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SALUD ANIMAL E INOCUIDAD DE LOS ALIMENTOS

DIAGNOSTICO DEL VIRUS INFLUENZA AVIAR TIPO*A” MEDIANTE LA REACCION EN CADENA DE
LA POLIMERASA CON TRANSCRIPCION REVERSA EN TIEMPO REAL (RRT-PCR) Y COMPARACION
CON EL AISLAMIENTO VIRAL MEDIANTE LA INOCULACION EN HUEVOS EMBRIONADOS SPF.

DIAGNOSIS OF AVIAN INFLUENZA VIRUS TYPE "A" BY REAL-TIME REVERSE TRANSCRIPTASE
PCR (RRT-PCR) AND COMPARISON WITH VIRUS ISOLATION BY INOCULATION OF EMBRYONATED
SPF EGGS.
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INTRODUCCION: La Influenza Aviar (IA) es una enfermedad viral altamente contagiosa que afecta a todas las especies
aviares, es de curso muy @Apido y su Unico diagnoéstico confirmatorio es el Aislamiento Viral mediante la Inoculacién en
Huevos Embrionados SPF, técnica que demora aproximadamente 2 semanas en obtener resultados.

En este estudio se describe el montaje, la implementacién, y la aplicacién de un RT-PCR de tiempo real (RRT-PCR), para el
diagnéstico del virus Influenza Aviar tipo “A” basado en el gen matrix y su subtipificacion mediante hemoaglutininas en
subtipos H5 y H7. Ademéas su desempefio fue comparado con el Aislamiento Viral mediante la Inoculacbn en Huevos
embrionados SPF (AV) y subtipificacién de hemoaglutininas.

MATERIALES Y METODOS: Este estudio fue realizado durante el afio 2002 usando la informacién y muestras recopiladas
por el SAG durante el brote chileno de Influenza Aviar. Se analizaron 1249 muestras de térulas cloacales y traqueales en
total mediante las técnicas diagndsticas de RRT-PCR gen Matrix y AV. La extraccion de ARN fue llevada a cabo con el mini
kit RNeasy de Qiagen y la RT-PCR en un solo paso con el kit OneStep? RT-PCR de Qiagen. Las muestras positivas
mediante RRT-PCR gen Matrix, se analizaron por RRT-PCR subtipo H7 y/o subtipo H5 usando una serie de sondas de
hidrélisis y partidores especificos disefiados por el Southeast Poultry Research Laboratory (S.E.P.R.L.) USDA ARS
utilizando el equipo SmartCycler. En el AV se usaron huevos embrionados de 9 a 11 dias de incubacién. Las muestras
positivas al AV fueron subtipificadas mediante las #cnicas de inhibicion de la hemoaglutinina y de la neuroaminidasa en los
laboratorios de referencia DVL, NVSL, USDA, USA y CVL, Weybridge, UK. Los analisis de los resultados comparativos se
obtuvieron mediante el Test de McNemar como método estadistico.

RESULTADOS Y DISCUSION: Los principales resultados obtenidos pueden resumirse en la tabla N° 1.

TablaN°1 Aislamiento Viral
Comparacién de resultados Positivo Negativo Total
Positivo 62 6 68
RRT-PCR Neagativo 0 1181 1181
Total 62 1187 1249

El ndmero total de muestras fue de 1249 y en los resultados se ve una concordancia de 1243 muestras (99,5%) y una
discordancia de 6 muestras (0,48%) entre las técnicas analizadas. De las 6 muestras con resultados diferentes en los
ensayos, las 6 fueron positivas al RRT-PCR y negativas al aislamiento viral. Estas diferencias podrian ser explicadas al
menos en parte, debido a que elaislamiento viral detecta s6lo virus vivo, y no virus que haya sido inactivado durante la toma
de muestra, transporte y/o por la accién de desinfectantes (lo cual es nds o menos frecuente en muestras del medio
ambiente), mientras que la RRT-PCR podria potencialmente detectarlas. Ademas, no todos los virus influenza se adaptan
inmediatamente para un crecimiento de titulos detectables en dos pasajes de huevos embrionados.

Con los resultados obtenidos se calculd: Sensibilidad=100%, Especificidad=99,5%, Valor predictivo positivos=99,17%, Valor
predictivo negativos=100% y el valor resultante del Test de Mc Nemar, con un nivel de significancia de a=0,05% fue de

X2=4,16667, lo que indica que ambas técnicas estan asociadas.

Los resultados de la subtipificacion obtenidos mediante la RRT-PCR en Chile corresponden en un 100% a los obtenidos en
los laboratorios de referencia en el extranjero.

CONCLUSIONES: Los resultados obtenidos en este estudio indican que existe una alta asociacion entre ambas técnicas en
el diagnéstico del virus Influenza Aviar tipo “A”, siendo el ensayo de RRT-PCR una prueba altamente sensible y especifica.
Por lo tanto, es una excelente alternativa diagnéstica al aislamiento viral, pudiendo ser aplicada velozmente y a gran escala.

Hubo una buena correlaciéon entre los ensayos RRT-PCR subtipos H7 y H5, sin embargo, seria recomendable analizar un
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mayor nimero de muestras para obtener una mayor confiabilidad de los resultados.

Este estudio de RRT-PCR fue desarrollado como una herramienta preliminar para obtener informaciéon @&pida y de calidad
para ser usada como screening de Influenza Aviar en planteles comerciales y para aves vivas de mercado.

Ademas, la RRT-PCR es una técnica diagnéstica que podria emplearse para pruebas de control de calidad e inocuidad de
productos biolégicos aviares como vacunas importadas que potencialmente puedan estar contaminados con virus Influenza.
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