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Resumen

Las enfermedades virales que afectan a las aves, sefialan una gran problematica para la salud
publica y el ecosistema. Los recientes brotes de influenza aviar podrian tener grandes
consecuencias en las Islas Galapagos, debido a su fragilidad ambiental y a la biodiversidad
Unica que albergan las islas. La falta de conocimiento, la escasez de informacion, el cambio
climatico y los recursos limitados, hacen que el archipiélago constituya un punto de estudio
crucial sobre las enfermedades transmitidas por vectores, que pueden llegar a propagarse a nivel
mundial. Debido a que, el analisis de los virus en aves silvestres es complejo. La presente
investigacion busca diagnosticar el subtipo de influenza aviar A (H5) en una colonia de albatros
de las Galapagos (Phoebastria irrorata) que habitan en la Isla Espafiola. Los datos estadisticos
destacan informacion sobre la influenza aviar, al obtener correlaciones bajas entre las variables
frecuencia respiratoria - frecuencia cardiaca (r = 0,40), frecuencia cardiaca - temperatura
corporal (r = 0,20), para comprender el estado de salud de las aves. Ademas, esta revision busca
puntualizar la futura investigacion de enfermedades infecciosas en aves endémicas del
archipiélago para su conservacion, y la implementacion de medidas estrictas para reducir la
posibilidad de pandemias por causa de virus zoonoticos.

Palabras clave: albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata), influenza aviar, virus,

Z0ooNosis.



Abstract

Viral diseases affecting birds pose a major problem for public health and the ecosystem. Recent
outbreaks of avian influenza could have major consequences in the Galapagos Islands due to
their environmental fragility and unique biodiversity. Lack of knowledge, scarcity of
information, climate change and limited resources make the archipelago a crucial study point
for vector-borne diseases that have the potential to spread globally. Because the analysis of
viruses in wild birds is complex. The present investigation seeks to diagnose avian influenza
subtype A (H5) in a colony of Galapagos albatrosses (Phoebastria irrorata) inhabiting
Espafiola Island. Statistical data highlight the information on avian influenza, obtaining low
correlations between the variables respiratory frequency-heart rate (r=0.40), between heart rate-
body temperature (r=0.20), to understand the health status of the birds. In addition, this review
seeks to point out future research on infectious diseases in endemic birds of the archipelago for
their conservation, and the implementation of strict measures to reduce the possibility of

pandemics caused by zoonotic viruses.

Key words: the Galapagos albatross (Phoebastria irrorata), avian influenza, virus, zoonosis.
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CAPITULO |

Antecedentes

1.1.Introduccién

La influenza aviar es una enfermedad viral; altamente contagiosa que afecta a
muchas especies de aves. Esta enfermedad ha causado creciente preocupacién debido a
su potencial zoonético y la alta tasa de mortalidad asociada en humanos (Cui et al.,

2022).

Las aves participan de forma eficaz en la transmisién y diseminacion de
enfermedades al actuar como hospedadores amplificadores (Angeletti & Yantorno,
2023). En las aves acuaticas, como albatros, pingliinos y piqueros patas azules circulan
virus con variabilidad genética diversa que consideran su reservorio natural, sin
embargo, no experimentan signos de la enfermedad o padecen sintomas leves. Los virus
en aves se replican tanto en el tracto respiratorio e intestinal de forma normal, y se
eliminan en el ambiente donde otros huéspedes se infectan (World Organisation for

Animal Health (WOAH, 2023).

Los virus que se encuentran en calidad de reservorio en aves silvestres acuaticas
pueden infectar a otras especies de aves, incluidas las aves terrestres. Ademas, puede
afectar a mamiferos como perros, cerdos, mamiferos marinos, incluido el ser humano

(Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades, 2023) .

La globalizacién en las ultimas décadas ha contribuido a la dispersion y
aparicion de nuevos virus de influenza que amenazan la salud humana y animal, los

cuales tienen la capacidad de propagarse rapidamente por todo el mundo, lo que



enmarca la urgencia de reconocer y estimar los factores de riesgo asociados con las aves

como vectores de enfermedades (Morano et al., 2021).

Desde noviembre de 2022 a la fecha, el Ecuador ha atravesado un estado de
emergencia zoosanitaria establecido por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia,
(MAG) tras detectarse influenza aviar H5 en aves de corral de granjas avicolas, y nuevos
casos en diferentes zonas del pais, siendo esta enfermedad un desafio significativo para
lasalud publica, la conservacion de especies en peligro, el sector productivo, etc. (Fondo

de Inversion Ambiental Sostenible, 2018).

Mientras tanto, el comunicado del Ministerio de Agriculturay Ganaderia (MAG)
indica que el monitoreo y la vigilancia técnica es esencial para detectar oportunamente
los casos. Tras la amenaza de enfermedades emergentes, la avifauna de las Islas
Galapagos se ha visto afectada por la llegada de la influenza aviar desde septiembre del
2023, en donde se dio a conocer mediante un informe emitido por los guias de la
Direccion del Parque Nacional Galapagos la existencia de aves muertas y otras con
sintomas, en la Isla Genovesa Wolf y San Cristobal (Punta Pitt). Bajo esta amenaza, la
Direccion del Parque Nacional Galapagos (DPNG) hace una reunion con las
instituciones que conforman el Comité de influenza aviar, que son, la Agencia de
Control y Regulacion de la Bioseguridad y Cuarentena para Galapagos (ABG), el
Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), el Consejo de Gobierno del Régimen
Especial de Galapagos (CGREG) y la Fundacion Charles Darwin, quienes accionaron

de forma inmediata (Jiménez-Uzcéategui G. , 2023).

En este contexto, la vigilancia epidemioldgica en poblaciones de aves acuéticas,

como los albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata), es crucial para la deteccion



temprana de brotes de influenza aviar y la implementacion de medidas de control para
proteger la salud publicay la conservacion de la biodiversidad (Simancas-Racines et al.,

2023).

El albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata) considerada el ave mas
grande del archipiélago. Hace una década se estim6 una poblacion entre 33.000 —
35.000 individuos, pero las investigaciones sobre su supervivencia y amenazas

muestran disminuciones poblacionales (Jiménez - Uzcategui G. , 2018).

El albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata) es una especie bioindicadora
ecotoxicoldgica, dado al encontrarse al tope de la cadena alimentaria muestra una
bioacumulacién enddgena, asi como una bioacumulacion exdgena por la capacidad de
absorber metales pesados presentes en el aire o que proceden de corrientes marinas.
Ademas, esta especie centinela desempefia un papel crucial al funcionar como una
advertencia tangible de los cambios en el ecosistema, debido a su sensibilidad frente al

fendmeno El Nifio (Jiménez - Uzcategui G. et al., 2019).

El propdsito de esta investigacion fue conocer la situacion actual de las aves
endémicas de la Isla Espafiola, Galapagos, con un enfoque particular en los albatros de
las Galapagos (Phoebastria irrorata), especies en peligro critico. De la misma manera
ampliar proyectos de proteccion y conservacion, debido a la necesidad de examinar las

condiciones de bienestar y salud de estos animales.



1.2.

Problema de investigacion

En las Islas Galapagos periddicamente se realizan controles y monitoreos para
conocer las condiciones de bienestar y salud de las especies. Por medio de los guias
naturalistas de la Direccion del Parque Nacional Galapagos (DPNG) se inform¢ la
presencia de aves infectadas con el virus de la influenza aviar en islas Wolf, Genovesa
y San Cristobal (en Punta Pitt), lo cual causo alerta al Comité de influenza aviar, lo que
llevé a realizar un andlisis exhaustivo en las islas mencionadas incluyendo la Isla
Espafiola, sitio donde habitan varias especies de aves marinas endémicas (Fondo de

Inversion Ambiental Sostenible, 2018).

El albatros de las Galdpagos (Phoebastria irrorata) se encuentra catalogado como una
especie en Peligro Critico (CR) de la Lista Roja de las Especies amenazadas a nivel
mundial, es considerada una especie endémica para el Ecuador, con una mayor
concentracion poblacional en la Isla Espafiola. Dada su situacion de vulnerabilidad,
requiere atencidn especial, es imperativo realizar estudios para comprender su estado de
salud y aplicar medidas preventivas contra la propagacion del virus de influenza aviar,

para garantizar su supervivencia y conservacion (Freile et al., 2019).

Es relevante resaltar que esta investigacion busca centralizar el estudio molecular del
subtipo (H5) de influenza aviar tipo A, y evaluar el estado epidemiolégico de una
colonia de albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata) de la Isla Espafiola,
Galapagos. Adquiriendo informacion esencial para comprender las amenazas que

enfrenta la especie e implementar medidas de prevencion efectivas.



1.3.Justificacion

La deteccion del virus de influenza aviar en especies de aves acuaticas se
considera un punto importante para la implementacion de medidas de control y
prevencion del virus, reduccion del riesgo de transmisién a humanos y el monitoreo
epidemioldgico. Ademas, para salvaguardar la salud publica, la riqueza natural y evitar
asi la afectacion ambiental, turistica y econdmica de las islas Galdpagos (Alto &

Moderado, 2023).

Las aves acuaticas de laguna son el principal reservorio natural de la mayoria de
los subtipos de los virus de la influenza aviar. En este sentido, las enfermedades que
causan mayor problema a las aves son de origen virico. Por ende, es fundamental
investigar su patogenicidad para lograr la deteccion temprana del virus, asi se evita el

riesgo de contagio o graves tasas de mortalidad (Alto & Moderado, 2023).

Al realizar la investigacion sobre influenza aviar, se contribuye a la valoracion
y al diagndstico viroldgico del estado de salud de los albatros de las Galapagos
(Phoebastria irrorata), permitiendo de esta manera aportar con informacion de la
presencia o ausencia del virus. Dado a que es uno de los primeros aportes relacionados
con influenza aviar. Se aporta con datos que serviran para tomar acciones oportunas a

fin de evitar la propagacion de la enfermedad.



1.4.Delimitacion
La investigacion se llevé a cabo en Punta Suarez, zona ubicada al oeste de la Isla

Espafiola, Archipiélago de Galapagos (1°22'00”S 89°41'00"0)

Las muestras bioldgicas fueron transportadas y analizadas en el laboratorio de
Biologia Molecular de la Agencia de Regulacion y Control de la Bioseguridad y

Cuarentena para Galapagos - LabGal, Isla Santa Cruz.
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Figura 1. a) Planeta tierra, b) Archipiélago de Galapagos, c) Isla Espafiola (area de estudio)


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Isla_Espa%C3%B1ola_(Gal%C3%A1pagos)&params=-1.3666666666667_N_-89.683333333333_E_type:isle

1.5.Pregunta de investigacion

¢Cual es el estado de salud de la poblacion de albatros de las Galapagos
(Phoebastria irrorata) de la Isla Espafiola, frente al virus de la influenza aviar, y qué

medidas de prevencion se pueden implementar para proteger la especie?

1.6.0Objetivos
1.6.1. Objetivo general
Detectar la presencia de influenza aviar A(H5) mediante la técnica molecular
RT- qPCR en una colonia de albatros (Phoebastria irrorata) de la Isla Espafiola,

Galapagos — Ecuador.

1.6.2. Objetivos especificos

v Delimitar la zona de muestreo para la captura y marcaje de las aves de interés.

v’ Caracterizar los parametros fisiolégicos de los albatros de las Galapagos
(Phoebastria irrorata) muestreados para la obtencion detallada de su estado de
salud.

v'Identificar el virus de la influenza aviar A(H5) a través de la técnica por hisopado

RT-gPCR.

1.7. Hipotesis
La poblacion de albatros de las Galadpagos (Phoebastria irrorata) en Punta

Suarez, de la Isla Espafola en Galapagos presenta el virus de la influenza aviar.



CAPITULO Il

Marco teorico

2.1. Enfermedades respiratorias en aves

Las enfermedades respiratorias en aves son un grupo de patologias que afectan
al sistema respiratorio de las aves, incluyendo los pulmones, la traquea y los sacos
aéreos. Estas enfermedades pueden ser producidas por patégenos como virus, bacterias,
hongos, protozoos y helmintos (Rani et al., 2020).

Las enfermedades respiratorias que afectan a las aves pueden manifestarse con
una variedad de sintomas, incluyendo la dificultad para respirar, disnea, epistaxis, tos,
estornudos, secreciones nasales, cianosis, descargas oculares, pérdida de apetito, entre
otros. (Rani et al., 2020).

En la siguiente tabla se presenta algunos ejemplos de enfermedades respiratorias en

aves.

Tabla 1. Enfermedades respiratorias en aves ( Buendia, 2024)

Agentes causantes Enfermedad

Influenza aviar
Newcastle
Bronquitis infecciosa aviar
Virus Laringotraqueitis infecciosa aviar

Pneumovirus aviar

Bacteria Micoplasmosis
Tuberculosis

Pasteurelosis aviar




2.2.

2.2.1.

Enfermedades respiratorias virales en aves
Factores que determinan la aparicion viral estan relacionados con la adaptacion
de un virus determinado a nuevas especies hospedadoras y a la presencia de cambios

ambientales que le brinden nuevas oportunidades para prosperar (Williams et al., 2023).

Muchas especies pueden actuar como reservorios virales naturales, asi como
huéspedes amplificadores en los ciclos ave-vector-ave. Asi mismo las aves pueden
actuar como fuente de genes de virus emergentes que luego pueden transmitirse a otras
especies, incluyendo a los humanos. Un ejemplo notable son los nuevos virus de la
influenza que pueden evolucionar mediante recombinacion genética (Williams et al.,

2023).

Influenza aviar

Esta enfermedad es causada por un virus de la influenza tipo A de la familia
Orthomyxoviridae, que se transmite por via respiratoria y por contacto de heces
infectadas. Los virus se replican en el tracto intestinal y en el respiratorio. La gravedad
de la enfermedad depende en gran medida de la cepa que lo origina, Principalmente
afecta al sistema respiratorio. ES un virus que tiene alta variacion genética, va
evolucionando y adaptandose al medio, lo que hace que ocurran brotes con cepas de
mayor de patogenicidad (De la Pefia, 2018).

Los virus se replican en el tracto intestinal y en el respiratorio, por tanto, los
animales enfermos pueden manifestar alteraciones del sistema respiratoria, reproductor,

digestivo o nervioso (Padilla Noriega et al., 2004).



2.2.2.

2.2.3.

Enfermedad de Newcastle

Altamente contagiosa, descripta por primera vez en la ciudad de Newcastle
(Inglaterra) en 1926 por Doyle. Los virus de esta enfermedad pertenecen al serotipo
paramixovirus aviar tipo 1 (APMV-1). Las cepas del APMV-1 se clasifican segin su
virulencia, en tres patotipos: lentogénicas (menos virulentas), mesogénicas

(moderadamente virulentas) o velogénicas (més virulenta) (Baumberger et al., 2018).

El virus se transmite en aves por inhalacion, contacto con las mucosas o por
ingestién, dependiendo de diferentes factores ambientales. Es difundida por tos o
estornudos, material fecal, por alimentos contaminados, exudados y despojos de aves
infectadas. La transmisién puede darse por contacto directo con aves enfermas o
portadoras. La via de entrada del virus al organismo es la respiratoria y la bucal. El
periodo de incubacion es de 2 a 25 dias. Los humanos infectados por la enfermedad de
Newcastle manifiestan conjuntivitis, pero suele ser leve y limitada (Kozdrun et al.,

2015).

Bronquitis infecciosa

Enfermedad contagiosa que afecta Unicamente al grupo de aves gallinaceas, el
virus se transmite mediante la parvada. La enfermedad es caracterizada por sintomas
respiratorios como estornudos, conjuntivitis, depresion tos y dificultad para respirar.
Los pollos muestran signos clinicos de 24 a 48 horas después de la infeccion. La causa
de esta enfermedad es un coronavirus envuelto en ARN de cadena Unica. Las cepas
necrobidticas de los virus de la bronquitis infecciosa causan trastornos como edema,
basofilia, cuadros inflamatorios a los rifiones y hemorragias que hacen que la tasa de

mortalidad incremente (Lorenzoni & Dominguez, 2021).
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2.24.

2.3.

2.3.1.

2.3.2.

Laringotraqueitis Infecciosa

Es una enfermedad viral altamente contagiosa, que afecta a aves de corral como
pollos gallinas, pavos o faisanes. Es causada por un virus denominado herpes virus aviar
tipo 1 (ILTV), que se caracteriza por provocar hemorragias e inflamacion en la traquea
y la laringe. Las aves afectadas tienen graves complicaciones para respirar. El tiempo
de incubacidn oscila entre 6 a 12 dias posterior de la exposicion al virus. La transmision
se da por contacto directo, exudados respiratorios expectorados o aerosoles, el virus

ingresa por via respiratoria 0 mediante la conjuntiva (Fe, 2012).

Enfermedades respiratorias bacterianas en aves

Micoplasmosis

Enfermedad infecciosa respiratoria, causada por bacterias del género Mycoplasma
denominados Mycoplasma gallisepticum, M.synoviae y M meleagridis. La principal via de
entrada es la conjuntiva ocular y el epitelio respiratorio. Los signos que manifiestan son:
conjuntivitis, estertores traqueales y descargas nasales. El periodo de incubacion del
micoplasma oscila entre 1 a 3 semanas, su diseminacion dentro de la parvada es lenta. Las aves
silvestres pueden estar infectadas y ser reservorios del micoplasma. Es una enfermedad
imposible de erradicar debido a que las aves infectadas seran siendo portadoras incluso cuando

no muestren ningun signo de la enfermedad (Lorenzoni & Dominguez, 2021).

Tuberculosis

Enfermedad infectocontagiosa, crénica, producida por Mycobacterium avium y
Mycobacterium genavense, Afecta a una amplia variedad de aves, incluyendo aves de

corral, aves de caza y aves silvestres. Se transmite por excrecion nasal, materia fecal y
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2.4.

despojos de aves. Sin embargo, algunas aves pueden ser asintomaticas de la bacteria y
transmitirla a las demas aves. Esta bacteria afecta al sistema el respiratorio, se manifiesta
en sintomas como tos y dificultad para respirar (Fe, 2012).

Las personas se infectan a partir de ambientes contaminados y pueden manifestar
pérdida de peso, dolor abdominal, cansancio y diarrea (Kozdrun et al., 2015). La
principal fuente de entrada es la digestiva. El tiempo de incubacion no se conoce con

exactitud, pero puede durar semanas y meses(Cabascango Martinez, 2023).

Aves endémicas del Ecuador

Las aves endémicas del Ecuador juegan un papel fundamental en el ecosistema
y poseen una serie de importancias tanto ecoldgicas como para la conservacion de la
biodiversidad; Ecuador se encuentra entre los paises con gran diversidad de

aves(Williams et al., 2023).

La preservacion de las aves endémicas del Ecuador es crucial, debido a que
actGan como agentes de polinizacién y dispersion, ayudan al control bioldgico de plagas
y equilibran tanto ecosistemas terrestres y acuaticos; es importante resaltar que muchas
especies de aves enfrentan amenazas como la pérdida de habitat, la perturbacién
humana, especies invasoras, la contaminacion, la caza furtiva, la pesca con palangre,
por lo que cabe procurar establecer medidas de proteccion (Jiménez-Uzcategui G. et al.,
2019).

Las aves marinas son parte integral de los ecosistemas acuaticos del pais; la
presencia y el estado de las poblaciones de aves acuaticas pueden servir como
indicadores importantes de la salud de los ecosistemas acuaticos y terrestres en los que

habitan. Cambios negativos en sus poblaciones pueden sefialar problemas ambientales
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2.5.

mas amplios, como la contaminacion del agua, la degradacién del habitat o el cambio

climatico (Angeletti & Yantorno, 2023).

Las aves acuaticas desempefian una variedad de funciones ecoldgicas
importantes, incluyendo la regulacion de poblaciones de presas, la dispersion de
semillas y la contribucion a la ciclacion de nutrientes. Sin embargo, nuevas amenazas

antropogénicas afectan la supervivencia de las especies frente a los cambios

ambientales (Jiménez-Uzcategui G. et al., 2019).

Aves endémicas de Galapagos

El aislamiento geogréfico de Galapagos ha dado lugar a un elevado grado de
endemismo; segun el Parque Nacional Galapagos existen 45 aves endémicas que viven

en las islas(Cabrera & Cabrera, 2021).
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Tabla 2. Aves acuéticas endémicas de las Islas Galapagos

Nombre Nombre Categoria Amenazas
coman Cientifico Global UICN
Albatros de ) .. Captura incidental en las pesquerias artesanales, especies
o ) Peligro Critico
las Phoebastria irrorata (Salvin, 1883) CR) introducidas, condiciones climéaticas causadas por EI Nifio
Galapagos
o ) Especies introducidas, actividad humana (pesca, turismo),
Pinguino de _ . En peligro
) Spheniscus mendiculus (Sundevall, 1871) eventos climéaticos de El Nifio, contaminacion
Galapagos (EN)
. ) Escasez de sardina (fuente de alimentacién), especies
Piquero patas o En peligro
Sula nebouxii excisa (Todd, 1948) introducidas, fendmeno de El Nifio.
azules (EN)
, Eventos de El Nifo, interaccion humana, depredadores
Cormoran no . _ Vulnerable
Phalacrocorax harrisi (Rothschild, 1898) como gatos (Felis catus) y perros (Canis familiaris)
volador (VU)
Gaviota de o Vulnerable Cambio climatico, especies introducidas, contaminacion
| Leucophaeus fuliginosus (Gould,1841) VU)
ava

( Buendia, 2024)
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2.6.

2.6.1.

Influenza aviar

El virus de la influenza aviar representa una gran problematica, la afeccién se
adquiere mediante el contacto directo con animales infectados. Esta enfermedad se
detectd por primera vez en aves domésticas del norte de Italia. Después en 1996 se
identifico el virus H5SN1 en aves acuaticas de China. El virus AH5N1 es de origen
asiatico es un virus de alta patogenicidad. Desde su evolucion se ha detectado tanto en

aves de corral como acuéticas (Angeletti & Yantorno, 2023).

Se ha demostrado que una amplia variedad de especies aviares son susceptibles
a la infeccion por el virus de la influenza A. Los virus de alta patogenicidad (HPAI) son
aquellos que causan una enfermedad grave en las aves, principalmente asociados a los
subtipos H5 y H7. Estos virus pueden provocar brotes mortales en aves de corral y otras

aves de importancia econdmica (Cabascango Martinez, 2023).

Etiologia

Es una enfermedad muy contagiosa, ocasionada por un virus de la familia
Orthomyxoviridae, del cual existen tres tipos: influenza A, influenza B e influenza C,
siendo el de mayor relevancia para el hombre, el tipo A, debido a su virulencia tiene un
potencial zoonotico que causa la muerte en humanos y animales. El virus de la influenza
posee una alta capacidad de mutacion. Se conoce que sus cepas poseen de forma
caracteristica un patron de combinacion de dos proteinas de superficie, hemaglutinina
(HA) y neuraminidasa (NA). Se reconocen 18 subtipos de hemaglutinina y 11 subtipos
de neuraminidasa. Todos los subtipos pueden causar infecciosas en aves, excepto los

subtipos H7N10 y H18N11 (AGROCALIDAD, 2022).
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2.6.2.

2.6.3.

Como tal, los virus H5N1y H7N7 se consideran virus de alta patogenicidad
(IAAP). El genoma viral consta de ARN que sufre muchas mutaciones y modificaciones
mientras infectan el genoma del huésped, lo que da como consecuencia la formacion de
nuevas cepas virales capaces de evadir la inmunidad del huésped. Los virus de influenza
aviar (AlV) son los causantes de un alto aumento en el nimero de brotes en aves de

corral y en aves salvajes (Blagodatski & Trutneva, 2021).

Existe una relacién entre la estructura genética y la patogenicidad de los virus
de influenza aviar. La variacion presente en su estructura genética y en su estructura
antigénica determinan su patogenicidad. Dado a ellos, existen cepas capaces de infectar
y replicarse en aves, pero la diferencia en la patogenicidad determina la gravedad de la

enfermedad que causan (Adlhoch et al., 2023).

Subtipos y linajes:

Los subtipos méas destacados por su potencial gravedad para causar
enfermedades en aves de corral, aves silvestres y domésticas, son los subtipos H5, H7
y H9. De los antigenos HA 'y NA, el antigeno HA se divide en dos linajes filogenéticos:
euroasiatico y norteamericano, producto de la evolucion independiente debido al
limitado contacto intercontinental entre poblaciones de aves (Simancas-Racines et al.,

2023).

Diagnostico del virus de la influenza Aviar

Para el diagndstico de la infeccion del virus de influenza aviar, se requiere la

identificacion y el aislamiento, dado a que los signos clinicos pueden variar
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drasticamente, por tanto, el diagnostico clinico es considerado presuntivo. Debido a eso,
el diagnostico molecular es considerado méas preciso, ya que analiza el material

genético, cabe considerar que tiene alta sensibilidad y especificidad (Lado et al., 2018).

La reaccidn en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa cuantitativa
(RT-gPCR), se usa para la cuantificacion y deteccion y de ARN, el proceso inicia
cuando el ARN total o ARNm se transcribe en ADN complementario (ADNc), luego
este ADNCc se utiliza como plantilla para la reaccion de PCR en tiempo real; la cantidad
de producto se mide en cada ciclo de PCR mediante fluorescencia, esto quiere decir que
afiade marcadores fluorescentes para conocer la cantidad de ADN inicial y detectar
variaciones genéticas; esta emision de fluorescencia sera proporcional a la cantidad de

moléculas emitidas, haciendo que la técnica sea (Maria & Mellado, 2020).

Es importante conocer que, para iniciar la transcripcion inversa se requiere de
un oligonucleotido de ADN corto llamado primer o cebador para hibridarse con la
cadena de ARN molde y poder proporcionar a la transcriptasa inversa un punto de

partida (Maria & Mellado, 2020).

La cuantificacion precisa de los niveles de ARN mediante esta técnica depende
principalmente de distintas variables, incluida la variabilidad de la extraccion de ARN,
de la eficiencia de la amplificacién y de la variabilidad de la transcripcion inversa

(Nevone et al., 2023).

La Union Europea EURL tras formar parte del laboratorio de referencia para la
gripe aviar, conjuntamente con las directrices de la Organizacién Mundial de la sanidad

animal (OMSA) ha llevado a cabo la responsabilidad de garantizar sobre la validez de
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2.7.

las metodologias de diagnostico mediante protocolos recomendados para la
identificacién, deteccion y tipificacion de esta enfermedad. La influenza aviar
representa una importancia zoondtica, una de las mayores preocupaciones para la salud
publica mundial, para la avicultura y para la conservacion de aves endémicas (De JesUs

Coria-Lorenzo et al., 2019).

Amenazas de la avifauna de Galapagos

Los cambios en el medio ambiente marino estan causando el decrecimiento y
desaparicion de aves marinas. Aunque las Islas Galdpagos no ha perdido ninguna
especie de ave en extincién, un significativo porcentaje de la avifauna de Galapagos es
amenazado. Sin embargo, el Parque Nacional Galapagos y la Fundacion Charles Darwin
realizan esfuerzos de conservacion para proteger especies Gnicas que se encuentran en

las Islas Galapagos (Jiménez-Uzcategui G., 2018).

Principales amenazas como la interaccion humana, el calentamiento global,
sustancias contaminantes, la pesca incidental y dirigida, destruccion de habitat, y la
introduccion de enfermedades estan afectando seriamente las poblaciones de albatros
de las Galapagos (Phoebastria irrorata), especie endémica de las Islas Galapagos que
actualmente se encuentra en “Peligro Critico” segun la Lista Roja de especies

amenazadas UICN (Jiménez-Uzcategui G. et al., 2018).

Las aves acuaticas forman parte de uno de los grupos de aves mas amenazados
del mundo: 30 % de las especies se consideran globalmente amenazas. Una de las
mayores amenazas que sufren las aves, es la pesca incidental, esto ocurre cuando las
aves marinas intentan atrapar los cebos de pesca o peces retirados, muchas aves se

enredan en los equipos de pesca, 0 quedan atrapadas en los anzuelos. Muchas aves
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2.8.

marinas mueren por estas causas. La falta de cumplimiento de los reglamentos hace que

muchas aves estén en peligro (Angeletti & Yantorno, 2023).

La degradacion de los habitats, y la introduccion de enfermedades puede tener
un impacto devastador en la salud de las aves, ya que pueden causar alta mortalidad, y
hacerlas mas susceptibles a la depredacion o la inanicién. A nivel poblacional, las
enfermedades pueden causar una disminucion significativa, reducir la diversidad
genética y, de igual manera, alterar la estructura de la poblacion lo que perjudica de

forma negativa la reproduccion y la supervivencia (EPI-Ecuador, 2022).

El riesgo de la introduccion de enfermedades nos sirve para considerar, que la
alteracion de las funciones de un ecosistema puede incrementar la abundancia de

patdgenos humanos o vectores de enfermedades (Escalante, 2021).

Albatros de Galapagos

Los albatros de Galapagos (Phoebastria Irrorata) o también denominados
albatros ondulados, forman parte de la familia de Diomedeidae, considerada el ave mas
grande del archipiélago. Lleva un tipo de alimentacion piscivoro, una modalidad de
reproduccién sexual, con una biologia reproductiva de marzo a enero. Esta distribuido
en la Isla Espafiola, lugar donde anida, desde Punta Cevallos por la parte sur de la isla,
Punta Suarez y en pequefias zonas dentro de la isla. Pocas parejas en Genovesa y en la
isla de La Plata (Provincia de Manabi) (Jiménez-Uzcétegui G. , 2018). Hace una década
se estimaba una poblacién de 33 000 — 35 000 individuos, pero las investigaciones sobre
Su supervivencia y amenazas muestran disminuciones poblacionales. Es una especie

bioindicadora ecotoxicoldgica, dado que al ser un depredador al tope de la cadena
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2.9.

2.9.1.

alimentaria muestra una bioacumulacién enddgena, asi como una bioacumulacion
exogena por la capacidad de absorber metales pesados presentes en el aire o que
proceden de corrientes marinas. Ademas esta especie centinela sirve como advertencia
de lo que ocurre en el ecosistema debido a su sensibilidad frente al fendmeno del nifio

(Jiménez-Uzcétegui G. et al., 2019).

Marco Legal

Ley para la conservacion y uso sustentable de la biodiversidad titulo | del objeto y

principios de la ley Capitulo | Del Objeto de la Ley

“Articulo 1.- La Ley para la Conservacion y Uso Sustentable de la
Biodiversidad tiene por objeto proteger, conservar, restaurar la biodiversidad y regular
e impulsar su utilizacién sustentable; establece los principios generales y normas para
la conservacién y uso sustentable de la biodiversidad y sus servicios, el acceso a los
recursos genéticos, la bioseguridad, la rehabilitacion y restauracion de ecosistemas
degradados y la recuperacién de especies amenazadas de extincion, y los mecanismos
de proteccion de los derechos sobre la biodiversidad en materia administrativa, civil y
penal. Articulo 2.- Para efectos de esta Ley, se entendera por biodiversidad o diversidad
bioldgica a la variabilidad de organismos vivos de cualquier fuente y los derivados de
los mismos, incluidos: los ecosistemas terrestres y marinos, otros ecosistemas acuaticos
y, los complejos ecoldgicos de los que forman parte; comprende la diversidad dentro de
cada especie, entre especies y de los ecosistemas. La biodiversidad ecuatoriana ademas
comprende las especies migratorias que por causas naturales se encuentren en el

territorio nacional” (MAE, 2015).
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2.9.2.

2.9.3.

Titulo Il de la conservacioén de la biodiversidad

“Articulo 17.- La conservacion de la biodiversidad se realizara in-situ o ex-situ
dependiendo de sus caracteristicas ecoldgicas, niveles de endemismo, peligro de
extincion y erosion genética, conforme a las directrices de la Estrategia Nacional de
Biodiversidad y sus correspondientes planes de accion, que seran formulados por el

Ministerio del Ambiente” (MAE, 2015).

Seccion | Del Sistema Nacional de Areas Naturales Protegidas

“Articulo 21.- Los objetivos de conservacion del Sistema Nacional de Areas
Naturales Protegidas son:

a) Conservar y utilizar sustentablemente la biodiversidad y los recursos genéticos;
b) Conservar en estado natural muestras representativas de ecosistemas,
comunidades bidticas, unidades biogeogréaficas y regiones fisiograficas del pais;
¢) Mantener las funciones ambientales y los procesos ecologicos;
d) Conservar y utilizar sustentablemente poblaciones viables de especies silvestres;
e) Proteger especies silvestres endémicas y amenazadas de extincion;
f) Proteger recursos paisajisticos y formaciones geoldgicas o paleontoldgicas
sobresalientes;
g) Proteger las cuencas hidrogréficas y los recursos hidricos, tanto superficiales
como subterréneos;
h) Facilitar la investigacion cientifica y el monitoreo ambiental,
i) Promover el mantenimiento de atributos culturales especificos y de los
conocimientos tradicionales de las poblaciones locales;

j) Contribuir a la educacién ambiental de la poblacién;
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K) Brindar oportunidades sustentables para la recreacién y el turismo orientado a la
naturaleza y la interpretacion ambiental; y,

I) Proveer bienes y servicios ambientales, econémicos, sociales y culturales que
puedan ser utilizados de manera sustentable, especialmente por pueblos indigenas,
afro ecuatorianos y comunidades locales, asentadas al interior y en las zonas
aledanfas a las areas protegidas.

Los objetivos de conservacion especificos para cada categoria de manejo seran

establecidos en el Reglamento General de Aplicacion de esta Ley” (MAE, 2015).

2.9.4. Parégrafo | Del Patrimonio Nacional de Areas Naturales

“Articulo 28.- El Patrimonio Nacional de Areas Naturales Protegidas es el
conjunto de areas naturales de interés nacional, integrado tanto por areas de dominio
publico como de propiedad privada, establecido para cumplir con los objetivos de
conservacion determinados en esta Ley. Las areas del Patrimonio Nacional de Areas
Naturales Protegidas, deberan ser conservadas y utilizadas de manera sustentable bajo
los términos de esta Ley. Las areas de dominio publico son inalienables,
imprescriptibles e inembargables. En los predios que sean de propiedad privada podran
constituirse derechos reales con las limitaciones sefialadas en esta Ley. Articulo 29.-
Las &reas del Patrimonio Nacional de Areas Naturales se clasifican por su categoria de
manejo en: a) Parque Nacional; b) Reserva Biologica; ¢) Refugio de Vida Silvestre; d)
Reserva Ecoldgica; e) Reserva Marina; y, f) Monumento Natural” (Resoluciones et al.,

2024).
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2.9.5. Seccion IV De Otros Mecanismos e Instrumentos para la Conservacién In Situ

“Articulo 49.- El Ministerio del Ambiente reconoceray promovera el desarrollo
de mecanismos e instrumentos para la conservacion in situ de la biodiversidad y sus
funciones, que involucren mecanismos de iniciativa privada, publica o modalidades
mixtas distintas a las del Sistema Nacional de Areas Naturales Protegidas. Los
procedimientos para la aplicacion de estos mecanismos e instrumentos se sujetaran a lo
establecido en la legislacion nacional vigente y en las normas que establezca el

Ministerio del Ambiente” (MAE, 2015).

2.9.6. Capitulo Il De la Conservacion Ex Situ

“Articulo 51.- El Estado fortalecera la conservacion de la biodiversidad silvestre
ex situ como complemento de la conservacion in situ y en la medida que se recuperen
las poblaciones silvestres en su medio natural en condiciones controladas y
documentadas. Seran objeto prioritario de conservacion ex situ las poblaciones, razas o
variedades y el material genético que: a) Se encuentren reducidas, en estado de erosion
genética 0 amenazadas de extincién. b) Representen un valor estratégico cientifico o
econdmico, actual o potencial. ¢) Sean aptas para el cultivo, domesticacion o
mejoramiento genético de las mismas, o que hayan sido objeto de mejoramiento,
seleccion, cultivo y domesticacion; d) Cumplan una funcién clave en las cadenas
tréficas, especialmente aquellas que sirven para el control bioldgico; a) Sean parientes
silvestres de especies cultivadas; b) Se encuentren actualmente en colecciones de agro
biodiversidad; y, g) Constituyan especies con un particular significado religioso,

sagrado o cultural” (MAE, 2015).
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2.9.7. La Direccion Ejecutiva de la Agencia de Regulacion y Control de la Bioseguridad y

Cuarentena para Galapagos (ABG)

“La Ley Organica de Régimen Especial de la Provincia de Galapagos en su
articulo 85, colige: La Autoridad Ambiental Nacional, a través de una entidad de
derecho publico adscrita, regulara y controlara la bioseguridad, realizara el control de
introduccion de especies exdgenas hacia la provincia de Galapagos, controlara y
regulara la introduccion, movimiento y dispersion de organismos exoéticos, por
cualquier medio, que ponga en riesgo la salud humana, el sistema econémico y las
actividades agropecuarias de la provincia, y contribuird a la conservacion de la
integridad ecoldgica de los ecosistemas insulares y marinos, y la biodiversidad de la
provincia de Galapagos” (Agencia de la regulacion y control de la bioseguridad y

carentena de Galapagos., 2022).
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CAPITULO HII
3.1. Materiales y métodos

Tabla 3. Materiales, equipos y reactivos

Materiales de Equipos Materiales Equipos )
) . Reactivos
campo de campo de laboratorio de laboratorio
Equipo de

Kit de Extraccién: Termociclador

Guantes de proteccién
E.Z.N.A Pathogens BIORAD CFX9 PBS 1X

nitrilo personal (PPE) _
) Kit —-O Omega Real —Time System
nivel 3
Pesola GPS Guantes de nitrilo  Vortex
PIT-tags Puntas con filtro Centrifuga
Calibrador Tubos eppendorf Congelador
Criotubos Micropipeta Bafio Maria
) Cabina de
Hisopos ) o
. seguridad biologica
estériles
clase 2
Termdmetro
digital

Estetoscopio
Fundas de tela
Torundas
Pegamento
Sharpie
Marcador

Cooler

( Buendia, 2024)



3.2. Metodologia de investigacion

Nuestro estudio se bas6 en un método cuantitativo con el objetivo de obtener
una estimacion precisa de la prevalencia de la influenza aviar y de identificar los factores
de riesgo asociados en las poblaciones de albatros de las Galapagos (Phoebastria
irrorata).

Las actividades aplicadas en esta investigacion son: fase de campo y

experimentacion.

3.2.1. Fase de campo

Se implementd un disefio de muestreo estratificado combinado con transeptos
lineales.

La recoleccion de la muestra se llevd a cabo de forma exhaustiva en el habitat
natural de los albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata) en la Isla Espafiola, en
donde se utiliz6 un GPS y conocimiento georreferenciado para marcar waypoints,
empleamos un muestreo estratificado y transeptos lineales, lo cual consistio en dividir
la colonia y trazar rutas de observacion sistematica a lo largo del area de intereés,
seleccionar a los individuos y tomar las caracteristicas fisioldgicas (sexo, edad, peso,
frecuencia cardiaca, respiratoria y temperatura corporal). Considerando de forma
obligatoria el uso del protocolo de bioseguridad.

Durante la recoleccion de los datos, se realizaron capturas de las aves de manera
no invasiva y se tomaron las muestras bioldgicas mediante hisopado, para el analisis
traqueal-coana y cloacal de los albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata)
seleccionados para su posterior andlisis en laboratorio.

Se empled estrictamente el protocolo de manejo y conservacion de muestras

bioldgicas INSPI (Mufioz et al., 2022), el cual detalla las consideraciones a seguir desde
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el momento de la toma de muestras hasta su ingreso al laboratorio, este protocolo
garantiza la integridad y la calidad de las muestras durante todo el proceso, asegurando
la fiabilidad de los resultados obtenidos, el mismo detalla una guia de las practicas
recomendadas para el manejo y conservacion de muestras bioldgicas en donde se
describe las consideraciones a seguir, desde el momento de la toma de muestra hasta el

ingreso al laboratorio.

3.2.2. Fase experimental
En el laboratorio Galapagos, se procesaron las muestras y se procedi6 al
diagnéstico molecular de influenza aviar mediante la técnica RT-gPCR. La parte
experimental practica se realiz6 en “LabGal” perteneciente a la Agencia de Regulacion
y Control de la Bioseguridad y Cuarentena para Galapagos (ABG), ubicada en el
Laboratorio de Biologia Molecular de Puerto Ayora en la isla Santa Cruz, laboratorio
con enfoque multidisciplinario, en el que se emplean técnicas moleculares como la RT-

PCR y sus variantes para el diagndstico de enfermedades animales.

3.3. Poblacion
La poblacién de albatros en las Islas Galapagos (Phoebastria irrorata): 33000 a
35,000 individuos aproximadamente, distribuidos en diversas colonias en zonas de la
Isla Espafiola y ciertas parejas en la Isla Genovesa. La especie Phoebastria irrorata,
constituyen una parte importante del ecosistema unico de las Galapagos y son objeto de

interés para la conservacion y la investigacion cientifica.
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3.4. Muestra

Para este estudio, se selecciond una muestra representativa de albatros de las
Galapagos (Phoebastria irrorata) de una colonia especifica en la Isla Espafiola, es
importante mencionar que la eleccién de esta colonia se basé en su accesibilidad y la
disponibilidad de datos historicos sobre la poblacion de albatros de las Galapagos
(Phoebastria irrorata) en esta area.

Se realizd una cuarentena de materiales para el trabajo en campo, tres dias antes
de zarpar a la Isla Espafiola; control obligatorio del Parque Nacional Galapagos (PNG)
para proceder a la zona de estudio.

Se recolectaron un total de 30 albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata)
adultos durante el periodo de estudio, utilizando métodos de muestreo no invasivos para

minimizar la perturbacion a las aves y su entorno.

3.5. Andlisis de laboratorio

Para la realizacion del muestreo se utiliz6 un hisopo de poliéster estéril por ave.
Una vez tomada la muestra, cada hisopo fue almacenado dentro de un criotubo de
plastico estéril con 1 ml de buffer fosfato (PBS) 1X. Una vez en el laboratorio las
muestras fueron almacenadas a -80 °C hasta proceder al diagnostico molecular.

Para la obtencion del material genético (ARN) se utiliz6 el kit E.Z.N.A Universal
Pathogen Kit, Omega BIO — TEK (2022) (Innovations in nucleic acid isolation)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se utiliz6 como modelo el protocolo
publicado por el Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie
(1ZSVe)(Zooprofilattico et al., 2007), y estandarizado por el Laboratorio de Biologia
molecular LabGal. El 1ZSVe es in instituto aprobado por la Organizacion Mundial de

Sanidad Animal (OMSA) como laboratorio de referencia para el diagnostico de
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influenza aviar, mientras que LabGal es el ente rector Fito zoosanitario de la provincia
de Galapagos, Ecuador.

Las muestras fueron amplificadas mediante la técnica molecular RT-gPCR,
método de base nuclear que detecta la presencia de material genético especifico del virus

de la influenza aviar (Zooprofilattico et al., 2007).

llustracion 1. Prueba de diagndstico molecular de Influenza aviar

Diagnostico de influenza aviar A(H5)
mediante RT-qPCR

e ! =,
i z
i~ e e -
A . e
\ - =il =T

’ @ Muestras @ 2
@ Hisopado recolectadas se Extraccion de ARN

E.Z.N.A Universal Pathogen

e o) almacanag a Z-8C Kit - Omega BIO TECK (2022)

de los albatros por72h

Retrotranscripcidn

= Master Mix & e
l! oo, Fast virus g
s Forward H3 § Thresh
.' Reverse H5 - LT LT =
> Sonda No amplification
\‘/ H200p e —
Copies per reaction (Ct)

@ Amplificacion de

fragmentos especificos
de IAHS

Fuente: (Buendia, 2024)

3.6. Variables

Las variables que se tomaron en cuenta en el presente estudio fueron:

3.6.1. Variable dependiente

v" Técnica molecular RT-gPCR utilizada para el diagnéstico de influenza aviar en albatros

de las Galdpagos (Phoebastria irrorata).
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3.6.2. Variables independientes

v’ Factores de riesgo que influyen en la presentacion de la enfermedad.
v Exposicion con las aves marinas.

v Presencia de otras especies de aves.

v Procedencia.

v' Zonas de laisla.

3.7. Protocolos
Se utilizo los siguientes protocolos:

3.7.1. Plan Nacional de contingencia para influenza aviar

Es necesario documentar en forma logica las actividades a ejecutar con demas
profesiones responsables para la contencion oportuna y eficiente de las fases de una
emergencia sanitaria causada por influenza aviar.

El protocolo indica la toma de muestras para pruebas moleculares, asi como la
técnica molecular con alta sensibilidad que debe ser utilizada. Puntualizando los
laboratorios de referencia apropiados en la planificacion de contingencia, son
laboratorios de red mundial del centro de referencia de la Organizacion Mundial de la

Sanidad Animal (OMSA\) para deteccion del virus (AGROCALIDAD, 2023).

3.7.2. Protocolo Nacional de diagndstico
Las muestras remitidas seran analizadas a través de la prueba ELISA
competitivo como screening, las muestras positivas a esta prueba seran analizadas para
la sub tipificacion de Influenza A (H5 y H7) mediante la técnica de Inhibicion de la

Hemaglutinacion (HI). En el caso de que las muestras resulten positivas a HI, pasan a
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la prueba RT- PCR tiempo real, como prueba confirmatoria. EI Laboratorio de la
Agencia para realizar la genotipificacion del virus establecerd contacto con los

Laboratorios Internacionales de referencia (FITO & ZOOSANITARIO, 2020).

3.7.3. Protocolo de Bioseguridad (Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades)
Se recomienda utilizar el siguiente Equipo de proteccion personal (EPP): Gafas
de seguridad (sin ventilacion o con ventilacién indirecta) que se ajusten correctamente
,guantes desechables, botas de goma (o botas impermeables que pueden desinfectarse)
0 protectores de calzado, un respirador N95 si hay disponible; si no hay disponible, una
mascarilla bien ajustada (p. €j., una mascarilla quirdrgica). Mamelucos desechables y
resistentes a liquidos, y protector desechable para la cabeza o el cabello

(AGROCALIDAD, 2023).

3.8. Andlisis estadistico

La presente investigacion utilizara estadistica integral que combina analisis
descriptivo e inferencial para examinar los datos recopilados en el estudio de deteccion
de influenza aviar A(H5), mediante el software estadistico STATGRAPHICS
CENTUTION 19.

Se realizara un andlisis descriptivo para caracterizar las variables fisioldgicas de
interés (sexo, peso corporal, edad, frecuencia respiratoria, frecuencia cardiaca,
temperatura corporal) de los albatros de las Galadpagos (Phoebastria irrorata)
muestreados.

Este andlisis proporcionara informacion esencial sobre la distribucion y
variabilidad de los datos mediante obtencion de medidas como la media, desviacion

estandar, rango y el coeficiente de variacion.
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El coeficiente de variacion (CV) es una medida relativa de la dispersién de los
datos alrededor de la media, expresada como un porcentaje.

Se calcula aplicando la siguiente ecuacion:

Sd
CV =—x100
X
Ecuacion 1. Célculo de Coeficiente de Variacion
En donde:
Sd= desviacion estandar
X = media

Un CV alto indica una mayor dispersién de los datos, mientras que un CV bajo
indica una menor dispersion. Esta informacién sera importante para comprender la
diversidad fisiologica presente en la poblacion de albatros.

Ademas, se llevard a cabo un andlisis de estadistica inferencial para explorar
posibles relaciones entre las variables fisioldgicas y considerar la influencia de
factores ambientales y biol6gicos en la deteccion de la influenza aviar A(H5).

Se emplearan pruebas de correlacion de Pearson (r) para explorar las relaciones
entre las variables medidas en la colonia de albatros, permitiéndonos identificar las
variables fisioldgicas que muestran una asociacion significativa entre si.

El coeficiente de Pearson (r) es una medida estadistica que indica la fuerza y la
direccion de la relacién lineal entre dos variables: si es positivo, indica una relacién
directa, si es negativo una relacion inversa, y su magnitud indica la fuerza de la relacion.

Si su valor es mas cercano a 1 o -1 indica una correlacién mas fuerte, un valor
positivo indica una correlacion positiva, mientras que un valor negativo indica una

correlacion negativa.
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Para su calculo se aplica la siguiente ecuacion:

Sl = D= )]
JSlCe — DA 210 — 777

Ecuacion 2. Calculo del Coeficiente de Correlaciéon de Pearson

En donde:

r: coeficiente de correlacién de Pearson

X;, yi- son las observaciones de las dos variables

X, y: son las medias de las dos variables
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CAPITULO IV

Resultados y discusién

4.1. Resultados

En el presente estudio se analizaron muestras de hisopado tragueal-coana y cloacal
de los albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata). Las muestras fueron
procesadas en el Laboratorio “LabGal”, siendo este una entidad avalada por el
Instituto Nacional de Investigacion en Salud Pablica de Referencia (INSPI). Se
realizaron pruebas para deteccioén de influenza aviar mediante el método AlV-

gPCR, las cuales arrojaron resultados negativos.
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Tabla 4. Base de datos de albatros muestreados, variables fisioldgicas y resultados de la prueba RT-gPCR

Anillo Sexo Peso Edad Temperatura Frecuencia Frecuencia Resultados de analisis Observaciones
(kg) (°C) cardiaca respiratoria de laboratorio en campo
(Ipm) (rpm) RT-qPCR
5225 M 430 A 39,00 29 6 NEGATIVO
1019 M 380 A 40,40 23 4 NEGATIVO
1798 H 320 A 40,70 29 5 NEGATIVO
6192 H 405 A 30,00 22 4 NEGATIVO
1313 M 360 A 38,30 24 4 NEGATIVO
1391 H 360 A 40,90 24 4 NEGATIVO
1807 H 330 A 40,50 30 6 NEGATIVO
1445 H 305 A 39,10 22 5 NEGATIVO
1386 M 340 A 39,70 28 6 NEGATIVO
1136 M X A 38,70 29 4 NEGATIVO Sangrado
1465 H 295 A 39,30 23 4 NEGATIVO
2076 M 420 A 39,40 27 5 NEGATIVO
2100 H 350 A 40,50 22 5 NEGATIVO
1616 H 360 A 39,80 29 6 NEGATIVO 0Ojo derecho
cerrado
1223 H 3,10 A 39,20 22 4 NEGATIVO
1824 H 320 A 38,20 27 4 NEGATIVO
1416 M 390 A 39,70 21 4 NEGATIVO
1981 H 360 A 39,10 24 4 NEGATIVO
1262 H 405 A 40,10 25 4 NEGATIVO
1779 H 360 A 39,80 24 5 NEGATIVO
1369 M 450 A 39,20 23 5 NEGATIVO
5480 H 405 A 39,10 24 6 NEGATIVO
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En la tabla 4 se presenta la informacién de los albatros de las Galapagos
(Phoebastria irrorata) de galapagos muestreados. Las filas corresponden a la
identificacién de cada individuo mediante marcaje por anillos, mientras que las
columnas representan a las variables fisiologicas como sexo (hembra(H) y macho(M)),
el peso corporal (kg), la edad: (adultos (A)), temperatura corporal (° C), frecuencia
cardiaca (Ipm) y frecuencia respiratoria (rpm), resultado de la prueba RT-qPCR y

algunas observaciones relevantes del muestreo.

Si bien todas las 30 muestras analizadas fueron negativas para influenza aviar, se
observaron signos clinicos preocupantes en algunos individuos de la colonia, como
vémito, ojo cerrado y sangrado. Aunque estos sintomas no se asocian de forma directa
con la influenza aviar, su aparicién sugiere una evaluacién mas profunda para determinar

su causa y posibles consecuencias para la salud de la poblacion.

4.1.1. Muestra de cloaca

Imagen 1. Curva de amplificacion por RT-gPCR de la muestra de cloaca.
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La imagen 1, muestra la distribucion de los resultados de PCR para la deteccion
de la influenza aviar de 30 muestras cloacales. En el eje X se observa el numero de
ciclos de PCR necesarios para amplificar el ARN del virus, y en el eje Y se observa la
frecuencia de las muestras con un determinado numero de ciclos de PCR. Se identifica
un unico pico en la derecha, lo que representa el control positivo de la muestra. La
ausencia de picos indica que no se detectdé ARN del virus en ninguna de las muestras

analizadas, lo que refleja los resultados negativos de 100% para la influenza aviar.

4.1.2. Muestra de traquea-coana

Imagen 2. Curva de amplificacion por RT-qPCR de la muestra de traquea
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La imagen 2, muestra la distribucion de los resultados de PCR para la deteccion
de la influenza aviar de 30 muestras traqueales. En el eje X se observa el nimero de
ciclos de PCR necesarios para amplificar el ARN del virus, y en el eje Y se observa la
frecuencia de las muestras con un determinado nimero de ciclos de PCR. Se puede ver
un dnico pico en la derecha, indicativo del control positivo de la muestra. La ausencia

de picos indica que no se detecté ARN del virus en ninguna de las muestras analizadas.
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Es fundamental mencionar que la prueba RT-gPCR es una técnica molecular que
se destaca como una prueba confirmatoria por su alta sensibilidad y especificidad, lo

que significa que ofrece un diagnostico preciso y confiable.

4.1.3. Analisis de estadistica descriptiva

Tabla 5. Resumen estadistico de caracteristicas fisiolégicas tomadas en campo

SEXO PESO Temp_Corp Frec_Card  |Frec_Resp

Count 30 30 30 30 30
Average 0.6 3,53667 39,28 24,9333 463333
Standard deviation 0498273 1,07807 1,90813 266437 0,850287
Coeff. of variation 83,0455% 30,4826% 485777% 10,686% 158,3515%
Minimum 0 0 30,0 21,0 3,0
Maximum 1,0 49 41,2 30,0 §,0

Range 1,0 49 11,2 9,0 3.0

Stnd. skewness -0,961637 -5,39343 -9,25502 127184 1,01357
Stnd. kurtosis -2,18012 7,52597 22 9366 -1,07524 -0,954255

En la tabla 5, se puede ver las caracteristicas fisiologicas relevantes para la
comprension de la salud de la especie estudiada. En donde sexo fue utilizado como
variable binaria (0 y 1), en donde O representa los machos y 1 a las hembras, el peso
fue medido en (kg), Temp_corp representa a la temperatura corporal (°C), Frec_Card
es la frecuencia cardiaca (Ipm), Frec_resp es la frecuencia respiratoria (Ipm) junto con
un resumen de la estadistica descriptiva de las variables que tiene un mayor impacto
en la salud de los albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata), en donde se otuvo
una media de peso registrada (3,53 kg) junto con una desviacion estandar
relativamente baja (1,07 kg) y un coeficiente de variacién moderado (30,48 %) indican
una consistencia en la masa corporal de los albatros de las Galapagos (Phoebastria
irrorata), lo que sugiere un estado general de salud y nutricion adecuados. Ademas, la
temperatura corporal promedio (39,28 °C) dentro de un rango normal para aves de esta
especie, junto con una desviacion estandar y coeficiente de variacion moderados (1,90

°Cy 4,85 % respectivamente), apunta hacia una estabilidad térmica que es vital para
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el funcionamiento fisioldgico 6ptimo. Por otro lado, las mediciones de la frecuencia
cardiaca (4,63 Ipm) y la frecuencia respiratoria (24,94 rpm) proporcionan una

evaluacion directa de la funcion cardiovascular y respiratoria de las aves.

Aungue todos los resultados fueron negativos en cuanto a la presencia de
influenza aviar, el andlisis detallado de estas variables fisiologicas contribuye
significativamente a nuestra comprension del estado de salud y bienestar de los albatros
de las Galapagos (Phoebastria irrorata) estudiados, proporcionando una linea de base

importante sobre la salud aviar y la conservacion en el archipiélago de Galapagos.

Ademas, es importante mencionar que la variable temperatura corporal tiene una
baja variabilidad (CV = 4,85 %), lo que indica que, la mayoria de los albatros de las
Galdpagos (Phoebastria irrorata) tienen una temperatura corporal similar, esta
homogeneidad dificulta la identificacion de diferencias significativas entre grupos o
categorias de aves. Es importante tener en cuenta que la temperatura corporal puede
estar influenciada por una variedad de factores ambientales, como la temperatura
exterior, hora del dia, entre otros.

Imagen 3. Correlacion de Pearson de las caracteristicas fisiologicas de las muestras
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En la imagen 3, se puede observar la matriz de Correlacién de Pearson, que
permite analizar relaciones significativas entre las variables fisioldgicas, que permiten
determinar la salud general de los albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata) y
detectar posibles signos de enfermedad. Existe una correlacion positiva moderada entre
la temperatura corporal y la frecuencia cardiaca (r = 0,20), esto significa que un aumento
en la TC podria estar asociado con un incremento en la temperatura respiratoria, siendo
un indicador de la respuesta adaptativa a cambios en el entorno como por ejemplo el

fenémeno de El Nifio o factores de estrés.

De igual manera tenemos una correlacion positiva fuerte entre la frecuencia
respiratoria y la frecuencia cardiaca (r = 0,40), lo que sugiere una relacion directa entre
las variables cardiovasculares de los albatros de las Galdpagos (Phoebastria irrorata),
lo que podria indicar su estado de salud general y su capacidad para enfrentar desafios

como enfermedades y cambios en el entorno.

Es relevante mencionar que el estado epidemiolégico de los albatros de las
Galapagos (Phoebastria irrorata) parece ser favorable en términos de influenza aviar,
la falta de correlaciones fuertes entre las variables estudiadas, junto con la ausencia de
datos positivos utilizando la técnica molecular RT-gPCR, indican que el riesgo dentro

de la colonia es bajo.
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4.2. Discusion

El presente estudio se llevd a cabo para determinar la presencia del virus de
influenza aviar A(H5) en una colonia de albatros de las Galédpagos (Phoebastria
irrorata) mediante la técnica molecular RT-gPCR, garantizando que el procedimiento
utilizado en el ensayo permita la deteccidn segura del subtipo de virus. Segun (Gratz et
al., 2022) indica que esta técnica cuantitativa permite la medicion precisa de ARN viral
mediante la amplificacion de ADN complementario en una reaccién de PCR. Una de
sus ventajas es la capacidad de determinar el nimero de copias en una secuencia de
ADN especifica, en este caso, el virus de influenza aviar. El aislamiento de la muestra
es crucial para obtener resultados confiables. Nuestros resultados fueron negativos en
los 30 albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata) muestreados, confirmando la
especificidad y sensibilidad de la prueba, una herramienta importante para la vigilancia

epidemioldgica en aves.

Segun el articulo (Gregorova et al., 2022) menciona que diferentes acciones
antropicas representan una amenaza significativa para las poblaciones de especies en
Galapagos. Esta compleja dinamica ha elevado a estas especies a categorias de amenaza
dentro de la red UICN, lo que ha generado un estado de alerta para el monitoreo y
seguimiento constante. El objetivo no es solo controlar la diminucién de ejemplares,
sino también vigilar la aparicion de patdgenos que puedan afectar a las especies,
provenientes de factores ambientales externos. De la misma manera, se busca garantizar

la preservacion a largo plazo de las especies en Galapagos.
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El estudio realizado por (Jiménez-Uzcategui G. et al., 2021) considera que el
estado de salud de las aves se ve influenciado por diversos parametros fisioldgicos,
como el sexo, edad, ritmo cardiaco, frecuencia respiratoria, temperatura cloacal, peso
corporal, longitud del tarso y longitud del ala. Estos datos no se habian adquirido con
anterioridad para el control de enfermedades infecciosas y no infecciosas. En este
articulo, se analizaron los albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata), que, por
presentar rasgos mencionados, demostraron tener un buen estado de salud. Ademas, en
nuestro estudio se evidencio que, en efecto, las variables fisiologicas son indicadoras
del buen estado de salud de las aves de interés, lo que sugiere que esta especie puede

ser susceptible al virus, pero no son inmunes a enfermedades virales.
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CAPITULO V

Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

v La delimitacion de la zona fue mediante un método combinado de muestreo
estratificado y transeptos lineales, el cual fue eficiente y replicable, dando cobertura
uniforme al area, permitiendo una optimizacién de captura y marcaje de la colonia de

albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata).

v La caracterizacion de los parametros fisiolégicos de los 30 albatros de las
Galapagos (Phoebastria irrorata) muestreados incluyd sexo, ya que en muchas especies
de aves existen diferencias sexuales en términos de tamafio, comportamiento y
susceptibilidad a enfermedades, por lo que es importante considerar el sexo de las aves
al caracterizar su estado de salud, ya que podria haber diferencias en la exposicion a
factores de estrés, patrones de comportamiento, etc.; el peso corporal es un indicador
importante en la salud y el estado nutricional de las aves. El peso anormalmente bajo o
alto puede ser indicativo de problemas de salud, como desnutricidon, enfermedades
metabdlicas o infecciosas, 0 cambios en el habitat y el suministro de alimentos; la
temperatura corporal, debido a que es un indicador clave del metabolismo y la
regulacion térmica de las aves, cambios anormales en la TC pueden ser sefiales de
infeccion, inflamacion y otros trastornos médicos; frecuencia respiratoria, que puede
variar en respuesta a la actividad fisica, la temperatura ambiente, el estrés y las
enfermedades respiratorias. Un aumento en la frecuencia respiratoria puede indicar
dificultades respiratorias, infecciones respiratorias u otros problemas de salud. La

frecuencia cardiaca, ya que al igual que la frecuencia respiratoria, es un indicador de
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estrés, enfermedad cardiovascular u otros trastornos médicos en las aves. Estas variables
proporcionan una informacion valiosa del estado de la colonia y ofrece la posibilidad

de detectar enfermedades en etapas tempranas.

v La aplicacion de la técnica molecular de hisopado RT-qPCR para la deteccion
de influenza aviar en una colonia de albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata),
nos dio resultados negativos en las 30 muestras analizadas. A pesar de la ausencia de
deteccion del virus en muestra, la sensibilidad y especificidad de la técnica subrayan su

eficiencia como herramientas de diagndstico altamente fiables.

Los resultados negativos son alentadores y sugieren un estado epidemiolégico favorable
en la poblacion de albatros de las Galdpagos (Phoebastria irrorata) estudiada en
términos de influenza aviar en el momento de la investigacion. Sin embargo, es
importante destacar que la vigilancia continua y el monitoreo) epidemioldgico son
fundamentales para detectar la presencia del virus en etapas tempranas y tomar medidas
preventivas eficaces para proteger la salud de las aves y prevenir la propagacion de la

enfermedad tanto en las poblaciones de aves como en la poblacion humana.

5.2. Recomendaciones

Mantener una supervision continua y un monitoreo periodico de la salud aviar
para detectar cualquier variacion o tendencia preocupante que pueda surgir a futuro, con
el propodsito de salvaguardar la salud de las aves endémicas del archipiélago de

Galépagos.
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Fomentar colaboracion con investigadores de diferentes disciplinas, como la
biotecnologia, virologia, ecologia y la conservacién, para afrontar de manera integral
desafios relacionados a la salud de los albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata),

y otras aves marinas de las islas.

Plantear una alternativa biotecnoldgica que emplee herramientas de
bioinformatica para la secuenciacion del virus y llevar un seguimiento de los cambios
genéticos o mutaciones. Asimismo, analizar la microbiota del albatros para conocer la
composicion microbiana, que influyen en el metabolismo, sistema inmunolégico y la

resistencia a enfermedades.

Divulgar los hallazgos de manera transparente y accesible con la comunidad
cientifica, para contribuir a la toma de decisiones y actividades de conservacion

efectivas.
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ANEeXos

Anexo 1. Captura de albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata)
Créditos: ( Buendia, 2024)

Anexo 2. Albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata) capturado
Créditos: ( Buendia, 2024)
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Anexo 3. Marcaje de albatros de las Galapagos
Créditos: (Vaca, 2024)

Anexo 4. Muestreo mediante hisopado estéril de

albatros de las Galapagos (Phoebastria irrorata), realizado por Veronica Buendia.
Créditos: (Coloma, 2023)
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Anexo 5. Materiales para el muestreo en campo.
Créditos: ( Buendia, 2024)

Anexo 6. Laboratorio LabGal, lugar donde se procesaron las muestras
Créditos: ( Buendia, 2024)

Anexo 7. Muestras de hisopado en los criotubos
Créditos: ( Buendia, 2024)
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Anexo 8. Extraccion de ARN (virus de influenza aviar)
Créditos: ( Buendia, 2024)

7

W

Anexo 9. Ciclo de amplificacién de la PCR - Termociclador BIO - RAD
Créditos: ( Buendia, 2024)

Lid Preheating.«

inq: 015208

Step: 1 0f B Sl

Repeat: 1 of 1
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