
Itados, y teniendo en con- 
Dud0 estimarse, en  forma 
1 en un periodo d e  5 afios. 
la Repliblica Democratica 

1 1 0  que pudo considerarse 
factibilidad a quienes con- 
1s enfermedades cr6nicas 

e chronic diseases. 

I picture on account to socio- 
ies. Principles and goals of an 
wnlsible chronic diseases are 
des and goals are feasible and 
gatherd to such effeci at the 
3 as pilot plan a t  the districts 

being extended to the whole 
n small degree, the application 
our country. 

xlies chroniques non transrnis- 

le d6veloppement socio-hcono- 
y s  en voie de dBveloppcment. 
e contr6le des maladies chro- 
sont analyses. On essaie de  

3,  et il est signale les acquis 
Canon, dans des programmes 
Btendu maintenant h tout le 

ur une petite Bchelle, de pro- 
m transmissibles, en vue de 
ns notre pays. 

h b a ,  1982. 
' of Chronic Diseases in GDR. 

f L  

Rev Cub Hig Epid 8: 273-281, julio-septiembre, 1985 

INSTITUTO NACIONAL DE HIGIENE, EPlDEMlOLOGlA Y MlCROBlOLOGlA 

Primer informe de aislamientos del virus I-- - --  

de la gripe A en aves silvestres'en Cuba 

Lic. Clara Savdn. 

Dr. Angel Goyenechea 

Dr. S. S. Yamnikova""' 

Dr. 0. K. LVOV'*'* 

Savon. C. y otros: Primer informe de aislamienfos del vircis de la gripe A en aves sil- 
vestres en Cuba. 

Se cazan 100 aves silvestres autdctonas y mlgratorias en la provincia de Matanzas, 
Municipio Cienaga de Zapata. Se obtienen 9 aislamientos para el 9 de positividad. 
Se inforr.ia que de 10s aislamientos obtenidos, ocho se correspondieron con la formula 
antigdnica H3N8, 10s cuales fueron recombinantes del Complejo Hong Kong; 1 se co- 
rresponde con la fSrmula antigenica H7N7 similar a la cepa A/Equina/Praga/l/56 [H7N7) 
por s u  neuroarninidasa, y por su homaglutinina a la cepa AIFPVIRostockj34 (H7N1). 

INTRODUCCION 

El virus d e  la  gripe se presenta no solo en el hombre, sin0 tamhien en  
10s mamiferos y, especialmente, en  las aves;  por ello, el estudio d e  la 
ecologia d e  estos virus es hoy en dia de gran importancia.' Los estudios 
actuales confirman que 10s virus yripales A son endhmicos d e  muchas 
poblaciones d e  aves silvestres? 

Algunos autores plantean que el surgimiento de  las nuevas cepas  epi- 
dhmicas son producta de la recombinacion d e  10s virus del hombre y 10s 
animales y, muy especialmente, de las  aves? Otros plantean que sola- 
mente el hombre es el reservorio del virus grlpal A.' I( 

II 
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En nuestro pais 10s estudios ecol6gicos se comenzaron en 1976, reali- 
zandose encuestss serol6gicas en diferentes mamiferos y aves.5 En 1978 
se comenzamn ios estudios ecovirol6gicos en aves silvestres y domes- 
ticas. 

El objetivo de este trabajo es hacer un estudio ecovirol6gico en aves 
silvestres aut6ctonas en la Cienaga de Zapata, provincia de Matanzas, zona 
que constituye un refugio natural de aves, e intentar aislamientos del vi- 
rus gripal A. 

L 
MATERIAL Y METODO 

Se cazaron 130 aves silvestres autdctonas y migratorias en la  Cienaga 
de Zapata, provincia de Matanzas en el period0 comprendido entre no- 
viembre de 1981 a Abril de 1983. 

A. TOMA DE MUESTRA 

A todas las aves cazadas se les hizo exudado traqueal. cloaca1 y se le 
tom6 muestia de organos [pulmones, higado y barn). Cada una de las 
muestras por separado se conservaron en frascos esteriles con soluci6n 
amortiguadora de fosfato-giicerina con igual cantidad de soluci6n de trans- 
porte con 1 000 000 de unidades de penicilina y 1 g de estreptomicina por 
cada 500 ml de solucion amortiguadora pH = 7,2. en volumen de 0.8 ml 
para 10s exudados traqueales y clocales y de 1,5 ml para 10s 6rganos. 

B PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA 

4. 10s exudados traqueales y cloacales se les retir6 el hisopo, expri- 
rni6ndolo en las peredes del tubo. que complet6 el volumen hasta 0,8 ml 
con PBS, al cual se le aiiadio 0.1 m l  de una soluci6n de antibi6ticos que 
contenian: penicilina 100 000 de unidadcs, estreptomicina 50 000 unidades. 
gentamicina 8 rng y kanamicina 50 000 unidades por m l  de soluci6n. 

Los 6rganos fueron rnacerados en morteros esteriles con arena, y se 
hizo una suspensi6n al 20 % en PBS que tenia solucion combinada de an- 
tibi6tico. 

C AISLAMIENTO 

Las muestras por separado fueron inoculadas en embriones de pollo 
de ctiscara blanca de 9 a 10 dias. previo marcaje en ovosmpio de la cavi- 
dad amnibtica; la incubation fue de 48 horas. La cosecha se recogi6 en 
frascos esteriles. se titul6, y se conserv6 a 4°C. 

A cada muestra se le dieron 3 pases ciegos hasta lograr el aislamiento! 

D IDENTIFICACION 

1 .  La identificacion del tip0 viral se realiz6 por el metodo de inmunofluo- 
rescencia directa' con suero marcado tipos A y B en el Instituto Nacio- 

' nal de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia, MINSAP. 
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2. La estructura y formula antigenicas fuemn identificadas por las reac- 
ciones de inhibici6n de la hemaglutinacion e inhibicidn de la actividad 
de la neuroaminidasa con sueros patrones y antisueros monoclonales, 
de acuerdo con la t6cnica recomendada por la  OMS,* procedentes de 
10s centros de referencia de las Americas y de Europa Oriental. 

La identificacidn de la  estructura antigenica fue realizada en el lnstituto 
de Virologia “D.I. Ivanosky”, de la Academia de Ciencias MBdicas de la 
URSS. 

RESULTADOS Y DISCUSION 
En la tabla 1 se muestran 10s aislamientos obtenidos; como fueron obser- 

vados 8 de 10s 9 aislamientos se mrrespondieron con la  f6rmula antlge- 
nica H3N8, y 1 con la formula H7N7. 

I-.-- 

Tabla 1. Alslamientos de virus de la gripe A en aves silvestres de la Ciknaga de Zapsta, 
novicmbre 1982-abril 1983. Localidad: canal de 10s sa’balos 

--___ - - 

9-1 1-82 Gruiformes Rallldse A Cloacal Gallereta A/Gallinula chloropus H3MI 

9.1 1-82 Grulformer Rallldae A Cloacal Gallereta A/Gallinula chloropus H3N8 

Plco RoJo cercerio/Cuba/5/82 

Pic0 Rojo cercerls/Cuba/6/82 

9-1 1-82 Grulformes Rallidae A Cloacal Gallereta A/Gellinula chloropus H 3 M  

9-1 1-82 QJlformes Rallldae A Cloacal Gallereta A/Gailinola chloropus H 3 M  

Pic0 Aojo cercerls/Cuba/7/82 

Pic0 Rojo corcerls Cubs!8/82 

H 3 M  9-11-82 Anserifomes Antstidae M Cloacal Pato Huyuyo A/AIx sponsa/ 
Cuba 9/32 

H3hB 10-11-92 Anserlfonnes Antatldae M Cloacal Pam Huyuyo A/Aix sponsa; 
Coba/13/82 

H3b8 10-11-82 Anserlformes Antatidae A Cloacal Pam Huyuyo A!Aix sponsaf 
Cuba/15/82 

10-2-83 Grulformes Rallldae A Organa Gallereta A/Galllnula chloropus H3N8 

10.2-81 Gruiformes Rallldee M Organa hallereta AIFullca emericanaf H3m 

Pic0 Rolo cerceris/Coba/Q8/83 

Plco f lop  Cuba/102/83 - 
Leyenda: A - Autdctons. 

M - Migratoria. 

Estos airlamientos se correspondieron con dos ordenes, dos familias y 
3 especies de aves; 2 de estas especies anidan en Cuba y es una autoc- 
tona.g De la especie Gallinula chlorspus, cerceris, qoe forma parte de 
nuestra ornitofauna se obtuvieron 5 aislamientos, lo que parece indicar 
que nuestra avifauna desempeiia una funcion irnportante en la  circulaci6n 
de virus. 

R.C.H.E. 
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En la tabla 2 se reflojaron 10s resultados dcl estudio del tlpo de hema- 
glutinina. y ocho de 10s agentes hemaglutinantes fueron identificados 
como hemaglutinina Ha y uno como hemaglutinina Hr.'O 

Tabla 2. Resultados obtenidos en l a  reaccidn de Inhlbicl6n de Is hemaglutlnacidn con 
sueros hiperinmunes estsndares para la tlplficacl6n de la hemaglutha 

Agentes hemaglutinantes - ~ ~ _ _ _ _ _  
Sueros hiDerlnmunes 5 6 7 8 9 13 15 98 102 

A/PA/8/34 [ H i N I l  
A/FM/1/47 CHIN11 
A/URSS/90/77 [HI N1 I 
A/Sivine/lowa/l5/30 CHIN11 
A/Sivine/Wisconsin/67 IHIN1) 
A/Singapur/l/57 IH2N21 
A/Hong Kong/l/68 (H3N2J 320 6280 160 160 320 160 160 320 
A/Equina/Miami/l/63 CH3N81 80 80 20 20 40 40 20 20 
A/Pato/Ukrania/l/63 
IH3N81 2560 2560 1280 1280 2560 1280 20 20 
A/Pato/Checoslovaquia/56 
(H4N61 
A/Golondrins/Sur Africa161 
CH5N31 
A/Pavo/Massachusetts/3740/65 

A/Equina/Praga/l/S6 CH7N71 
A/Pavo/Ontarlo/6118/68 CH8N41 
A/Pavo/Wisconsin/66 CH9N21 
A/Polio/Aiemania/N/49 
(H10N7) . .  
A/FPV/Rostock/34 CH7N11 2 560 
A/Patc/lngiaterra/56 
(HIINS) 
A/Pato/Alberta/60/76 (H12N51 

.~ 
? " i  28a 

CH6N21 . .  

. .  

Sin embargo, existieron diferencias entre ellas; asi. por ejemplo. las 
cepas A/Gal/inula chloropus cerceris.'Cuba/5/82, A/Ga//inu/a chloropus 
cerceris/Cuba/7/82. A/Gal/inula chloropus cerceris/Cuba/8/82. A/Aix 
sponsa/Cuba/9/82 y A/Aix sponsa/Cuba/l3/82 y sus hemaglutininas H3. 
fueron m i s  proximas a la  hemaglutinina de A/Pato/Ukrania/l/63; no.. asi 
con la A/EquinB/Miami/l/63, pero si presentaron mayor similitud con la  
hemaglutinina de la cepa marcadora para las hemaglutininas HS, es decir, 
A/Hong Kong/1/68 (H3N2) fue bastante notable. Este resultado de la he- 
maglutinina es t i  de acuerdo con 10s trabajos de Webster y Laver (1972 y 
1973). las cuales a1 estudiar 10s polipeptidos de las cepas A/Pato/Ukrania/ 
1/63 (H3N81, ,A/Equ@a/M@ni/.l./63 (H3N8); A/Xong Kong/l/68 (H-3N2), y 
la- A/S~ngapur/l~.57..IH2N2],( . .  .. determinaron :que- la? hemaglutininas- de A;/ 
Pata~~krania/l/63:'(~H3N8) .y.A/Equir)a/Miami/,l/63 (H3N8). eran mBs. simi- 
1ares.a la. A/Hoeg :Kong/1/63 fH3NZ) que.la ceps.,h~mqna'pndeces.ora; es 
deci'r., ,que 5 a0.o~ .an$es de . la .aparicl6n dei .tipo: Honk .Kon,g:lahsnagluti- 

. ,.: nlna HJ clrculeba en las poblaciones de aves siIvestres.",'* .. 
. .  R.C.H.E. 

276 JuLlO-WIJEMBm.: is& 



Tabla 3. Resultados obtenldos en la reaccidn de inhlblcidn de Is actlvlded de la neuroamin/da8e para la tipiflcacldn de la neumminldase 

Agentes hemaglutinantes --- 
5 6 1 8 0 13 15 6a 1M Sueros hlperinmunes 

A/New Jersey/8/76 (HlNll  9 Q k + 9 9 9 9 4 
A/Be11/42 (HIN1) P Q 9 9 9 + 9 + 9 
A/Jap6n/305/57 (H2N2) x A H + =b 9 + 9 + 
A/Port Chamblers/l/73 (H3N2) x k =b += += A k =!= + 
(H5N3) + k A * 9 =$ + + 9 
A/Pavo/lnglaterra/63 (H7N3) + 9 + 9 + 9 9 + 9 
A/Pavo/Ontario/6118/68 (HEN41 + 44- +- + + * 9 9 =!= 

(H6N5) x * k 9 A 9 A 9 A 
A/Pato/lnglaterra/SB (H4N6) A + B 9 9 k k 9 4 

A/Equina/Praga/l/SB (H7N7) c 9 ;6 9 + 9 > 6400 x + 

A/Duck/Memphts/546/74 (H11N91 k 9 B 9 * 9 9 + + 

- --__ - 

A/Golondrina/Sbr Africa/61 

A/Shearruater/Australia/l172 

A/Equina/Miami/1/63 (H3N8) >6400 >6400 2 6 4 0 0  >64M) >6400 >64W + >6400 >6400 

Leyenda: 9 negatlvo. 



Las cepas A/Galltnula chloropos cerceris/Cuba/6/82, A/Gallinula chlo- 
ropus cerceris/Cuba/98/83 y AIFulica americana arnericana/Cuba/102/83, 
se correspbndiemn de acuerdo con 10s titulos obtenidos con la hemaglu. 
tinina de la cepa marcadora A/Hong Kong/1/68 (H3N2). Estas pueden ser 
recombinantes del grupo Hong Kong, que seglin Lvov (1980) y Yancetoba 
(1980), es un fen6meno bastante frecuente en las cepas aisladas de a v e ~ . * ~ J ~  

La cepa AIAix sponsa/Cuba/l5/82, se identific6 con una hemaglutinlna 
H7; sin embargo, esta hemaglutinina fue mucho m6s cercatm a la cepa 
A/FPV/Rostock (H7N1) que a la A/Equina/Praga/l/56 [H7N7), como se ve 
en la tabla 3. 

En la tabla 4 se describieron 10s resultados del estudio del tip0 de 
neuroaminidasa de las 9 cepas, s610 No. 15 mostrd neuroaminidasa N7 muy 
similar a A/Equina/Praga/l56 (H7N71; el resto de las cepas fueron iden- 
tificadas como neuroaminidasa NB, similar a A/Equlna/Miami/l/63 (H3N8). 

Tabla 4. ReaccMn de la inhibicibn de /a hemaghtinacldn con sueros Mperinmunes 
patrones para doterminar la estructura de la hemaglutha del vlrus NO. 15 

Sueros ' A/Equina/ A/FPV/ A/Pavo/ 
hiperinmunes Praga/l/56 A/FPV/Duth/27 Rostock/34 lnglaterra 

Virus \ IH7N71 (H7N7) (H7N1) /63 (H7N3) 
15 I : 640 1 : 320 1 : 2560 1 : 40 

En la tabla 5 se rnuestran 10s resultados del estudio de la estructura 
fina de estas cepas, que como se obsew6 se estudiaron 9610 7 cepas con 
diferentes sueros monoclonales de 10s virus A/Hong Kong/1/68, A/Equina/ 
Miami/1/63 y A/Pato/Ukrania/l/63; debemos sefialar que no fueron in- 
cluidos en el estudio las cepas A/Gallinola chloropos cerceris/Cuba/98/ 
83 y AIFulica americana americana/Cuba/l02/83, debido a que en el es- 
tudio de su estructura antighica por 10s metodos convencionafes no hubo 
duda de su similitud con la  hernaglutinina HS de la Among Kong/l/68 
(H3N21, y la cepa A/Aix spunsa/Cuba/l5/82 fue utilizada c o r n  control de 
estos aislamientos por poseer una hernaglutinlna H7. 

Las cepas fueron enfrentadas para 10s clones 3, 19, 21, 24, 31, 63, 152 
y 225 de A / x  - 31/Hong Kong/1/68 (recomblnante de fa Wqng Kong), a 
las clonas 1 , 2, 3, 4, 5 y 6 de A/Equina/MiamiJl/63 (M8tfi811y -5, 6 y 22 
de A/Pato/Ukrania/l/63 (H3N8). 
Los resultados obtenidos con 10s antisueros monoclrnales' de A/Pato/ 

Ukrania/i/63 fueron negativos, asi las cepas A/Ge//inuh~ cMOrapu8 cerce- 
ris/Cuba/5/82, A/Gel/inula chloropus carceris/Cub/7/82, R/Gellinula 
chloropus cerceris Cuba/8/82, AbAix sponsa/Cuba/9/82 y A/Alx SponSd 
Cuba/13/82, que habian rnostrado correspondencla con la hemaglutlnlna 
de A/Pato/Ukrania/63 (H3N8) que con la de A/Hong Kong 1/68 IH3N2) 
aparecen en el anelisis de 10s antisueros monoclonales msls cercanos a 
Hong Kong sin tener tampoco una absolute cclrreqndencia con Hong 
Kong, de acuerdo con 10s tltulos obtenidos, ye que el m8s alto fue 3200 
para el clon 19 de la cepa A/Gallinula chloropus cerceria/Cuba/5/82. 

278 JULIO-SEP~IEMBRE, is68 
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Tabla 5. Reaccldn de inhlblcldn de la hemaglurinacldn con antlcuerpos monodonales para el estudlo de la estructura fin8 de la hernaglutlnina 

Antisueros A/P&o/Ukrania/ 
1/63 W3N8) __ ~ 

A/X-31/Hong Kong/68 A/Equlna/Miaml/l/65 (H3N8) 
5 6 22 - antigenos \- 3 19 21 24 31 63 125 225 1 2  3 4 5  6 -- 

5 8 0 0 2 0 0 <  < 1 6 0 0 <  < < < < 
6 

7 

8 

9 

13 

15 

8 0 0 l B o o  < 4M) 

4 0 0 4 O o < m  

2 8 0 2 0 < 2 0 0  

m 80 < 800 

800 < <  < m <  < < < < 
B o o l o o <  < l o o <  < < < < 
400 < <  < l o o <  < < < < 
B o 0 2 0 0 <  < W <  < < < < 

100 < < 200 8 0 0 2 0 0 <  < < <  < < < < 
< < <  < < < < < < < <  < < < < < <  

A/Hong Kong/l/ 
68 (H3N2) 12800 12800 6400 12800 3200 6 4 w  1600 6400 3264 400 64w 12800 600 6400 100 < < 
A/Equlna/Miami/ 
1/63 (H3N8) < < Q  < < < < < 6 W  1W 800 400 400 1600 < < < 
AIPatolUkranial 
1/63 (H3N8) 1600 < < 800 < 800 < < 200 100 < < < < 6400 6400 3200 



El an6lisis hecho con 10s antisueros monoclonales dernostrd que estas 
cepas mn recombinantes del Complejo Hong Kong, pot- lo que esto es 
compatible con 10s resultados obtenidos con anticuerpos monoclonales par 
Yamnikova y Y a n ~ e t o b d ~ # * ~  

CONCLUSlONES 
1. Las cepas de virus de gripe A aisladas presentaron fdrmulas antig6- 

nicas H3N8 ocho de ellas, y una H7N7. 

2. Seis de las cepas aisladas fueron de aves endemicas y 3 de aves mi- 
gratorias. Todo parece indicar que nuestra ortofauna desempeiia una 
funci6n importante en el mantenimiento de estos virus en la natu- 
raleza. 

3. Debido a que la zona estudiada constituye el paso de las corrientes 
migrabrias del Norte y el Sur, la rnisma ofrece amplias posibilidades 
para el estudio de Ecologla de la gripe en Cuba. 
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SUMMARY 
Sav6n C. et at. First report about isolation of influenza A vlrus from wild blrds in Cuba. 

One hundred migratory and autochthonous wild birds are hunted In the Ci6naga de Zapata 
Municipality, Matanzas Province. Nine isolations are obtained, for 9% positiveness. Of 
the isolations obtained, 8 corresponded to H3NI antigenic formula. which were recornbi- 
nants of Honk Kong complex: I corresponded to H7N7 @genic formula, slmllar to strain 
A/Equine/Praha/l/56 (H7N7) on the basis of its nerrroamidase and to strain A/FOV/ 
Rostock/34 (H7NI) on the basis of its hemagglutinln. 

i i  RESUME 
Sav6n, C. et  el. Premier rapport d'isolernents du virus de la grippe A chez des olseeux 
sauvages a Cuba. ' 

On chasse 100 oiseaux sauvages autcchtones et'rnigfatoires b z l a  provlnce de Ma 
tanzas, Municipalit6 Cl6naga de Zapata. IJ est obtenu 9 isolemertte, ce qul repdsente 
9% de positivit6. Huit des isolements correspondaiedt B la form+ antigdnique H3N8, 
et ils ont bt6 des recombinants du complexe Honk Kong: I'autre correspond la formole 
antigenique H7H7 sirnilaire 5 la souche A/Equine/Prague/1/56 (HnJ7) par sa neuroaml- 
nidase, et par son h6rnagglutinine, a la souche A/FOV/Raetock/34 [H'tNl]. 
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