figura 6) se controld la apariciéon de signos clinicos compatibles
con la enfermedad, y a los 14 dpi se realiz6 la eutanasia de los 3 animales de cada grupo. De los mismos
se tomaron muestras de sangre para determinar la presencia de anticuerpos especificos y muestras de

6rganos (timo, bursa y bazo) para observacion histopatolégica.

Inoculacién con 1x10¢ Eutanasiay necropsiade
copias de ADN de CAV pollos infectados con
/pollo (14 dias de edad) distintas cepas de CAV y

pollos controles

v

0 dpi 14 dpi
Corroborar ausencia de Corroborar presencia o
anticuerpos anti-CAV ausencia de anticuerpos
por ELISA comercial anti-CAV por ELISA
comercial

Figura 6. Diseflo experimental para determinar cudles de las cepas de CAV autéctonas producen mayor dafio histologico en
aves de corral a los 14 dpi.

27



4.2.5.3 Infeccion experimental de pollos SPF con las cepas CAV-10 y CAV-18:

Los pollos (n=18) fueron divididos en tres grupos experimentales de seis aves cada uno. Los
pollos del grupo 1 y 2 fueron inoculados con los aislamientos autéctonos CAV-10 y CAV-18
respectivamente. Todas las aves recibieron 0,2 ml de in6culo con 1x10° copias de ADN de CAV por
via intramuscular. Las aves del grupo 3 fueron inoculadas por la misma via con 0,2 ml de PBS (grupo
control negativo). Estos pollos se mantuvieron en jaulas para aves, mientras que los pollos de los
grupos 1 y 2 fueron separados en cabinas de asilamiento con filtros HEPA y presiéon negativa
(Allentown, Inc., Modelo CH8ISOL).

Durante todo el experimento se controlé la apariciéon de signos clinicos compatibles con la
enfermedad, y a los dias 14 dpi se realiz6 la eutanasia de todos los animales. De los mismos se registrd
el peso corporal, se tomaron muestras de sangre para la determinar presencia de anticuerpos especificos
anti-CAV y muestras de 6rganos para observacion de lesiones macroscopicas (timo, bursa y bazo),
histopatoldgicas (timo y bursa) y estudio de las subpoblaciones de linfocitos T afectadas (timo y bazo)

(Figura 7).

Comparacion de:
Inoculacién con 1x10° Lesi .
; n . * Lesiones macroscopicas
copias de ADN de CAV Eutanasiay necropsiade i o
/pollo (14 dias de edad) pollos infectados con CAV | ] * Histopatologia (Timo y Bursa)
y pollos control negativo * Deplecion de subpoblaciones
delinfocitos T (Timo y Bazo)
0 dpi 14 dpi

e Deteccion de anticuerpos

anticuerpos anti-CAV anti-CAV por ELISA

por ELISA comercial comercial

Figura 7. Disefio experimental para comparar la infeccién de pollos SPF con la cepa CAV-10 y CAV-18 a los 14 dpi.

4.2.6 Observacion de lesiones macroscopicas por la infeccion con CAV:
En el momento de la necropsia de las aves, se determiné el peso corporal, el peso de la bursa, el
peso del timo y el peso del bazo de cada animal. A partir de estos valores se determind la relaciéon peso

6rgano/peso corporal, tanto en los animales control como en los infectados con CAV.
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4.2.7 Determinacion del dafio histopatolégico producido por CAV:

Durante los experimentos realizados se tomaron muestras de diferentes 6rganos para estudios
histopatolégicos: la mitad de la bursa, la mitad del bazo y el primer 16bulo craneal derecho del timo de
cada animal. Una vez extirpadas las muestras, las mismas se sumergieron en 10% de formalina
tamponada neutra para su fijacion. Posteriormente, las muestras se deshidrataron y se embebieron en
parafina en la forma habitual y se realizaron secciones de 4 um de grosor. A los cortes se les realizé una
tincion con hematoxilina y eosina (HE) para su posterior observacion en microscopio 6ptico.

La cuantificacion del dafio causado por las diferentes cepas virales de CAV utilizadas en las
infecciones experimentales se realizé en base al siguiente score, que se definié utilizando como base el
score propuesto por Hoerr [92, 93].

e Score 1: sin particularidades.

e Score 2: disminucién de hasta el 30% de los linfocitos de la corteza.

e Score 3: disminucién de entre el 30 y el 50% de los linfocitos en la corteza, hiperplasia de
células reticulares.

e Score 4: ausencia de corteza en el 50% o mas de los foliculos, foliculos con necrosis.

Bursa:

e Score 1: sin particularidades.

e Score 2: disminucidon de hasta el 30% de los linfocitos de la corteza de los foliculos
linfoides, presencia de quistes intraepiteliales, incremento de los repliegues de la mucosa.

e Score 3: disminucion entre el 30 y el 70% de los linfocitos de la corteza, irregularidades de
la delimitacion entre corteza y médula, presencia de quistes intraepiteliales.

e Score 4: disminucién de mas del 70% de los linfocitos de la corteza, necrosis de los
foliculos linfoides, fibrosis entre los foliculos.

Bazo: Se evalto la aparicion de hiperplasia e histiocitosis perivascular, como el grado de
deplecion linfoide posible:

e Score 1: sin particularidades.
e Score 2: leve deplecion linfoide.
e Score 3: moderada deplecion linfoide.

e Score 4: severa deplecion linfoide.
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4.2.8 Citometria de flujo:

4.2.8.1 Obtencion de suspensiones de células de timo y bazo:

Una vez obtenidos los 6rganos se realizd la separacién del tejido conectivo que los rodea
mediante la utilizacién de pinza y tijera estériles. Posteriormente, cada 6rgano fue sometido a
disrupcién mecanica directa a través de colectores de células (Cell Colador, BD) con mallas o #esh de 40
umicras (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Las células obtenidas fueron recolectadas en tubos conicos

estériles y resuspendidas en 8 ml de RPMI-1640.

4.2.8.2 Aislamiento de células mononucleares de timo y bazo:

Las suspensiones celulares obtenidas fueron sembradas en 3 ml de Histopaque (1,077 g/ml,
Sigma, St. Louis, MO) dentro de tubos cénicos de 15 ml y centrifugadas a 400 X g durante 30 min a
temperatura ambiente y sin freno en una centrifuga (Eppendorf 5804 R). Posteriormente, se
cosecharon las células mononucleares de la interface y se lavaron dos veces con 10 ml de medio RPMI-
1640. El nimero de células viables obtenidas se conté en camara de Neubauer utilizando el colorante

Azul Tripan como método de tinciéon por exclusion.

4.2.8.3 Marcacion de células mononucleares con anticuerpos monoclonales:

Las células aisladas se diluyeron en buffer de tincion o staining (PBS 1 X, 10% de SFB, 0,1% de
azida de sodio) y se transfirieron a una placa de 96 pocillos o wells en una concentraciéon de 1 X 10°
células por we/l. Las mismas se lavaron dos veces con el mismo buffer staining por centrifugacion a 250 X
g durante 5 min (Eppendorf 5804 R). L.a marcacion se realizé por resuspension del sedimento o pellet
celular de cada we// con 100 ul de buffer staining incluyendo diferentes combinaciones de anticuerpos
monoclonales comerciales o una sola marca para la compensacion del citometro. Las células se
incubaron a 4°C durante 30 min y se lavaron nuevamente dos veces con buffer staining como se
menciond anteriormente.

Los anticuerpos monoclonales de aves (Southerbiotech, Birmingham, AL) utilizados fueron
previamente titulados con el fin de determinar la concentraciéon de marcacion Optima a ser utilizada:
CD3-SPRD (clon CT-3), CD4-FITC (clon CT-4), CD8a-PE (clon CT-8), CD8a-FITC (clon CT-8) y
CD8B-PE (clon EP-42). Las mezclas o mix de anticuerpos utilizados fueron las siguientes:

Mix A: CD3-SPRD, CD4-FITC y CD8a-PE

Mix B: CD3-SPRD, CD8a-FITC y CD8p -PE

Las células fueron adquiridas utilizando un citémetro de flujo FACS Calibur (BD Biosciences,

San Jose, CA) y aquellas con marcacion positiva fueron analizadas utilizando el software CellQuest.
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El analisis se realizé sobre 20.000 eventos y las poblaciones de células linfoides viables discretas
fueron encerradas de acuerdo a las caracteristicas de tamafio y granulosidad (FSC y SSC). Los
porcentajes de las diferentes subpoblaciones de células linfoides en el timo y el bazo se determinaron

por analisis multiparamétrico.

4.2.9 Deteccion de anticuerpos anti-CAV:

Las aves utilizadas en los experimentos fueron previamente analizadas serolégicamente mediante
la técnica de ELISA. La misma se realiz6 utilizando el Kit comercial de IDEXX FlockChek (Idexx
Laboratories, Inc., Westbrook, ME) segin instrucciones del fabricante, para confirmar la ausencia de
anticuerpos contra CAV.

El suero obtenido al finalizar cada una de las infecciones experimentales también se analizod

mediante esta técnica.

4.3 Estudio de replicacion y transmision de LPAIV de subtipo H6 en pollos

SPF inmunocompetentes

4.3.1 LPAIV de subtipo H6 utilizados:

En la Tabla 5 se detallan los siete virus de IA utilizados para los estudios de replicacion y
transmision en pollos SPF de 21 dias de edad. Cinco de los virus son LPAIV aislados de aves silvestres
acuaticas en la Argentina, mientras que otros dos son LPAIV prototipos, uno FEuroasiatico
A/teal/Hong  Kong/W312/1997  (H6N1)  (W312/H6N1) vy  otro  Norteamericano
A/mallard/Alberta/206/1996 (H6N8) (206/HGNS). Todos los LPAIV argentinos mencionados en la
Tabla 4 se obtuvieron, aislaron y secuenciaron segun los puntos detallados previamente en el apartado

4.1.
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Virus Grupo

A/mallard/Alberta/206/1996 (H6NS) 206/H6NS
A/teal/Hong Kong/W312/1997 (HON1) W312/H6N1
A/rosy-billed pochard/Argentina/CIP051-557/2007 (H6N2) 557/H6N2
A/rosy-billed pochard/Argentina/CIP051-925/2008 (HON2) 925/H6N2
A/rosy-billed pochard/Argentina/CIP051-1977/2010 (H6N2) 1977/H6N2
A/rosy-billed pochard/Argentina/CIP051-575/2007 (H6NS) 575/H6N8
A/rosy-billed pochard/Argentina/CIP051-269/2007 (H6NS) 269/HO6NS

Tabla 5. LPAIV utilizados en estudios de replicacion y transmision en aves de corral [85].

4.3.2 Preparacion de glébulos rojos de gallina:

Se extrajeron 2 ml de sangre de gallina por venopuncién alar con una jeringa conteniendo
solucién Alsever al 50% V/V. La sangre se transfitié a un tubo cénico y se lavo tres veces con PBS
mediante centrifugaciéon a 2000 rpm por 10 min (Eppendorf 5804 R). Finalmente, a partir del paquete
de globulos rojos obtenido se preparé una solucién al 0,5% V/V en PBS para los ensayos de

hemaglutinacién en placa [9].

4.3.3 Ensayo de hemaglutinacion (HA):

Para realizar el ensayo de HA se colocaron 50 pl de muestra (liquido alantoideo) en un pocillo de
una placa de 96 wells, se adicionaron 50 ul de glébulos rojos al 0,5% y se agité suavemente la placa para
homogeneizar. Luego, se incub6 la placa durante 30 minutos a temperatura ambiente y finalmente se
determiné la ausencia o presencia de virus de IA en la muestra dependiendo de la formacién o no,
respectivamente, de un botén de glébulos rojos en el wel.

Para calcular las Unidades Hemaglutinantes (UHA) en una muestra, se realizaron diluciones
seriadas en base dos de la muestra incégnita en PBS 1X y luego se agregd 50 ul la solucién de globulos
rojos. La inversa de la mayor dilucién que resultd positiva (ausencia de formaciéon de botén de glébulos

rojos) para el virus de influenza, fueron finalmente las UHA de la muestra en estudio [9].
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4.3.4 Titulacion de LPAIV en huevos SPF:

Se prepararon diluciones seriadas en base diez del liquido alantoideo cosechado en el punto 4.1.3
con PBS 1X. Luego, 200 ul de cada dilucién fueron inoculados en cavidad corioalantoidea de huevos
embrionados SPF de 9-11 dias de edad por cuadriplicado. A las 72 horas post-inoculacién se cosecho el
liquido alantoideo de cada huevo y se determiné la presencia o ausencia de virus por HA. Finalmente,
el titulo viral se determind por la técnica de Reed y Muench utilizando Dosis Infecciosas 50% en
Embrién de pollo (EIDy). Aquel material cosechado con un titulo superior a 1 x 10" EID,,/ml fue

conservado a -70°C para su posterior utilizacion.

4.3.5 Disefio experimental para los estudios de replicacion y transmision:

Los pollos utilizados (n=48) fueron divididos en ocho grupos experimentales de 3 aves cada uno,
separados en cabinas de asilamiento con filtros HEPA y presiéon negativa dentro del laboratorio de
bioseguridad NSB2+ de la Universidad de Maryland, USA [85].

El primer grupo estuvo conformado por aves SPF sin ninguna infeccién (control negativo). El
resto de los grupos experimentales estuvieron conformados por aves SPF que fueron inoculadas con
los siete LPAIV mencionados en la Tabla 4.

A los 21 dias de edad, los pollos de los grupos 206/H6NS8, W312/H6N1, 557/HON2,
925/H6N2, 1977/H6N2, 575/HG6NS y 269/HONS fueron infectados con 1 ml de indéculo del
aislamiento correspondiente de LPAIV, con un titulo de 1 x 10° EID;, por via intratraqueal (500 ul),
intraocular (250 pl) e intranasal (250 ul). Las aves del grupo control fueron inoculadas con PBS por las
mismas vias e igual volumen que los grupos infectados con LPAIV.

A los efectos de estudiar la transmisibilidad de los LPAIV por contacto directo entre aves, al
primer dpi se agregaron 3 pollos SPF, sin inoculacién o infeccién, a cada grupo experimental. Esto se
realiz6 posteriormente a la desinfeccion de la unidad de aislamiento.

Todas las aves fueron monitoreadas diariamente durante el transcurso del experimento (Figura 8)
con el fin de registrar la apaticion de signos clinicos de la enfermedad (decaimiento en el apetito y/o
actividad, alteracion en la producciéon de heces, cianosis de la lengua o las piernas, plumas erizadas y
dificultad respiratoria).

A los dias 1, 3, 5 y 7 post infecciéon (pi) se recolectaron muestras de hisopados traqueales y
cloacales en una soluciéon de PBS suplementado con 50% glicerol, antibidticos y antimicéticos de
amplio espectro. Los mismos fueron guardados a -70°C hasta su procesamiento y determinacién de

titulo viral por EID.,/ml en embrién de pollo.
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Los pollos infectados fueron re-inoculados a los 14 dpi. A los 28 dpi se tomaron muestras de
suero de todos los animales para la deteccion de anticuerpos especificos anti-AlV, titulaciéon de aquellos

sueros positivos y determinacion del perfil antigénico (ver 4.3.6).

Seroconversion
Inoculacion con 1ml de
106 EIDs,/pollo
~ Hisopados cloacales y N E Suero
traqueales
0 dpi 1dpi 3dpi 5dpi 7Zdpi 14 dpi 28dpi
Re inoculacion de pollos
Introduccion de pollos infectados con 1ml de
contactos 106 EIDs,/pollo

Figura 8. Disefio experimental para los estudios de replicacion y transmision de los LPAIV subtipo H6 en pollos SPF.

4.3.6 Deteccion de anticuerpos especificos anti-AIV:

4.3.6.1 ELISA de competicion comercial (IDVet):

Las aves utilizadas durante el experimento fueron previamente analizadas serolégicamente
mediante la utilizaciéon de un Kit de ELISA de competiciéon comercial (ID-VET, Montpellier, Francia)
segun instrucciones del fabricante, para descartar la presencia de anticuerpos contra AIV que indiquen
un contacto previo con el virus. El mismo detecta los anticuerpos anti-NP de los virus de Influenza

tipo A.

4.3.6.2 Ensayo de inhibicién de la hemaglutinacion (HI):

Aquellos sueros que, al finalizar el experimento, resultaron positivos al ELISA de competicion
comercial fueron titulados mediante el ensayo de inhibicién de la hemaglutinaciéon (HI), siguiendo el
protocolo descripto en el Manual de la OMS sobre Influenza Animal Diagnéstico y Vigilancia [87].

Este ensayo permite, una vez titulado el suero contra el virus homoélogo, determinar el grado de

relacién contra los virus heterélogos, obteniendo asi el perfil antigénico del suero en estudio.
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4.3.6.2.1 Preparacion de los sueros a titular:

Brevemente, se adicionaron tres volimenes de Enzima Destructora de Receptores o RDE
(Accurate Chemical and Scientific Corp., Westbury, NY) a un volumen de suero y se incubd a 37°C
durante la noche (ON), con el cuidado de no superar las 16 horas de incubacién. Luego, se inactivo el
RDE incubando a 56°C durante 30 minutos, se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se adicionaron

seis volumenes de PBS, obteniéndose finalmente una dilucién 1:10 del suero original.

4.3.6.2.2 Titulacién de anticuerpos anti-HA mediante HI:
Se realizaron diluciones seriadas en base dos de los sueros preparados en el punto 4.3.6.2.1 con
PBS 1X. Luego, se transfirieron 25 ul de cada dilucién de suero a una placa de 96 wells, se agregaron 25
ul de virus conteniendo 8 UHA, se agité suavemente la placa y se incubd a temperatura ambiente
durante 20 minutos para permitir la neutralizacion viral por el suero. Una vez finalizada la incubacion,
se afladieron 50 pl de glébulos rojos al 0,5%, se agité suavemente la placa y se realizé una segunda
incubacion a temperatura ambiente por 30 minutos. Finalmente, el titulo del suero se determiné como

la inversa de la mayor dilucién del suero que inhibe totalmente la HA.

4.4 Estudio de replicacion y transmision de LPAIV de subtipo H6 en pollos
SPF inmunocompetentes o inmunosuprimidos previamente con el Virus de la

Anemia Infecciosa Aviar

4.4.1 Disefio experimental para los estudios de invasién, replicacion y
transmision de 557 /H6N2:
Para estudiar la invasién, replicacién y transmision del virus 557/HO6N2 en pollos SPF
inmunocompetentes o inmunosuprimidos experimentalmente con la cepa CAV-10 se utilizaron un total
de 46 pollos SPF divididos en tres grupos experimentales:

1. Grupo Control negativo (Figura 9): Pollos SPF (n=22) fueron mantenidos en jaulas para

aves y los 14 dias de edad recibieron 0,2 ml de PBS por via intramuscular. A los 28 dias de edad fueron
nuevamente inoculados con 1 ml de PBS por via intratraqueal (500 pl), intraocular (250 pl) e intranasal

(250 wl).
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Control

negativo
~ & PBS ~ & PBS
T=0 T=14dpi T=28dpi
14 dias de edad 28 dias de edad 42 dias de edad
Figura 9. Diseflo experimental para el grupo control negativo (1).
2. Grupo Influenza (Figura 10): Pollos SPF (n=8) fueron mantenidos en cabinas de

asilamiento con filtros HEPA y presion negativa dentro del laboratorio de bioseguridad del tipo NSB4
OIE. A los 14 dias de edad fueron inoculados con 0,2 ml de PBS por via intramuscular y, a los 28 dfas
de edad, fueron infectados con 1 ml de in6culo de 557/H6N2 con un titulo de 1 x 10° EIDy, por via
intratraqueal (500 pl), intraocular (250 pl) e intranasal (250 ul).

Influenza
~ & PBS ~ & 557/HON2
T=0 T=14dpi T=28dpi
14 dias de edad 28 dias de edad 42 dias de edad
Figura 10. Disefio experimental para el grupo influenza (2).
3. Grupo Coinfeccion CAV+AIV (Figura 11): Pollos SPF (n=16) fueron mantenidos en

cabinas de asilamiento con filtros HEPA y presion negativa dentro del laboratorio de bioseguridad del
tipo NSB4 OIE. A los 14 dias de edad fueron infectados con 0,2 ml de inéculo conteniendo 1x10°
copias de ADN de CAV-10 por via intramuscular. A los 28 dias de edad (14 dpi) estos pollos fueron
nuevamente infectados con 1 ml de in6culo de 557/H6N2 con un titulo de 1 x 10° EIDy, por via

intratraqueal (500 ul), intraocular (250 pl) e intranasal (250 pl).

Co-infeccion

CAV+AIV
N CAV-10 ~ ¥ 557/HG6N2
T=0 T=14dpi T=28dpi
14 dias de edad 28 dias de edad 42 dias de edad

Figura 11. Disefio experimental para el grupo coinfeccién (3).
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4.4.1.1 Inmunosupresion generada por CAV-10:
A los 14 dpi se realiz6 la eutanasia y necropsia de 8 pollos de los grupos 1 y 3. Estos animales
fueron utilizados para confirmar el estado de inmunosupresiéon generado por CAV-10 a los 14 dpi.

Estos dos grupos fueron designados 1% y 3* (Figura 12).

\

N @ N @
T=0 T=14dpi T=28dpi
14 dias 28 dfas 42 dfas
Grupo 1* :Control negativo 8 pollos
Grupo 3% Co-infecciéon (CAV+AIV) 8 pollos

Figura 12. Disefio experimental para los grupos 1%y 3%

4.4.1.2 Estudio de invasion, replicacion y transmision de 557/H6N2 en pollos
SPF con diferente estado inmunolégico:

Los pollos de los grupos 1, 2 y 3 fueron monitoreados diariamente con el fin de registrar la
aparicion de signos clinicos compatibles con influenza durante toda la experiencia (decaimiento en el
apetito y/o actividad, alteracién en la produccién de heces, cianosis de la lengua o las piernas, plumas
erizadas y dificultad respiratoria).

A los dias 1, 3, 5y 7 pi con el virus 557/H6N2 (dias 15, 17, 19 y 21 pi con CAV-10) se
recolectaron muestras de hisopados traqueales y cloacales en una soluciéon de PBS suplementado con
50% glicerol, antibidticos y antimicéticos de amplio espectro, a los efectos de estudiar diferencias en la
excrecion viral. Los mismos fueron guardados a -70°C hasta su procesamiento y cuantificacion de titulo
ARN viral (ver punto 4.4.2).

A los efectos de estudiar la transmisibilidad del virus 557/HG6N2 por contacto directo entre aves,
al primer dpi (15 dpi de CAV) se agregaron 3 pollos SPF del grupo control negativo a ambos grupos
descargados con LPAIV (2 y 3). Esto se realiz6 posteriormente a la desinfecciéon de la unidad de
aislamiento y las aves pertenecientes a estos grupos se denominaron Contacto Directo 2 (CD-2) y

Contacto Directo 3 (CD-3).
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Alos 3 dpi con 557/HG6N2 (17 dpi con CAV-10) se realiz6 la eutanasia y necropsia de 4 pollos de
cada grupo y se tomaron muestras de distintos 6rganos: cerebro, cavidad nasal, traquea, pulmon,
intestino, pancreas, rifidon, tonsilas cecales y bolsa de Fabricio.

De los 7 animales restantes (4 animales infectados y 3 animales contacto directo) del grupo 2y 3
se tomaron muestras de suero a los 14 dpi con 557/HON2 (28 dpi con CAV-10) para la deteccion y

titulacién de anticuerpos especificos anti-557/H6N2 (Figura 13).

Pollos contacto

directo (CD)
N ¥ N
T=0 T=14dpi g=15dpi  T=17dpi T=19dpi T=21dpi, T=28dpi
14 dias 28 dias 42 dias
* Hisopados de cloaca y traqueaal
dial, 3,5y 7 post-infeccién Suero
(14dpi)
* Eutanasiay necropsia a los 3 dpi
(qRRT-PCR e histopatologia) l
- Seroconversion
Control negativo 4 pollos
Influenza 4 pollos
Co-infeccién (CAV+ALY) 4 pollos

Figura 13. Disefio expetimental pata los estudios de teplicacién y transmision de 557/HGON2 en pollos SPF con diferente
estado inmunolégico.

4.4.2 Cuantificacion del titulo de ARN viral:

Para determinar el titulo de ARN viral en hisopados traqueales, hisopados cloacales y 6rganos de
pollos infectados con 557/HG6N2, se realizé la PCR detallada en el punto 4.1.2 de esta seccién. Para la
reaccion de RT se cuantificé en el espectrofotémetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, EE.UU.) la
cantidad de ARN utilizada en cada reaccién (100ng/15ul de ARN). Esto permitié comparar el titulo de

ARN viral entre distintas muestras y tratamientos.

4.4.2.1 Curva estandar para la cuantificacién de ARN viral por PCR en tiempo

real:
La curva estandar utilizada para la cuantificacion de ARN viral se establecié con ARN extraido a
pattit de diluciones del mismo stock viral de 557/H6ON2 titulado y utilizado para la infeccién de pollos

en el experimento.
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Brevemente, se realizo la extraccion de ARN de cada una de las diluciones seriadas en base diez a
partir de un stock con titulo de 1 x 10° EID;, de 557/HG6N2. Se realiz6 la retrotranscripcion y el ADNc
obtenido se utiliz6 en cada corrida de PCR en tiempo real. El limite de deteccién de esta RT-PCR
cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) fue de 10° EID,,/ml, por lo cual las muestras negativas por RT-

qPCR fueron registradas como < 10*> EID,,/ml.

4.4.3 Dafio histopatologico producido por la cepa de AIV 557 /HG6N2:

Se tomaron muestras de diferentes 6rganos para estudios histopatologicos: cerebro, cavidad
nasal, traquea, eséfago, pulmon, intestino, pancreas, riiién, tonsilas cecales y bolsa de Fabricio. Una vez
extirpadas las muestras, las mismas se sumergieron en 10% de formalina tamponada neutra para su
fijacion. Posteriormente, las muestras se deshidrataron y se embebieron en parafina en la forma habitual
y se realizaron secciones de 4 um de grosor. A los cortes se les realizé una tinciéon con hematoxilina y
cosina (HE) para su posterior observacion en microscopio éptico.

El dafio histolégico observado sera considerado segin lo expuesto previamente [8], donde las
lesiones de IA varfan de acuerdo a si la cepa es de baja o alta patogenicidad.

En el caso de los virus de baja patogenicidad, se esperara encontrar exudados catarral, fibrinoso,
serofibrinoso, mucopurulento o fibrinopurulento en cavidad nasal y enteritis catarral o fibrinosa en
intestino. En el resto de los 6érganos no se observan lesiones.

En el caso de virus de alta patogenicidad, se deberan observar lesiones de tipo necrético o
hemorragico con infiltrados linfohistiocitarios en los 6rganos.

En bursa y timo las lesiones a esperadas seran de atrofia segin lo descripto en el punto 4.2.7.
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4.5 Analisis estadistico

Aquellas variables cuantitativas (relacién peso 6rgano/peso corporal, nimero de células/gt.
6rgano, frecuencias relativas y absolutas de las distintas subpoblaciones de timocitos y esplenocitos y
titulo de ARN viral) fueron evaluadas para ver si se ajustaban a una distribucién normal, para ello se
realizé el test de Shapiro-Wilk. Las variables que no se ajustaron a los supuestos basicos de la estadistica
paramétrica fueron transformadas (inversa o log,).

Para determinar la existencia de diferencias significativas entre dos tratamientos se realizé la
prueba t-Student. Para determinar la existencia de diferencias significativas entre tres o mas
tratamientos se realizé una prueba de ANOVA, y se aplico el test de Tukey cuando se detectaron
diferencias entre los grupos.

En aquellos casos donde no se logré cumplir con los supuestos, las variables se analizaron por el
test no paramétrico Kruskall-Wallis y se aplicé el test de Bonferroni-Dunn para las pruebas post-hoc.

En todos los casos los niveles de significacién fueron fijados en un 5% vy los analisis fueron
realizados con el software estadistico PASW Statistic 18 (SPSS, version 15.0, Chicago, 1L, U.S.A.).

Las variables cualitativas, como el numero de aves positivas al AIV por RT-qPCR, se analizaron

mediante la prueba exacta de Fisher. Este tipo de analisis se realizé con el software estadistico

STATGRAPHICS Centurion 16.

4.6 Bienestar animal

El trabajo con animales de experimentacion fue realizado en los boxes para animales o dentro del
laboratorio de bioseguridad del tipo NSB4 OIE, que se encuentran en el Instituto de Virologia, del
CICVyA del INTA Castelar. En todos los casos los mismos se realizaron bajo protocolos aprobados
por el Comité de Cuidado y Uso de Animales de Experimentaciéon del CICVyA-INTA (CICUAE-
CICVyA INTA- Resolucién 174/09), que se encuentran en concordancia con las normas dispuestas en
el Real Decreto Espanol del afio 2005 y la “Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio” del
Institute of Laboratory Animal Resources, Comission on Life Sciences of the National Research
Council, 1996.

Aquellos experimentos realizados en los Estados Unidos de América (4.3) se llevaron a cabo
dentro de laboratorios de bioseguridad NSB2+ de la Universidad de Maryland, y cumpliendo con los
protocolos aprobados por la comisién de cuidado y uso de animales de laboratorio (IACUC) de la

Universidad de Marylnad, bajo la regulaciéon de bienestar animal (AWA).
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5. RESULTADOS

5.1 Aislamiento y caracterizacion molecular de los Virus de Influenza Aviar

en la Argentina

5.1.1 Muestras analizadas:

Durante el periodo 2006-2012 se tomaron muestras de hisopado cloacales de 4858 aves silvestres
acuaticas para realizar el relevamiento de las cepas del AIV que circulan en nuestro pafs. Las aves
muestreadas pertenecieron a los siguientes Ordenes: Anseriformes, Charadriiformes, Ciconiiformes,
Columbiformes, Falconiformes, Gruiformes, Passeriformes, Pelecaniformes, Procellatiiformes,
Psittaciformes y Sphenisciformes, entre otros. La cantidad de muestras de hisopado cloacal obtenidas

para cada una de las especies muestreadas se detallan en la Tabla 6.
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Total periodo

Orden Nombre comin Nombre cientifico 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2006 - 2012
Anseriformes Pato brasilefio Amazonetta brasiliensis 52 53 18 15 5 18 32 193
Pato gargantilla Anas babamensis 0 5 0 2 19 1 0 27
Pato colorado Anas cyanoptera 0 0 1 9 0 1 0 11
Pato batcino Abnas flavirostris 11 5 0 1 2 3 0 22
Pato maicero Anas georgica 3 1 0 0 0 6 0 10
Pato cuchara Abnas platalea 4 1 8 132 2 8 0 155
Pato overo Anas sibilatrix 0 0 0 0 1 0 0 1
Pato capuchino Anas versicolor 24 9 42 156 11 139 0 381
Pato de collar Callonetta lencophrys 23 38 11 29 8 37 0 146
Chaja Chauna torquata 0 0 1 0 0 0 0 1
Siriri vientre negro Dendrocygna antumnalis 0 0 0 0 0 5 20 25
Sirirf colorado Dendrocygna bicolor 78 25 43 13 22 104 0 285
Sirirf pampa Dendrocygna viduata 30 1 142 26 0 98 73 370
Pato cabeza negra Heteronetta atricapilla 0 1 1 5 0 0 0 7
Pato picazo Netta peposaca 157 615 122 185 86 100 0 1265
Pato fietro Nomonyx dominicus 1 0 0 0 0 0 0 1
Pato cretudo Sarkidiornis melanotos 0 1 10 0 0 1 0 12
Charadriiformes Playerito rojizo Calidris canntus 0 0 0 29 0 0 0 29
Playerito rabadilla blanca Calidyis fusicollis 0 3 0 7 0 0 0 10
Chotlito doble collar Charadrius falklandicus 0 0 0 73 0 0 0 73
Becasina comun Gallinago paraguaiae 0 0 1 5 0 0 0 6
Gaviota cangrejera Larus atlanticus 73 0 1 0 0 0 0 74
Gaviota cocinera Larus dominicanus 114 60 38 6 0 20 0 238
Falaropo comun Phalaropus tricolor 0 0 1 0 0 0 0 1
Rayador Rynchops niger 0 6 0 0 0 0 0 6
Gaviotin pico amarillo Sterna enrygnatha 2 15 0 0 0 0 0 17
Gaviotin sudameticano Sterna birnndinacea 17 40 15 0 0 0 0 72
Gaviotin golondrina Sterna birnndo 9 10 42 0 0 0 0 61
Gaviotin lagunero Sterna trudeani 0 0 1 0 0 0 0 1
Gaviotin real Thalassens maxinmns 7 18 19 0 0 0 0 44
Gaviotin de sandwich Thalassens sandyicensis 0 7 28 0 0 0 0 35
Pitotoy chico Tringa flavipes 0 0 1 0 0 0 0 1
Tero comun Vanellus chilensis 0 0 2 0 0 0 0 2
Ciconiiformes Garza mora Ardea cocoi 1 0 0 0 0 0 0 1
Cuervillo cara pelada Phimosus infuscatus 1 0 0 0 0 0 0 1
Cuervillo de cafiada Plegadis chibi 5 0 0 0 0 0 0 5
Céndorandino Vultur gryphus 0 0 0 0 0 0 49 49
Columbiformes Torcacita Columbina picui 11 0 0 0 0 0 0 11
Paloma manchada Patagioenas maculosa 3 0 0 0 0 0 0 3
Falconiformes Aguila coronada Harpyhaliaetus coronatus 0 0 0 0 0 0 16 16
Gruiformes Gallareta chica Fulica lencoptera 13 3 0 0 0 0 0 16
Gallareta escudete rojo Fulica rufifrons 1 0 0 0 0 0 0 1
Gallineta overa Pardirallus maculatns 0 0 1 0 0 0 0 1
Passetiformes Hornero Furnarins rufus 3 0 0 0 0 0 0 3
Tordo renegrido Molothrus bonariensis 2 0 0 0 0 0 0 2
Tacuatrita azul Polioptila dumicola 2 0 0 0 0 0 0 2
Pepitero gris Saltator coernlescens 1 0 0 0 0 0 0 1
Pijuf frentegtis Synallaxis frontalis 2 0 0 0 0 0 0 2
Batara mayor Taraba major 1 0 0 0 0 0 0 1
Zorzal chalchalero Turdus amanrochalinus 10 0 0 0 0 0 0 10
Zorzal colorado Turdns rufiventis 2 0 0 0 0 0 0 2
Chingolo Zonotrichia capensis 1 0 0 0 0 0 0 1
Pelecaniformes Cormorin impetial Phalacrocorax: atriceps 0 157 90 0 0 65 0 312
Cormoran real Phalacrocorax albiventer 17 0 0 0 0 0 0 17
Bigua Phalacrocorax brasilianus 1 0 0 0 0 0 0 1
Cormoran cuello negro Phalacrocorax: magellanicus 1 1 54 0 0 0 0 56
Procellatiiformes Petrel gigante comin Macronectes gigantens 0 18 0 0 0 0 0 18
Psittaciformes Loro hablador Amazona aestiva 60 0 0 0 0 0 0 60
Sphenisciformes Pingtiino patagénico S pheniscus nagellanicus 91 310 68 0 0 0 210 679
Otros 2 0 3 0 0 0 0 5
Total 836 1403 764 693 156 606 400 4858

Tabla 6. Muestras de hisopados cloacales recolectados de aves silvestres en la Argentina durante el periodo 2006-2012.
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Como se puede observar en la Tabla 7, la mayorfa de las muestras obtenidas durante el periodo
analizado pertenecen al orden Anseriformes (59,9%). Los 6rdenes que contindan con mayor numero de
muestras obtenidas son Charadriiformes (13,8%) y Shenisciformes (14%), que corresponden a aves

playeras y a aves marinas no voladoras como los pingiiinos, respectivamente.

Orden N° de muestras Porcentaje (%)
Anseriformes 2912 59,9
Charadriiformes 670 13,8
Ciconiiformes 56 1,2
Columbiformes 14 0,3
Falconiformes 16 0,3
Gruiformes 18 0,4
Passeriformes 24 0,5
Pelecaniformes 386 7,9
Procellatiiformes 18 0,4
Psittaciformes 60 1,2
Sphenisciformes 679 14
Others 5 0,1
TOTAL 4858 100

Tabla 7. Numero de muestras recolectadas segun Orden y porcentaje sobre el total de las muestras obtenidas durante el
periodo 2006-2012.

5.1.2 Deteccion y aislamiento de Virus de Influenza Aviar en la Argentina:

Los 4858 hisopados cloacales obtenidos se analizaron mediante rRT-PCR para la deteccion del
virus de IA (véase 4.1.2). A partir de los mismos se detectaron 52 muestras positivas, las cuales fueron
utilizadas posteriormente en la inoculacién de huevos embrionados SPF (véase 4.1.3) con el fin de
lograr el aislamiento viral. A partir de las 52 muestras positivas por rRT-PCR se lograron aislar un total

de veinte (20) virus de IA (Tabla 8).
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N°de muestras

Nombre cientifico Nombre comun N°de muestras positivas por RRT-  Subtipo (N°de aislamientos)
PCR
Amazona aestiva Loro hablador 60 1 -
Amazonetta brasiliensis  Pato brasilefio 193 4 -
Anas babamensis Pato gargantilla 27 1 -
Anas eyanoptera Pato colorado 11 2 HINT (1), H7N9 (1)
Anas flavirostris Pato barcino 22 1 H4NG (1)
Anas platalea Pato cuchara 155 1 -
HA4N2 (1), H4NG6 (1), H4ANS (1),
Anas versicolor Pato capuchino 381 23 H5N3 (1), HON2 (1), H7N7 (1),
H10N7 (2)
Callonetta lencophrys Pato de collar 146 1 -
Larus dominicanus Gaviota cocinera 238 1 H13N9 (1)
Netta peposaca Pato picazo 1265 16 HON2 (4), HONS (2), HON2 (1)
Sarkidiornis melanotos Pato cretudo 12 1 HO6N2 (1)
Others 2348 - -
TOTAL 4858 52 20

Tabla 8. Numero de muestras procesadas por rRT-PCR, numero de muestras positivas al virus de Influenza tipo Ay
nimero de aislamientos obtenidos segun la especie durante el periodo 2006-2012.

Posteriormente, se subtipificaron dichos aislamientos mediante la amplificacion por PCR vy
posterior secuenciacion de su HA y NA (véase 4.1.4). El analisis de la secuencia aminoacidica de la HA

permiti6é determinar que todos los aislamientos obtenidos fueron de baja patogenicidad (LPAIV).

5.1.3 Analisis filogenético del Virus de Influenza Aviar:
De los veinte (20) aislamientos obtenidos, ocho (8) fueron de subtipo H6, cuatro (4) de subtipo
H4, dos (2) de subtipo H10, dos (2) de subtipo H7 y sélo uno (1) de los virus aislados fueron de
subtipo H13, H9, H5 y H1. En la Tabla 9 se describe el nombre completo, subtipo, afio de aislamiento,
orden y huésped de los veinte LPAIV aislados durante el periodo 2006-2012.
Con el fin de caracterizar molecularmente de forma completa los aislamientos obtenidos y
determinar el patrén evolutivo de los mismos, se realizé la secuenciaciéon completa de todos los

segmentos gendmicos.
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Nombre del aislamiento Abreviatura ais?:lrziiito Orden Ng:lll;:sé(;;r:;n Publicados Ci:;;f;:ﬁiﬁ:e
A/kelp gull/Argentina/CIP051-LDC4/2006 (H13N9) LDC4/H13N9 2006 Charadriiformes Gaviota Pereda et al.2008 Si
A/rosy-billed pochatd/Atgentina/CIP051-269/2007 (H6NS) 269/H6NS 2007 Anseriformes Pato picazo Rimondi et al. 2011 Si
A/rosy-billed pochard/Argentina/CIP051-272/2007 (HON2) 272/H6N2 2007 Anseriformes Pato picazo - Si
A/rosy-billed pochard/Argentina/CIP051-557/2007 (HON2) 557/H6N2 2007 Anseriformes Pato picazo Rimondi et al. 2011 Si
A/rosy-billed pochard/Argentina/CIP051-559/2007 (HIN2) 559/HI9N2 2007 Anseriformes Pato picazo Rimondi et al. 2071 Si
A/rosy-billed pochard/Argentina/CIP051-575/2007 (HONS) 575/H6NS 2007 Anseriformes Pato picazo Rimondi et al. 2011 Si
A/rosy-billed pochard/Argentina/CIP051-925/2008 (HON2) 925/H6N2 2008 Anseriformes Pato picazo Xu et al. 2012 Si
A/cinnamon teal/Argentina/CIP051-1588/2009 (H7N9) 1588/H7N9 2009 Anseriformes Pato colorado - Si
A/silver teal/Argentina/CIP051-1737/2009 (H5N3) 1737/H5N3 2009 Anseriformes Pato capuchino - Si
A/rosy-billed pochard/Argentina/CIP051-1977/2010 (H6N2) 1977 /HG6N2 2010 Anseriformes Pato picazo Rimondi et al. 2011 Si
A/silver teal/Argentina/CIP051-25/2011 (H4N8) 25/H4N8 2011 Anseriformes Pato capuchino - Si
A/silver teal/Argentina/CIP051-32/2011 (H4N2) 32/H4N2 2011 Anseriformes Pato capuchino - Si
A/silver teal/Argentina/CIP051-48/2011 (H4NG6) 48 /H4NG 2011 Anseriformes Pato capuchino - Si
A/knob-billed duck/Argentina/CIP051-49/2011 (HON2) 49/HG6N2 2011 Anseriformes Ganso - Si
A/silver teal/Argentina/CIP051-52/2011 (H6N2) 52/HG6N2 2011 Anseriformes Pato capuchino - Si
A/yellow-billed teal/CIP051-91/2011 (H4NG) 91/H4NG6 2011 Anseriformes Pato barcino - Si
A/silver teal/Argentina/CIP051-171/2011 (H1I0N7) 171/H10N7 2011 Anseriformes Pato capuchino - Si
A/silver teal/Argentina/CIP051-175/2011 (H10N7) 175/H10N7 2011 Anseriformes Pato capuchino - Si
A/silver teal/Argentina/CIP051-188/2011 (H7N7) 188/H7N7 2011 Anseriformes Pato capuchino - Si
A/cinnamon teal/Argentina/CIP051-432/2011 (HIN1) 432/HIN1 2011 Anseriformes Pato colorado - Si

Tabla 9. Virus de influenza aviar de baja patogenicidad aislados durante el periodo 2006-2012.
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5.1.3.1 Genes de proteinas internas:

El analisis filogenético de los seis genes que codifican las proteinas internas (PB2, PB1, PA, NP,

M y NS) de los LPAIV aislados reveldé una estrecha relaciéon entre los AIV de América del Sur,

formando siempre un custer inico (Figura 14 a 19 respectivamente).
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Figura 14. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
proteina interna PB2. En color verde se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Eurasia y Oceanfa, en color azul
se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Norteamérica y en color rojo se agrupan las secuencias de virus

aislados en Sudamérica.

46



Norteamerica

KCT03337|AMwhite faced whistling duck/Colombia/1/2011
100 - AY303663|A/chicken/Chile/176822/02

o E— CY015032A/chicken/Chile/184240 4322/2002
g | B L DQ526417)A/cinnamon teal/Bolivia/4537/2001
Alrosy-billed pochard/Argentina/CIP051-559/2007 (HIN2)
GQ385248|A/red winged tinamou/Argentina/MP1/2008
100 —— Alkelp gullfArgentina/CIP051-LDC4/2006 (H13M9)
100 ¢ Afrosy-billed pochard/Argentina/CIP051-557/2007 (HBMZ)
36 | | Afrosy-billed pochard/Argentina/CIP051-272/2007 (HEN2)
Adsilver teal/Argentina/CIP051-1737/2009 (HAN3)
Alrosy-billed pochard/Argentina/CIP051-575/2007 (HEME)
Alrosy-billed pochard/Argentina/CIP051-269/2007 (HENE)
Alrosy-billed pochard/Argentina/CIP051-925/2008 (HEM2) Sudamerica
Alrosy-billed pochard/Argentina/CIP021-1977/2010 (HEM2)
Adsilver teal/Argentina/CIP051-25/2011(H4NE)
Adsilver teal/Argentina/CIP051-175/2011 (H10NT)

Adknob-billed duck/Argentina/CIP051-49/2011 (HEM2)
Adsilver teal/Argentina/CIP051-171/2011 (H10NT)
Adsilver teal/Argentina/CIP051-52/2011 (HBM2)
Alcinnamaon teal/Argentina/CIP051-1588/2009 (H7N3)
Alsilver teal/Argentina/CIP051-32/2011 (H4NZ)

Adsilver teal/Argentina/CIP051-188/2011 (H7NT)
Alcinnamon teal/Argentina/CIP051-432/2011 (H1M1)
gg || A/silver-teal/Argentina/CIP0561-48/2011 (HANE)

99 1 Adyellow-billed teal/Argentina/CIP051-91/2011 (H4NG)
GQ866231|Alturkey/Chile/28317 6504 3/2009

100

75
73

20

a9

45

70

100

100

o Euroasia y Oceania

Figura 15. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
proteina interna PB1. En color verde se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Eurasia y Oceanfa, en color azul
se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Norteamérica y en color rojo se agrupan las secuencias de virus
aislados en Sudamérica.

Al realizar el analisis filogenético de las secuencias del gen PA de virus de IA de distintas
regiones, también se incluyeron secuencias del gen PA de Virus de Influenza Equina (EIV). Esto
permitié observar, por un lado, que el gen PA de los virus aislados de aves silvestres en la Argentina
agrupan junto con otros genes de PA de virus aislados en Sudamérica; y por otro, que estos genes de

PA Sudamericanos tienen una relacién con los genes de PA de los E1V (Figura 16).
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Figura 16. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
proteina interna PA. En color verde se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Eurasia y Oceanfa, en color azul
se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Norteamérica y en color rojo se agrupan las secuencias de virus
aislados en Sudamérica. Aquellas secuencias de PA agrupadas en color rosa perteneces a Virus de Influenza Equina.
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El resultado obtenido del analisis filogenético del gen NP de los virus aislados en nuestro pais fue
similar al obtenido para el gen PA, donde las secuencias de los genes NP de los LPAIV aislados en la
Argentina agruparon junto con secuencias de otros virus aislados de aves en Sudamérica y se

encuentran relacionadas con los genes NP de EIV (Figura 17).

Eurasia y Oceania
100

Norteamerica

77 - FJ499496|A/equine/MNew York/49/1973
a0 CY036898|A/equine/Argentina/1/1977
31 L m30750/Avequine/London/1416/1973
E1 CY028807|A/equine/Kentucky/4/1980
I: CY067327|A/equine/Chio/113461 372005
100 100 EU7945201A/equine/Liaoning/9/2008
M22575|A/Equine/Miami/1/63
ECYU32424IA-’equine.f'Uruguay.-’1f'1953
100 [A-“rusy—billed pochard/Argentina/CIP051-557/2007 (HEN2) ]
Ell LA-’rusy—biIIed pochard/Argentina/CIP051-272/2007 (HEMN2)
CY005416]|A/semi palmated sandpiper/Brazil/43/1990
Alsilver teal/Argentina/CIP051-1737/2009 (H5N3)
61 42— GQ168616|A/red winged tinamou/Argentina/MP1/2008
33 Alsilver teal/Argentina/CIP051-32/2011 (H4M2)
M L Alsilver teal/Argentina/CIP051-175/2011 (H10NT)
Alkelp gullfArgentina/CIP051-LDC4/2006 (H13M9)

Equina

33

74 DQ525414|A/cinnamon teal/Bolivia/4537/2001
_|:GU053U41IA-“chicken.FChileﬁ84240 1/2002

7 an — Afsilver teal/Argentina/CIP051-25/2011(H4NE)
Adknob-billed duck/Argentina/CIP051-49/2011 (HGM2)
Adsilver teallArgentina/CIP051-171/2011 (H10NT)
Alcinnamon teal/Argentina/CIP051-1588/2009 (HTM9)
Alsilver teal/Argentina/CIP051-188/2011 (HTNT)
Alcinnamon teal/Argentina/CIP051-432/2011 (H1N1)

99 — Afrosy-billed pochard/Argentina/CIP051-575/2007 (HENB)
Adrosy-billed pochard/Argentina/CIP051-269/2007 (HBME)
Alrosy-billed pochard/Argentina/CIP051-925/2008 (HBM2)
Alrosy-billed pochard/Argentina/CIP051-559/2007 (HIN2)
Alrosy-billed pochard/Argentina/CIP051-1977/2010 (HEM2)
AJsilver tealfArgentina/CIP051-52/2011 (HENZ2)

Alsilver teal/Argentina/CIP051-48/2011 (H4ME)

100 1 Adyellow-billed teal/Argentina/CIP051-91/2011 (HANE)

” Sudamerica

24

a6

26

—
0.0z

Figura 17. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
proteina interna NP. En color verde se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Eurasia y Oceania, en color azul
se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Norteamérica y en color rojo se agrupan las secuencias de virus
aislados en Sudamérica. Aquellas secuencias de NP agrupadas en color rosa perteneces a Virus de Influenza Equina.
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El analisis filogenético del gen M de los virus aislados en nuestro pais agrupé todas las secuencias

con otros genes M de virus aislados en América del Sur (Figura 18).
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Figura 18. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
proteina interna M. En color verde se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Eurasia y Oceania, en color azul se
agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Norteamérica y en color rojo se agrupan las secuencias de virus aislados
en Sudamérica.
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El analisis filogenético de los genes NS de los LPAIV aislados permiti6 identificar la circulacion
de los alelos A y B de este gen en la Argentina (Figura 19). Ademas, tanto los alelos A como B del gen

NS de los virus aislados en nuestro pafs agruparon junto con otras secuencias de genes NS de virus

aislados en Sudamérica.
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Figura 19. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
proteina interna NS. En color verde se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Eurasia y Oceania, en color azul
se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Norteamérica y en color rojo se agrupan las secuencias de virus
aislados en Sudamérica. El cuadrante de color violeta agrupa los alelos A del gen NS y el cuadrante de color negro los alelos

B del gen NS.
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5.1.3.2 Genes de proteinas de supertficie:

El analisis filogenético de los genes que codifican las proteinas de superficie, HA y NA, formaron

en su mayotria un c/uster nico que se diferencia de los virus de América del Norte y Eurasia (Figura 20 a

34).

Al analizar filogenéticamente el gen H13 del virus LDC4/H13N9 se observé que el mismo

agrupa solo en una rama y que la relacion filogenética mas cercana es con el virus

A/gull/Maryland/704 /1977 aislado de gaviotas en Maryland, EE.UU., en 1977 (Figura 20).
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Figura 20. Arbol filogenético realizado a partir de la secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
glicoproteina H13. En colot rojo se destaca el gen H13 del vitus LDC4/H13N09 aislado de un ave silvestre en Argentina.
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Al comparar las secuencias de los genes H10 de los virus 171/H10N7 y 175/H10N7 con las
secuencias de genes H10 presentes en las bases de datos, se observé que la homologia mas cercana fue
con el virus A/duck/Manitoba/1953 (H10N7) de EE.UU, con una identidad nucleotidica de s6lo 84%.
El analisis filogenético de estas secuencias de genes H10 de virus aislados en la Argentina permiti6
observar que ambas agrupan juntas en una rama separada filogenéticamente de las secuencias de genes

H10 de AIV aislados en Norteamérica, Eurasia y Oceania (Figura 21).
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= Eurasia y Oceania

Figura 21. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
glicoproteina H10. En color verde se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Eurasia y Oceanfa, en color azul se
agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Norteamérica y en color rojo se destaca el gen H10 de los virus
171/H10N7 y 175/H10N7 aislados de aves silvestres en Argentina.

El gen H9 del virus 559/HIN2 presenté una identidad nucleotidica del 91% con
A/Quail/Arkansas/29209-1/93 (HIN2). Al incluir dicha secuencia en un arbol filogenético donde se
discriminan los cuatro clados de genes H9 (H9.1, H9.2, H9.3, H9.4) propuestos recientemente por Liu
y col. [94], se obsetva que el gen de la HA del virus 559/HIN2 pertenece al clado H9.2 junto con 3
virus HIN2 de América del Norte (Figura 22).

53



100

100

53[ CY005986|A/laughing gull/DE/2718/1987

CY005987|A/ruddy turnstone/DE/2731/1987

100 L—— CY005988|A/ruddy turnstone/DE/510/1988

56

93

_EAYE33292IAfmallard.-’AIbertaH 1199
00— AYG33276|A/mallard/Alberta/321/88

—I_— CY005919|1A/mallard duck/ALB/396/1983

6 CY006042|Afgoose/MN/ET33 1/1980

oo - GU134485|A/mallard/AustriaMN1030234/2007

100 i GU194480|A/mallard/Switzerland/\"W\/1070800/2007

100 L CY043864|A/gadwall/Metherlands/1/2006

EF541420|A/duck/Viet Nam/340/2001

?£ AB455035|A/duck/Hokkaido/HY4ST7/2005

{7 JK2T3569|Aturkey/Germany/EK224/1995

AF156377|A/Duck/Hong Kong/Y439/97

HM136574|A/Eurasian wigeon/Metherlands/4/2005

/chi /| /| !
— GU053186/A/chicken/Korea/MS596 CEE/1996

mol— AY862606|A/chicken/Korea/S18/03

— CY005992|A/shorebird/DE/261/2003

CY041426]A/1laughing gull/Delaware/12/2006
100

100 L CYO077142|A/sanderling/Delaware/449/2006

4m|;

AB545591|A/duckVietnam/OIE 2327/2009

CY005639|A/duck/HKM14 71977

100

CY031267|A/duck/Hong Kong/702/1979 chicken adapted

H9.4

100 GU471897|A/chicken/Guangdong/G7/2009

EF154916|A/quail/Shantou/1158/2001
CY006025|Afduck/Nanchang/d 361/2001

100 AF523375|A/Duck/Shantou/1796/00

100

100

AF156376|A/Duck/Hong Kong/280/97

FJ793308|A/chicken/Anhui/1/1998
JQ419722|1A/chicken/Iran/119/2009

1an

EU477248|A/Chicken/lran/TH79/2000

o9 | NC 004908|A/Hong Kong/1073/99

95
100 L— AF156378|A/Quail/Hong Kong/G1/97

AF156381|A/Quail/Hong Kong/AF157/92

AF156387|ATurkey/Minnesota/38391 6/95

"
100 AF166388|A/Quail/Arkansas/29209 1/93

1an

37

ooz

EF154968|A/quail/Shantou/299/2005
100 [ AYEB64663|A/Chicken/HongKong/SSP101/03

CY0060211AMWild Duck/Nanchang/2 0480/2000

B3
100 i CY038442(A/chicken/Pakistan/UDL 03/2005

FJ464727|A/chicken/|srael/1033/2007

CY102188|A/shorebird/Delaware Bay/31/1996

Alrosy-billed pochard/Argentina/CIP051-669/2007 (H9N2)
,—AF15539[JIAfl'urkey.fCaIifnrniaH89.-’56

oL CY130054|AdturkeyWisconsin/1/1966

H

H9.3

9.1

H9.2

Figura 22. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
glicoproteina H9. En colot rojo se destaca el gen H9 del virus 559/HIN2 aislado de ave silvestre en Argentina.
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Por otra parte, para los genes H7 de los virus 188/H7N7 y 1588/H7N9 aislados en la Argentina
la homologia mas cercana identificada se observé con el LPAIV Sudamericanos A/cinnamon
teal/Bolivia/4537/2001 (H7N3), con una identidad nucleotidica del 94%. El érbol filogenético
realizado con estas secuencias nucleotidicas demuestra que todas las secuencias de genes H7 obtenidas

de aves en Sudamérica agrupan juntas (Figura 23).
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Figura 23. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
glicoproteina H7. En color verde se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Eurasia y Oceania, en color azul se
agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Norteamérica y en color rojo se agrupan las secuencias de virus aislados

en Sudamérica. Aquellas secuencias de H7 agrupadas en color rosa perteneces a Virus de Influenza Equina.

Los estudios filogenéticos de los genes H6 de los LPAIV aislados en la Argentina (272/H6N2,
557/HG6N2, 925/H6N2, 1977/H6N2, 49/H6N2, 52/H6N2, 269/H6NS8 y 575/HONS) y en otras
regiones del mundo dan como resultado un arbol con una topologia diferente (Figura 24).

En primer lugar se puede observar la existencia de dos grandes linajes distintos como fue
propuesto previamente por otros autores [95]. El linaje A contiene secuencias casi exclusivamente de
virus H6 de América del Norte y Oceania, mientras que el linaje B contiene las secuencias de los genes
HO6 de los 8 aislamientos argentinos y de virus H6 de Eurasia, América del Norte y Oceanfa. Cinco de
los ocho aislamientos de Argentina agruparon juntos formando un tnico clado dentro del linaje B,
separado de los genes de HA de AIV aislados de otras regiones. Por el contrario, los otros tres

aislamientos 1977 /H6N2, 49/H6N2 y 52/H6N2 agrupatron junto con virus de América del Norte.
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Figura 24. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
glicoproteina H6. En color violeta se agrupan las secuencias H6 de Linaje A (Norteamérica y Oceania) y en color verde las
secuencias H6 de Linaje B (Norteamérica, Eurasia, Oceanfa y Sudamérica). En color rojo se destacan los genes H6 de los
virus 272/HG6N2, 557/H6N2, 925/HG6N2, 1977/H6N2, 49/HON2, 52/H6N2, 269/HGNS8 y 575/HGNS aislados de aves
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Al analizar filogenéticamente el gen H5 del virus 1737/H5N3 se observéd que el mismo agrupa
solo en una rama (Figura 25). La relaciéon filogenética mas cercana se observa con el virus
A/mallard/Ohio/556/1987(H5NY), aislado de patos en 1987 en Ohio, EE.UU., con una identidad

nucleotidica del 91%.
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Figura 25. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
glicoproteina H5. En color verde se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Eurasia y Oceanfa y en color azul se
agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Norteamérica. En color rojo se destaca el gen H5 del virus 1737/H5N3

aislado de una ave silvestre en Argentina. En negrita y cursiva se destaca la secuencia de mayor homologfa a la H5
Argentina.

Por otra parte, el analisis filogenético de las secuencias de genes H4 agrupé los LPAIV de subtipo
H4 aislados en la Argentina (32/H4N2, 48/H4NG, 91/H4NG y 25/H4NS8) todos juntos, dentro del
grupo de AIV Norteamericanos (Figura 26). La homologia mas cercana encontrada fue con el virus

A/blue-winged Teal/Minnesota/AI09-2977/2009 (H4N8) con una identidad nucelotidica del 99%.
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Figura 26. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
glicoproteina H4. En color verde se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Eurasia y Oceania y en color azul se
agrupan las secuencias de vitus aislados de aves en Norteamérica. En color rojo se destaca el gen H4 de los virus 32/H4N2,

48/H4NG6, 91/HANG y 25/H4ANS aislados de aves silvestres en Argentina.
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Para el gen H1 del virus 432/H1NT1 la homologia més cercana identificada fue la H1 del LPAIV
Sudamericano A/red-winged tinamou/Argentina/MP1/2008 (HIN1), con una identidad nucleotidica
del 97%. El arbol filogenético realizado con secuencias nucleotidicas de genes H1 de diferentes

regiones del mundo se observa en la Figura 27.
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Figura 27. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
glicoproteina H1. En color verde se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Eurasia y Oceanifa y en color azul se
agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Norteamérica. En color rojo se destaca el gen H1 de los virus 432/H1N1

y A/red-winged tinamou/Argentina/MP1/2008 (HIN1) aislado de aves silvestres en Argentina.

Al analizar las secuencias de genes NA de los aislamientos argentinos, los arboles filogenéticos
resultantes mostraron una topologia similar a los presentados por la mayoria de los arboles con
secuencias de genes HA. En general, los genes de NA obtenidos (N9, N8, N7, N6, N3, N2 y N1) se
separan del resto de los genes de NA de virus aislados en Norteamérica, Eurasia y Oceania, dando

origen a una rama con evolucién independiente (Figuras 28 a 34 respectivamente).

El analisis filogenético con secuencias de genes N9 demostrd que los dos genes de NA mas
relacionados filogenéticamente con los virus LDC4/H13N9 y 1588/H7N9 son de un virus aislado
durante un brote de IA en gallinas en Italia y de un virus aislado de un pato silvestre capturado en
Holanda  (A/chicken/Italy/1998  (H5N9) vy  A/shoelver/Netherlands/19/1999  (H11N9)
respectivamente) [96]. Ademas, el arbol filogenético agrupé a los dos genes N9 de virus aislados en la
Argentina juntos, en un custer diferente de otros virus de subtipo N9 y con un elevado valor de

bootstrap, indicando un grupo filogenéticamente distinto de genes N9 (Figura 28).
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Figura 28. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
glicoproteina N9. En color verde se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Eurasia y Oceania y en color azul se
agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Norteamérica. En color rojo se destacan los genes N9 de los virus
LDC4/H13N9 y 1588/H7N9 aislados de aves silvestres en Argentina. En negtita se destacan las secuencias de mayor
homologia a las N9 obtenidas de aves silvestres en Argentina.

Al realizar el analisis filogenético de las secuencias de genes N8 de los aislamientos de Argentina
(269/HGNS, 575/H6N8 y 25/H4NS) se obsetvd que los mismos agruparon todos juntos con un buen

valor de bootstrap y separados filogenéticamente de virus de subtipo N8 de otras regiones del mundo

(Figura 29).
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Figura 29. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
glicoproteina N8. En color verde se agrupan las secuencias de vitus aislados de aves en Eurasia y Oceania, en color azul se
agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Norteamérica y en color rojo se agrupan las secuencias de virus aislados

en Sudamérica. Aquellas secuencias de N8 agrupadas en color rosa perteneces a Virus de Influenza Equina.
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Resultados similares se obtuvieron a partir del analisis filogenético de las secuencias de genes N7
(Figura 30). Los virus 171/H10N7, 175/H10N7 y 188/H7N7 agruparon en forma conjunta en una
rama separada filogenéticamente de virus de subtipo N7 de otras regiones del mundo. La relacion
filogenética mas cercana es con el virus A/ruddy turnstone/DE/2378/1988 (H7N7) aislado en

Norteamérica en el afio 1988, con una identidad nucleotidica de solo 83%.
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Figura 30. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
proteina interna N7. En color verde se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Furasia y Oceanta, en color azul
se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Norteamérica y en color rojo se agrupan las secuencias de virus
aislados en Sudamérica.

Los analisis filogenéticos con secuencias de genes N6 y N3 de virus de IA de diferentes regiones
también dieron resultados similares (Figuras 31 y 32).

En el caso de los genes NG de los vitrus aislados en la Argentina 48/H4NG y 91/H4NG, las dos
secuencias agruparon juntas en una rama separada de las secuencias de genes N6 de virus de otras
regiones del mundo (Figura 31). Ademas estos genes N6 presentaron una identidad nucleotidica de solo
81% con el virus A/environment/Maryland/1101/2006 (H4NG) aislado en Norteamérica en el afio
2000.
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Figura 31. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
glicoproteina N6. En color verde se agrupan las secuencias de vitus aislados de aves en Eurasia y Oceania y en color azul se
agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Norteamérica. En color rojo se destacan los genes N6 de los virus
48/HA4NG y 91/HANG aislados de aves silvestres en Argentina.
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La secuencia del gen N3 del virus 1737/H5N3 también agrup6 sola en un rama separada de las
secuencias de N3 de Norteamérica, Eurasia y Oceanfa (Figura 32). Ademas, se puede observar que el
gen N3 del wvirus 1737/H5N3  presenta la homologia mas cercana con el vitus
A/chicken/Chile/176822/2002 (H7N3) aislado de gallinas en Chile en el afio 2002, con una identidad
nucleotidica del 96%.
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Figura 32. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
glicoproteina N3. En color verde se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Eurasia y Oceania y en color azul se
agtupan las secuencias de vitus aislados de aves en Norteamérica. En color rojo se destaca el gen N3 del virus 1737/H5N3

aislado de un ave silvestre en Argentina.

Al analizar filogenéticamente las secuencias de genes N2 de los virus 557/H6N2, 925/HON2,
272/H6N2, 1977/H6N2, 559/HIN2, 32/H4N2, 49/H6N2 y 52/H6N2 se observé nuevamente que
todos ellos agruparon juntos, en un c/uster diferente de los otros virus de subtipo N2 y soportado con
un elevado valor de bootstrap, indicando un grupo filogenéticamente distinto de genes N2 en los AIV

aislados en nuestro pafs (Figura 33).
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Figura 33. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
proteina interna N2. En color verde se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Eurasia y Oceania, en color azul
se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Norteamérica y en color rojo se agrupan las secuencias de virus
aislados en Sudamérica.
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En el analisis filogenético de las secuencias de genes N1 se observé que el virus 432/HINT1 se
encuentra en una rama separada y con la homologia mas cercana con el virus A/red-winged
tinamou/Argentina/MP1/2008 (HIN1) aislado en Argentina en el afio 2008, con una identidad
nucleotidica del 97% (Figura 34).
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Figura 34. Arbol filogenético realizado a partir de las secuencias nucleotidicas del ORF del segmento que codifica para la
glicoproteina N1. En color verde se agrupan las secuencias de virus aislados de aves en Eurasia y Oceania y en color azul se
agrupan las secuencias de vitus aislados de aves en Norteamérica. En color rojo se destaca el gen N1 del virus 432/HIN1
aislado de un ave silvestre en Argentina.

5.2 Inmunosupresion subclinica de pollos SPF con variantes autdctonas del

Virus de la Anemia Infecciosa Aviar

5.2.1 Determinacion del tiempo pos-infeccion con mayor inmunosupresion:

Con el objeto de determinar en una infeccién subclinica el tiempo post infeccion en el cual las
gallinas se encuentren inmunosuprimidas, se realizé una infecciéon experimental con CAV en pollos
SPF de 14 dias de edad (véase 4.2.5.1).

Durante todo el experimento no se detectaron signos clinicos compatibles con la enfermedad
pero si se detectaron anticuerpos anti-CAV (véase 4.2.9) a partir de los 14 dpi (Tabla 10), confirmando

de esta forma la infeccién experimental subclinica en pollos SPF de 14 dias de edad.
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N°de animales positivos a CAV por ELISA IDEXX

Dia post infeccion
Controles Negativos Inoculados con CAV
0 dpi 0/3 0/3
7 dpi 0/3 0/3
14 dpi 0/3 3/3
21 dpi 0/3 3/3
28 dpi 0/4 4/4

Tabla 10. Deteccion de anticuerpos anti-CAV por ELISA comercial a diferentes tiempos post infeccion.

Al realizar las necropsias de los animales a los distintos tiempos post infecciéon estudiados, se
observé que a los 14 dpi los animales infectados mostraban una reduccién importante en el tamafio de
los timos con respecto a los timos de los animales controles negativos.

Al calcular la relacién peso timo/peso corporal para cada tiempo, se observé una disminucion
significativa (p < 0,05) de esta relacion en los animales infectados con CAV sélo a los 14 dpi (Figura
35). Dicha relacion fue 2,5 veces menor en los animales infectados con CAV respecto a la observada en

los animales control.
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Figura 35. Alteraciones macroscépicas a distintos dpi con la cepa CAV-10 argentina. Alteracién de la relacion peso
timo/peso corporal. Los resultados se expresan como la media (DS) de cada grupo, n = 3. * p < 0,05 vs. control negativo.
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Se realizé6 un estudio histopatologico de los timos de los animales a los que se les realizé la
eutanasia a los 14 dpi, con el fin de determinar la presencia de lesiones compatibles con la infeccion con
CAV. En la Figura 36A se observa la estructura de un timo de un pollo control negativo, sin
alteraciones en la estructura medular y cortical de los foliculos. En cambio, los timos de los animales
infectados con la cepa de CAV argentina evidenciaron un compromiso histopatolégico con reduccion

de la corteza e infiltracién de tejido adiposo en los mismos (Figura 36B).

CORTEZA

MEDULA

Figura 36. (A) Timo con foliculos normales donde se distingue la médula y la corteza en un pollo control negativo, 10X. (B)
Foliculo sin corteza y reduccion del limite entre la corteza y médula en el timo de pollos infectados con CAV-10, 14 dpi,
10X.

Los resultados obtenidos en este experimento permitieron determinar que fue posible realizar
una infecciéon experimental subclinica con CAV en pollos SPF de 14 dias de edad y que, dentro de los
tiempos post infeccion analizados, sélo a los 14 dpi se observé dafio compatible con la infeccidén con

CAV en timo.

5.2.2 Comparacion del grado de inmunosupresion generado con diferentes
aislamientos de CAV aut6ctonos en aves de corral SPF experimentalmente infectadas:
Con el objeto de seleccionar un aislamiento con el que se realizarfan todos los ensayos in vivo
posteriores, se decidié hacer una infeccién experimental con cuatro asilamientos de CAV diferentes
para poder determinar cual de ellos generaba mayor inmunosupresiéon bajo las mismas condiciones
experimentales. Para ello, se infectaron cuatro grupos de 3 aves segin lo descripto previamente (véase
4.2.5.2).
Todos los animales infectados con la cepa CAV-08, CAV-10, CAV-18 o CAV-135
seroconvirtieron a los 14 dpi, confirmando la infecciéon por parte de los cuatro virus. Sin embargo, los

animales del grupo control negativo permanecieron seronegativos durante todo el experimento.
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A los 14 dpi se realiz6 un estudio histopatolégico de los timos, bursas y bazos de los pollos de
cada grupo, y se determiné el dafio observado utilizando un score preestablecido (véase 4.2.7).

Los animales infectados con CAV-10, CAV-18 y CAV-135 presentaron en timo lesiones
caracteristicas de una infecciéon con el virus de anemia (Figura 26); sin embargo hubo diferencias en
cuanto al grado del dafio causado (Tabla 11). Los timos de las aves del grupo CAV-10 presentaron
mayor compromiso histolégico, observandose ausencia de corteza e infiltracién de tejido adiposo. Las
aves infectadas con CAV-18 mostraron una deplecion linfoidea intermedia, mientras que las infectadas
con CAV-135 presentaron una deplecion leve. Por su parte, los timos de los pollos infectados con

CAV-08 no presentaron ninguna alteracion, al igual que el grupo control negativo.

Score de dafio histolégico

Grupo experimental

Score Timo (n° de animales) Score Bursa (n°de animales)

Control negativo 103) 103)
CAV-08 103) 103)
CAV-10 4(3) 1(1),2(2)
CAV-18 303) 1(2),2(1)
CAV-135 2 (3) 103)

Tabla 11. Score designado por histopatologia al timo y bursa luego de 14 dpi con diferentes cepas de CAV autéctonas.

Las bursas presentaron lesiones menos evidentes en todos los casos (Figura 37). Sélo algunos de
los animales infectados con CAV-10 y CAV-18 mostraron una disminucién leve de linfocitos en la
corteza de los foliculos con la mucosa replegada (Tabla 11).

Los bazos no presentaron lesiones evidentes en ninguno de los grupos experimentales (score 1),
por lo tanto sélo se realizé el conteo de los centros germinales para verificar la homogeneidad del
estado inmunoldgico sistémico entre las aves de los diferentes grupos.

Finalmente, a partir de este experimento se pudo determinar que las cepas CAV-10 y CAV-18
generaban un cuadro de inmunosupresién mayor a los 14 dpi que las cepas CAV-08 y CAV-135,

medida segun el dafio histopatolégico producido en timo y bursa.
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Figura 37. (A) Timo de un pollo control negativo. (B) Timo de un pollo infectado con CAV, 14 dpi. (C) Bursa de un pollo
control negativo. (D) Bursa de un pollo infectado con CAV, 14 dpi.

5.2.3 Estudio comparativo de la inmunosupresiéon generada por la cepa
autoctona CAV-10 y CAV-18 en pollos SPF:

Con el fin de confirmar el resultado obtenido en el experimento anterior y definir uno de los dos
aislamientos para proseguir con los experimentos posteriores, se realizé una infeccién comparativa
entre las dos cepas que presentaron mayor inmunosupresion: CAV-10 y CAV-18 [97].

Previo a realizar la infeccioén de los animales se realizé la secuenciacion del genoma completo de
ambos indculos de CAV a utilizar (véase 4.2.2). Los genomas de CAV-10 y CAV-18 (ndmeros de
acceso en el GenBank KJ872513 y KJ872514 respectivamente) tuvieron una longitud de 2298
nucleétidos y carecian de una regiéon de 21 bases situada dentro de la regién no codificante, la cual tiene
asociada la funcién de reguladora de la transcripcion del genoma de CAV [98, 99]. Al comparar el
genoma de los dos virus se observé que los mismos diferfan en sélo 14 nucleétidos, tres en la regién no
codificante y el resto a lo largo del ORF1. Estas diferencias nucleotidicas entre la VP1 de CAV-10y
CAV-18 resultaron en sélo dos mutaciones a nivel de aminoacidos, generando los cambios Q294H y
S370T. Ademas, ambos virus presentaron una glutamina (Q) de residuos en las posiciones 139 y 144 de
VP1, mientras que cepas de referencia como Cux-1 (M55918) presentan una lisina (K) y un acido

aspartico (D) respectivamente (Figura 38).
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Figura 38. Region hipervariable de la VP1[100] marcada en color gris, desde la posiciéon de aminodcido 139 a la posicion
151. En color celeste y rosa se destacan las posiciones 139 y 144 respectivamente. En color verde rojo se destacan las

posiciones 294 y 370 respectivamente.
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Una vez iniciado el experimento y hasta la finalizacién del mismo, ninguno de los animales
inoculados con CAV o PBS presentaron signos clinicos de enfermedad de anemia infecciosa aviar.
Tampoco se observaron diferencias en el peso corporal entre los animales infectados con CAV-10 y
CAV-18 frente a los animales del grupo control negativo.

A los 14 dpi, los pollos inoculados con CAV-10 y CAV-18 presentaron anticuerpos anti-CAV,
mientas que los animales control negativo se mantuvieron seronegativos a lo largo del experimento.

A nivel macroscopico se observé que los pollos inoculados con CAV-10 o CAV-18 presentaron
enrojecimiento y atrofia de los I6bulos timicos distribuidos a lo largo de ambos lados del cuello (Figura
39b y 39c respectivamente). En contraste, los lébulos timicos de los animales del grupo control
negativo no se vieron afectados (Figura 28a). Por otra parte, no se observaron lesiones macroscopicas

evidentes en el resto de los 6rganos a los 14 dpi.

(b)

Figura 39. Lesiones macroscopicas en timo de pollos, asociadas con la infeccion con CAV a los 14 dpi. Las flechas indican
los 16bulos timicos de los pollos. Aquellos animales infectados con CAV-10 (b) y CAV-18 (c) presentan l6bulos mas
pequefios y enrojecidos que lo de los pollos control negativo (a).
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Por otra parte, la media de la relacion peso timo/peso corporal se redujo significativamente (p <
0,05) en los pollos de ambos grupos infectados con CAV en comparacién con los pollos del grupo
control negativo, presentandose una reduccion mayor (p < 0,05) en los animales inoculados con el virus
CAV-10 respecto de los inoculados con CAV-18 (Figura 40a). En cambio, la relacién peso bazo/peso
corporal y peso bursa/peso corporal de los distintos grupos experimentales no presentaron diferencias

significativas al tiempo post infeccion analizado (Figura 40b y 40c).
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Figura 40. Alteraciones macroscépicas 14 dpi con cepas de CAV argentinas. (a) Alteracion de la relacion peso timo/peso
corporal. (b) Alteracion de la relacion peso bazo/peso corporal. (c) Alteracion de la relacion peso bursa/peso corporal. Se
compararon las medias de los valores obtenidos de aves infectadas con CAV y aves control negativo. Los resultados se
expresan como la media (DS) de cada grupo, n = 6. * p < 0,05 vs. control negativo; # p < 0,05 vs CAV-18.

Los linfocitos en timo y bazo, obtenidos a partir de las suspensiones de células mononucleares
individuales de estos o6rganos, se contaron utilizando el método de exclusién de azul tripan. La
depleciéon de los mismos, expresada como la relaciéon entre el nimero de linfocitos por el peso del
6rgano, se analizo en cada uno de los animales. Como se muestra en la Figura 30, los timos de los
pollos inoculados con las cepas de CAV presentaron una reducciéon significativa del nimero de
linfocitos respecto del grupo control negativo (p < 0,05), mientras que en los bazos el nimero de

esplenocitos se mantuvo sin variaciones entre los distintos grupos experimentales.
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Figura 41. Deplecion de linfocitos luego de la infeccion con cepas de CAV argentinas. La deplecion de linfocitos se expresa
como la relacién n° de células / gr. de timo (a) o de bazo (b) a los 14 dpi, en pollos SPF inoculados con CAV-10, CAV-18 o
PBS a las 2 semanas de edad. Los resultados se expresan como la media (DS) de cada grupo, n = 6. * p < 0,05 vs. control
negativo.
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Las lesiones histopatologicas observadas en timo y bursa entre los distintos grupos presentaron
diferencias (Figura 42a-42g). Los timos de los pollos infectados con CAV-10 mostraron una severa
deplecion de linfocitos en la regién cortical (Figura 42b), reduciéndose la demarcacion entre la médula y
la corteza. También se observaron grandes linfoblastos con cariomegalia y vacuolizacion de las células
reticulares (Figura 42g), produciendo un aspecto de cielo estrellado en los mismos. En las bursas de los
animales infectados con CAV-10 se observé atrofia con deplecion linfoide moderada de los foliculos
linfoides (Figura 42¢), infiltraciéon de macréfagos y células plasmaticas.

Por otra parte, el timo y la bursa de los pollos infectados con la cepa CAV-18 no mostraron

alteraciones histopatologicas a los 14 dpi (Figura 42c¢ y 42f respectivamente).

Figura 42. Lesiones histologicas producidas en pollos SPF por la infeccion con cepas de CAV argentinas. Se estudiaron
animales 14 dpi con CAV o inoculacién con PBS a las 2 semanas de edad. Las imagenes representan una muestra de tejido
representativa de los grupos experimentales, teflidas con HE, 10X (a-f). (a) timo de pollo control negativo; (b) timo de pollo
infectado con la cepa CAV-10; (c) timo de pollo infectado con la cepa CAV-18; (d) bursa de Fabricio de pollo control
negativo; (e) bursa de Fabricio de pollo infectado con la cepa CAV-10; (f) bursa de Fabricio de pollo infectado con la cepa
CAV-18. (g) Linfoblastos agrandados con cariomegalia y vacuolizacién de las células reticulares (flechas) en los timos de
pollos infectados con la cepa CAV-10, 40X.
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Con el objeto de analizar la presencia o ausencia de alteraciones en las poblaciones de células T
en timo y bazo generada por la infeccién con CAV, se realiz6é un estudio de dichas poblaciones por la

técnica de citometria de flujo (véase 4.2.8).

TIMO:

Se compararon los porcentajes de diferentes subpoblaciones de linfocitos T en los timos de
pollos infectados con CAV frente a los de los timos de las aves control negativo en la regiéon o Gate 1
(G1), de acuerdo a los parametros de dispersién por tamafio y granulosidad. Los timocitos en G1 se
dividieron luego en aquellos de tamafio pequefio (G2) y grande (G3), con el fin de verificar si se

producia una alteracion de la timopoyesis por la infeccion con CAV (Figura 43A).
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Figura 43. Analisis por citometria de flujo de las subpoblaciones de linfocitos T' en el timo de pollos inoculados con CAV-
10, CAV-18 o PBS, 14 dpi. (a) El analisis se realiz6 en G1 de acuerdo a los parametros de dispersién por tamafio y
granulosidad. Los timocitos en G1 se dividieron en pequefios (G2) y grandes (G3). (b) Los resultados se expresan como la
media de las frecuencias relativas de linfocitos (DS) en G1, G2 y G3 de cada grupo, n = 6. * p < 0,05 vs. control negativo; #
2 <0,05vs CAV-18.
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La comparacion de los porcentajes de linfocitos totales en G1 de cada grupo no mostré
diferencias significativas, mientras que los porcentajes de linfocitos pequefios y grandes, en G2 y G3
respectivamente, fueron significativamente diferentes entre los grupos experimentales (Figura 43B). Por
un lado, se observé una reduccion importante en los porcentajes de linfocitos en G2 en los timos de
pollos infectados con CAV (p <0,05), siendo mayor la reducciéon generada con CAV-10 (p <0,05)
respecto de la generada con CAV-18. En contraste, los porcentajes de linfocitos en G3 en los timos de
los pollos infectados con CAV fueron mayores respecto de los porcentajes de los timos de pollos
control negativo (p <0,05). Mas ain, el aumento observado en los pollos infectados con CAV-10 fue
superior respecto del aumento observado en las aves infectadas con CAV-18 (p <0,05).

Mediante la realizaciéon de un analisis multiparamétrico de las células CD3+ dentro de la region
G1 se observo la presencia de subconjuntos de células CD4+CD8a-, CD4-CD8u+ y CD4+CD8o+.
Como se observa en la Figura 44A, en los timos del grupo control negativo el subconjunto
predominante fue el de las células dobles positivas (DP) CD4+CD8a+. Estas células DP en G1 se
dividieron en dos regiones para su posterior analisis, llamadas R4 y R5, de acuerdo con la expresion en
superficie de las moléculas CD4 y CD8a. En R4 se detectan las células DP con mayor expresion de
CD8a que CD4, y en R5 las células DP con mayor expresion de CD4 que CD8a.

Las Figuras 44B y 44C muestran células DP de un timo de un ave control negativo en G2 y G3,
respectivamente. La mayoria de las DP pequefias, con un tamafo y granularidad compatible con G2, se
encontraban en R4; mientras que las DP grandes de G3 se localizaron tanto en R4 como en R5. En
particular, CAV-10 no sélo generd una reduccion significativa (p <0,05) en el nimero total de DP en
G1, G2y G3 como CAV-18 (Figura 44J-44L), sino que ademas alterd los porcentajes de timocitos DP
en R4 y R5 (Figuras 33D-33I). En especial, la cepa CAV-10 produjo una reducciéon mayor (p <0,05) del
porcentaje de DP en R4 respecto a CAV-18 (en G1, G2 y G3), y un aumento significativo particular del
porcentaje de DP en R5 (en G1 y G2) que no se observé en los timos de pollos infectados con CAV-18
(Figura 44]-44L).

En las Figuras 33A, 33D y 33G también se observan diferencias entre los porcentajes de
timocitos CD4+CD8a- y CD4-CD8u+ en G1 de pollos infectados con CAV-10, CAV-18 y PBS.
Ambos grupos inoculados con CAV aparentan tener aumentados los porcentajes de estas
subpoblaciones en timo. Sin embargo, cuando se compara el numero absoluto de timocitos
CD4+CD8a- y CD4-CD8a+ entre los distintos grupos experimentales se observa una reduccion

significativa sélo de los timocitos CID4-CD8a+ en los animales infectados con la cepa CAV-10 (Figura

44MD).
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Figura 44. Analisis por citometria de flujo de diferentes subpoblaciones de linfocitos T en el timo de pollos SPF. Se estudiaron animales 14 dpi con CAV-10, CAV-18 o PBS. (A-I)
Timocitos CD3+CD4+CD8u-, CD3+CD4-CD8u+ y CD3+CD4+CD8a+ (DP) de un timo de cada grupo en G1 (A, D, G), G2 (B, E, H) y G3 (C, IF, I). R4 y R5 representan
timocitos DP con diferente expresion de las moléculas CD4 y CD8a en supetficie. (J-L) Porcentaje relativo de DP totales, DP en R4 y DP en R5 en G1, G2 y G3 de pollos control
negativo ((]), CAV-10 () y CAV-18 (). (M) Numero absoluto de timocitos CD4+CD8a«- y CD4-CD8a+ en G1 de pollos control negativo ([]), CAV-10 (ll) y CAV-18 ).
Las células fueron marcadas con anticuerpos anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8a conjugados con SPRD, FITC y PE, respectivamente. Los resultados se expresan como la media (DS)
de las frecuencias relativas y del nimero absoluto de células de cada grupo, n = 6. * p < 0,05 vs. control negativo; # p < 0,05 vs CAV-18 [97].
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BAZO:

Los porcentajes de linfocitos esplénicos de los diferentes grupos experimentales se analizaron en
G1 de acuerdo a los parametros de dispersion por tamafio y granulosidad.

El analisis revel6 la presencia de subconjuntos de células CD3+CD4+CD8a- (LTh), CD3+CD4-
CD8a+ (LTc) y CD3+CD4+CD8a+ (DP maduras). En la Figura 45A se puede observar que las
células DP maduras se encuentran mayoritariamente en R5, lo que indica que existe un subconjunto de
DP tnico en el bazo que representa una poblacion esplénica particular. Los porcentajes de estas células
DP maduras no fueron alterados luego de 14 dpi con las cepas de CAV argentinas utilizadas (Figura
45B). Resultados similares se obtuvieron para los porcentajes de células del bazo LTh, las cuales
tampoco difirieron significativamente entre los grupos experimentales. Sin embargo, el porcentaje de

LTc disminuy6 soélo en los bazos de pollos infectados con la cepa CAV-10 (p <0,05).
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Figura 45. Analisis por citometria de flujo de las diferentes subpoblaciones de linfocitos T en bazo de pollos SPF 14 dpi
con CAV-10, CAV-18 o PBS. (A) El analisis se realizé en G1 de acuerdo a los parametros de dispersién por tamafio y
granulosidad. (B) Porcentaje relativo de splenocitos CD3+CD4+CD8a- (LTh), CD3+CD4-CD8u+ (LTc) y
CD3+CD4+CD8a+ (DP maduros) en pollos controles negativos ([]), CAV-10 (Jll) y CAV-18 (Bg). Las células fueron
marcadas con anticuerpos anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8u conjugados con SPRD, FITC y PE, respectivamente. Los
resultados se expresan como la media (DS) de las frecuencias relativas de cada grupo, n = 6. * p < 0,05 vs. control negativo

[97].
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Para un mejor analisis de la subpoblacién de L'Tc afectada por la infeccion con CAV, se realizé
una segunda tincién de esplenocitos en G1 para poder discriminar entre los dos subconjuntos de LTk,
linfocitos citotéxicos CD8xa o CD8xf. Los porcentajes de células esplénicas CD8xa no difirieron
significativamente entre los grupos experimentales (Figura 46). Por el contrario, el porcentaje de LTc

CD8af se redujo significativamente en los bazos de los pollos inoculados con CAV-10.
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Figura 46. Analisis por citometria de flujo de las subpoblaciones de linfocitos T CD3+CD8uaa+ y CD3+CD8u«f+ en bazo
de pollos SPF 14 dpi con CAV-10, CAV-18 o PBS. El analisis se realiz6 en G1 de acuerdo a los parametros de dispersion.
Los resultados se expresan como la media (DS) de las frecuencias relativas de cada grupo, n = 6. * p < 0,05 vs. control
negativo [97].

Estos resultados permitieron detectar diferencias entre ambos aislamientos en cuanto al grado de
inmunosupresiéon generado en los pollos SPF de 14 dias de edad. A partir de dichos resultados se

selecciond al aislamiento CAV-10 para ser utilizado en los ensayos posteriores de coinfeccién con
AlV.
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5.3 Estudio de replicacion y transmision de LPAIV de subtipo H6 en pollos

SPF inmunocompetentes

Debido a la elevada proporcion (40%) de virus de IA de subtipo H6 aislados en el periodo 2006-
2012 en nuestro pafs, se realizé un estudio comparativo de replicacién y transmisién en pollos SPF con
cinco AIV argentinos de subtipo H6 y dos virus H6 prototipos, uno de América del Norte y otro de
Eurasia [85] (véase 4.3).

En primer lugar, se realiz6 la secuenciaciéon de cada uno de los ocho segmentos genémicos de los

virus argentinos a utilizar y se los comparé con secuencias disponibles en GenBank (Tabla 12) [85].

Segmento Mayor similitud de secuencia nucleotidica®
genémico 557 /H6N2 575/HG6NS 925/HG6N2 269/HG6NS 1977 /H6N2
PB2 rwt/Arg/08 HIN1P  rwt/Arg/08 HIN1®  rwt/Arg/08 HIN1® rwt/Arg/08 HIN1® rwt/Arg/08 HIN1P
96% 96% 96% 96% 95%
PB1 rwt/Arg/08 HINT®  rwt/Arg/08 HIN1® rwt/Arg/08 HIN1® rwt/Arg/08 HINT® rwt/Arg/08 HIN1P
94% 94% 94% 94% 94%
PA rwt/Arg/08 HIN1P  rwt/Arg/08 HIN1® rwt/Arg/08 HIN1® rwt/Arg/08 HIN1® rwt/Arg/08 HIN1P
97% 96% 97% 98% 98%
HA mal/Alb/96 H6N8® mal/Alb/96 HGN8® mal/Alb/96 HGN8® mal/Alb/96 H6NS¢ sb/DE /2004 H6NSd
91% 91% 91% 91% 97%
NP blwt/Alb/78 H6N2¢ ct/Bolivia/01 H7N3f ct/Bolivia/01 H7N3f ct/Bolivia/01 H7N3f c¢t/Bolivia/01 H7N3f
94% 96% 96% 96% 96%
NA mtldk /LA /87 H6N28 blwt/Alb/91 H3N8? mtldk /I.LA/87 H6N28 blwt/Alb/91 H3NS8! mtldk /T.LA/87 H6N2¢
88% 92% 88% 92% 88%
M rwt/Arg/08 HIN1®  rwt/Arg/08 HIN1® rwt/Arg/08 HIN1" rwt/Arg/08 HIN1" rwt/Arg/08 HIN1P
98% 98% 98% 98% 98%
NS rwt/Arg/08 HIN1P  rwt/Arg/08 HIN1P klpg/Arg/06 H13N9 ty/Chile/02(H7N3) klpg/Arg/06 H13N9!
99% 98% 96% 97% 96%

Tabla 12. Virus en GenBank con mayor similitud de secuencia nucleotidica con los AIV H6 argentinos. * Expresada como
% de identidad de secuencia de nucleétidos. P A/red-winged tinamou/Argentina/MP1/2008 (HIN1). ¢
A/Mallard/Alberta/206/96 (HONS). 4 A/Shotebird/Delaware/12/2004 (HO6NS). ¢ A/blue-winged teal/Alberta/651/1978
(H6N2). fA/cinnamon teal/Bolivia/4537/2001 (H7N3). 8 A/mottled duck/LA/32M /1987 (H6N2). "A/blue-winged
teal/Alberta/120/1991 (H3NS8). ' A /kelp gull/Argentina/LDC4/2006 (H13N9). i A/chicken/Chile/184240-1/2002(H7N3).

Por un lado, se observd que los genes internos de los virus H6 argentinos mostraron estar
estrechamente relacionados con los AIV de América del Sur, por ejemplo de Argentina, Bolivia y Chile,
presentando porcentajes de identidad nucleotidica superiores al 94% en todos los casos.

Por otra parte, al momento de realizar el experimento no habia informacién disponible en cuanto
a secuencias de subtipo H6 de virus de IA de América del Sur. Por ello, el pariente mas cercano fue
A/mallard/Alberta/206/1996 (HG6N8) de linaje Norteamericano con sélo el 91% de identidad
nucleotidica, a excepcién del virus 1977/HG6N2 que tuvo una homologia del 97% con el vitus
A/shorebird/DE/12/2004 (HONS) (Tabla 12). Del mismo modo, debido a la falta de secuencias de N2
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y N8 procedentes de América del Sur, sus parientes mas cercanos compartieron sélo el 88% y el 92%
de identidad de secuencia nucleotidica con los virus de América del Norte A/mottled
duck/LA/32M/1987 (HON2) y A/blue-winged teal/Alberta/120/1991 (H3NS8), respectivamente
(Tabla 12).

Al comparar las proteinas de los virus aislados de aves silvestres en la Argentina con secuencias
aminoacidicas consenso de virus de IA de aves silvestres de otras regiones del mundo, observamos que
la identidad de aminoacidos de la mayoria de los genes fue superior al 97% en comparacién con las
cepas consenso en América del Norte y Eurasia (Tabla 13). Estos resultados sugieren que la homologia
de secuencia aminoacidica de todos los segmentos genémicos se mantiene conservada entre los AIV

que circulan en todo el mundo.

PB2 PB1 PA NP HA NA M1 NSt

Consenso * NA®> EA® NA EA NA EA NA EA NA-A° EA NA EA NA EA NA EA
557 /HG6N2 983 982 992 992 97.9 97.9 984 98.0 975 97.3 940 93.6 100 100 98.7 99.6
575/HGNS 98.6 98.4 995 995 982 98.0 98.6 984 97.0 96.8 97.4 872 100 100 97.8 98.7
925/H6N2 98.4 983 993 993 98 982 98.6 984 97.0 96.8 938 934 100 100 97.4 97.4
269/H6NS 98.8 98.7 993 993 98.0 98.0 984 982 972 97.0 93 870 100 100 97.0 97.8

1977/H6N2 98.4 983 992 992 982 982 986 984 981 979 97 928 100 100 97.0 97.0

Tabla 13. Homologfa de secuencia aminoacidica entre los virus H6 argentinos y las secuencias consenso de los AIV de
América del Norte y Eurasia. * Aminoacido consenso. P NA: Linaje Norteamericano, EA: Linaje Eurasidtico. < NA-A: Linaje
Norteamericano, clado A [85].

Por su parte, el andlisis de la secuencia de aminoacidos deducida de las HA de estos virus H6
revel6 que todos fueron tipicos virus de influenza aviar de baja patogenicidad (LPAIV), debido a que
los cinco virus H6 argentinos tienen un motivo PQIETRG en el sitio de clivaje de la HA y conservan
aminoacidos en el sitio de unién al receptor tipicos de aves (226Q) y 228G). Por otro lado, no se
encontraron mutaciones asociadas a la adaptacion a los mamiferos, como por ejemplo en la PB2 el sitio
627K o 701N, ni tampoco se encontraron mutaciones en la M2 en el sitio 31N, responsables de la

resistencia amantadina [85].
Para estudiar la replicacion y transmision de los virus H6 se trabajé con 8 grupos experimentales

conformados por los cinco LPAIV H6 argentinos, dos virus HG6 prototipos (uno de linaje

Norteamericano y otro de linaje Euroasiatico) y un grupo control negativo (véase punto 4.3) (Tabla 14).
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N° pollos inoculados N° contactos directo positivos /N° Media del titulo de HI

positivos/N° pollos total contactos directo total (dilucién suero logy)
Virus (mayor titulo viral)® (mayor titulo viral)® (N° positivos/N° total)
T c® ™ c® Inoculados Contactos
206/HONS 0/6 0/6 0/6 0/6 475 (6/06) 0/6
W312/H6N1 5/6(3,7)¢ 1/6 (1,7)4 0/6 0/6 217(6/6) 17 (3/6)
557/H6N2 0/6 0/6 0/6 1/6(3,2)¢ 189 (6/6) 40 (2/6)
575/H6NS 1/6 (1,7)f 0/6 0/6 0/6 133 (3/3) 15(2/6)
925/H6N2 0/6 0/6 0/6 0/6 384(6/6) 0/6
269/HO6NS 0/3 0/3 0/6 0/3 133 (3/3) 0/3
1977/H6N2 0/3 0/3 0/6 0/3 73(3/3) 0/3

Tabla 14. Replicacion, transmision y seroconversion de los pollos infectados con los AIV H6 argentinos. * Mayor titulo viral
expresado en log10 EIDso/ml. b T: Traquea; C: Cloaca. ¢ Eliminacion de virus durante 5 dias, pico del titulo viral al 1dpi. 4
1.7 1og10 EIDsp/ml al 7dpi. © 3.2 1og10 EIDsp/ml al 5dpi. £1.7 log10 EIDso/ml al 7dpi [85].

Los cinco virus argentinos mostraron una replicaciéon y transmision bastante limitada en estas
aves. En s6lo un hisopado traqueal de los animales inoculados con la cepa 575/H6NS8 se detecto la
presencia de virus. En contraste, la cepa prototipo W312/HG6N1, que se encuentra comunmente en los
mercados de aves vivas de corral en el sudeste de Asia, mostr6 una replicacion del virus consistente en
el tracto respiratorio del grupo de pollos infectados (5 de 6 pollos fueron positivos).

Los hisopados cloacales de las aves inoculadas mostraron titulos de virus perceptibles sélo para
uno de los pollos inoculados con el virus W312/H6N1. En contraste, la cepa norteamericana
prototipico 206/H6N8 no mostr6 signos de replicaciéon en los pollos inoculados, aunque mostrd el
mayor indice de seroconversiéon medido por HI.

Todos los pollos inoculados mostraron seroconversion al finalizar el experimento
independientemente del LPAIV utilizado, confirmando una infeccién efectiva en todos ellos (Tabla 14).

En aquellos pollos donde se estudié transmisiéon por contacto directo no se detecté virus ni en
los hisopados traqueales ni en los cloacales, con excepcion de un pollo contacto directo del grupo
557/HGNZ2. Sin embatgo, hubo evidencia de transmisién mediante la deteccion de seroconversion. Tres
de las seis pollos puestos en contacto directo mostraron seroconversion en el grupo W312/HO6N1,
mientras que 2 de cada 6 mostraron titulos de HI discernibles en los grupos 557/H6N2 y 575/H6ONS.

Las propiedades antigénicas de los virus H6 aislados en la Argentina se investigaron mediante el
uso de antisueros de pollos, generados a partit de los estudios de replicacion mencionados
anteriormente. Los antisueros contra el virus W312/HG6N1 mostraron titulos altos de HI contra el virus

homologo, pero titulos claramente mas bajos frente a los virus argentinos. Del mismo modo, los
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antisueros contra las otras cepas H6 argentinas mostraron baja reactividad frente al virus W312/HG6N1

(Tabla 15).

Titulo HI/Suero contra

Virus
206/H6N8  W312/H6N1  557/H6N2  575/H6N8  925/H6N2  269/HO6NS  1977/HGN2
206/HG6NS 320° 480 320 960 480 240 120
W312/H6N1 160 3840 160 320 160 40 40
557/H6N2 160 320 640 640 1280 80 160
575/H6N8 240 960 480 1280 1280 160 160
925/H6N2 160 1280 640 1280 1280 160 160
269/HG6NS 160 640 320 640 960 320 120
1977 /H6N2 120 640 640 320 640 240 160

Tabla 15. Perfiles antigénicos de los ATV H6 argentinos frente a virus homologo y heterélogos. * Titulo de HI con virus H6
homologos en negrita [85].

Ademas, en la Tabla 15 se puede observar que los virus 557/H6N2, 575/H6NS8 y 925/HGN2
aislados en Atrgentina también mostraron baja reactividad frente la cepa 1977/H6N2 o la cepa

prototipo 206/HONS.

5.4 Estudio de replicacion y transmision de LPAIV de subtipo H6 en pollos

SPF inmunocompetentes o inmunosuprimidos previamente con CAV-10

Se utilizé el virus 557/HON2 para los estudios de patogenicidad en aves inmunocompetentes e
inmunosuprimidas experimentalmente con la cepa CAV-10, debido a que con este aislamiento se pudo
evidenciar infeccidn, replicacién y transmision en pollos SPEF (5.3). Para este experimento, los pollos
SPF utilizados se dividieron en 3 grupos experimentales: el grupo 1 6 grupo control negativo, el grupo
2 6 grupo infectado con el LPAIV 557/HG6N2 y el grupo 3 6 grupo coinfectado, primero con la cepa
CAV-10 y luego con el virus 557/H6ON2 (véase 4.4).

Luego de 14 dias de iniciado el experimento, se realiz6 la eutanasia de ocho pollos del grupo 1y
del grupo 3 para confirmar la inmunosupresion producida por CAV-10 (véase 4.4). Se observé una
reduccion del tamafio del timo de los animales inoculados con CAV-10 respecto al tamano del timo de

las aves control negativo. Esta reduccion pudo ser cuantificada individualmente mediante la relacion
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peso timo/peso corporal de cada uno de los animales, determinandose que la misma fue significativa en

los pollos infectados con CAV-10 (Figura 47).
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Figura 47. Relacion peso timo/ peso corporal. Se compararon las medias de los valores obtenidos de aves infectadas con
CAV y aves control negativo. Los resultados se expresan como la media (DS) de cada grupo, n = 8. * p < 0,05 vs. control
negativo.

El estudio histopatolégico realizado sobre el timo permitié observar que el dafio causado en los
pollos infectados con CAV-10 produjo una reducciéon de los linfocitos de la corteza mayor al 70%

(score 4) (Figura 48).

MEDULA
CORTEZA

Figura 48. Lesiones histolégicas producidas en pollos SPF por la infeccién con la cepa CAV-10 argentina Las imdgenes
representan una muestra de tejido representativa de los grupos experimentales, tefiidas con HE. (a) timo de pollo control
negativo, 4X; (b) timo de pollo infectado con la cepa CAV-10, 4X.
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Posteriormente, se realizaron los estudios de citometria para determinar las subpoblaciones
afectadas de timocitos y esplenocitos.

En timo se obtuvieron resultados similares a los observados en el experimento 5.2.3.
Nuevamente se observé una reduccion significativa (p <0,05) en el nimero total de linfocitos en los
timos de los animales infectados con CAV-10 (Figura 49a), sin alteracién en el porcentaje de timocitos
en G1 pero con reduccion significativa en G2 y aumento significativo en G3 (Figura 49b). Ademas, los
porcentajes de los timocitos DP totales y de DP en R4 se redujeron significativamente en los pollos
infectados con CAV-10, mientras que el porcentaje de timocitos DP en R5 aument6 significativamente

(Figura 49¢).
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Figura 49. Alteracién en timo luego de la infeccién con CAV-10. (a) La deplecion de linfocitos se expresa como la relaciéon
n° de células / gr. de timo. (b) El anilisis se realizé en G1 de acuerdo a los pardmetros de dispersién por tamafio y
granulosidad. Los timocitos en G1 se dividieron en pequefios (G2) y grandes (G3). (c) Porcentaje relativo de DP totales, DP
en R4 y DP en R5 en G1. Los resultados se expresan como la media (DS) de cada grupo, n = 8. * p < 0,05 vs. control
negativo.

En bazo, en cambio, la reduccién del porcentaje de esplenocitos CD3+CD8x+CD8B+ no fue
tan evidente como en el ensayo anterior (véase 5.2.3), debido a que sélo cinco de los ocho animales
infectados con CAV-10 presentaron una reduccién de esta subpoblacion y los otros tres no. Por ello,
no se observaron diferencias significativas en ninguna de las subpoblaciones de linfocitos T en bazo
(Figura 50).

En conjunto, estos resultados permitieron asegurar que los pollos inoculados con CAV-10 se
encontraban inmunosuprimidos a los 14 dpi, con desérdenes en las subpoblaciones de timocitos y
timopoyesis alterada pero sin variaciones estadisticamente significativas en las subpoblaciones de

linfocitos T en bazo.
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Figura 50. Analisis por citometria de flujo de las diferentes subpoblaciones de linfocitos T en bazo de pollos SPF 14 dpi

con CAV-10 o PBS. El analisis se realizé en G1 de acuerdo a los pardmetros de dispersion por tamafio y granulosidad.

Porcentaje relativo de splenocitos CD3+CD4+CD8u+ (DP maduros), CD3+CD4+CD8«- (L'Th), CD3+CD4-CD8a+
(LTc), CD3+CD8ua+CD8B+ (CD8up) y CD3+CD8ux+CD8B- (CD8aw). Los resultados se expresan como la media (DS) de

las frecuencias relativas de cada grupo, n = 8.

A los 14 dpi, las aves restantes del grupo 2 y 3 fueron infectadas con el virus 557/H6N2. En la
Tabla 16 se detalla la replicacion y excrecion de 557/HO6ON2 en los distintos grupos experimentales, a los
diferentes tiempos post infeccion.

Todos los hisopados traqueales de los pollos infectados con el virus 557/H6N2 fueron positivos
al primer dia pi, mientras que sélo seis de los ocho animales coinfectados con CAV-10 y 557/H6N2
fueron positivos para el virus en traquea en ese mismo tiempo post infeccion.

Por otra parte, los titulos de ARN viral detectados en el grupo 557/HON2 y en el grupo
coinfectado fueron mayores que los valores obtenidos para el grupo control negativo al primer dia pi (p
<0,05). Por su parte, el grupo coinfectado presenté una media del titulo de ARN viral

significativamente mayor que la media obtenida para el grupo 557/HG6N2 (p <0,05).
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Grupo Deteccién de ARN viral (logto EIDso/ml)*

1 dpi 3 dpi 5 dpi 7 dpi
Traquea Cloaca Traquea Cloaca Traquea Cloaca Traquea  Cloaca
Grupo 1: Control Negativo — 0/14 (S2)* 0/14(<2*  0/8 (=2 0/8 (<24 0/4 (<2 0/4(=2 0/4E=2" 0/4 (=20
Grupo 2: 557 /H6N2 8/8(2,95)° 0/8 (<2  7/83,45)° 0/8(=2)" 1/4 279" 0/4<2*  0/4(<2" 0/4 2N
Contacto Directo 2 (CD-2) - - 0/3 (2" 2/3(52,56)°  0/3(<2%  0/3(<2" 0/3(<2M 0/3 (=2t
Grupo 3: CAV-10 + 557/H6N26/8 (3,64)° 0/8 (£2)*  6/8(3,5)" 0/8 (<2)" 0/4 (2" 0/4° =2 0/4E=2)N 0/4(<2"
Contacto Directo 3 (CD-3) - - 2/3 (<2960 0/3 (<24 0/3 (<2 0/3(=2 0/3=2 0/3 (=2t

*Numero de aves positivas al ATV por RT-qPCR /total

® Para poder realizar la estadistica, los hispados tranqueales y cloacales en los que no se detecté ARN viral se les otorgé el valor numérico 107
EIDso/ml, que representa en menor nivel detectable de ARN viral conla RT-qPCR utilizada

Letras distintas en mayuscula en superindice indican diferencias significativas en la media del titulo de ARN viral entre los grupos; Kruskal Wallis, p<
0,05

Tabla 16. Replicacion y excrecion de 557/HON2 en traquea y cloaca de aves con diferente estado inmunologico.
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A los 3 dpi se mantuvo la replicacién y excrecion de virus en traquea de ambos grupos infectados
con 557/HG6N2 (2 y 3). Asimismo, se obsetvé que dos de tres animales contacto directos del grupo 3
(CD-3) también presentaron virus en traquea. Los valores de las medias del titulo de ARN viral del
grupo 2y 3 fueron significativamente superiores al obtenido para los pollos control negativo (p <0,05)
pero sin diferencias significativas entre si.

A'los 5y 7 dpi no se detecto la presencia de virus de IA en ninguno de los hisopados traqueales
de los tres grupos experimentales.

Por otra parte, la excrecion de 557/H6ON2 por cloaca s6lo se observé en dos animales contacto
directo del grupo 2 (CD-2) a los 3 dpi. L.a media del titulo de ARN viral obtenido en cloaca de estos

animales es superior a la obtenida para el resto de los grupos experimentales (p <0,05).

A los 3 dpi con 557/HON2 se realizé la eutanasia de cuatro pollos de cada grupo experimental
con la finalidad de buscar lesiones producidas por la infecciéon con el LPAIV. Se analiz6 la presencia o
ausencia de ARN viral en diferentes 6rganos y se cuantificé utilizando la RT-qPCR (véase 4.4.2).

Independientemente del estado inmunolégico de los animales de los diferentes grupos
experimentales, el virus de influenza se detectd en la misma cantidad, en el mismo nimero de animales
y en los mismos 6rganos (Tabla 17).

El pulmén fue el dnico 6rgano en el cual se detectaron diferencias significativas en cuanto al
titulo de ARN viral. Este valor fue mayor (p <0,05) en el grupo 2 respecto del valor de los pollos
control negativo. Ademas, dicho grupo presenté un nimero mayor de animales (3/4) con ARN viral en

pulmén a los 3 dpi respecto de los animales del grupo 1 (0/4) y grupo 3 (1/4).
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Grupo Deteccién de ARN viral (logio EIDso/ml)*

Cerebro Cavidad Nasal Pulmédn Bazo Pancreas Duodeno Rifién Bursa Tonsila

gi;ggvlo Control 0/4(£2"  0/4(£2Y  0/4=2Y  0/4E2Y 0/4=20 0/4£20 0/4220 0/422)0  0/4(22)0

Grupo 2: 557/H6N2  1/4(<2,53)* 1/4(<3,07)" 3/4(S4,18)®  0/4(<2*  0/4(£2)* 1/4 (22,04 1/4 (£2,16)" 1/4 (£2,03)" 1/4 (£2,13)"

Grupo 3: CAV-10 +

557 /HEN? 1/4 (23" 1/4(£2,08" 1/4(<33"  0/4(<2"  0/4(<2" 1/4(<2,00)M1/4 (<290 0/4 (<2 1/4(<2,56)"

¢ Numero de aves positivas al AIV por RT-qPCR/total

° Para poder realizarla estadistica, los macerados de 6rgano en los que no se detecté ARN viral se les otorgd el valor numéric o 102 EID50/ml, que representa en
menor nivel detectable de ARN viral conla RT-qPCR utilizada

Letras distintas en mayuscula en supetindice indican diferencias significativas en la media del titulo de ARN viral entre los grupos; Kruskal Wallis, P<0.05

Tabla 17. Replicacion de 557/HON2 en 6rganos de aves con diferente estado inmunolégico.
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Por otra parte, se evaluaron las lesiones histopatolégicas producidas en los 6rganos a los 3 dpi
con 557/HG6N2. En primer lugar, la infeccién con este LPAIV no produjo lesiéon evidente en cetebro,
rifién, duodeno ni tonsila cecal en ninguno de los grupos experimentales. Sin embargo, las aves del
grupo 557/HGN2 y el grupo coinfectado presentaron lesiones en cavidad nasal (junto con la piel que la

rodea), traquea, es6fago, pulmoén, pancreas y bursa.

La cavidad nasal de los cuatro pollos del grupo 2 presentd necrosis y un exudado hemorragico en
el epitelio del vestibulo (Figura 51c). En la luz del epitelio respiratorio se observé exudado fibrinoso
con vacuolizacion de las glandulas mucosas (Figura 51d), evidenciando la degeneracion celular
producida por la inflamacién linfocitaria en esta zona. La piel adyacente a la cavidad nasal de estos
animales present6 hiperemia de los vasos sanguineos en la dermis con infiltrado linfocitario (Figura
51e). Por su parte, los cuatro pollos del grupo 3 presentaron un leve exudado hemorragico en los

cornetes nasales (Figura 51f), mientras que la piel adyacente a la misma se mantuvo sin particularidades

(Figura 51g).

Exudado hemorragico Epitelio vestibular A Infiltrado linfocitario

[ Exudado fibrinoso
Necrosisdel epitelio %

Exudado hemorragico

Figura 51. Lesiones histolégicas producidas en pollos SPF con diferente estado inmunolégico a los 3 dpi con 557/H6N2.
Las imdgenes representan una muestra de un pollo representativo de cada grupo experimental tefiidas con HE. Cavidad
nasal y piel de un pollo del grupo 1, 4X (a y b respectivamente); de un pollo del grupo 2, 10X (c-d y e respectivamente); y de
un pollo del grupo 3, 10X (f y g respectivamente).
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Los epitelios de las traqueas de los animales del grupo 2 presentaron algunas areas de necrosis y
otras con hiperplasia, ademas de hiperemia de los vasos sanguineos en la lamina propia con infiltrado
linfocitario (Figrua 52b). En cambio, en las traqueas de las aves del grupo 3 se observaron areas de

metaplasia escamosa (Figura 52c).

Areal de
necrosis

Figura 52. Lesiones histologicas producidas en pollos SPF con difetente estado inmunoldgico a los 3 dpi con 557/H6N2.
Las imagenes representan una muestra de un pollo representativo de cada grupo experimental tefiidas con HE. Traquea de
un pollo del grupo 1, 4X (a); de un pollo del grupo 2, 4X (b); y de un pollo del grupo 3, 10X (c).

En la luz del epitelio del eséfago de los pollos del grupo 2 y 3 se observé exudado catarral y

necrosis de los acinos glandulares (Figuras 53).

Exudado catarral

Figura 53. Lesiones histolégicas producidas en el eséfago de pollos SPF con diferente estado inmunolégico a los 3 dpi con
557/HG6N2, tefiidas con HE, 4X.

En pulmén también se observaron lesiones a los 3 dpi con 557/H6N2. Los parabronquios de los
animales del grupo 2 presentaron el epitelio cibico con areas de metaplasia escamosa e hiperemia con
infiltrado linfocitario severo en el intersticio (Figura 54b). A su vez, en los bronquios secundarios de

estos animales se observé una importante hiperemia y en la luz de los mismos un exudado fibrino-
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hemorragico con infiltrado linfocitario (Figura 54c). Por su parte, las aves del grupo 3 presentaron sélo

tapones hemorragicos en pulmoén (Figura 54d).

£ SRR
Luzde parabronquiocon __

Infiltrado linfocitario en intersticio

Exudado fibrinohemorragico

escamosa einfiltrado

' Bronquio secundario
con metaplasia
¥ linfocitario

e
Figura 54. Lesiones histologicas producidas en pollos SPF con diferente estado inmunoldgico a los 3dpi con 557/H6N2.

Las imagenes representan una muestra de un pollo representativo de cada grupo experimental tefiidas con HE. Pulmén de
un pollo del grupo 1, 4X (a); de un pollo del grupo 2, 10X (b y ¢); y de un pollo del grupo 3, 4X (d).

Las lesiones en pancreas fueron menos evidentes en el grupo 2, donde un sélo animal present6d
una tipica pancreatitis intersticial, con focos linfocitarios y de necrosis en el mismo (Figura 55b y 55¢).

Sin embargo, todas las aves del grupo 3 presentaron este tipo de lesion en pancreas (Figura 55d).

Focosdenecrosis

Necrosiscon
restos
celulares

Figura 55. Lesiones histolégicas producidas en pollos SPF con diferente estado inmunolégico a los 3dpi con 557/H6N2.
Las imagenes representan una muestra de un pollo representativo de cada grupo experimental tefiidas con HE. Pancreas de
un pollo del grupo 1, 4X (a); de un pollo del grupo 2, 10X y 40X (b y ¢); y de un pollo del grupo 3, 10X (d).
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Dos de los cuatro pollos del grupo 2 presentaron bursas normales sin particularidades, mientras
que los dos animales restantes presentaron una bursa con disminucién de los linfocitos de la corteza e
irregularidades de la delimitacion entre corteza y médula (score 3). Del mismo modo sélo dos de cuatro
aves del grupo 3 presentaron lesiones en la bursa (score 2), las cuales fueron mas moderadas que las

observadas en el grupo 2 (Figuras 56b).

Médula

Figutra 56. Lesiones histoldgicas producidas en pollos SPF con diferente estado inmunoldgico a los 3dpi con 557/HG6N2.
Las imagenes representan una muestra de un pollo representativo de cada grupo experimental tefiidas con HE. Bursa de un
pollo del grupo 1, 5X (a); y de un pollo del grupo 2, 10X (b).

Finalmente, se realizé la titulacion de los sueros de los animales a los que se les realiz6 la
eutanasia al finalizar el experimento (28 dpi) mediante HI (Tabla 18). Se pudo observar que el titulo
medio de los sueros de los pollos del grupo 3 fue superior al titulo medio de los pollos del grupo 2 pero
sin diferencias significativas. Por otra parte, todos los animales contacto directo se mantuvieron
seronegativos a los 13 dias post contacto, independientemente del estado inmunolégico inicial de los

animales infectados.

Media del titulo de HI (N° Positivos /N° Totales)

Virus
Infectados Contactos Directo
557/H6N2 4/4(48) 0/3
CAV-10+ 557/H6N2 4/4(96) 0/3

Tabla 19. Titulacion del suero de pollos SPF con diferente estado inmunoldgico, 14 dpi con 557/HGN2.
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6. DISCUSION

Los lugares geograficos especificos de muestreo de aves silvestres incluidos en este estudio
abarcan gran parte de la orilla del rio Parana y el litoral maritimo argentino [84]. En lo que respecta al
muestreo realizado a orillas del rio Parana, éste comprende las provincias de Santa Fe, Entre Rios y
Corrientes. En esta region, particularmente en la provincia de Entre Rios, se concentra el 70% de la
produccion avicola de la Argentina, por lo que son areas consideradas de riesgo potencial para
infecciones y brotes por el virus de IA. Por ello, conocer la circulacion y las caracteristicas de los AIV
en las aves silvestres que frecuentan esta zona, con una produccion avicola intensiva y concentrada,
resulta de gran importancia para prevenir la introduccién de este agente viral en la poblaciéon avicola
nacional.

Los vastos humedales localizados en estas provincias sirven como reservorios de multiples
poblaciones de especies de aves silvestres acuaticas residentes, en particular de patos (Netta peposaca,
Amazonetta brasiliensis, Anas versicolor, entre otros). De octubre a marzo, durante las temporadas australes
de primavera y verano, un gran namero de Charadriiformes migratorias que nidifican en el hemisferio
norte utilizan estos humedales como areas de alimentacion o sitios de descanso, interaccionando de esta
forma con las poblaciones de aves acuaticas residentes en nuestro pafs y posibilitando la interaccion de
los AIV de diferente linaje. Los ecosistemas agricolas de la Argentina también reciben un nimero
significativo de aves acuaticas migratorias, que nidifican en la Patagonia y arriban a las costas de la
provincia de Buenos Aires a fines del verano. La gran extension del litoral maritimo argentino junto con
los extensos humedales de agua dulce de nuestro pafs que se encuentran interconectados a través de los
rfos Parana y Uruguay, generan una amplia convivencia entre aves residentes y migratorias en las zonas
densamente pobladas con aves de corral. Entonces, resulta indispensable contar con medidas de
bioseguridad adecuadas, debido a que sin las mismas existe un riesgo de introduccién del AIV en los
galpones comerciales que podria afectar considerablemente la avicultura de nuestro pais.

La implementacion de un programa de vigilancia a largo plazo del AIV en las aves silvestres
acuaticas de la Argentina permitié, mediante la coordinaciéon de varias instituciones gubernamentales, la
obtencion de un numero importante de muestras con el objetivo de estudiar la presencia del AIV en las
aves silvestres en el territorio nacional. A partir del mismo, se obtuvieron un total de veinte LPAIV
aislados de aves silvestres en la Argentina. Este estudio permitié, no solo confirmar la circulacién del
AIV en las aves silvestres de nuestro pafs, sino también adquirir conocimientos sobre la ecologia de este
agente en el hemisferio sur. Es importante destacar que, previo a este estudio, la informacién disponible

del AIV en la region era considerablemente escasa con respecto a la informacién recolectada en el resto
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del mundo, donde los programas de vigilancia en aves silvestres, aislamiento y secuenciacion de los

virus obtenidos son realizados desde hace varias décadas.

En este trabajo de tesis, se reportaron y caracterizaron veinte LPAIV, de diferentes subtipos,
aislados de aves silvestres acuaticas en la Argentina: HIN1, H4N2, H4NG (2), H4NS8, H5N3, HON2 (6),
HONS8 (2), H7N7, H7N9, HIN2, HION7 (2) y H13N9. Como se pudo observar, la mayoria de los
aislamientos se obtuvieron de aves de los 6rdenes Anseriformes y Charadriiformes, huéspedes naturales del
ALV [3].

Los analisis filogenéticos presentados en la presente tesis aportan evidencia suficiente para
reafirmar lo propuesto en publicaciones previas del grupo de trabajo, sobre la existencia de un linaje
Sudamericano unico con probable evolucién independiente para todos los segmentos de genes virales
que codifican para las proteinas internas [84, 85, 96]. Esta observaciéon se desprende de que estos
segmentos estan estrechamente relacionados con los AIV aislados previamente en esta region y
distanciados filogenéticamente de los AIV provenientes de Norteamérica, Furasia y Oceania [84, 85,
96, 101-103]. Dentro de estos genes que codifican para las proteinas internas, fue posible observar la
circulacion de los alelos A y B del gen NS en los LPAIV aislados. Ademas, se observé una notable
relacion entre los genes NP y PA de los AIV aislados en América del Sur y los Virus de Influenza
Equina, aportando evidencia suficiente para sostener la hipdtesis previamente planteada de la existencia
de un posible ancestro en comun entre estos virus [85, 104].

Es importante destacar que las secuencias aminoacidicas deducidas de las proteinas virales
internas de los AIV aislados en la Argentina tienen una identidad aminoacidica superior al 97% con las
secuencias aminoacidicas consenso de virus de IA de aves silvestres de otras regiones del mundo. Estos
resultados sugieren que, aunque habria una evolucion independiente de los virus de Influenza Aviar en
América del Sur, estos comparten una identidad de aminoacidos significativa, coherente con el
equilibrio evolutivo de estos virus en el reservorio natural [3].

Por otra parte, los analisis filogenéticos correspondientes a los genes que codifican para las
proteinas de superficie HA y NA también evidencian una evolucién independiente de los AIV aislados
en América del Sur. L.a mayorfa de los genes de glicoproteinas de los AIV aislados en la Argentina
agruparon solos o con otras secuencias de genes de AIV obtenidos en América del Sur, y distanciados
de las secuencias de virus de otras regiones del mundo.

Los esfuerzos realizados en el pasado, en la vigilancia del AIV en las aves silvestres, han
demostrado que la mayoria de los virus de subtipo H13 aislados hasta el momento se han obtenido de
diferentes especies de gaviotas [105]. El LPAIV LDC4/H13N9 caracterizado en este estudio fue

aislado de una gaviota no migratoria y curiosamente esta menos relacionado filogenéticamente con los
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virus H13 aislados recientemente en América del Norte o Europa. Su relacién mas cercana es con un
virus H13 aislado de una gaviota en Maryland (EEUU) en el afio 1977. Sin embargo, el gen H13 del
virus LDC4/H13N9 forma un grupo unico con valores de bootstap suficientes para demostrar que estos
dos AIV no estan directamente ligados. Por lo tanto, se podria sugerir que el gen H13 del AIV aislado
en América del Sur podria haber evolucionado de forma independiente de otros virus H13 de otras
partes del mundo. De todos modos, serfa necesario obtener un mayor numero de secuencias de este
subtipo para poder analizar en mayor profundidad este fenémeno en la region [84].

Resultados similares se obtuvieron con la secuencia del gen H9 del virus 559/HI9N2. El mismo se
encuentra separado en una rama dentro del linaje H9.2 que forma con otros 3 virus de IA. Esto
indicarfa que se ha ido distanciando y puede haber formado un subclado tnico durante la evolucién. Sin
embargo, al igual que en el caso anterior, para finalmente corroborar esta tendencia y hacerla ain mas
evidente serfan necesarios mas virus de subtipo H9 aislados de América del Sur [96].

Los arboles filogenéticos presentados con secuencias de genes H10 y H5 también sugieren una
evolucion independiente de estos genes en los LPAIV aislados en la Argentina. Incluso, la baja
identidad nucleotidica encontrada con virus aislados en Norteamérica, en el afio 1953 y 1987
respectivamente, también aporta evidencia de que estos genes podrian haber ingresado en algun
momento en las aves que habitan en la regién y luego haber realizado su propia evoluciéon en el
hemisferio Sur.

Por otra parte, los resultados presentados sobre el analisis filogenético de las secuencias
nucleotidicas de los genes HA de subtipo H6 sostienen lo propuesto por Bahl y col. [95] sobre la
existencia de dos grandes linajes distintos de genes H6. En particular, algunas secuencias de genes H6
de los AIV aislados en la Argentina formaron un c/uster con virus unicamente Sudamericanos, mientras
que otras tienen mas relacion con virus Norteamericanos. Por ello, los resultados presentados en esta
tesis sugieren la presencia de dos poblaciones de genes H6 independientes en América del Sur y/o la
potencialidad para el intercambio de segmentos de genes de superficie entre linajes distintos [85].

El analisis filogenético de los genes H4 se realiz6 con un numero de secuencias
considerablemente mayor. Esto se realizé con la finalidad de obtener un arbol evolutivo representativo
de todos los genes H4 presentes en la base de datos, debido a que el subtipo H4 es uno de los subtipos
de AIV mas frecuentemente aislado en patos silvestres. Como se pudo observar, los cuatro AIV
aislados en la Argentina agruparon juntos en un unico custer, dentro del grupo de AIV
Norteamericanos. Ademas, estos virus mostraron tener una gran identidad nucleotidica con virus
aislados recientemente en Norteamérica. En conjunto, estos resultados también aportan evidencia que

sostiene lo propuesto en trabajos previamente publicados con parte de los resultados presentados en
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esta tesis [85, 90], de que podria haber un intercambio de los genes que codifican para las protefnas de
superficie entre virus de distinto linaje y que luego siguen una evolucién propia en América del Sur.

Por otra parte, los genes de NA evidencian una evolucion mucho mas divergente, debido a que el
analisis filogenético los agrupa en ramas tnicas, completamente separadas de los clusters que contienen
secuencias del gen NA de linaje Norteamericano y Eurasiatico. Estos genes presentaron una identidad
nucleotidica relativamente baja con aquellos virus que presentaron mayor homologia; sin embargo, para
poder proponer conclusiones mas robustas son necesarias mas secuencias de genes NA de virus de IA
aislados en América del Sur.

A principios de 2014, se publicé un trabajo donde se caracterizaron molecularmente 45 AIV
aislados de aves silvestres Anas discors, las cuales migran todos los afios desde Norteamérica hasta el
norte de Sudamérica [106]. En el mismo, no se observaron genes de linaje Sudamericano en ninguno de
los virus aislados, por lo cual los autores propusieron que el flujo de genes podria estar limitado por
barreras geograficas localizadas aun mas al sur de donde Awas discors realiza las invernadas, como por
ejemplo la extensa cuenca del Amazonas que abarca una extensiéon de 6,2 millones de Km? en América
del Sur. Por ello, estos autores sugieren que serfa necesario realizar vigilancia del AIV en aves silvestres
que habitan en las zonas que comprenden el noreste y sudeste del Amazona y en la region donde
previamente ha sido detectado el intercambio de genes (este de Pert y oeste de Bolivia [104]).

En concordancia con esto, una publicaciéon posterior de Araujo y col. [107] evidenci6 la
circulacion de AIV en aves playeras migratorias del orden Charadriiformes (Arenaria interpres), las cuales
realizan la invernada en el Amazonas brasilero. El subtipo viral aislado fue H11N9 y los analisis
filogenéticos realizados demostraron que ambos genes de HA y NA pertenecfan al linaje
Norteamericano. A partir de estos resultados, los autores sugieren que esta especie de ave silvestre
podria estar colaborando en la circulaciéon de AIV de linaje Norteamericano hacia América del Sur,
donde luego podria ocurrir el intercambio de genes entre virus de diferente linaje. Sin embargo, estos
autores no han secuenciado los genes internos del virus aislado, lo que seria indispensable para saber si
hay posibilidad de que también se produzca el intercambio de genes que codifican para proteinas
internas entre virus de linaje Norteamericano y Sudamericano.

Teniendo en cuenta nuestros resultados pareceria que los patrones de migracion podrian ser los
responsables de la evolucién independiente de los AIV aislados en territorio nacional. Sin embargo,
aunque resulta relativamente sencillo comprender las barreras geograficas significativas que limitarfan la
mezcla de los virus de linaje Norteamericano y Eurasiatico, esas barreras resultan menos obvias entre
los virus de América del Norte y América del Sur. Esto se debe a que en el continente americano
existen cuatro importantes rutas migratorias, donde las aves silvestres del hemisferio Norte llegan

directamente al hemisferio Sur, o realizan una parada en algin punto intermedio donde cohabitan con
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aves silvestres que llegan a la Argentina [106]. Sin embargo, existe evidencia de un virus aislado en
Bolivia donde uno de sus genes, que codifica para la proteina interna M, agrupé con secuencias de virus
Norteamericanos [101, 104]. Por todo lo expuesto, son indispensables mas estudios que abarquen mas
paises de América del Sur y mayor nimero de secuencias, para determinar los limites potenciales entre
virus de linaje Norteamericano y Sudamericano y comprender plenamente la ecologia de los virus de

influenza aviar en el continente americano.

Dentro de los diversos subtipos de AIV aislados en la Argentina, durante el periodo 2006-2012,
el 40% fueron de subtipo H6. Esto evidencia que, en nuestro pafs, los virus de IA de subtipo H6 se
aislan con mayor frecuencia a partir de aves silvestres, de la misma forma que en el resto del mundo
[114, 115]. Es importante mencionar que los AIV H6 han podido cruzar la barrera de especies y han
causado brotes en aves de corral en Furasia, América del Norte y Africa [116-118], generando grandes
gastos econdmicos para su control y erradicacion. Incluso en el sudeste de Asia los AIV H6 han
establecido linajes estables que son dificiles de erradicar [119]. A causa de estas evidencias en otras
regiones del mundo, y considerando la particularidad genética de los AIV Sudamericanos, la
patogenicidad de algunos de los LPAIV HG6 aislados en nuestro pais fue estudiada en aves de corral.
Para ello, se realizé un estudio comparativo de la replicacion y transmision en pollos SPF con cinco
AIV argentinos de subtipo H6 y dos virus H6 prototipos, uno de América del Norte y otro de Eurasia
[85].

Los resultados obtenidos demostraron que los LPAIV H6 argentinos estudiados tienen capacidad
de infectar pollos y de transmitirse por contacto directo, advirtiendo la existencia de un riesgo sanitario
potencial frente a la introduccién de estos virus en los planteles comerciales. Mas alla de estos
resultados, no se descarta la posibilidad de que los virus H6 Sudamericanos sigan evolucionando en las
aves silvestres, generando cepas mas adaptadas a las aves de corral y, en consecuencia, mas patogénicas,
como ya fue observado con AIV de diferente subtipo en otras regiones del mundo [120, 121]. Por lo
tanto, la continua evolucién y movimiento de estos virus unicos HG6 aislados en Argentina deben ser
objeto de estudio continuo en la region.

Por otra parte, los resultados obtenidos con el virus H6 prototipo de Eurasia son similares a los
publicados en un estudio previo donde se demostrd que el virus W312/HONT tiene la capacidad de
replicar en pollos pero con una transmision limitada [122]. Estos resultados son también consistentes
con lo observado a partir de la vigilancia a largo plazo del AIV en el sur de China, donde se ha
descubierto que los virus tipo W312/HO6ONT1 han establecido un linaje estable en los mercados de aves
vivas, especialmente de especies menores como la codorniz, la perdiz chucar y la gallina de Guinea

[118]. Es importante mencionar que se encuentra descripto que este virus de IA, aislado
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frecuentemente de aves en Asia, posee siete de los ocho genes del HPAIV A/Hong Kong/156/97
(H5N1) [118], con lo cual surge el interrogante de si estos virus H6 tienen la capacidad de cruzar la
barrera de especie y transmitirse en mamiferos.

Al estudiar las propiedades antigénicas de los distintos LPAIV H6 utilizados en la presente tesis,
se pudo observar que los virus 557/HO6N2, 575/HG6NS8 y 925/HON2 parecetfan comportarse de
acuerdo al perfil filogenético observado para el gen H6, donde las cepas 557/HON2, 575/HONS y
925/HO6N2 se encuentran mds cerca antigénicamente entre si que con la cepa 1977/HG6N2 o la cepa
prototipo 206/HONS.

Entonces, en el presente trabajo de tesis se describe, entre otras cosas, la presencia del virus de
IA de subtipo HON2 y HONS aislados de patos silvestres en la Argentina, su patrén evolutivo y su
potencial para la infeccion de aves de corral. Considerando los resultados obtenidos y las evidencias que
soportan la idea de que los virus del tipo W312/HG6N1 de Asia podtfan haber estado involucrados en la
génesis del virus de influenza A altamente patogénica H5N1 de 1997 [118], son necesarios ain mas
estudios para conocer en forma completa la ecologia de los AIV de subtipo H6 en América del Sur y

para establecer su rango de huéspedes y potencial pandémico.

En nuestro pafs existe una alta incidencia de CAV dentro de los planteles comerciales [83]; sin
embargo, aun se carece de conocimiento acerca de la importancia que puede tener el estado de
inmunosupresiéon provocado por este agente infeccioso en la evolucién de la patogenia del AIV. Para
intentar responder este interrogante, se decidié estudiar la replicaciéon y transmision del LPAIV
557/HGNZ2 aislado en la Argentina en pollos inmunocompetentes e inmunosuprimidos por la infeccion
previa con una cepa autéctona de CAV. Con este objetivo, se estudié la inmunosupresion subclinica
generada en pollos SPF por la infecciéon con cepas autoctonas de CAV y se determinaron los
parametros a medir para corroborar este estado inmunolégico.

Los estudios realizados permitieron desarrollar una inmunosupresion subclinica en pollos SPF de
14 dfas de edad, del mismo modo que lo han realizado otros autores con cepas de CAV de referencia
[108, 109]. Ademas, fue posible caracterizar el dafio histopatolégico e inmunolégico producido por dos
aislamientos autoctonos de CAV a un determinado tiempo post infeccidon, informaciéon que se
desconocia previo al trabajo presentado en esta tesis [97].

Para ello, en una primera instancia se evaluaron las lesiones caracteristicas producidas en el timo
como consecuencia de la infecciéon con CAV a diferentes tiempos post infecciéon. Esto permitié
determinar, en ausencia de signos clinicos compatible con la enfermedad, los 14 dfas como el tiempo
post infeccién donde se produce mayor reduccién de la relacién peso timo/peso corporal dentro de los

tiempos analizados. Asimismo, se observaron lesiones histopatolégicas en el timo de los animales
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infectados como consecuencia de la depleciéon de timocitos. Estos resultados coincidieron con la
inmunosupresion subclinica descripta por varios autores luego de la infecciéon con cepas de CAV de
referencia, donde se produce el pico de deplecion de linfocitos a los 14 dpi con una recuperacion a
valores normales a los 28 dpi [78, 79].

Luego, se realizé un experimento comparativo de la infecciéon subclinica producida por las cepas
CAV-10 y CAV-18 [97], las cuales mostraron generar mayor dafio histopatolégico en timo y bursa que
otras cepas de CAV evaluadas (CAV-08 y CAV-135).

La secuenciacion del genoma completo de CAV-10 y CAV-18 mostré algunas similitudes, como
asi también algunas diferencias, entre ambos virus.

Con respecto a las similitudes encontradas entre los virus de CAV, se pudo observar que ambas
cepas presentaron una delecion de 21 nucledtidos en la zona no codificante. Esta region estuvo
asociada a una mejor eficiencia de las cepas de CAV que la contenfan para replicar en cultivos de células
MDCC-MSB1 [110]. Sin embargo, trabajos previos afirman que la contribucién de esta region a la
atenuacion o patogenicidad de CAV en los pollos sigue siendo discutible [111]. Ademas de la delecion,
la secuenciacion del genoma de CAV-10 y CAV-18 confirmé que ambos virus presentan las mutaciones
en la region hipervariable de VP1 que estarfan asociadas a una menor replicacién, y en consecuencia
menor dispersion, de los virus en la linea celular MDCC-MSBI1 respecto de la cepa Cux -1 [100]. Sin
embargo, estos autores no pudieron demostrar que las diferencias en esta regioén de la VP1 estuviesen
asociadas a diferencias en la patogenia. Meehan y col. [111] han demostrado que esta regiéon no
contribuye de manera significativa a la patogenicidad de CAV en comparacién con otras regiones del
genoma; y que serfan las alteraciones en mas de una de las tres proteinas de CAV, asi como en la region
no codificante, las que podrian influir en la patogenicidad de CAV en las aves de corral.

Las diferencias entre CAV-10 y CAV-18 fueron 14 nucleétidos, 3 en la regiéon no codificante y el
resto en el ORF1. A pesar de las once diferencias de nucledtidos observadas a lo largo de la VP1, sélo
dos sustituciones de aminoacidos deducidos se observaron en el virus CAV-10 respecto del virus CAV-
18. Hasta la fecha, no hay estudios que expliquen el rol potencial o la forma en que estas diferencias
pueden influir en la patogénesis de CAV en los pollos. Por ello, los resultados presentados en este
trabajo de tesis podrian ser un primer enfoque para evaluar estas diferencias de aminoacidos en la VP1
in vivo, mas aun considerando las pocas variaciones de nucleétidos entre CAV-10 y CAV-18 observada
s6lo en la regién no codificante. Sin embargo, con las condiciones experimentales utilizadas en la
presente tesis no podemos garantizar que la dosis administrada en los pollos de cada aislamiento de
CAV sea la misma. Por lo tanto, serfa necesario realizar mas estudios para poder calcular los titulos
infectivos 7z vitro de las cepas de campo de CAV utilizadas, para luego poder asociar las diferencias

genomicas entre las cepas de CAV argentinas con diferencias en la patogenicidad.
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Durante todo el experimento los pollos infectados con CAV-10 o CAV-18 no presentaron signos
clinicos de la enfermedad. Sin embargo, ambos grupos inoculados con las cepas autdctonas de CAV
experimentaron una reduccién significativa de relacién peso timo/peso corporal (CAV-10 produjo una
reduccion significativamente mayor que CAV-18) y a una importante reduccién de timocitos a los 14
dpi con respecto al grupo control negativo (p <0,05). Estos resultados confirmaron que ambos
aislamientos de campo producen una infeccion subclinica en aves de 2 semanas de edad.

Ademas, los pollos infectados con CAV-10 también mostraron lesiones histopatologicas en el
timo y la bursa compatibles con la infeccién subclinica reportada previamente por Haridy y col.[109].
Es importante mencionar que estos autores infectaron animales por via intramuscular utilizando un
aislamiento al que se le realizaron 10 pasajes sucesivos en las células MDCC-MSB1 [112], donde se
podrian haber introducido mutaciones en el genoma. Por el contrario, las gallinas infectadas con CAV-
18 no presentaron cambios morfologicos evidentes en los 6rganos evaluados. Esto podria sugerir que la
alteracion de la funcionalidad no fue muy fuerte o que su curso se produjo en un tiempo muy corto en
este grupo experimental y, en consecuencia, los cambios morfolégicos no pudieron ser observados en
el estudio histopatolégico.

Los analisis de los timocitos por citometria de flujo, correspondiente a pollos inoculados con
CAV o PBS, sugieren que las cepas de CAV argentinas alteran el proceso normal de maduracién de
timocitos a los 14 dpi.

La variacién mas evidente observada fue la reduccién de los timocitos DP luego de la inoculacion
con CAV. Los mismos son células DP inmaduras que no fueron sometidas atn a la seleccién positiva y
negativa, evento esencial durante la ontogenia de los linfocitos T en timo. Resultados similares fueron
publicados por Vaziry y col. (21) y Hu y col. (20), quienes evaluaron las lesiones producidas en pollitos
de 1 dia de edad frente a la infeccion con la cepa de referencia CIA-1. Ademas, nuestros resultados
demuestran que existen claramente diferentes etapas de maduracion de las células DP durante la
timopoyesis en el timo, y que algunas de estas etapas podrian estar alteradas luego de la infeccién con
CAV. Se pudo observar que los timocitos DP con mayor expresion de CD8wa disminuyeron
significativamente después de la infeccion con CAV, mientras que los timocitos DP con mayor
expresion de CD4 aumentaron significativamente (p <0,05). Estos cambios evidentes en los porcentajes
de timocitos DP con diferentes patrones de expresion superficial de las moléculas CD4 y CD8a
aportarfan evidencia que sugiere que los virus utilizados en este trabajo podrian estar alterando la
timopoyesis. Incluso, en las condiciones experimentales utilizadas en la presente tesis, CAV-10 produce
una alteracién de la maduracion de los timocitos significativamente mayor que la producida por CAV-

18 alos 14 dpi.
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Por el contrario, la reduccién en el nidmero total de linfocitos observada en los timos de los
pollos inoculados con CAV, la ausencia de cambios significativos en el nimero de timocitos
CD4+CD8a- y la ligera disminucion de las células CD4-CD8a+ observadas después del analisis por
citometria de flujo realizado en las poblaciones de timocitos, afiaden evidencia que sugiere que no hay
reclutamiento de linfocitos maduros hacia el timo a los 14 dpi con las cepas de CAV utilizadas. Estos
resultados estan en concordancia con las observaciones publicadas por Vaziry y col. [81], donde se
realizé una infeccién subclinica con una cepa vacunal.

Por ultimo, debido a la falta de consenso en la subpoblaciones de esplenocitos afectadas por la
infeccién con CAV, los porcentajes de las mismas fueron analizadas por citometria de flujo. Se pudo
observar que no hubo diferencias en los porcentajes de células DP maduras y de LTh luego de la
infeccién con las cepas de CAV argentinas, similar a los resultados publicados previamente por otros
autores con la cepa vacunal CIA-1 [81]. Sin embargo, en nuestra infecciéon experimental, las células T
citotoxicas se redujeron significativamente en los bazos de los pollos inoculados con CAV-10. Por otra
parte, la marcacion de CD3, CD8a« y CD8B permitié discriminar entre los subconjuntos de esplenocitos
CD8+ (CD8ax o CD8uafB) que fueron afectados por la infeccion con CAV. Si bien nuestros resultados
no mostraron diferencias en las células CD8ux, si se observé una reduccién significativa en el
porcentaje de la subpoblacion CD8«f sélo en las aves inoculadas con CAV-10. Adair y col. [113] han
demostrado la presencia de linfocitos T maduros infectados con CAV en el bazo a los 6 dpi, aunque el
numero de células infectadas, como una proporcion del nimero total registrado, fue mucho menor que
en el timo o la médula 6sea. Entonces nuestro resultado, donde se observé una disminucién
significativa de los linfocitos esplénicos CD8af a los 14 dpi, podria ser la consecuencia de la gran
cantidad de esplenocitos infectados por CAV reportados por Adair y col. en un tiempo post infeccion
anterior. En conjunto, nuestros resultados sugieren que la cepa CAV-10 afecta las subpoblaciones de
linfocitos T esplénicos por una reduccién del subconjunto CD8«f y, en consecuencia, esto podria
alterar la respuesta inmune del huésped contra otros agentes infecciosos secundarios.

Los resultados obtenidos sugieren que, bajo nuestras condiciones experimentales, habria
diferencias en el comportamiento 7z vivo de la cepa CAV-10 respecto de la cepa CAV-18, al menos a los
14 dpi en pollos SPF de 2 semanas de edad. Podriamos concluir que la cepa CAV-10 produce una
inmunocupresion subclinica mayor que la cepa CAV-18 y por ello el virus CAV-10 fue elegido para
realizar los ensayos posteriores de patogenicidad de LPAIV en pollos SPF con diferente estado
inmunolégico. De todos modos, deberfan hacerse mas estudios para determinar, en primer lugar, el
titulo viral de estas cepas de CAV argentinas y luego, para asociar los cambios a nivel nucleotidico y

aminoacidico en la VP1 y/o en la regién no codificante con la patogenicidad diferencial en pollos SPF.
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Segun los resultados presentados en el presente trabajo de tesis, los pollos inmunosuprimidos por
la infecciéon con CAV-10 presentan mayor replicacién del LPAIV 557/H6N2 en triquea al 1 dpi
respecto de los animales inmunocompetentes (p <0,05). Este resultado sugiere que la diferencia en la
replicacion viral en traquea a este tiempo post infeccion podria deberse al diferente estado
inmunolégico de las aves estudiadas. Sin embargo, en los otros tiempos post infeccion analizados (3
dpi, 5 dpi y 7 dpi) no hubo diferencias en la replicacion viral que puedan atribuirse al estado
inmunoldgico de los animales infectados. Del mismo modo, la invasion, replicaciéon y dafio histologico
de 557/HO6N2 obsetvado en cetrebro, cavidad nasal, pulmén, bazo, pancreas, duodeno, rifién, bursa y
tonsila cecal fue similar en los grupos con diferente estado inmunolégico. Sélo en pulmoén de aves
inmunocompetentes infectadas con AIV se observé un titulo de ARN viral significativamente mayor
con respecto al grupo control negativo, pero sin diferencias significativas con el grupo de aves
inmunosuprimidas con CAV-10. En conjunto, estos resultados sugieren que el estado de
inmunosupresion provocado por CAV-10, y en las condiciones experimentales utilizadas en el presente
trabajo de tesis, afectarfa la replicacion del virus 557/HON2 en triquea al primer dpi pero no su
virulencia.

El ensayo de HI nos permitié observar que todos los animales infectados con 557/H6N2
seroconvirtieron a los 14 dpi y sin diferencias significativas en la media del titulo de anticuerpos entre
los grupos experimentales. Este resultado sugiere que la inmunosupresiéon generada con CAV-10 no
modificarfa la produccién de anticuerpos neutralizantes de la HA, lo cual se encuentra en concordancia
con los resultados obtenidos, y recién mencionados, de invasion y replicacion viral.

Por otra parte, si bien con el ensayo de HI realizado pareciera que no hubo transmisién del virus
de influenza hacia los animales contacto directo en ninguno de los grupos experimentales, la replicacion
viral observada en triquea y cloaca a los 3 dpi en los animales contacto directo aportaria evidencia de
que hubo transmisién. Ademas, considerando que los animales centinela estuvieron sélo 13 dias en
contacto directo con las aves infectadas y que el virus 557/HG6N2 se transmitié en ensayos previos con
diferente disefio experimental [85], no podriamos afirmar que no se produjo transmisién por contacto
directo entre las aves. Quizas el analizar serolégicamente los animales contacto directo en tiempos post

infeccién posteriores podrian dar evidencia de seroconversion.

En la bibliografia existen diversos trabajos donde se demuestra, ya sea en forma experimental o
de casos a campo, que la inmunosupresion generada por la infecciéon con CAV genera un aumento en la
patogenia de otros agentes oportunistas secundarios [71, 123-125]. Incluso, esto también ha sido
observado con otros circovirus, como el circovirus porcino [126, 127]. De todos modos, no existe al dia

de hoy bibliografia que evalte el efecto de la inmunosupresion generada por la infeccion con CAV en la
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patogenia del AIV, aunque algunas cepas virales de IA si han sido previamente evaluadas en
coinfecciones con otros agentes infecciosos inmunosupresores [128, 129].

Desde el ano 1996 los LPAIV de subtipo HIN2 han sido endémicos en las granjas avicolas de
Corea del Sur, causando una mortalidad leve a moderada (5-30%) con ciertos signos clinicos entre los
que se encuentran depresion, edema de la cabeza, cianosis en cresta y patas y caida de la produccion de
huevos [130]. Sin embargo, estos virus de subtipo HIN2 aislados de pollos domésticos no inducen
signos clinicos de enfermedad ni mortalidad cuando son inoculados en pollos SPF [131]. Incluso,
actualmente no esta claro porque estos LPAIV inducen una mortalidad relativamente elevada en aves
comerciales cuando se presume que sélo los HPAIV pueden causar una infeccion sistémica y la muerte
en pollos. Por ello, Kwon y col. [128] han estudiado el rol de la inmunidad mediada por células T en la
patogenia del LPAIV A/Chicken/HS/K5/01 (HIN2), utilizando pollos SPF inmunosuprimidos por el
tratamiento con Ciclosporina A (CsA), droga inmunosupresora que inducen selectivamente una
deficiencia en las células T.

Estos autores detectaron excrecion viral en los hisopados de orofaringe y cloaca a todos los
tiempos post infeccion analizados (2, 3, 5y 7 dpi), tanto en los animales inmunocompetentes como en
los inmunosuprimidos con CsA. Si bien el grupo de pollos inmunosuprimidos mostrd siempre un titulo
viral mayor que las aves inmunocompetentes, este aumento fue estadisticamente significativo solamente
en los hisopados cloacales obtenidos a los 5 dpi. Estos resultados tienen algunas similitudes y otras
diferencias con los obtenidos en nuestro trabajo. Por un lado, en la presente tesis también se pudo
observar excrecion viral tanto en los pollos inmunocompetentes como en los inmunosuprimidos con
CAV-10, también con un aumento significativamente mayor en los animales inmunosuprimidos. Entre
las diferencias observadas se puede mencionar que la excrecion viral se detectd sélo en traquea y al dia
1 y 3 pi, mientras que a los 5y 7 dpi no se observé excreciéon viral en ninguno de los grupos
experimentales.

En el trabajo publicado por Kwon y col. [128] también se evalud la invasiéon y replicacion del
LPAIV en pollos con diferente estado inmunolégico como se hizo en el presente trabajo de tesis. En
general en este punto se obtuvieron resultados similares, debido a que ellos tampoco encontraron
diferencias significativas ni en la deteccion viral ni en el titulo viral obtenido en los diferentes 6rganos
entre los grupos experimentales. Es importante mencionar que estos autores detectaron virus HIN2 en
las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) sélo en los animales inmunosuprimidos con
CsA, demostrando la circulacién de altos titulos de carga viral en los pollos inmunocomprometidos.
Por otra parte, estos autores también realizaron un estudio histopatolégico de todos los 6rganos
muestreados. A pesar de que las lesiones histopatolégicas observadas por Kwon y col. [128] estuvieron

limitadas a unos pocos pollos, en las aves del grupo inmunosuprimido con CsA se encontré una atrofia
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severa en los foliculos y fibrosis en la bursa de fabricio, una atrofia difusa en la corteza del timo y una
severa necrosis tubular en los rifiones. Estos resultados no coinciden con lo observado en nuestra
infeccién experimental, debido a que las lesiones histopatologicas observadas por la infeccién con
557/HG6N2 en animales inmunosuprimidos por la infecciéon con CAV-10 fueron siempre similares, o
incluso menos severas, que las obtenidas en los pollos inmunocompetentes o las detalladas por Kwon y

col. [128].

En conjunto, los resultados obtenidos por Kwon y col. sugieren que la respuesta inmune mediada
por células T en los pollos es importante para realizar el clearance viral [128]. Esto podria explicar, en
parte, la mayor mortalidad observada en pollos de granjas comerciales frente a la infecciéon con el
LPAIV HIN2 que no se observa en infecciones experimentales en pollos SPF [131]. Sin embargo, los
resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis no nos permiten proponer las mismas conclusiones,
debido a que la inmunosupresion generada por CAV-10 en pollos de 2 semanas de edad no evidencia
alteraciones significativas en la patogenia del LPAIV 557/HOGON2 con respecto a la producida por este
virus en aves inmunocompetentes.

Un factor importante a considerar para comprender las diferencias observadas es que el virus
557/HGN2 utilizado en este trabajo de tesis se aislé de un ave acuatica silvestre, huésped natural del
AIV. En cambio, el LPAIV A/Chicken/HS/K5/01 (HIN2) utilizado en el trabajo de Kwon y col.
[128] se aislé de aves de corral con signologfa compatible con la infeccién con influenza. Por lo tanto, el
este virus HIN2 debe ser un virus mucho mas adaptado a la especie Gallus gallus que el virus
557/HG6N2 y, en consecuencia, su replicacién puede verse favorecida en el modelo animal utilizado.
Por otro lado, en nuestro disefio experimental se realiz6 una inmunosupresion subclinica inoculando
una cantidad determinada de copias de ADN de CAV en pollos de 2 semanas de edad, mientras que en
el trabajo de Kwon y col. [128] la inmunosupresion generada se realizé con 100mg/kg de peso corporal
de CsA cada 3 dias, con 4 dosis previo al desafio con AIV y 4 dosis posteriores al mismo. Entonces,
podriamos pensar que el efecto inmunosupresor de la CsA no es comparable con el efecto producido
por una sola infeccion con CAV-10. Se deberfan realizar mas estudios para determinar si la
inmunosupresiéon generada en el trabajo de Kwon y col. [128], con una sustancia quimica, es similar o
mas aguda que la producida en el presente trabajo de tesis, donde se intenté emular lo que pudiera
ocurrir frente a la introducciéon del AIV en una granja con aves de corral inmunosuprimidas con CAV.

Finalmente, es importante mencionar que en el presente trabajo se eligieron los 14 dpi con CAV
como el momento post infeccion que produjo una mayor inmunosupresion dentro de los tiempos
evaluados (7, 14, 21 y 28 dpi). De todos modos, deberfan realizarse mas estudios para conocer en

detalle la cinética de inmunosupresioén generada por CAV-10 entre los 8 y 20 dpi, para de esta forma
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poder asegurar que se esta realizando la coinfecciéon con AIV en el verdadero pico de inmunosupresion
del ave. Siguiendo la légica de esta misma propuesta, se deberia también estudiar con mayor certeza
5 y

cudl serfa el momento mas indicado para realizar la coinfeccion con AIV en pollos inmunosuprimidos.

En conclusion, con todos los resultados obtenidos en la presente tesis podemos afirmar que
existe circulaciéon de LPAIV de diferentes subtipos en las aves silvestres presentes en la Argentina.
Estos virus de IA tienen caracteristicas genéticas particulares en sus genes que los diferencian de los
AIV aislados en otras regiones. En particular, a partir de este trabajo de tesis se evidencia la existencia
de un linaje Sudamericano con evolucién independiente para los seis genes que codifican para las
proteinas internas del Virus de Influenza Aviar. Por otra parte, la mayorfa de los AIV aislados fueron de
subtipo H6 por lo que se decidié estudiar su patogenia en aves de corral. Los resultados demostraron
que estos virus de subtipo Ho tienen capacidad de infectar pollos y de transmitirse por contacto directo,
evidenciando el riesgo potencial de introduccién de estos virus en las aves de corral. Finalmente, para
ahondar ain mas en las consecuencias que podria tener para la avicultura nacional la introduccion de
los LPAIV de subtipo H6 en los galpones comerciales, se realizé un estudio de patogenia en pollo con
diferentes estado inmunoldgico. Los resultados obtenidos sugieren que el virus utilizado, aislado de
aves silvestres en la Argentina, no tendria mayor virulencia en aves de corral inmunosuprimidas con

cepas autoctonas de CAV.
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7. CONCLUSIONES

A partir de las muestras de hisopados cloacales analizados durante el periodo 2006-2012 fue
posible aislar veinte LPAIV de diversos subtipos, confirmando la circulaciéon del Virus de Influenza

Aviar en las aves silvestres que habitan en la Argentina.

El anilisis filogenético de cada uno de los genes internos de los LPAIV aislados demostré que
existe una estrecha relacion entre los AIV de América del Sur, formando siempre un c/uster tnico con
evolucion independiente. Estos resultados aportan evidencia suficiente para asegurar la existencia de un
linaje Sudamericano en los Virus de Influenza Aviar, distanciado filogenéticamente del linaje

Norteamericano y Eurasiatico.

Existe circulacion de los alelos A y B del gen NS en los AIV Sudamericanos y un ancestro en
comun entre los genes NP y PA de los AIV Sudamericanos y los respectivos de los Virus de Influenza

Equina.

En general, los analisis filogenéticos de los genes de superficie, HA y NA, también formaron un
¢luster tnico que se diferencia de los virus de América del Norte y Eurasia; sin embargo, algunos genes
de HA y NA mostraron estar estrechamente relacionados con virus de América del Norte,

evidenciando una posible interaccioén entre los virus de América del Norte y América del Sur.

Ciertas cepas autoctonas de CAV son capaces de desarrollar una inmunosupresion subclinica en

pollos SPF de 2 semanas de edad.

Los estudios en animales sugieren que los LPAIV de subtipo H6 aislados en la Argentina tienen
una capacidad limitada para replicar y transmitirse en pollos SPF, y que cambios moleculares
adicionales serfan necesarios para estos virus puedan replicar y transmitirse eficientemente en aves de

corral.

La inmunosupresion subclinica, generada por la infecciéon con una cepa autéctona de CAV en
pollos SPF de 2 semanas de edad, permite una excreciéon mayor del LPAIV de subtipo H6 aislado en la
Argentina en traquea al primer dia post infeccién, pero no modifica la invasion y replicacion de los
LPAIV de subtipo H6 aislados en nuestro pafs con respecto a la observada en pollos SPF

Inmunocomptentes.
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9. ANEXO

PB2

Linaje Strain Numero de acceso a
Genbank
A/mallard_duck/ALB/354/1978 CY004790
A/mallard_duck/Minnesota/19/1979 CY014746
A/mallard_duck/ALB/106/1979 CY004797
A/mallard_duck/ALB/742/1981 CY005199
A/mallard_duck/ALB/506/1983 CY004649
A/mallard_duck/ALB/40/1984 CY005206
A/mallard_duck/Alberta/376/1985 CY003886
A/mallard/Ohio/102/1986 CY018022
A/mallard/Ohio/298/1987 CY012815
A/ruddy_turnstone/DE/2368/1988 CY004886
A/semi_palmated_sandpiper/Brazil/43/1990 CY005420
A/Mallard/Alberta/206/1996 CY004273
A/mallard/MD/403/2002 EU026089
A/mallard/Ohio/686/2002 CY020812
Norteamérica A/mallard/Maryland/789/2002 CY016618
A/mallard/ Alberta/79/2003 CY003999
A/shorebird/DE/122/2004 CY005263
A/mallard/ON/499/2005 FJ031998
A/mallard/Maryland/1153 /2005 CY021308
A/mallard/ Alaska/708/2005 CY017756
A/wild_bird/Chile/1805/2008 KF772945
A/northern_pintail/Interior_Alaska/9BM11387R0/2009 CY136101
A/mallard/Interior_Alaska/9BM8465R0/2009 CY136170
A/northern_pintail/Intetior_Alaska/10BM07469R0/2010 CY141619
A/mallard/California/1305/2010 CY094772
A/black_bellied_whistling_duck/Colombia/1/2011 KC703330
A/American_green_winged_ teal/Mississippi/110890/2011 CY133648
A/mallard/California/2743/2012 CY157053
A/mallard/California/1397/2013 CY177254
A/chicken/Florida/14810_2/2014 KM244105
A/black_duck/Western_Australia/4954/1983 CY028274
A/duck/Hokkaido/49/98 AB473937
A/shoveler/Netherlands/19/1999 CY005858
A/wild_duck/Shantou/1411/2000 EF597488
Eurasia y A/duck/Victoria/2001 CY077440
Oceania A /quck/Mongolia/47/2001 AB473548
A/migratory_duck/Hong_Kong/MP2553/2003 EF597494
A/duck/Victoria/2853/2003 CY077631
A/goose/Italy/296426,/2003 FJ432785
A/red_necked_stint/Australia/5/2004 CY029896
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A/black_headed_gull/Netherlands/1/2005 CY041385

A/mallard/Sweden/30/2005 CY043831
A/duck/Beijing/61/05 EU492492
A/Bewick's_Swan/Netherlands/1/2005 DQ822187
A/Baikal_teal/Hongze/14/2005 GQ203121
A/ruddy_shelduck/Mongolia/P52/2005 GQ907349
A/mallard/Netherlands/33/2006 CY041417
A/mallard/San]iang/151/2006 EF592492
A/duck/France/06436/2006 CY046147
A/mallard/Netherlands/14 /2007 CY121982
A/duck/Italy/69238/2007 FJ432761

A/mute_swan/Hungary/5973/2007 GQ240810
A/mallard/Altai/ 1208 /2007 CY049761
A/seagull/Chile/5775/2009 KF260737
A/duck/Jiangxi/21669/2009 GU324771
A/duck/Jiangsu/022/2009 CY184316
A/mallard/Sweden/100740/2009 KF772953
A/chicken/Shanghai/A /2010 KJ726731

A/goose/Egypt/M2788E /2011 KF881543
A/duck/Zhejiang/224/2011 JN646693

A/chicken/Egypt/D4905B /2012 KF881449
A/chicken/Bangladesh/16448/2012 KJ643821

A/duck/Taiwan/4360/2013 KJ162745

A/chicken/Egypt/S7404/2013 KF881456
A/duck/Jiangxi/JXA132719/2014 KM234922

Tabla I. Secuencias del gen PB2 utilizadas para la construccién de los arboles filogenéticos.
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PB1

Numero de acceso a

Linaje Strain Genbank
A/gull/MD/19/1977 CY005812
A/mallard_duck/Alberta/299/1977 CY004720
A/mallard_duck/ALB/742/1981 CY005198
A/mallard/Ohio/48/1986 CY020723
A/ruddy_turnstone/DE/2764 /1987 CY005223
A/mallard/Ohio/421/1987 CY021627
A/red_knot/NJ/325/1989 CY005084
A/semi_palmated_sandpiper/Brazil/43/1990 CY005419
A/mallard/Ohio/171/1990 CY012806
A/mallard/Alberta/11/1991 CY005152
A/pintail/Alberta/269/2001 CY004952
A/mallard/Ohio/653/2002 CY020843

Norteamérica A/shorebird/DE/236/2003 CY005336
A/mallard/Ohio/1851/2005 CY021187
A/pintail/Alaska/53/2005 CY013269
A/mallard/Maryland/182/2006 CY 028241
A/wild_bird/Chile/1805/2008 KF772946
A/seagull/Chile/5775/2009 KF772954
A/mallard/Interior_Alaska/10BM09893R0/2010 CY136339
A/mallard/Mississippi/110834/2011 CY133719
A/mallard/Ohio/11082085/2011 CY132523
A/ruddy_turnstone/Canada/02937/2011 CY149650
A/mallard/California/2997 /2012 CY157252
A/blue_winged_teal/LA/AI13_1357/2013 KJ413617
A/chicken/Delaware/10851/2014 KM244098
A/chicken/Texas/9686_3/2014 KM244090
A/duck/Victoria/1992 CY 028650
A/emu/New_South_Wales/775/1997 CY022715
A/duck/Victoria/2001 CYO077439
A/duck/Hokkaido/120/2001 AB286654
A/mallard/Italy/36/2002 EF597451
A/duck/Italy/4609 /2003 CY031034
A/mallard/Denmark/64650/03 DQ251442

Eurasiay . .

Oceania A/red_necked_stint/Australia/5/2004 CY 029895
A/sharp_tailed_sandpiper/Australia/10/2004 CY029887
A/migratory_duck/Jiang Xi/8624/2004 EF597463
A/migratory_duck/Jiang Xi/6568/2004 EF597462
A/mallard/ZhaLong/88/2004 FJ349253
A/Bewick's_Swan/Netherlands/2/2005 DQ822196
A/Baikal_teal/Hongze/14/2005 GQ203120
A/bat_headed_goose/Mongolia/143/2005 GQ907292
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A/mallard/Netherlands/1/2006
A/mallard/San]iang/151/2006
A/duck/Italy/281904 /2006
A/Muscovy_duck/France/070090b/2007
A/gadwall/Altai/1326 /2007
A/garganey/Altai/1216/2007
A/duck/Korea/334 _15/2008
A/chicken/Egypt/Q1182/2010
A/northern_shoveler/Georgia/1/2010
A/duck/Jiangxi/16309/2010
A/northern_shoveler/Hong Kong/MPL961/2011
A/chicken/Taiwan/683/2012
A/pigeon/Wenzhou/497/2013
A/pigeon/Zhejiang/P2/2013
A/muscovy_duck/Vietnam/L.LBM573/2014

Tabla II. Secuencias del gen PB1 utilizadas para la construccion de los arboles filogenéticos.

CY043854
EF592493
FJ432776
CY046164
CY049802
CY049778
GQ414819
FR687282
CY121989
KF260499
KF260547
KJ 162586
KF260670
KF042094
AB972721
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PA

Numero de acceso a

Linaje Strain Genbank
A/gull/MD/19/1977 CY005811
A/gull/Maryland/704/1977 CY0890642
A/mallard/Wisconsin/538/1979 CY180088
A/green_winged_teal/ALB/438/1979 CY004611
A/mallard_duck/ALB/1151/1979 CY004134
A/mallard/Alberta/699/1981 CY185726
A/mallard/Wisconsin/1071/1982 CY179256
A/mallard/Wisconsin/1719/1983 CY179304
A/chicken/VA/40018/1984 FJ610139
A/ruddy_turnstone/Delaware_Bay/2589/1987 CY126645
A/green_winged_teal/Ohio/430/1987 CY011045
A/semi_palmated_sandpiper/Brazil/43/1990 CY005418
A/blue_winged_teal/ALB/103/1990 CY004894
A/mallard/Alberta/194/1992 CY005006
A/blue_winged_teal/Ohio/96/1993 CY021450

Norteamérica A /mallard/ALB/196/1996 CY005236
A/mallard/Ohio/56/1999 CY012829
A/ruddy_turnstone/Delawate/97/2000 CY005369
A/black_duck/Maryland/834/2002 CY020770
A/mallard/ Alberta/209/2003 CY004357
A/mallard/Ohio/1717/2005 CY022722
A/mallard/Maryland/1135/2005 CY021298
A/pintail/Alaska/279/2005 CY015505
A/shorebird/Delaware/22/06 EU030967
A/ruddy_turnstone/New_Jersey/AI07_72/2007 CY144768
A/wild_bird/Chile/1805/2008 KF772947
A/shotebird/Delaware_Bay/309/2008 CY 126603
A/mallard/Arkansas/AI09_5761/2009 CY141022
A/notthern_pintail/Interior_Alaska/10BM09181R0/2010 CY141731
A/green_winged_teal/California/96/2012 CY134348
A/blue_winged_teal/Ohio/13081831/2013 KJ567968
A/shearwater/Australia/405/1978 CY005663
A/mallard/Stralsund/41_4/1981 CY117104
A/red_necked_stint/Australia/5745/1981 CY005713
A/mallard/Potsdam/177_4/1983 CY116864

Eurasiay A/Peking duck/Wagun/1689_6/1985 CY117168
Oceania A/Goose/Guangdong/1/96 NC007359
A/duck/Hong Kong/Y439/1997 KF188264
A/Muscovy_duck/Fujian/CL/1997 JF916712
A/chicken/New_South_Wales/2/1997 CY022698
A/duck/Taiwan/WB29/99 DQ376807
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A/mallard/Netherlands/12/1999 CY122257

A/quail/Hong_Kong/1721_20/99 AJ410512
A/wild_duck/Shantou/1737/2000 EF597417
A/duck/Mongolia/47/2001 AB268553
A/duck/Hokkaido/120/2001 AB286878
A/duck/Primorie/2633/2001 GQ227607
A/duck/Victoria/5384 /2002 CY028256
A/duck/Shiga/8/2004 AB304146
A/migratory_duck/Hong Kong/MP206/2004 EF5974006
A/red_necked_stint/Australia/5/2004 CY029894
A/sharp_tailed_sandpiper/Australia/10/2004 CY029886
A/mallard/Netherlands/26/2005 CY041423
A/migratory_duck/Jiang Xi/13487/2005 EF597407
A/mallard/Sweden/65/2005 CY041359
A/Bewick's_Swan/Netherlands/2/2005 DQ822197
A/duck/Yangzhou/02/2005 EF061120
A/Baikal_teal/Hongze/14/2005 GQ203119
A/mallard/Hei_Longjiang/131/2006 EF634339
A/duck/France/06436/2006 CY046149
A/gull/Moscow/3100/2006 EU152236
A/mallard/Netherlands/11/2007 CY041407
A/mallard/Sweden/100993/2008 FJ803193
A/seagull/Chile/5775/2009 KF772955
A/duck/Korea/A20/2009 GQ414834
A/mallard/Netherlands/1/2010 CY122313
A/whoopet_swan/Mongolia/1/2010 AB569347
A/goose/Egypt/M2788E/2011 KF881545
A/chicken/Guangxi/GXc_1/2011 KF013915
A/goose/Guizhou/829/2012 KF260232
A/pigeon/Wenzhou/397/2013 KF260416
A/muscovy_duck/Vietnam/L.LBM571/2014 AB972714
A/wild_chicken/Shanghai/C1/2014 KJ726724

Tabla III. Secuencias del gen PA utilizadas para la construcciéon de los arboles filogenéticos.
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NP

Numero de acceso a

Linaje Strain Genbank
A/mallard_duck/New_York/6861/1978 CY014971
A/mallard_duck/ALB/106/1979 CY004793
A/pintail_duck/Alberta/121/1979 CY005041
A/mallard_duck/New_York/194/1982 CY014932
A/mallard_duck/ALB/630/1984 CY004833
A/mallard_duck/Tennessee/11457/1985 CY014809
A/mallard/Ohio/30/1986 CY017696
A/mallard/Ohio/94/1989 CY016151
A/mallard_duck/ALB/155/1990 CY004229
A/mallard/ Alberta/194/1992 CY005004
A/mallard/Ohio/66/1999 CY016958
A/mallard/MN/107/2000 EU743468
A/mallard/MD/170/2002 EU026040
A/mallard/Maryland/887/2002 EU026010

Norteamérica A /pintail_duck/Alberta/210/2002 CY004549
A/mallard/Ohio/649 /2002 CY020760
A/blue_winged_teal/Ohio/989/2002 CY020752
A/mallard/ Alberta/154/2003 CY004277
A/shorebird/DE/122/2004 CY005259
A/mallard/Maryland/1135/2005 CY021296
A/ruddy_turnstone/Delaware/778/2006 GU051726
A/ting necked_duck/California/HKWF662/2007 CY032925
A/wild_bird/Chile/1805/2008 KF772949
A/mallard/ California/8028,/2008 CY094152
A/seagull/Chile/5775/2009 KF772957
A/notthern_pintail/Intetior_Alaska/9BM7398R0/2009 CY142237
A/American_black_duck/New_Brunswick/00478/2010 CY138944
A/blue_winged_teal/Iowa/44555_551/2011 CY166277
A/American_green_winged_ teal/Mississippi/12085061/2012 CY186791
A/duck/Australia/749/1980 CY005687
A/swan/Hokkaido/51/1996 AB300441
A/Duck/Hong_Kong/P54/97 AF250474
A/duck/Hokkaido/49/98 AB473940
A/duck/Hokkaido/120/2001 AB286876

Eurasiay A/mallard/Denmark/64650/03 DQ251444

Oceania A/goose/Italy/296426,/2003 FJ432781
A/migratory_duck/Hong Kong/MP2553/2003 EF597355
A/mallard/New_Zealand/449_75/2004 CYO077524
A/aquatic_bird/Korea/CN_2/2004 EU301306
A/duck/Shiga/8/2004 AB304148
A/spotbill_duck/Xuyi/6/2005 GQ169500

121



A/barnacle_goose/Netherlands/1/2005 CY041389

A/common_teal/Netherlands/1/2005 CY041261
A/duck/Guangdong/0118/2005 EU930013
A/bat_headed_goose/Mongolia/143/2005 GQ907289
A/mallard/Netherlands/31/2006 CY121970
A/mallard/France/061054/2006 CY046143
A/duck/Tasmania/277/2007 CY033164
A/duck/Victoria/512/2007 CY061613
A/mallard/Netherlands/11/2007 CY041405
A/spot_billed_duck/Korea/528/2008 GQ414888
A/duck/Jiangsu/022/2009 GU324775
A/turkey/France/10_040/2010 JQ990780
A/mallard/Sweden/133546/2011 CY183994

Tabla IV. Secuencias del gen NP utilizadas para la construccion de los arboles filogenéticos.
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M

Numero de acceso a

Linaje Strain Genbank
A/mallard/Alberta/194/1992(H8N4) CY005002
A/duck/NY/13152-13/1994 EU026103
A/mallard/ Alberta/279/1996 CY127398
A/blue-winged teal/Ohio/31/1999 CY018000
A/cinnamon teal/Bolivia/4537/2001(H7N3) DQ525415
A/ruddy turnstone/DE/241731/01 DQ021749
A/mallard/ Alberta/30/2001(H4NS) CY004940
A/mallard/Ohio/667/2002(H4NG) CY020726
A/mallard/Ohio/655/2002(H4NG) CY020774
A/mallard/Alberta/79/2003(H2N3) CY003993
A/mallard/ Alberta/254 /2003 CY102777

Norteamérica A /blue-winged teal/Alberta/293/2003(H4NG) CY004954
A/mallard/Maryland/1124/2005(H11N9) CY021470
A/wild bird/Chile/1805/2008 KF772951
A/ruddy turnstone/New Jersey/Sg-00521/2008 CY145202
A/notthern pintail/Interior Alaska/9BM8109R0/2009 CY136132
A/northern pintail/Interior Alaska/9BM8502R0/2009 CY136206
A/ting billed gull/Quebec/G139/2010 CY138122
A/white faced whistling duck/Colombia/1/2011 KC703336
A/thick-billed murre/Canada/1813/2011 CY 149621
A/mallard/California/2762/2012 CY157087
A/mallard/California/1483/2013(H4NG) CY177362
A/chicken/Delaware/10851/2014 KM244103
A/duck/Hong Kong/d73/1976(H6N1) CY005598
A/duck/HK/784/1979 CY005633
A/duck/Victoria/23/1981(H1N1) CY077678*
A/mallard/Gloucestershire/PD374/1985(H10N4) GQ176127*
A/duck/Nanchang/1749/1992 U49117
A/Duck/Hong Kong/Y264/97(H4ANS) AF250492
A/Aquatic bird/Hong Kong/M603/98(H11N1) AF250486
A/common tern/Buryatiya/1901/2000(H4NG) EU580590

Eurasiay ~\/duck/Primorie/2633/01(H5N3) AJ621810

Oceania A/duck/Hokkaido/124 /2003 AB428682
A/goose/Traly/296426,/2003(HIN1) FJ432779
A/migratory duck/Hong
Kong/MP2437/2003(H6N1) EF597298
A/mallard/New Zealand/449-94/2004 CY077450%*
A/Eurasian wigeon/Sweden/1/2004(H6N2) CY041363
A/shatp-tailed sandpiper/Australia/10/2004(H11N9) CY 029882
A/Baikal Teal/Hongze/14/2005 EF527273
A/mallard/New Zealand/1365-350/2005 CYO077585
A/mallard/Sweden/30/2005(H6N1) CY043825
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A/black-headed gull/Netherlands/1/2005(HG6NS) CY041379

A/common teal/Netherlands/1/2005(H8N4) CY041259
A/duck/Korea/LPM38/2005(H3N6) EU301261
A/duck/Italy/281904/2006(HIN1) FJ432771

A/mallard/Hei Longjiang/131/2006(HO6N2) EF634343
A/gull/Moscow/3100/2006(H6N2) EU152240
A/duck/Victoria/512/2007(H7NG) CY061611
A/Bewick's swan/Netherlands/5/2007(HIN2) CY041275
A/mallard/Czech Republic/13258-2/2007 GQ404636
A/mallard/Netherlands/12/2008 CY122301
A/duck/Eastern China/3/2009 JF965226

A/turkey/France/10-040/2010 JQ990782
A/duck/Eastern China/16/2010 JF965237

A/duck/Zhejiang/0611-24/2011 JN716328
A/pigeon/Anhui/08/2013 KJ579957+

Tabla V. Secuencias del gen M utilizadas para la construccién de los arboles filogenéticos.
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NS

Numero de acceso a

Linaje Alelo Strain Genbank
A/turkey/Ontatio/7732/1966 U85376
A/blue-winged teal/ALB/778/1978(H10N3) CY005191
A/mallard duck/ALB/676/1979 CY004125
A/turkey/Minnesota/1138/1980(H7N3) CY041843
A/laughing gull/DE/2718/1987(HONS5) CY005123
A/ruddy turnstone/DE/773/1988 CY004571

A A/blue-winged teal/ ALB/136/1990(H4N3) CY004900
A/environment/Matyland/276/2006(H7N3) CY053857
A/wild bird/Chile/1805/2008(H5N9) KF772952
A/ruddy turnstone/Delaware/Sg-00468/2008 CY144913
A/northern pintail/Interior
Alaska/10BM05034R0/2010 CY135667

Norteamérica A/mallard/California/2956 /2012 CY157242
A/mottled duck/LLA/32M/87 DQ021648
A/blue-winged teal/Alberta/141/1992(HIN1) CY004542
A/mallard/Ohio/94/1993(H11N3) CY021257
A/mallard/Ohio/209/1998(H11N9) CY020953
A/mallard/Alberta/47/98(H4N1) AY633288*

B A/mallard/Maryland/538/2002(H11N9) GQ257491
A/mallard/Alberta/79/2003(H2N3) CY003996
A/ruddy tutnstone/New Jetsey/669/2005 GU051099
A/pintail/Alaska/279/2005(H3N8) CY015504
A/mallard/Interior Alaska/9BM1869/2009 CY078751
A/mallard/Ohio/11082119/2011 CY132473
A/goose/Hong Kong/17/77 (H6N4) AJ410597
A/duck/Hong Kong/702/1979(HIN2) CY031263
A/duck/Nanchang/1944/1993 U49493
A/shoveler/Netherlands/19/1999 CY005855

A A/red-necked stint/Australia/5/2004(H4N8) CY 029893
A/mallard/New Zealand/1615-17/2004(H4NG) CY045363
A/mallard/Ttaly/299/05(HTNT) EU158146

Eurasiay A/duck/Victoria/512/2007 (H7NG6) CY061614
Oceania A/duck/Guangxi/GXd-3/2009 JX297579
A/duck/Victoria/D23/1994(H4N2) CY045251
A/swan/Hokkaido/51/1996(H5N3) AB300235
A/environment/Hong Kong/437-6/99(H5N1) AF216718

B A/Duck/Shantou/2030/00(HIN1) AF523502
A/mallard/Jiangxi/12147/2005(H6N2) HM145024
A/duck/Tasmania/277/2007(H7N2) CY033165
A/mallard/Mongolia/1402/2011 KC871447
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Linaje

10

Strain

Numero de acceso a

Genbank

A/pintail_duck/ALB/303/1977 CY005921
A/blue_winged_teal/ALB/778/1978 CY005994
A/mallard /Wisconsin/230/1979 CY180043
A/mallard/Wisconsin/27/1981 CY178871
A/mallard/Wisconsin/1350/1983 CY179235
A/mallard/Wisconsin/2364 /1984 CY180043
A/pintail_duck/ALB/584/1984 CY178871
A/duck/Wisconsin/2632/1985 CY178879
A/mallard/Alberta/553/1986 CY005996
A/green_winged_teal/Louisiana/272GW /1987 CY178318
A/knot/Delaware_Bay/2561/1987 CY136379
A/ruddy_turnstone/Delaware_Bay/2764/1987 GU050860
A/green_winged_teal/LA/169GW /1988 CY136598
A/mallard/Ohio/99/1989 CY136622
A/ruddy_turnstone/New_Jersey/146/1990 EU743314
A/turkey/VA/31409/1991 CY017781
A/duck/Alaska/712/1991 CY136737
A/pintail/Alberta/129/1993 GU186501
A/quail/NJ/25254_22/1995 AB450431
Norteamérica A/mallard/ALB/5/1995 CY101840
A/mallard/Alberta/2/1995 GU186493
A/shotrebird/Delaware_Bay/288/1996 CY005997
A/mallard/ALB/196/1996 CY136864
A/mallard/ Alberta/90/1997 CY136928
A/ quail/California/1022/1999 CY005998
A/shotebird/Delaware_Bay/180/1999 CY136957
A/northern_shoveler/TX/56/2000 EU747331
A/red_knot/Delaware/1269 /2000 CY136981
A/shotrebird/Delaware_Bay/267/2000 EU743322
A/shotebird/Delaware_Bay/211/2000 GU050906
A/ruddy_turnstone/New_]Jersey/AI00_1143/2000 CY137032
A/mallard/ Alberta/208/2000 CY137008
A/ruddy_turnstone/DE/1529/2001 CY144795
A/ruddy_turnstone/NJ/823/2001 CY005999
A/red_knot/DE/1587/2001 EU743362
A/red_knot/GA/1721/2001 EU743410
A/mallard/Maryland/190/2001 EU743330
A/red_knot/NJ/1443/2001 EU743338
A/mallard/Maryland/182/2001 GQ257455
A/ruddy_turnstone/NJ/1956/2001 EU743346
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A/ruddy_turnstone/Delaware_Bay/31/2001
A/shorebird/Delaware_Bay/43/2001
A/shotebird/Delaware_Bay/207/2001
A/shotrebird/Delaware_Bay/200/2001
A/shorebird/Delaware_Bay/192/2001
A/shotrebird/Delaware_Bay/261/2001
A/shorebird/Delaware_Bay/199/2001
A/mallard/Maryland /220/2003
A/mallard/Alberta/209/2003
A/ruddy_turnstone/DE/167/2004
A/ruddy_turnstone/NJ/238/2004
A/shorebird/Delaware_Bay/10/2004
A/ruddy_turnstone/New_Jersey/1148668/2004
A/sandetling/New_Jersey/1148674/2004
A/mallard/Alberta/104 /2004
A/mallard/Alberta/57/2004
A/mallard/North_Carolina/1321371/2004
A/longtail_duck/Maryland/295/2005
A/mallard/Minnesota/AI06_1017 /2006
A/ring_necked_duck/Michigan/588/2006
A/mallard/California/K752/2006
A/mallard/Interior_Alaska/6MP0758/2006
A/northern_pintail/ California/44221_656/2006
A/notthern_shoveler/Washington/44249_700/2006
A/northern_shoveler/California/JN587/2006
A/gadwall/California/44287_543/2007
A/cinnamon_teal/California/44287_659/2007
A/American_coot/California/20181_006/2007
A/notthern_pintail/California/44291_259/2007
A/California_gull/Washington/20371_003/2007
A/mallard/Minnesota/Sg_00057/2007
A/blue_winged_teal/Alberta/271/2007
A/mallard/Alberta/182/2007
A/American_black_duck/New_Brunswick/04395/2007
A/blue_winged_teal/Louisiana/Sg_00073/2007
A/northern_shoveler/California/ HKWF1005/2007
A/greater_white_fronted_goose/California/ HKWF446C/2007
A/northern_shoveler/California/ HKWF592C /2007
A/mallard/California/ AKKS478 /2007
A/shotebird/Delaware_Bay/437/2008
A/shotebird/Delaware_Bay/369/2008
A/shotrebird/Delaware_Bay/379/2008
A/ruddy_turnstone/New_Jersey/Sg_00487/2008
A/shotrebird/Delaware_Bay/586/2008
A/ruddy_turnstone/New_Jersey/Sg_00503/2008

GQ257455
EU743410
EU743362
CY137257
CY137184
CY137160
CY137136
CY137209
CY137152
GU053345
CY005922
EU743378
EU743402
CY137538
CY144868
CY144860
CY136516
CY137554
CY144876
CY020901
CY144884
CY081324
CY053805
CY078459
FJ520086
CY076269
CY076808
CY076445
CY076461
CY076093
F]520101
CY076117
CY064081
CY137706
CY137698
CY129237
CY064185
CY032656
CY034166
CY039572
CY094261
CY127981
CY136534
CY137722
CY145429
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A/ruddy_turnstone/New_]Jersey/Sg_00521/2008
A/ruddy_turnstone/New_Jersey/Sg_00548/2008
A/mallard/Minnesota/Sg_00630/2008
A/northern_shoveler/Minnesota/Sg_00612/2008
A/blue_winged_teal/Alberta/405/2008
A/blue_winged_teal/Minnesota/Sg_00899/2008
A/blue_winged_teal/North_Dakota/Sg_00730/2008
A/mallard/Minnesota/Sg_01005/2008
A/mallard/Illinois/080S2710/2008
A/northern_shoveler/California/9235/2008
A/mallard/California/6957/2008
A/northern_shoveler/California/9710/2008
A/mallard/California/10126/2008
A/green_winged_teal/California/10197/2008
A/northern_pintail/Interior_Alaska/9BM11783R0/2009
A/northern_pintail/Interior_Alaska/9BM7840R0/2009
A/mallard/Interior_Alaska/9BM9335R0/2009
A/northern_pintail/Interior_Alaska/9BM11387R0/2009

A/American_green_winged_teal/Interior_Alaska/9BMG6702R0/2009

A/mallard/Interior _Alaska/9BM6888R0/2009
A/notthern_pintail/Intetior_Alaska/9BM9383R0/2009
A/notthern_shoveler/Mississippi/090S168/2009
A/American_coot/Mississippi/090S615/2009
A/notthern_pintail/Intetior_Alaska/9BM11564R0/2009
A/shotebird/Delaware_Bay/132/2009
A/shotebird/Delaware_Bay/342/2009
A/shotebird/Delaware_Bay/322/2009
A/ruddy_turnstone/Delaware/AI09_879/2009
A/ruddy_turnstone/New_Jersey/AI09_474/2009
A/herring gull/New_Jetsey/AI09_1262/2009
A/mallard/Interior_Alaska/9BM2751R0/2009
A/mallard/Interior_Alaska/9BM3205R0/2009
A/mallard/Minnesota/ AI09_1666/2009
A/mallard/Minnesota/ AI09_1851/2009
A/notthern_pintail/Interior_Alaska/9BM4989R0/2009
A/American_green_winged_teal/Illinois/2975/2009_mixed_
A/American_coot/Illinois/3405/2009
A/lesser_scaup/Wisconsin/3964/2009
A/lesset_scaup/Illinois/4115/2009
A/mallard/Wisconsin/4230/2009
A/northern_shoveler/Missouri/196/2009
A/northern_shoveler/Arkansas/AI09_6012/2009
A/northern_pintail /Interior_Alaska/10BM11380R0/2010
A/notthern_shoveler/Mississippi/236/2010
A/mallard/Mississippi/329/2010

CY137738
CY042458
CY145144
CY145655
CY145727
CY094141
CY140128
CY145841
CY079356
CY093766
CY094141
CY093782
CY093663
CY 093902
CY142210
CY142530
CY142538
CY141351
CY142314
CY136062
CY142370
CY079396
CY079404
CY142186
CY137950
CY137898
CY137934
CY146020
CY146028
CY146368
CY078723
CY130304
CY146440
CY1406448
CY135471
CY096923
CY097159
CY097293
CY097526
CY097301
CY097606
CY141041
CY142570
CY097143
CY097694
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A/American_green_winged_teal/Mississippi/404/2010_mixed_ CY097742
A/mallard/Interior_Alaska/10BM01929R0/2010 CY130364
A/mallard/California/1353/2010 CY094765
A/mallard/Nova_Scotia/00375/2010 CY138809
A/American_black_duck/New_Brunswick/00471/2010 CY139412
A/mallard_black_duck_hybrid/New_Brunswick/00904 /2010 CY139377
A/mallard/Wisconsin/10083881/2010 CY133561
A/long_tailed_duck/Wisconsin/100S3919/2010 CY133561
A/mallard/Illinois/100S4078/2010 CY133489
A/northern_shoveler/Missouri/100S4718/2010 CY133400
A/mallard/Missouri/10MO0391 /2010 CY133843
A/American_wigeon/Missouti/10MO0530/2010 CY133859
A/northern_shoveler/California/3628/2011 CY120675
A/mallard/Ohio/11082044/2011 CY132173
A/American_green_winged_teal/Wisconsin/11083499/2011 CY166186
A/American_wigeon/California/2930/2011 CY134311
A/greater_scaup/Wisconsin/110S85760/2011 CY166394
A/northern_shoveler/Arkansas/120S160/2012 CY167151
A/mallard/Arkansas/120S184 /2012 CY167167
A/northern_shoveler/Mississippi/1208231/2012 CY167184
A/American_green_winged_ teal/Mississippi/1208405/2012 CY166178
A/mallard /Mississippi/ 1208443 /2012 CY167259
A/mallard/California/2951 /2012 CY157222
A/blue_winged_teal/Ohio/12082138/2012 CY186863
A/northern_shoveler/Illinois /12085294 /2012 CY186724
A/northern_shoveler/Missouri/12085755/2012 CY186764
A/redhead/Ohio/13080507/2013 CY187061
A/American_green_winged_teal/Ohio/13081869/2013 KJ568017
A/chicken/Germany/n/1949 CY014671
A/duck/Manitoba/1953 KF435049
A/quail/Italy/1117/1965 CY014644
A/duck/Hong Kong/562/1979 AB292781
A/duck/Hong Kong/938/80 AB271117
A/swan/Shimane/1331/1981 AB289339
A/chicken/Hubei/119/1983 EU559251
A/fowl/Hampshire/PD378/1985 GQ176120
A/mallard/Gloucestershire/PD374/1985 GQ176128
A/duck/Shimane/45/1997 AB296078
A/duck/Hokkaido/18/00 AB274041
A/mallard/Netherlands/02/2000 CY076945
A/avian/Israel/232/2001 JN564724
A/mallard/Sweden/223 /2002 CY183580
A/mallard/Sweden/233/2002 CY184608
A/mallard/Sweden/51/2002 HM136575
A/mallard/Sweden/770/2002 CY183613

129



A/mallard/Sweden/43/2002 KF695200

A/mallard/Sweden/936,/2002 CY184624
A/duck/Mongolia/149/03 AB450456
A/mallard/Sweden/7/2003 CY060374
A/mallard/Sweden/3151/2003 CY183645
A/duck/Hokkaido/24/04 AB450453
A/mallard/Sweden/4258 /2004 CY183669
A/mallard/Sweden/4401 /2004 CY183661
A/mallard/Sweden/6869/2004 CY184648
A/avian/Israel/824/2005 JN564733
A/mallard/Sweden/6039/2005 CY184640
A/mallard/Sweden/5824 /2005 CY183685
A/mallard/Netherlands/4/2006 CY077064
A/duck/Tsukuba/574/2006 AB669138
A/mute_swan/Netherlands/1/2006 CY077040
A/notthern_shoveler/Hong Kong/MPC657/2006 KF259196
A/mallard/bavaria/3/2006 FJ183474
A/herring gull/Nethetlands/4/2006 CY077032
A/Duck/Indonesia/Jakarta_Utaral1631_29/2006 EU124207
A/mallard/Sweden/51548,/2006 CY183758
A/mallard/Sweden/52903 /2006 CY183783
A/Eurasian_wigeon/Nethetlands/4/2007 CY077048
A/duck/Hokkaido/W87/2007 AB450443
A/mallard/Sweden/64476,/2007 CY183799
A/mallard/Sweden/59463 /2007 CY183791
A/mallard/Sweden/69777 /2007 CY183823
A/notthern_shoveler/Hong Kong/MPE2531/2008 KF259195
A/avian/Israel/543/2008 N564732

A/wild_bird/Korea/1.110_2/2008 JN817580
A/common_teal/Hong Kong/MPKG630/2009 F259197

A/mallard/Portugal /79906 /2009 Y116608

A/mallard/Sweden/93475/2009 CY183831
A/mallard/Sweden/105536/2009 CY183967
A/mallard/Sweden/105527 /2009 CY183959
A/mallard/Republic_of_Geotgia/1/2010 CY185449
A/wild_bird/Korea/A01/2011 JN817571
A/mallard/Republic_of_Geotgia/12/2011 CY185505
A/goose/Guizhou/829/2012 KF259194
A/duck/Hunan/S11205/2012 CY146564
A/chicken/Jiangsu/RD5/2013 KF006414

Tabla VII. Secuencias del gen H10 utilizadas para la construccién de los arboles filogenéticos.
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H7

Numero de acceso a

Linaje Strain Genbank
A/turkey/Minnesota/1/1988 CY014786
A/chicken/PA/19241/1997 EU742961
A/Chicken/NY/14714-2/1999 AY240921
A/chicken/NJ/118878-5/2001 AY240884
A/American black duck/Maryland/415/2001 GU053263

Norteamérica A/Northern shoveler/NC/6412-052/2005 GU186474
A/Guinea fowl/New York/101276-1/2005 CY034830
A/Guinea fowl/New York/32084/2006 CY034238
A/American green-winged
teal/California/28228 /2007 CY076005
A/Canada goose/BC/3752/2007 EU500844
A/blue-winged teal/Guatemala/CIP049-01/2008 CY067670
A/turkey/England/1963 CY130150
A/ African starling/England-Q/983/1979 AF202232
A/chicken/Germany/01/1979 CY107844
A/duck/Heinersdorf/S495/6/86 U20465
A/chicken/Italy/1067/1999 GU052938
Eurasiay A/mallard/Netherlands/12/2000 KF695239
Oceania A/turkey/Germany/R11/2001 CY107856
A/turkey/Italy/8534/2002 CY095530
A/Guinea fowl/Italy/266184/02 EU158110
A/chicken/England/4054/2006 EF467826
A/duck/Denmark/53-147-8/2008 GQ401157
A/mallard/Netherlands/22/2007 CY043840

Tabla VIII. Secuencias del gen H7 utilizadas para la construccién de los arboles filogenéticos.
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H5

Numero de acceso a

Linaje Strain Genbank
A/mallard/Czech Republic/14602-
37K/2011(H5N2) JQ737221
A/Anas acuta/Slovenia/470/06 AM911100
A/chicken/Belgium/150VB/1999 FJ750571
A/chicken/France/03426a/03 AJ632269
A/chicken/Italy/22A/1998 CY022621
A/chicken/Italy/312/1997 EF597263
A/chicken/Krasnodar/01/2006 DQ676834
A/chicken/Poland/R3248/2007 FM163440
A/chicken/Romania/2910/05 AM911077
A/duck/Altai/1285/1991 EU564114
A/duck/France/02166/2002 AJ632268
A/duck/France/05054a/2005 AJ971298
A/duck/France/06436/2006 CY046150
A/duck/Ireland/113/1983 M18450 4
A/duck/Italy/775/2004 CY024746
A/duck/Potsdam/1402-6/1986 CY014642
A/duck/Potsdam/2216-4/1984 CY006036
A/duck/Switzetland/V487 /2006 EU016354
A/duck/Tuva/01/2006 DQ861291
A/garganey/Altai/1213/2007 CY049772
Eurasiay A/mallard/Bavaria/38/2006 GU046738
Oceania
A/mallard/Sweden/21/2002 GU052572
A/mallard/Sweden/22/02 AY995886
A/mallard/Sweden/39/02 AY995891
A/Anhui/1/20005 DQ371928
A/Bangladesh/3233/2011 CY088769
A/Cambodia/W0112303/2012 JQ714246
A/Chicken/Deli Derdang/BBPVI/2005 EU124091
A/Chicken/Hong Kong/220/97 AF046080
A/Indonesia/CDC759/2006 CY014543
A/Mallard duck/Korea/W401/2011 JN202558
A/Muscovy Duck/Viet Nam/NCVDO02/2005 EF566202
A/Shanghai/1/2006 AB462295
A/Silky Chicken/Hong Kong/p17/97 AF098546
A/Viet Nam/1204/2004 EF541404
A/aquatic bird/Korea/w230/2007 GU361223
A/aquatic bird/Korea/w96/2005 GU361197
A/duck broilet/Malaysia/F189/07/04 DQ122147
A/duck/Hong Kong/698/1979 EF597250
A/duck/Malaysia/F119-3/97 AF303057
A/duck/Shizuoka/40/2002 AB558458
A/duck/Tsukuba/394/2005 AB558460
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A/teal/Tottori/150/2002 AB535130

A/duck/Victoria/0305-2/2012 CY111533
A/duck/Victoria/26/1981 CY077685
A/shearwater/Australia/751/1975 CY045255
A/Egypt/1394-NAMRU3/2007 EF535817
A/Egypt/N03450/2009 CY041936
A/chicken/Egypt/10116s/2010 HQ198281
A/chicken/Egypt/1117/2011 JN807817
A/duck/Egypt/1018588/2010 JN807780
A/sput-winged goose/Nigetia/5388-2/2007 EU544248
A/tern/South Africa/1961 U204601

A/turkey/Ivory Coast/4372-3/2006 CY020701

Tabla IX. Secuencias del gen H5 utilizadas para la construccion de los arboles filogenéticos.
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H4

Numero de acceso a

Linaje Strain Genbank
A/mallard/Wisconsin/14/1974 CY181241
A/duck/Minnesota/110/1974 CY180468
A/blue-winged teal/Wisconsin/278/1975 CY179755
A/duck/Minnesota/24/1975 CY180476
A/duck/Minnesota/A/1975 CY180492
A/chicken/Alabama/1/1975 M25288
A/duck/Minnesota/23/1975 CY177536
A/duck/Minnesota/44/1975 CY180500
A/mallard/Wisconsin/356/1976 CY180556
A/duck/Alberta/28/1976 M25287
A/mallard/Wisconsin/473/1976 CY180428
A/blue-winged teal/Wisconsin/345/1976 CY180412
A/green-winged teal/Wisconsin/404/1976 CY179019
A/snipe/Wisconsin/330/1976 CY178986
A/blue-winged teal/Wisconsin/778/1976 CY180436
A/mallard/Wisconsin/607 /1977 CY179331
A/blue-winged teal/Wisconsin/330/1977 CY179219
A/mallard/Wisconsin/394/1977 CY179323
A/mallard/ Alberta/209/1977 AB829333
A/mallard duck/ALB/291/1977(H4N1) CY005968

Norteamérica A/mallard/ Alberta/300/1977 CY005948
A/pintail duck/ALB/220/1977(H4NS) CY005952
A/mallard duck/ALB/161/1977(H4NO6) CY005951
A/blue-winged teal/Wisconsin/63/1978 CY181289
A/blue-winged teal/Wisconsin/175/1978 CY181144
A/duck/Wisconsin/1177/1978 CY177589
A/mallard/Wisconsin/145/1978 CY181305
A/mallard duck/ALB/354/1978(H4N2) CY005953
A/mallard/Alberta/223/1979(H4N2) AB292406
A/green-winged teal/Wisconsin/118/1979 CY180596
A/blue-winged teal/Wisconsin/440/1979 CY180444
A/mallard/Wisconsin/637/1979 CY180452
A/blue-winged teal/ALB/580/1979(H4N2) CY005955
A/pintail duck/ALB/599/1979(H4N2) CY005956
A/turkey/Minnesota/833/1980(H4N2) CY014751
A/blue-winged teal/New York/370ac/1979(H4N2) CY014922
A/mallard/Wisconsin/120,/1980 CY180852
A/turkey/Minnesota/833/1980 M25290
A/domestic duck/Minnesota/1086/1980(H4N8) CY014723
A/mallard/Wisconsin/477/1981 CY180300
A/mallard/Wisconsin/333/1981 CY178398
A/blue-winged teal/Saskatchewan/11/1982 CY181077
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A/mallard/Wisconsin/830/1982
A/mallard/Wisconsin/920,/1982
A/mallard/Saskatchewan/117/1982
A/blue-winged teal/Wisconsin/281/1982
A/mallard/Wisconsin/902/1982

A/pintail duck/New York/155/1982(H4N3)
A/mallard duck/New York/194/1982(H4NS)
A/mallard/Wisconsin/1676/1983

A/blue-winged teal/Wisconsin/402/1983(H4N0)

A /mallard/Wisconsin/1683/1983
A/mallard/Wisconsin/1621/1983
A/blue-winged teal/Wisconsin/376/1983
A/mallard duck/ALB/581/1983
A/blue-winged teal/Wisconsin/393/1984
A/mallard/Wisconsin/2304/1984
A/mallard/Wisconsin/2191/1984
A/mallard/Wisconsin/2134/1984
A/mallard/Wisconsin/364/1984

A/mallard duck/ALB/630/1984(H4N2)
A/duck/Wisconsin/2731/1985

A/ruddy turnstone/NJ/47/1985(H4NG)
A/blue-winged teal/ALB/562/1985(H4N6)
A/pintail duck/ALB/623/1985(H4NG)
A/blue-winged teal/Louisiana/3B/1986
A/blue-winged teal/Alberta/427/1986(H4NO)
A/mallard/Alberta/575/1986

A/mallard duck/New York/180/1986(H4N9)
A/mallard/Ohio/83/1986(H4NG)
A/mallard/Ohio/338/1986(H4NS)
A/green-winged teal/Ohio/344/1986
A/mallard/Ohio/298/1987
A/mallard/Ohio/275/1987(H4N2)
A/ruddy turnstone/Delaware/2368/1988
A/mallard/Ohio/324/1988(H4NG)
A/mallard/Ohio/129/1989(H4NG)
A/mallard/Ohio/97/1989
A/mallard/Ohio/178/1990(H4NG)
A/blue-winged teal/ALB/103/1990(H4N5)
A/blue-winged teal/ALB/136/1990(H4N3)
A/blue-winged teal/Alberta/121/1990(H4NOG)
A/mallard/Alberta/12/1991(H4NG6)
A/mallard/Alberta/18/1991(H4NG)
A/mallard/Alberta/196/1992(mixed)
A/blue-winged teal/ALB/293/1994(H4NG6)
A/mallard/ ALB/49/1995(H4NG)

CY177798
CY177886
CY178551
CY178575
CY178791
CY014937
CY014929
CY179291
CY178799
CY181361
CY179339
CY177894
CY005957
CY178607
CY178046
CY177998
CY177982
CY180340
CY005959
CY178438
M25289
CY004847
CY005961
CY139713
CY101571
CY101579
CY014857
CY015467
CY013248
CY015459
CY012808
CY011056
CY101523
CY017701
CY020981
CY012816
CY021213
CY005963
CY005964
CY101643
CY101667
CY101675
CY101788
CY005965
CY004911
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A/mallard/Alberta/43/1995 CY102164

A/pintail/ Alberta/275/1996 CY102204
A/mallard/ Alberta/296/1996 CY102212
A/mallard/ Alberta/267/1996 CY136944
A/mallard/Minnesota/182772/1998 CY139761

A/mallard/MN/327/1999(H4N8) FJ517314

A/mallard/MN/323/1999(H4NS) EU871892
A/mallard/MN/269/1999(H4N06) EU871884
A/mallard/Alberta/235/1999 CY102625

A/mallard/Alberta/30/2001 (H4N8) CY004939

A/mallard/ Alberta/38/2001 CY101306
A/pintail/Alberta/269/2001 (H4NG) CY005966
A/mallard/Ohio/686/2002(H4N2) CY020805

A/mallard/Ohio/655/2002(H4NG) CY020773
A/mallard/Ohio/667/2002(H4ANG) CY020725

A/black duck/Maryland/834/2002(H4N8) CY020765

A/blue-winged teal/Ohio/989 /2002 CY020749%*
A/duck/Victoria/2853/2003(H4N8) CY077624
A/mallard/ Alberta/237/2003 CY102768
A/mallard/ Alberta/254/2003(H4NG) CY014562
A/mallard/ Alberta/233/2003 CY102760
A/blue-winged teal/Alberta/293/2003(H4NO) CY005967
A/mallard/ Alberta/251/2004 CY102808
A/blue-winged teal/Barbados/21/04(H4N3) DQ236166
A/green-winged teal/Ohio/1324/2005 CY021237
A/mallard/Maryland/1241/2005(H4NO0) CY021333
A/green-winged teal/Ohio/1292/2005 CY021349
A/turkey/CA/358533/2005(H4NS) EU880820
A/mallard/ Alberta/66/2005 CY102951

A/redhead/Alberta/11817/2005(H4NG) CY047544
A/pintail/ Alaska/99/2005 CY096756
A/mallard/California/GL.30/2005(H4NG) CY045335
A/green-winged teal/California/K218/2005(H4NG) CY045351

A/common scotetr/Maryland/299/2005 CY096774*
A/white-winged scotet/Maryland/301/2005(H4NO0) CY021893
A/bufflehead/North Carolina/NC6412-125/2005 CY144659
A/mallard/Minnesota/ A106-1135/2006(H4N6) CY139961

A/mallard/Ohio/1501/2006 CY089574
A/mallard/Minnesota/ A106-962/2006(H4NS) CY139969
A/blue-winged teal/Ohio/1850/2006 CY089507
A/mallard /Maryland/965/2006 CY089565
A/pekin duck/California/P30/2006(H4N2) CY053821

A/mallard/Washington/44242-144 /2006 CY076189
A/mallard/Washington/44242-271/2006 CY076205
A/mallard/Interior Alaska/6MP0891/2006 CY078595
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A/mallard/Quebec/11106/2006(H4NO6)
A/mallard/Quebec/11182/2006(H4N6)
A/mallard/Interior Alaska/6MP1096R2/2006(H4N06)
A/mallard/ Alaska/44243-071/2006(H4NG)

A/mallard/ Alberta/190/2006(mixed)

A/mallard/ Alberta/297/2006

A/American black duck/New Brunswick/19347/2006(H4NG6)
A/American black duck/New Brunswick/19389/2006(H4NS)
A/green-winged teal/California/JN1114/2006(H4NO0)
A/least sandpipetr/South Central Alaska/2/2007(H4NS)
A/avian/Southcentral Alaska/7KWO0388R1/2007
A/blue-winged teal/Minnesota/Sg-00042/2007
A/blue-winged teal/Minnesota/Sg-00043 /2007
A/mallard/Minnesota/Sg-00045/2007
A/mallard/Minnesota/Sg-00053 /2007

A/ring-necked duck/Minnesota/Sg-00067/2007
A/blue-winged teal/Minnesota/Sg-00034/2007
A/blue-winged teal/Minnesota/Sg-00036/2007
A/blue-winged teal/Minnesota/Sg-00040/2007

A/northern pintail/Interior Alaska/1/2007(H4NG)
A/American black duck/Prince Edward Island/02684 /2007
A/American green-winged teal/Manitoba/23884 /2007 (H4NG)
A/American black duck/Prince Edward Island/02697/2007
A/mallard/Alberta/160/2007(H4NG6)
A/mallard/Alberta/145/2007(H4NG)
A/mallard/Manitoba/23912/2007(H4N7)

A/American black duck/Nova Scotia/02317/2007
A/mallard/Nova Scotia/02335/2007

A/blue-winged teal/Alberta/346/2007 (H4N3)
A/mallard/Nova Scotia/02446,/2007
A/mallard/Alberta/330/2007

A/blue-winged teal/Alberta/340/2007 (mixed)

A/mallard /Washington/44338-018/2007

A/northern shoveler/Interior Alaska/1/2007(H4NG6)
A/duck/Interior Alaska/7MP1550/2007

A/duck/Interior Alaska/7MP1570/2007

A/Anas discors/New Mexico/A00327695/2007
A/notrthern pintail/Intetior Alaska/7MP1644/2007
A/green-winged teal/Intetior Alaska/7MP1672R1/2007
A/mallard/Interior Alaska/1/2007(H4NS5)

A/northern shoveler/Alaska/7MP0954 /2007
A/mallard/Alaska/7MP1028/2007

A/mallard/Interior Alaska/7MP0512/2007

A/notthern pintail/Interior Alaska/2/2007(H4NS)
A/mallard/Interior Alaska/7MP1050R1/2007

CY047624
CY047640
CY080271*
HM193568
CY103024
CY103170
CY045303
CY 095426
CY076848*
CY035783
CY079685
CY063969
CY063977
CY063993
CY064057
CYO004161
CY063905
CY063921
CY063953
CY036651
CY128934
CY047680
CY128836
CY103324
CY103306
CY047688
CY125654
CY128910
CY103394
CY128812
CY103376
CY103385
CY076541
CY039834
CY080191
CY078979
KF534792
CY077364
CY079035
CY039842
CY044016
CY043968
CY077262
CY038370
CY045423
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A/northern shoveler/Oregon/44336-179/2007(H4NO6)

A/northern shoveler/Alaska/7MP1113/2007
A/Anas discors/New Mexico/A00369794 /2007
A/blue-winged teal/Texas/Sg-00206/2007
A/blue-winged teal/Texas/Sg-00188/2007
A/blue-winged teal/Texas/Sg-00158/2007

A/nortthern pintail/Intetrior Alaska/7MP1067R1/2007

A/blue-winged teal/Texas/Sg-00081/2007
A/blue-winged teal/Texas/Sg-00077/2007
A/blue-winged teal/Texas/Sg-00076/2007

A/American black duck/New Brunswick/02730/2007

A/green-winged teal/New Brunswick/02630/2007
A/mallard/Minnesota/Sg-00133 /2007 (H4NG)
A/Anas cyanoptera/New Mexico/A00440905/2008
A/red knot/New Jersey/Sg-00479/2008

A/ruddy turnstone/New Jersey/Sg-00507/2008
A/shorebird/Delaware Bay/296/2008
A/shorebird/Delaware Bay/312/2008(H4NG)
A/shotrebird/Delaware Bay/446/2008(H4NG)
A/ruddy turnstone/New Jersey/Sg-00506/2008
A/ruddy turnstone/Delaware/Sg-00473/2008
A/ruddy turnstone/New Jersey/Sg-00550/2008
A/ruddy turnstone/Delaware/Sg-00541/2008
A/ruddy turnstone/Delaware/Sg-00539/2008
A/ruddy turnstone/New Jersey/Sg-00542/2008
A/ruddy turnstone/New Jersey/Sg-00552/2008
A/mallard/Minnesota/Sg-00616/2008
A/mallard/Minnesota/Sg-00624/2008(H4NS)
A/mallard/Minnesota/Sg-00697/2008
A/mallard/Minnesota/Sg-00767/2008
A/blue-winged teal/North Dakota/Sg-00706/2008
A/green-winged teal/Minnesota/Sg-00820/2008
A/northern pintail/Notth Dakota/Sg-00749/2008
A/blue-winged teal/North Dakota/Sg-00750/2008
A/blue-winged teal/Minnesota/Sg-01026/2008
A/mallard/Minnesota/Sg-01039/2008

A/nortthern pintail/Interior Alaska/8BM3608/2008
A/mallard/Interior Alaska/8BM3627R1/2008
A/mallard/New Jersey/Sg-00943/2008
A/mallard/New Jersey/Sg-00966/2008
A/mallard/New Jersey/Sg-00941/2008
A/mallard/New Jetsey/Sg-00965/2008
A/mallard/New Jersey/Sg-00939 /2008
A/mallard/New Jetsey/Sg-00760/2008
A/mallard/New Jersey/Sg-00942/2008

CY076469
CY043952
KF537367
CY078329
CY078305
CY078281
CY077404
CY0064241
CY0064209
CY004201
CY129158
CY125397
CY041895
KIF557768
CY144957
CY145112
CY126590
CY127937
CY127991
CY145104
CY145509
CY145404
CY145337
CY145329
CY145345
CY145412
CY140269
CY042643
CY140334
CY140172
CY140112
CY140374
CY140152
CY140164
CY140527
CY140575
CY079661
CY079195
CY145817
CY145825
CY145799
CY145485
CY145791
CY145735
CY145807
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A/northern pintail/Interior Alaska/8BM3658/2008

A/northern shoveler/Interior Alaska/8BM3684/2008(mixed)

A/northern pintail/Interior Alaska/8BM3723/2008
A/ Anas platyrhynchos/New Mexico/A00443608 /2008
A/mallard/California/7766/2008
A/mallard/Wisconsin/080S2261/2008

A/Anas carolinensis/Arizona/A00480494 /2008
A/mallard/Wisconsin/08082254/2008(mixed)
A/mallard/Illinois/08082315/2008

A/Ametican wigeon/Louisiana/Sg-01031/2008
A/northern pintail/Louisiana/Sg-01033/2008
A/northern shoveler/Tllinois/080S3331/2008
A/mallard/California/6772/2008

A/northern shoveler/California/9228/2008
A/northern shoveler/California/9267/2008
A/mallard/California/9573/2008
A/mallard/California/11095/2008

A/northern shoveler/California/10024/2008
A/notthern pintail/Interior Alaska/9BM7799R0/2009
A/northern pintail/Interior Alaska/9BM12153R0/2009
A/mallard/Interior Alaska/9BM8470R0/2009(mixed)
A/mallard/Interior Alaska/9BM1869/2009
A/mallard/Interior Alaska/9BM1807/2009(H4NG)
A/mallard/Interior Alaska/9BM1958/2009
A/mallard/Interior Alaska/9BM1968/2009
A/mallard/Interior Alaska/9BM2239/2009
A/mallard/Interior Alaska/9BM2398R0/2009
A/mallard/Interior Alaska/9BM2606R0/2009
A/mallard/California/5495/2009

A/northern pintail/Interior Alaska/9BM4347R0/2009
A/mallard/California/5192/2009

A /mallard/California/5205/2009
A/mallard/California/5271/2009

A/American green-winged teal/Interior Alaska/9BM5277R0/2009(H4NG6)

A/mallard/Ohio/2031/2009(H4N9)

A/blue-winged Teal/Minnesota/AI09-2389/2009
A/notthern pintail/Interior Alaska/9BM7620R0/2009
A/northern pintail/Intetior Alaska/9BM7496R0/2009
A/notthern pintail/Interior Alaska/9BM8415R2/2009
A/nortthern pintail/Interior Alaska/9BM7972R0/2009
A/northern pintail/Intetior Alaska/9BM8119R0/2009
A/mallard/Interior Alaska/9BM9984R0/2009
A/northern pintail/Interior Alaska/9BM10835R0/2009
A/notthern pintail/Interior Alaska/9BM10749R0/2009
A/mallard/Wisconsin/1538/2009

CY079139
CY079147
CY079669
CY122409
CY039739
CY079324
JNG673246*
CY079566
CY079444
CY140535
CY140551
CY079508
CY094133
CY094317
CY094325
CY 094229
CY094245
CY094341
CY136263
CY136287
CY136296
CY078747
CY078739
CY078771
CY079823
CY079870*
CY130209
CY130272
CY094637
CY135367
CY 094669
CY094677
CY 094605
CY135551
CY097654
CY140695
CY142922
CY142914
CY142978
CY143388
CY142962
CY143452
CY143074
CY143050
CY097285
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A/blue-winged teal/Prince Edward Island/03910/2009(H4N9) CY125573

A/mallard/Ohio/1695/2009 CY097662
A/northern shoveler/Interior Alaska/9BM12314R0/2009 CY143162
A/northern shoveler/Interior Alaska/9BM12519R0/2009 CY143226
A/blue-winged Teal/North Dakota/AI09-3131/2009 CY140796
A/blue-winged teal/Louisiana/A109-4180/2009 CY140927
A/blue-winged Teal/Minnesota/A109-3786/2009 CY140876
A/blue-winged Teal/Minnesota/A109-2977/2009 CY140761
A/mallard/Minnesota/A109-3047 /2009 CY140769
A/American black duck/New Brunswick/03551/2009 CY128500
A/blue-winged Teal/North Dakota/A109-3881,/2009 CY 140903
A/blue-winged teal/New Brunswick/03756/2009(H4N2) CY125581
A/mallard/New Jersey/AI09-6426/2009 CY146521
A/northern shoveler/Wisconsin/2508/2009 CY097430
A/mallard/Wisconsin/2530/2009 CY097446
A/mallard/Wisconsin/2719,/2009 CY097478
A/blue-winged teal/Wisconsin/2741/2009 CY097026
A/blue-winged teal/Wisconsin/3061/2009 CY097219
A/blue-winged teal/Wisconsin/2665/2009 CY097470
A/blue-winged teal/Wisconsin/2753 /2009 CY097042
A/bufflehead/Illinois/4016,/2009 CY096970
A/mallard/Illinois /4124 /2009 CY097542
A/mallard/ Arkansas/AI09-5944/2009(H4NS) CY141033
A/northern shoveler/Interior Alaska/10BM02593R0/2010 CY130429
A/mallard/Interior Alaska/10BM02644R0/2010 CY130437
A/ting-necked duck/Intetior Alaska/10BM05617R0/2010 CY135779
A/mallard/Interior Alaska/10BM06456R0/2010 CY135907
A/American green-winged teal/Interior

Alaska/10BM06728R0/2010(H4N6) CY136043
A/mallard/California/1289/2010(H4NG) CY 094781
A/Ametican green-winged teal/Intetior

Alaska/10BM07000R0/2010(H4NG6) CY136019
A/notthern pintail/Interior Alaska/10BM07242R0/2010(H4NG6) CY143468
A/mallard/Ohio/10081319/2010(H4NG6) CY132133
A/mallard/Interior Alaska/10BM07971R0/2010 CY143532
A/notthern pintail/Interior Alaska/10BM08514R0/2010(H4NG6) CY143620
A/northern pintail/Intetior Alaska/10BM08540R0/2010(H4NG) CY143628
A/nortthern pintail/Interior Alaska/10BM08612R0/2010 CY143644
A/mallard/Interior Alaska/10BM08828R0/2010 CY143660
A/nortthern pintail/Interior Alaska/10BM08903R0/2010 CY143676
A/ted-necked grebe/Minnesota/AI10-2528/2010 CY141105
A/northern pintail/Intetior Alaska/10BM10556R0/2010 CY143844
A /mallard/California/1523/2010 CY120579
A/American black duck/New Brunswick/00473/2010 CY138053
A/American black duck/New Brunswick/00472/2010 CY138914
A/northern pintail/Interior Alaska/10BM12146R0/2010(H4NG) CY144103
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A/mallard/Interior Alaska/10BM12308R0/2010(H4N6)
A/mallard/Michigan/100S81491/2010(H4NG)
A/mallard/Interior Alaska/10CHO00021R0/2010(H4NO6)
A/blue-winged teal/Illinois/100S1561/2010
A/American green-winged teal/Illinois/100S1551/2010
A/American green-winged teal/Illinois/10081598/2010
A/American black duck/New Brunswick/00878/2010
A/mallard/New Brunswick/00854/2010

A/blue-winged teal/Missouri/10MO030/2010
A/blue-winged teal/Missouri/10MO0407/2010
A/blue-winged teal/Nova Scotia/00296/2010
A/blue-winged teal/Nova Scotia/01009/2010
A/mallard/Wisconsin/10082659/2010
A/mallard/Wisconsin/100S3067/2010
A/mallard/Wisconsin/10082918/2010
A/mallard/Towa/10082692/2010
A/mallard/Wisconsin/10083868/2010

A/northern pintail/Mississippi/10084521/2010
A/northern shoveler/California/4020/2011
A/mallard/California/2584V/2011(H4N9)
A/mallard/California/2589P/2011(H4N1)
A/mallard/California/2533V /2011 (H4NG6)
A/mallard/California/2563P /2011 (H4NG)
A/mallard/Ohio/11082047/2011(H4NS)
A/mallard/Ohio/11082083/2011(H4NS)
A/mallard/Ohio/11082095/2011

A/blue-winged teal/Canada/3231/2011

A/blue-winged teal/Missouri/11082585/2011
A/Ametican green-winged teal/Missouri/11082630/2011
A/blue-winged teal/Canada/3237/2011

A/northern pintail/Wisconsin/11083295/2011
A/mallard/Wisconsin/11083407/2011

A/northern pintail/Wisconsin/11083416/2011
A/northern shoveler/Illinois/110S84707/2011
A/mallard/Wisconsin/ 11084204 /2011
A/mallard/Wisconsin/110S3481/2011
A/mallard/Wisconsin/11083491/2011

A/American green-winged teal/Wisconsin/11083592/2011
A/mallard/Illinois/110S4311/2011
A/bufflehead/Maine/287/2011
A/bufflehead/California/3118/2011

A/Ametican green-winged teal/Mississippi/11085903/2011
A/mallard/Ohio/12081418/2012

A /mallard/California/3474 /2012
A/mallard/California/3471/2012

CY144015
CY132117
CY143756
CY132901
CY132893
CY132917
CY139344
CY139319
CY133769
CY133851
CY138006
CY138512
CY133069
CY133258
CY133217
CY133440
CY132768
CY132759
CY134303
CY134231
CY134239
CY133973
CY134117
CY132420
CY132393
CY132549
CY149652
CY166955
CY166144
CY149668
CY166485
CY166589
CY166613
CY167020
CY166410
CY166427
CY1606452
CY166680
CY166378
CY149580
CY134335
CY166832
CY186496
CY157494
CY157486
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A/mallard/California/3460/2012 CY157478
A/blue-winged teal/Missouri/12082519/2012 CY186756
A/blue-winged teal/Missouri/12082402/2012 CY186453
A/blue-winged teal/Ohio/12082244/2012 CY186895
A/blue-winged teal/Ohio/12082293/2012 CY186927
A/blue-winged teal/Ohio/12083128/2012 CY186951
A/American green-winged teal/Wisconsin/12084281/2012 CY187184
A/blue-winged teal/Illinois/12084763 /2012 CY186638
A/mallard/Ohio/12085547/2012 CY187045
A /mallard/Illinois/ 12084808 /2012 CY186716
A/mallard/California/1497/2013(H4NG) CY177409
A/mallard/California/940V/2013(H4NG) CY177101
A/blue-winged teal/Ohio/13081759/2013 KJ527630
A/American green-winged teal/Ohio/13081429/2013(H4NG) KJ527638
A/blue-winged teal/Ohio/13081783/2013 KJ568025
A/blue-winged teal/Towa/13082359/2013 KJ568129
A/blue-winged teal/Iowa/13082357/2013 KJ568105
A/American green-winged teal/Ohio/13082050/2013(H4NG6) KJ567881
A/blue-winged teal/Iowa/13082338/2013 KJ567921
A/blue-winged teal/Towa/13082349/2013 KJ568153
A/duck/Hong Kong/24/1976(H4N2) CY006030
A/duck/New Zealand/31/1976 M25286
A/budgerigar/Hokkaido/1/1977 M25285
A/duck/Hong Kong/229/1977(H4N3) AB292408
A/grey teal/Australia/2/1979 M25284
A/gray teal/Western Australia/1855/1979(H4NG) CY031156
A/duck/Hong Kong/24/1976(H4N2) CY006030
A/duck/New Zealand/31/1976 M25286
A/budgerigar/Hokkaido/1/1977 M25285
A/duck/Hong Kong/229/1977(H4N3) AB292408
A/grey teal/Australia/2/1979 M25284
A/gray teal/Western Australia/1855/1979(H4NG) CY031156
Eurasiay A/duck/Hong Kong/951/1980(H4N1) AB292404
Oceania 4 /quck/Victoria/3/1980 CY094919
A/red-necked stint/Western Australia/4094/1984(H4NS) CY035890
A/duck/Western Australia/8108/1984 CY092161
A/duck/Western Australia/8346/1987 CY092177
A/duck/Victoria/D23/1994(H4N2) CY045247
A/duck/Siberia/701/1996(H4NG6) AB292662
A/duck/Taiwan/wb1/1998(H4N2) GU066542
A/duck/Taiwan/wb14/1998(H4NG) GU066545
A/duck/Taiwan/wb51/1999(H4NG) GU066553
A/duck/Taiwan/wb7/1999(H4NG) GU066543
A/mallard/Netherlands/1/1999(H4NG) CY 060241
A/duck/Taiwan/wb25/1999(H4NG) GU066547
A/Duck/Nanchang/4-165/2000(H4NG) CY006017
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A/shoveler/Buryatiya/1898 /2001
A/duck/Sibetia/378/2001(H4N6)
A/duck/Victoria/2001
A/duck/Taiwan/wb131/2001(H4N8)
A/mallard/Netherlands/12/2001 (H4N2)
A/duck/Mongolia/583/02(H4N7)
A/mallard/Netherlands/1/2002(H4NG)
A/mallard/Sweden/46/2002
A/mallard/Sweden/906/2002
A/mallard/Sweden/1195/2002
A/duck/Taiwan/wb281/2002(H4N06)
A/mallard/Sweden/1705/2002
A/mallard/Sweden/1883/2003
A/mallard/Sweden/2120,/2003
A/mallard/Sweden/7582/2003
A/red-necked stint/Australia/4/2004
A/duck/Shiga/8,/2004(H4NG)
A/mallard/New Zealand/449-66/2004
A/mallard/Sweden/4508/2004
A/mallard/Sweden/4514/2004
A/mallard/Zhal.ong/88/2004(H4NG)
A/mallard/Netherlands/2/2005(H4N2)
A/mallard/Sweden/65/2005(H4N3)
A/mallard/Sweden/7925/2005(H4N6)
A/mallard/Sweden/3715/2004
A/mallard/Yan chen/2005(H4NG6)
A/mallard/Sweden/5640/2005
A/mallard/Sweden/5734/2005
A/mallard/Sweden/5811/2005
A/mallard/Sweden/5803/2005
A/duck/Shimane/13/2006(H4N3)

A/common eider/Netherlands2/2006(H4N8)
A/common pochard/Aktau/1455/2006(H4N6)

A/duck/Taiwan/wb917/2006(H4NG)
A/black-headed gull/Nethetlands/1/2006
A/wild bird/Korea/GS26/2006
A/mallard/Sweden/50041/2006(H4NG)
A/mallard/Sweden/50108/2006

A/rufous-necked stint/Japan/6KS0242/2006(H4NS)

A/mallard/Sweden/50709/2006(H4N5)
A/mallard/Sweden/51198/2006(H4NG)
A/mallard/Sweden/51284 /2006
A/mallard/Sweden/52062/2006
A/mallard/Sweden/52299 /2006
A/mallard/Sweden/52249/2006(H4NG)
A/mallard/Sweden/52405/2006

GU052367
AB295609
CY077433
GU066554
CY060220
AB289333
CY060234
CY060288
CY164256
CY164272
GU066556
CY164320
CY164336
CY164352
CY164536
CY039255
AB304147
CY077505
CY164416
CY164424
F]349247
CY041250
CY041354
CY164544
CY164408
EU880342
CY164432
CY164464
CY164504
CY164496
AB669135
CY076913
FJ434370
GU066563
CY076992
JX454729
CY164552
CY164560
CY089485
CY164568
CY164576
CY164584
CY164830
CY164899
CY164883
CY164155
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A/mallard/Sweden/52371/2006 CY164931

A/mallard/PT/35910-2/2006(H4N6) HM849017
A/duck/Taiwan/wb1162/2006(H4NG) GU066541
A/duck/Taiwan/wb1104/2006(H4N6) GU066565
A/mallard/Netherlands/7/2007 CY076921

A/duck/Mongolia/274 /2007 (H4N3) AB450446
A/wild bird/Korea/Y]117/2007 JX454761

A/mallard/Czech Republic/12652/2007(H4NG) HQ244423
A/mallard/Sweden/59896/2007 CY165058
A/duck/PoyangLake/FB13/2007(H4NG) FJ439566

A/mallard/Sweden/60043 /2007 CY165074
A/mallard/Sweden/68504/2007 CY165098
A/mallard/Sweden/69673/2007 CY165268
A/duck/Korea/DY104/2007 JX454713

A/duck/Jiangxi/22041/2008 KF258950
A/duck/Guangxi/912/2008(H4N2) CY076892
A/mallard/Sweden/75279 /2008 CY165284
A/teal/Chany/769/2008 CY100067
A/goose/Zambia/07/2008(H4NOG) AB569519*
A/wild duck/Korea/SH5-60/2008 JX454753

A/wild duck/Korea/SH5-26/2008(H4NG) JX454745%
A/avian/Japan/8K10185/2008(H4NG) CY079219
A/duck/Moscow/3558,/2008 GU991378
A/mallard/Sweden/79372/2008 CY165393
A/mallard/Sweden/79978/2008 CY165458
A/mallard/Sweden/80299/2008 CY165643
A/mallard/Sweden/80348 /2008 CY165651

A/duck/Hunan/8-19/2009 HQ285886
A/mallard/Sweden/93211/2009 CY165686
A/eurasian wigeon/Mongolia/340V /2009 KF501075
A/mallard/Sweden/99967 /2009 CY165702
A/wild duck/Korea/CSM20-5/2009 JX454698

A /mallard/Sweden/100881/2009 CY165718
A/duck/Taiwan/DC88/2009 KC784987
A/mallard/Sweden/101431/2009 CY165774
A/mallard/Sweden/101632/2009 CY165830
A/duck/India/WB-NIV10736/2009 JX310059

A/chicken/India/WB-NIV101006/2009 JX3100061

A/chicken/India/WB-NIV101018/2009 JX310062

A/wild duck/Korea/CSM4-28/2010 JX454690

A/ruddy shelduck/Mongolia/1682/2010 KF501082
A/ruddy shelduck/Mongolia/1626/2010 KF501060
A/mallard/Czech Republic/13579-84K/2010(H4NO0) JF789618

A/duck/Nanjing/1102/2010(H4NS) KC683703
A/mallard/Sweden/124418/2010 CY166088
A/Khaki Campbell duck/Karachi/NARC-23963/2010 JN714468
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A/duck/Jiangsu/1-15/2011 KC282879

A/mallard/Mongolia/1402/2011 KF501062
A/common teal/Mongolia/1920/2011 KF501091
A/common shelduck/Mongolia/2026/2011 KF501087
A/chicken/Pakistan/NARC-28842/2011(H4N06) KF113545
A/common teal/Mongolia/2299/2011 KF501092
A/duck/Taiwan/DV2359/2011 KJ645713
A/garganey/Republic of Georgia/1/2011 CY185481
A/duck/Thailand/CU-11840T/2011 KJ161945
A/duck/Hunan/S11547/2012 CY146580
A/duck/Hunan/S11313/2012 CY146572
A/duck/Hunan/S11090/2012 CY146548
A/duck/Mongolia/OIE-241/2012 AB780473
A/duck/Guangxi/125D17/2012(H4N2) KJ881013

Tabla X. Secuencias del gen H4 utilizadas para la construccion de los arboles filogenéticos.
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H1

Numero de acceso a

Linaje Strain Genbank
A/mallard/Alberta/42/1977 CY004458
A/duck/Minnesota/1375/1981 CY014733
A/duck/NJ/7717-70/1995 EU026110
A/Turkey/MO/24093/99 AY038014
A/blue winged teal/TX/34/2002 FJ357037
A/mallard/Maryland/170/2002 EU026037
A/mallard/Maryland/42/2003 FJ357128
A/mallard/Alberta/11393/2005 CY095276
A/northern shoveler/California/K168/2005 CY053797

Norteamérica A/mallard/ Alberta/76/2006 CY077150
A/mallard/Interior Alaska/7MP0747/2007 CY078955

A/Stellet's eider/Alaska/44354-321/2007 JE323752
A/mallard/Minnesota/Sg-00579 /2008 CY042636
A/blue-winged teal/Wisconsin/2509/2009 CY097438

A/American green-winged teal/Illinois/3054/2009 CY097195

A/ring billed_gull/Quebec/G066/2010 CY138105
A/American_green_winged_ teal/Wisconsin/10082847/2010 CY133085
A/green_winged_teal/California/2940/2011 CY134319
A/lesser_scaup/Wisconsin/12084408/2012 CY187069
A/mallard/Ohio/13081966/2013 KJ567953
A/duck/NZL/160/1976 CY005735
A/duck/Bavaria/1/1977 AF091313
A/duck/Victoria/23/1981 CYO077677
A/tutkey/Nethetlands/543301/1999 HES802061
A/mallard/Sweden/3/2002 CY060268
A/mallard/Sweden/57/2003 CY060329
A/duck/Hebei/843/2005 FJ536843

. A/duck/Italy /281904 /2006 FJ432770

Eurasiay

Oceania A/duck/Korea/U11/2007 HQO014832
A/Anas crecca/Spain/1404/2007 FN386465

A/Bewick's swan/Netherlands/1/2007 CY076976
A/Egyptian goose/South Africa/AI1448/2007 GQ404705
A/pintail/Akita/1353/2008 AB546167
A/mallard/Korea/KNU YP09/2009 HQ897965
A/duck/Hokkaido/327/2009 AB560965
A/duck/Nanjing/20/2010 HQ336721
A/duck/Zhejiang/0611-15/2011 JN716320

Tabla XI. Secuencias del gen H1 utilizadas para la construccion de los arboles filogenéticos.
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N9

Numero de acceso a

Linaje Strain Genbank

A/mallard duck/ALB/294/1977
A/gull/Maryland/19/1977

A/redhead duck/ALB/357/1983
A/mallard/Wisconsin/2289,/1984

A/ruddy turnstone/NJ/60/1985

A/laughing gull/NJ/72/1985

A/mallard duck/Tennessee/11457/1985
A/black duck/Ohio/239/1986

A/green-winged teal/Ohio/340/1987
A/mallard/Ohio/265/1987

A/ruddy turnstone/DE/637/1988
A/turkey/Minnesota/1/1988
A/mallard/Ohio/173/1990

A/blue-winged teal/Ohio/96/1993
A/pintail/Alberta/22/97
A/duck/Washington/663/1997

A/blue-winged teal/ALB/16/1997
A/mallard/Ohio/209/1998

A/black duck/Ohio/161/1999

A/pintail/ Alberta/84/2000
A/mallard/Alberta/31/2001
A/shorebird/DE/236/2003

A/mallard/ Alberta/245/2003
A/shotebird/DE/68/2004
A/mallard/Maryland /1124 /2005
A/mallard/Missouri/ MO32/2005

A/american black duck/Ohio/1823/2005
A/environment/Maryland/566/2006
A/ruddy_turnstone/Ilha_de_Canelas/A08/2008
>KF772950 | A/wild_bird/Chile/1805/2008
>KF772958 | A/seagull/Chile/5775/2009
A/blue_winged_teal/Prince_Edward_Island/03910/2009
A/ruddy_turnstone/New_Jersey/AI09_1144/2009
A/mallard/New_Brunswick/00879/2010
A/northern_shoveler/Mississippi/11085812/2011
A/mallard/Wisconsin/13082800/2013

Norteamérica

A/duck/Siberia/700/1996
A/pintail/Shimane/324/98
A/Duck/Nanchang/2-0486/2000
A/swan/Shimane/190/2001
A/duck/Hokkaido/W?245/2004

Eurasiay
Oceania
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A/sharp-tailed sandpiper/Australia/6/2004
A/shorebird/Korea/S8/2006
A/mallard/Netherlands/42/2006
A/mallard/Sweden/52903/2006
A/duck/Hunan/1590/2007
A/northern_shoveler/Hong Kong/MPE2531/2008
A/ Anas_crecca/Spain/1460/2008
A/mallard/Czech_Republic/15902_18K /2009
A/duck/Jiangxi/3286,/2009
A/mallard/Czech_Republic/13438_29K /2010
A/northern_shoveler/Hong Kong/MPL.133/2010
A/duck/Jiangxi/22597/2012
A/duck/Nha_Trang/15/2013

Tabla XII. Secuencias del gen N9 utilizadas para la construccion de los arboles filogenéticos.
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Linaje

N8

Numero de acceso a

Strain Genbank

Norteamérica

A/pintail duck/ALB/220/1977(H4NS)
A/turkey/Minnesota/501/1978(H6NS)
A/pintail duck/ALB/121/1979(H7N8)
A/green-winged teal/ALB/438/1979(H3NS8)
A/wood duck/New York/60/1982(H6N8)
A/mallard duck/New York/194/1982(H4N8)
A/blue-winged teal/ ALB/569/1985(H3N8)
A/green-winged teal/Ohio/466,/1987(H3N8)
A/herring gull/DE/677/1988(H2NS)
A/laughing gull/NJ/276/1989(H6NS)
A/mallard/Ohio/64/1989(H6NS)
A/blue-winged teal/Alberta/120/1991(H3N8)
A/mallard/Alberta/76/1994(H6N8)
A/mallard/ALB/206/1996(H6NS)

A/black duck/Maryland/834/2002(H4N8)
A/duck/NY/191255-59/2002(H5N8)
A/mallard/Ohio/654/2002(H3N8)
A/mallard/Maryland /2022 /2005(H6NS)
A/pintail/Alaska/49,/2005(H3NS)

A/longtail duck/Maryland/291/2005(H3N8)

Eurasiay
Oceania

A/duck/Ukraine/1/1963(H3N8)
A/quail/Italy/1117/1965(H10NS8)
A/shearwater/Australia/2/1972 (H10NS)
A/cockatoo/England/1972(H4NS)
A/duck/Chabarovsk/1610/1972(H3N8)
A/duck/Hong Kong/438/1977(H4NS)

A/Duck/Hokkaido/8/1980 (H3N8)
A/red-necked stint/Western Australia/4923/1983
(H3NB)

A/black-headed gull/Netherlands/1/2000(H13N8)
A/duck/Siberia/100/2001(H3N8)
A/duck/Victoria/5384/2002 (H4NS)

A/wild bitd feces/Korea/ES1-9/2003(H10NS8)
A/duck/Norway/1/2003(H3N8)

A/red-necked stint/ Australia/3/2004 (H4NS)
A/duck/Beijing/40/2004(H3N8)
A/duck/Eastern China/90/2004(H3N8)
A/duck/Eastern China/18/2005(H3N8)
A/black-headed gull/Nethetlands/1/2005(H6NS)
A/ Anas plathyrhynchos/Spain/0454/2006(H3N8)
A/mallard/Finland/12072/2006(H3N8)
A/mallard/Netherlands/33/2006(H7N8)
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A/duck/Spain/539/2006(H6NS)
A/gadwall/Altai/1328/2007 (H3N8)
A/turnstone/Netherlands/1/2007(H3N8)

Tabla XIII. Secuencias del gen N8 utilizadas para la construccion de los arboles filogenéticos.
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N7

Numero de acceso a

Linaje Strain Genbank
A/redhead duck/ALB/767/1984 CY005215
A/herring gull/Delawate Bay/433/1986 CY117455
A/laughing gull/New Jersey/798/1986 CY101384
A/duck/Alaska/702/1991 AB450436
A/shorebird/Delaware_Bay/285/1994 CY185823
A/mallard/Alberta/2/1995 CY136866
A/shorebird/Delaware_Bay/31/1996 CY102190
A/ruddy turnstone/Delawatre Bay/261/1999 CY102534
A/mallard/Maryland/209/2001 GQ257465
A/mallard/ Alberta/150/2002 CY137468
A/ruddy_turnstone/New_Jersey/AI03_128/2003 CY144541
A/ruddy_turnstone/N]J/350/2004 EU743404

Norteamérica A /mallard/PT/14683/2006 HM849014
A/ting necked_duck/Michigan/588/2006 CY081326
A/cinnamon teal/California/ HKWF1111C/2007 CY094439
A/common murre/Oregon/20361-001/2007 CY076103
A/American wigeon/California/ HKWF450/2007 CY032910
A/northern shoveler/California/ HKWF1021,/2007 CY033326
A/American green-winged teal/Illinois/080S2713/2008 CY079470
A/mallard/ California/9704 /2008 CY093665
A/mallard/Mississippi/329/2010 CY097696
A/American_green_winged_teal/Wisconsin/11083499/2011 CY166188
A/northern_shoveler/Arkansas/120S112/2012 CY167128
A/American_green_winged_teal/Ohio/13082070/2013 KJ568379
A/chicken/Delaware/10851/2014 KM244102
A/chicken/Victoria/1/1985 CY025071
A/duck/Shimane/45/1997 AB296079
A/duck/Taiwan/4201/99 AB450450
A/duck/Mongolia/583/02 AB289334
A/mallard/Sweden/109/2002 CY122033
A/mallard/Sweden/111/2002 CY122041
A/chicken/Netherlands/03010132/03 EF015553

. A/mallard/Denmark/64650/03 AY531030
Eurasiay
Oceania  A/mallard/Denmark/64650/2003 AY531030
A/ Anas crecca/Germany/Wv177/05 AM933237
A/Anas_crecca/Germany/Wv177/05 AM933237
A/Anser_anser/Germany/R752/06 AM933236
A/mallard/Sweden/59463 /2007 CY183793
A/duck/Hokkaido/W90/2007 AB450445
A/mallard/Korea/GH170/2007 FJ 750866
A/mallard/Manitoba/23912/2007 CY047690
A/mute swan/Hungary/5973/2007 GQ240815
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A/duck/Chiba/13/2008 AB472061

A/mallard/Sweden/100993/2008 FJ803196
A/wild_duck/Jiangxi/19831/2009 KF259624
A/mallard/Republic_of_Georgia/1/2010 CY185419
A/common_teal/Hong Kong/MPL634/2011 KF259637
A/goose/Guizhou/829/2012 KF259619
A/black_headed_gull/Republic_of_Georgia/7/2012 CY185651
A/duck/Zhejiang/465/2013 KF357789

Tabla XIV. Secuencias del gen N7 utilizadas para la construccion de los arboles filogenéticos.
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N6

Numero de acceso a

Linaje Strain Genbank
A/duck/Minnesota/110/1974 CY180470
A/blue_winged_teal/Wisconsin/123/1978 CY181259
A/mallard_duck/ALB/676/1979 CY004123
A/green_winged_teal/Wisconsin/121/1980 CY180862
A/blue-winged teal/MN/993/1980 CY005883
A/blue_winged_teal/ALB/266/1982 CY004164
A/mallard/Wisconsin/1944 /1983 CY178505
A/mallard/Pennsylvania/9001 /1984 CY117335
A/mallard/Ohio/83/1986 CY015469
A/mallard/Ohio/156/1990 CY017711
A/blue-winged teal/ALB/293/1994 CY004905
A/mallard/ALLB/49/1995 CY004913
A/mallard/Minnesota/192/1999 FJ517306
A/mallard/Minnesota/313/2000 GU051241

Norteamérica A /mallard/Alberta/35/2001 CY102682
A/blue-winged teal/Alberta/293/2003 CY004955
A/Northern shoveler/NC/6412-052/2005 GU186476
A/blue-winged teal/Ohio/1714/2005 CY081318

A/American black duck/New Brunswick/19347/2006 CY045305

A/American wigeon/Minnesota/Sg-00231/2007 CY042250

A/Stellet's eider/Alaska/44354-138 /2007 JE323782
A/blue-winged teal/North Dakota/Sg-00753/2008 CY054516

A/ruddy turnstone/New Jersey/Sg-00506/2008 CY038142

A/blue-winged teal/Wisconsin/2753,/2009 CY097044
A/mallard/California/1297/2010 CY120685
A/mallard/California/2590V /2011 CY134257
A/blue_winged_teal/ Guatemala/CIP049H106_62/2011 KJ195670
A/mallard/Ohio/12082351/2012 CY186816
A/mallard/California/ 1324V /2013 CY177119
A/duck/Czechoslovakia/1956 AB295612
A/duck/England/1/1956 AB288846
A/thick_billed_murre/Alaska/222/1976 CY179621
A/gull/Maryland/704/1977 CY089639

A/duck/Hong Kong/147/1977 CY005641

Eurasiay A/duck/Potsdam/2216_4/1984 CY005774
Oceania A/Larus argentatus/Astrakhan/458/1985 EU580570
A/tred_knot/Delaware/541/1988 CY101484

A/herring gull/New_Jersey/159/1990 CY101621
A/shorebird/Delaware/224/1997 CY015148
A/wild_duck/Taiwan/WB2/1998 GU396878
A/duck/Siberia/272/1998 AB284990
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A/pochard/Butryatiya/1903 /2000 U052376

A/wild_duck/Taiwan/WB28 /2000 GU396879
A/duck/Nanchang/4-165/2000 CY005488
A/duck/Siberia/378/2001 AB295610
A/environment/Korea/CSM3/2002 JN087014
A/mallard/Germany/Wv1806-09k/03 AM933235
A/duck/Korea/T.PM38/2005 EU301292
A/mallard/Notrway/10_1334/2006 FM179763
A/common pochard/Aktau/1455/2006 FJ434372
A/duck/Fujian/3796/2006 CY109532
A/Mongolian gull/Mongolia/405/2007 GQ907320
A/mallard/Altai/1208 /2007 CY049766
A/duck/Fujian/145/2007 CY110652
A/avian/Japan/8KI10185/2008 CY079221
A/glaucous-winged gull/Southcentral

Alaska/9JR0769R0/2009 CY070876
A/duck/Eastern China/7/2009 JF965325
A/duck/Mongolia/OIE-7438/2011 AB701295
A/black_headed_gull/Republic_of Georgia/1/2012 CY185327
A/duck/Zhejiang/D1_3/2013 KJ439878
A/muscovy_duck/Vietnam/LBMG687/2014 1.C000590

Tabla XV. Secuencias del gen N6 utilizadas para la construcciéon de los arboles filogenéticos.
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N3

Numero de acceso a

Linaje Strain Genbank
A/blue-winged teal/ALB/295/1977 CY005017
A/blue-winged teal/Alberta/604/1978 CY120779
A/chicken/New York/28263/1989 CY014911
A/blue-winged teal/ALB/136/1990 CY004898
A/mallard duck/ALB/191/1990 CY004236
A/chicken/NY/12273-11/1999 HQ541712
A/cinnamon_teal/Bolivia/4537/2001 DQ525412
A/blue winged teal/TX/34/2002 FJ357039

Norteamérica A /blue-winged teal/Barbados/21/04 DQ236167
A/cinnamon teal/California/44287-659/2007 CY076463
A/American black duck/NB/2538/2007 EU500854
A/American coot/Mississippi/0908615/2009 CY079406
A/American green-winged teal/Illinois/2479/2009 CY097205
A/northern_shoveler/Arkansas/120S8160/2012 CY167153
A/American_green_winged_ teal/Mississippi/1208311/2012 CY167194
A/northern_shoveler/Illinois/120S84951/2012 CY186750
A/blue_winged_teal/lowa/13082316/2013 KJ568347
A/tern/South Africa/1961 GU052824
A/turkey/England/1963 CY015067
A/duck/Getmany/1215/1973 AY207522
A/pintail/Primorie/625/76 AY207518
A/duck/Hong Kong/22A/1976 AB292411
A/duck/Hong Kong/229/1977 AB292409
A/duck/Rugen/79-6/1981 CY117109
A/Peking duck/Heinersdorf/648-4/1986 CY117181
A/mallard/Ireland/PV46B/1993 AB303078
A/bantam/Nanchang/9-366/2000 CY005447
A/mallard/Netherlands/12/2000 GU053032

. A/chicken/Chakwal/NARC-35/2001 FJ577520

Eurasiay o

Oceania A/northern_pintail/Sweden/1/2003 CY122109
A/mallard/Sweden/1883/2003 CY164338
A/duck/Eastern_China/395/2003 EU429704
A/duck/Italy/775/2004 CY 024748
A/mallard/Sweden/51/2005 CY122173
A/bat headed goose/Mongolia/143/2005 GQ907288
A/duck/France/05054a/2005 AMO040151
A/wild_duck/Jiangxi/10179/2005 KF259613

A/spot-billed duck/Korea/KNU SYG06/2006 JEF800146
A/Petdix perdix/Germany/R44/06 AM933234
A/aquatic_bird/Korea/w209/2007 GU361345

A/common teal/Netherlands/2/2008 CY122286
A/duck/Hokkaido/327/2009 AB560966
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A/northern shoveler/Georgia/1/2010 CY121985

A/duck/Nanjing/20/2010 HQ336722
A/mallard/Netherlands/29/2010 CY122294
A/black_headed_gull/Republic_of_Geotgia/5/2011 CY185319
A/duck/Zhejiang/5/2011 JX051231

Tabla XVI. Secuencias del gen N3 utilizadas para la construccion de los arboles filogenéticos.
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N2

Numero de acceso a

Linaje Strain Genbank
A/mallard_duck/ALB/250/1978 CY004001
A/duck/Pennsylvania/10218/1984 AB295604
A/mallard_duck/ALB/10/1985 CY004188
A/mallard_duck/ALB/294/1987 CY004525
A/chicken/Connecticut/13657/1990 CY116909
A/pheasant/MD/4457/1993 EU743115
A/chicken/New_Jersey/13839_17/1995 CY117053
A/shotrebird/Delaware_Bay/91/1996 CY127383
A/guineafowl/New_York/13820_3/97 AY?254139
A/mallard/Minnesota/371/1998 FJ517302
A/green_winged_teal/Ohio/81/1999 CY017847
A/mallard/Maryland/302/2001 GU053469

Norteamérica A /mallard/Ohio/666/2002 CY020783
A/duck/NY/191255_79/02 AY300944
A/Japanese_quail/ CA/K0401010/2004 EU182267
A/blue_winged_teal/Ohio/1387/2005 CY021863
A/quail/New_York/89641/2005 CY034392
A/mallard/BC/373/2005 DQY85168
A/muscovy_duck/New_York/23165_13/2005 CY033227
A/ruddy_turnstone/New_Jersey/AI06_539/2006 CY144701
A/waterfowl/Colorado/476466_3/2007 GQ923383
A/mallard/Minnesota/Sg_00949/2008 CY140485
A/mallard/New_Jersey/AI09_5405/2009 CY146507
A/green_winged_teal/California/6588/2009 CY157512
A/notthern_pintail/Wisconsin/11083295/2011 CY166487
A/duck/Hokkaido/5/1977 AB277755
A/duck/Nanchang/1749/1992 Y005532
A/duck/Victoria/D23/1994 CY045249
A/chicken/Korea/25232_96006/1996 KF188388
A/chicken/Italy/330/1997 GU052405
A/pheasant/Ireland/PV18/97 AF508581
A/duck/Hokkaido/49/98 AB251944

. A/white_fronted_goose/Nethetlands/22/1999 CY121961
Eurasiay .

Oceania A/Pekin_duck/France/43/00 AJ574902
A/duck/Mongolia/54/2001 AB298276
A/duck/Shantou/1706/2002 HM144624
A/duck/Eastern_China/262/2002 EU429743
A/duck/Italy/4609/2003 CY031030
A/mallard/New_Zealand/449_68/2004 CY077515
A/duck/Denmark/65047/2004 DQ251448
A/duck/Hainan/4/2004 AY706954
A/duck/Shantou/6847 /2004 HM144655
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A/mallard/Netherlands/26/2005 CY041420

A/duck/Guangxi/51/2005 EU086236
A/mallard/Netherlands/71/2006 CY041396
A/mallard/Hei_Longjiang/131/2006 EF634342
A/duck/Tasmania/277/2007 CY033163
A/aquatic_bird/Korea/w191/2007 GU361246
A/avian/Israel/314/2008 FJ464618
A/mallard/Sweden/79316/2008 CY165337
A/common_gull/Norway/10_1313/2009 HE802717
A/ruddy_shelduck/Mongolia/590C2/2009 KF667701
A/mallard/Sweden/100633/2009 JX566230
A/mallard/Finland/13977/2010 F183635

A/mallard/Jiangxi/1_19/2010 CY098256
A/white_faced_whistling_duck/Colombia/1/2011 KC703339
A/black_bellied_whistling_duck/Colombia/1/2011 KC703331
A/duck/Jiangsu/1_15/2011 K(C282881
A/great_black_backed_gull/Iceland/1110/2011 CY 149350
A/turkey/Italy/12vir6607_9/2012 JX826513
A/duck/Hokkaido/WZ68/2012 AB812745

Tabla XVII. Secuencias del gen N2 utilizadas para la construccion de los arboles filogenéticos.
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N1

Numero de acceso a

Linaje Strain Genbank
A/blue-winged teal/ALB/452/1983(H3N1) CY004636
A/Black Duck/Ohio/194/1986 CY017767
A/blue-winged teal/Alberta/141/1992 CY014568
A/Pekin robin/California/30412/1994 GU052924
A/duck/NY/15024_21/1996 EF607904
A/shotebird/Delaware_Bay/138/1997 CY117527
A/mallard/ Alberta/47/98 AY633286
A/green_winged_teal/Ohio/72/1999 CY017719
A/mallard/Minnesota/550/2000 GU050745
A/blue-winged teal/Texas/82/2001 GU050759
A/ruddy_turnstone/Delaware/413/2002 GU050773
A/laughing gull/Delawate_Bay/5/2003 CY102722

Norteamérica A/mallard/ Alberta/192/2004 CY102786
A/mallard/Manitoba/458/2005 EF426681
A/ruddy_turnstone/Delaware/291/2006 CY047021
A/shorebird/Delaware/554/2007 CY077176
A/Stellet's eider/ Alaska/44354-187/2007 JE323779
A/Ametican wigeon/California/8670/2008 CY 093840
A/Steller's eider/ Alaska/44422-107 /2008 JE323777
A/Ametican green-winged teal/Wisconsin/2743/2009 CY097504
A/blue-winged teal/Wisconsin/2649/2009 CY097464
A/Ametican_wigeon/Missouri/10054752/2010 CY133426
A/American_black_duck/Wisconsin/11083191/2011 CY166899
A/northern_shoveler/Arkansas/120S158/2012 CY167145
A/blue_winged_teal/Ohio/13082037/2013 KJ567947
A/semi_palmated_sandpiper/Brazil/43/1990 CY005415
A/ African starling/England/983/79 AJ416629
A/softbill/South Africa/142/92 AY207538
A/Goose/Guangdong/1/96 AF144304
A/Teal/Hong Kong/W312/97 AF250481
A/pheasant/Hong Kong/SH39/99 AJ410557
A/gteylag_goose/Nethetlands/4/1999 CY060200
A/chicken/Italy/1067/1999 AJ416627

Eurasiay A/guinea_fowl/Italy/1766/2000 KF493429
Oceania A/Quail/Nanchang/12_340/2000 AY180836
A/mallard/France/2526,/2001 AJ697874
A/duck/Mongolia/47/2001 AB302788
A/Chicken/Hong Kong/317.5/2001 GU052083
A/Mallard/France/D-691/02 AJ697877
A/Ck/Indonesia/PA/2003 AY651433
A/Ck/Thailand/73/2004 AY0651438
A/Ck/Viet Nam/38/2004 AY651453
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A/Bat-headed Goose/Qinghai/65/05 DQ095662

A/Chicken/Yunnan/493/05 DQ095665
A/Cygnus olor/ Astrakhan/Ast05-2-10/2005 DQ440579
A/Ardea cinerea/Slovenia/185/06 AM911091
A/chicken/Afghanistan/1573-65/2006 CY020631
A/Cygnus olot/Italy/742/2006 DQ533581
A/Anas crecca/Spain/1404/2007 FN386474
A/Japanese white-eye/Hong Kong/737/2007 CY036079
A/Peking duck/Germany/R1959/2007 FM165532
A/chicken/Egypt/0836/2008 CY041292
A/Muscovy duck/France/09010/2009 JN860174
A/bat-headed goose/Mongolia/X54/2009 AB523367
A/chicken/England/1415-51184/2010 JQ609665
A/black_headed_gull/Republic_of_Georgia/2/2011 CY185523
A/European_teal/Novosibirsk/203/2011 KF462363
A/duck/Hokkaido/W26/2012 AB780370
A/duck/Cambodia/46W2M4 /2013 KF001428
A/muscovy_duck/Vietnam/L.BM636/2014 AB979497

Tabla XVIII. Secuencias del gen N1 utilizadas para la construccién de los arboles filogenéticos.
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