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vestres en Cuba.

Se cazan 100 aves silvestres autdctonas y migratorlas en la provincia de Matanzas, ;

unigipio Ciéna e Zapata.. Se obtienen, 9 aislamientos para el g o, de positividad.
g/cla in%)rma que %ae 05 algﬁamlen?os otb?emd_os, ocho Se cor esponﬁle?oﬁ" con qa rormu?a
antigénica H3N8, los cuales fueron recombinantes del Complejo Hong Kong; 1 se co-

rresponde con la férmula antigénica H7N7 similar a la cepa A/Equina/Praga/i/56 (H7NT)
por su neuroarninidasa, y por su homaglutinina a la cepa A/FPV/Rostock/34 (H7N1},

INTRODUCCION

H virus de la gripe se presenta no solo en el hombre, sino también €n
fos mamiferos y, especialmente, en las aves; por ello, el estudio de la
ecologia de estos virus es hoy en dia de gran importancia.! Los estudios
actuales confirman que los virus gripales A son endhmicos de muchas
poblaciones de aves silvestres ?

Algunos autores plantean que el surgimiento de las nuevas cepas epi-
dhmicas son producto de la recombinacién de los virus del hombre y los
animales y, muy especialmente, de las aves? Otros plantean que sola-
mente el hombre es el reservorio del virus gripal A4 |,
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En nuestro pais los estudios ecolégicos se comenzaron en 1976, reali-
zandose encuestss serolégicas en diferentes mamiferos y aves.® En 1978
se comenzareh i0S estudios ecovirologicos en aves silvestres y domés-
ticas.

El objetivo de este trabajo es hacer un estudio ecovirolégico en aves
silvestres autéctonas en la Ciénaga de Zapata, provincia de Matanzas, zona
gue constituye un refugio natural de aves, e intentar aislamientos del vi-
rus gripal A

L
MATERIAL Y METODO

Se cazaron 100 aves silvestres autéctonas y migratorias en la Ciénaga
de Zapata, provincia de Matanzas en el periodo comprendido entre no-
viembre de 1981 a Abril de 1983.

A. TOMA DE MUESTRA

A todas las aves cazadas se les hizo exudado traqueal. cloacal y se le
tom6 muestia de organos [pulmones, higado y bazo). Cada una de las
muestras por separado se conservaron en frascos estériles con solucién
amortiguadora de fosfato-giicerina con igual cantidad de solucién de trans-
porte con 1000 000 de unidades de penicilina 'y 1 g de estreptomicina por
cada 500 m/ de solucién amortiguadora pH = 7,2, en volumen de 08 m/
para los exudados traqueales y clocales y de 1,5 ml para los érganos.

B PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

A los exudados traqueales y cloacales se les retird el hisopo, expri-
miéndolo en las peredes del tubo, que completé el volumen hasta 0,8 m/
con PBS, al cual se le afiadié 0.1 m/ de una solucién de antibiGticos que
contenian: penicilina 100000 de unidadcs, estreptomicina 50000 unidades.
gentamicina 8 mg y kanamicina 50 000 unidades por m{ de solucidmn.

Los drganos fueron rnacerados en morteros estériles con arena, y se
hizo una suspension al 20 % en PBS que tenia solucion combinada de an-
tibidtico.

C AISLAMIENTO

Las muestras por separado fueron inoculadas en embriones de pollo
de cascara blanca de 9 a 10 dias. previo marcaje en ovoscopio de la cavi-
dad amnibtica; la incubacion fue de 48 horas. La cosecha se recogié en
frascos estériles, se tituld, y se conservs a 4°C.

A cada muestra se le dieron 3 pases ciegos hasta lograr el aislamiento.#
D IDENTIFICACION

1. La identificacién del tipo viral se realizé por el método de inmunofiuo-
rescencia directa’ con suero marcado tipos A y B en el instituto Nacic-
" nal de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia, MINSAP.
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2. La estructura y formula antigenicas fueron identificadas por las reac-
ciones de inhibicién de la hemaglutinacion e inhibicién de la actividad
de la neuroaminidasa con sueros patrones y antisueros monoclonales,
de acuerdo con la técnica recomendada por la OMS,? procedentes de
los centros de referencia de las Americas y de Europa Oriental.

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

URSS.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se muestran los aislamientos obtenidos; como fueron obser-
vados 8 de los 9 aislamientos “Se Turrespondieron con la férmula antigé-
nica H3N8, y 1 con la férmula H7N7.

Tabla 1. Alslamientos de virus de la gripe A en aves silvestres de la Ciénaga de Zapata,
novicmbre 1982-abril 1983. Localidad: canal de los sdbalos

Férmote
tura Tipo de  Tipo de  Nombre anti-
cap Orden Familia ave muestra  vuigar Nombre de cepa génica
8-11-82 Gruiformes Rallidse A Cloacal Gallereta A/Gallinula chloropus H3NB

Pico Rojo cercerls/Cuba/5/82
9-11-82 Gruiformes Rallidae A Cloacal Gallereta A/Gallinula chloropus H3N8
Pico Rojo carceris/Cuba/6/82
9-11-82 Grulformes Rallidae A Cioacal Gallereta A/Gallinula chloropus H3Ng
Pico Aojo cerceris/Cuba/7/82
91482 Grulformes Rallldae A Cloacal Gallereta A/Gallinula chloropus HaNs
Pico Rojo cerceris Cuba/8/82
8.41.82 Anseriformes  Antstidae M Cloacal Pato Huyuyo A/Aix sponsa/ H3Ns
Cuba 9/32
10-41-82 Anseriformes  Antotidae M Cloacal Pam Huyuyo A/Aix sponsa/ H3NS
Cuba/13/82
10-11-82 Anserlformes  Antatidze A Cloacal Pato Huyuyo A/Aix sponsa/ H3Ne
Cuba/15/82
10-2-83 Grulformes Rallldae A Organo Gallereta A/Gallinufa chloropus H3N8
Pico Rojo cerceris/Cuba/98/83
10-2-883 Gruiformes Rallidae M Organo Gallereta A/Fullca emericanal  H3N8

Pico Rojo Cuba/102/83

Leyenda: A — Autéctona.
M — Migratoria.

Estos aislamientos se correspondieron con dos ordenes, dos familias y
3 especies de aves; 2 de estas especies anidan en Cuba y es una autée-
tona.® De la especie Gallinula chloropus, cerceris, qoe forma parte de
nuestra ornitofauna se obtuvieron 5 aislamientos, 10 que parece indicar
que nuestra avifauna desempefia una funcion irnportante en la circulacion

de virus.
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En la tabla 2 se refiejaron los resultados del estudio del tlpo de hema-
glutinina, y ocho de los agentes hemaglutinantes fueron identificados
como hemaglutinina Hs y uno como hemaglutinina Hz.!®

Tabla 2. Rssultados obtenidos en la reaccién de Inhibicldn de la hemaglutinacién con
sueros hiperinmunes estdndares para la tipificaclén de |a hemaglutina

Agentes _hemaglutinantes
Sueros hiperinmunes 5 6 7 8 9 13 15 98 102

A/PR/8/34 (H1N1)

A/FM/1/47 (HIN1)

A/URSS/90/77 (HIN1)

A/Sivine/lowa/15/30 (H1N1}

A/Sivine/Wisconsin/67 (H1NT1)

A/Singapur/1/57 (H2N2}

AfHong Kong/1/68 (H3N2) 320 6280 160 160 320 160 160 320
A/Equina/Miami/1/63 {H3N8) 80 80 20 20 40 40 20 20
A/Pato/Ukrania/1/63

(H3N8) 2560 2560 1280 1280 2560 1280 20 20
(H4NB)

A/Golondrina/Sur Africa/61

(H5N3)

A/Pavo/Massachusetts/3740/55

A/Eqﬁllna/Pragé/USE [(H7TNT) C 11280
A/Pavo/Ontario/6118/68 {HBN4)

A/Pavo/Wisconsin/66 {HIN2)

A/Pollo/Alemania/N/49

[HT1ONT)

A/FPV/Rostock/34 [H7N1) 2 560
A/Patc/Inglaterra/56

(H11N6)

A/Pato/Alberta/60/76 [H12N5)

Sin embargo, existieron diferencias entre ellas; asi, por ejemplo, las
cepas A/Gallinula chloropus cerceris/Cuba/5/82, A/Gallinufa chloropus
cerceris/Cuba/7/82, A/Gallinula chloropus cerceris/Cuba/8/82, A/fAix
sponsa/Cuba/9/82 y A/Aix sponsa/Cuba/13/82 y sus hemaglutininas Hs,
fueron més préximas a la hemaglutinina de A/Pato/Ukrania/1/63; na. asi
con la A/Equina/Miami/1/63, pero si presentaron mayor similitud con la
hemaglutinina de la cepa marcadora para las hemaglutininas Hi, es decir,
A/Hong Kong/1/68 (H3N2) fue bastante notable. Este resultado de la he-
maglutinina estd de acuerdo con los trabajos de Webster y Laver (1972 y
1973}, las cuales al estudiar los polipeptidos de las cepas A/Pato/Ukrania/
1/63 (H3N8). A/Equina/Miami/1/63 (H3N8); A/Hong Keong/1/68 (H3N2}, y
la- A/Skngapur/1/57 {H2N2), - determinaron -gque- lag hemaglutininas- ge A/
Pato/Ukrar;la/i/Bz (H3N8) y: . A/Equina/Miami/1/63 (H3N8)- eran més- simj-
lares-a la- A/Hong Kong/1/63 (H3N2) que-la cepa-humana predecesora, es
dec-lr que 5 afios-antes de.la -aparicién del tipo: Honk -Kenhg:a-hemagluti-
nina H; circulaba en las poblaciones de aves silvestres.!l12 R
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Tabla 3. Resuftados obtenidos en |la reaccién de Inhiblcién de la activided de |a neuroaminidasa para la tipificacion de |la neuroaminidase

Agentes hemaglutinantes

Sueros hlperinmunes 5 6 7 8 9 13 15 98 102
A/New Jersey/8/76 (HIN1) + + * + + + 9 + +
A/Bel/82 (HIN1) 3 + + + + + + + +
A/Jap6n/305/57 (H2N2) X A H + o+ + + 4 4+
A/Port Chamblers/1/73 {HaN2) + + + * + A + + +
A/Golondrina/Sur Africa/61 *

{H5N3) 4 + A + + + + +
A/Pavo/inglaterra/63 (H7N3) + + + + + % + + +
A/Pavo/Ontario/6118/68 (H8N4) 4 S * + S & 4 L
A/Shearwater/Australia/1/72 *

(HBNS) + + A + A + A
A/Pato/Inglaterra/56 {HANG) A + £ e o + 4k + 4
A/Equina/Praga/1/56 (HTNT) + + 4 + + + > 6400 + &
A/Equina/Miami/1/63 (H3N8) >6400 >6400 >6400 S6400  >G6400 > 6400 + >6400 > 6400
A/Duck/Memphis/546/74 (H11N9) % + + + * + + + +

Leyenda: #= negativo,



Las cepas A/Gallinula chloropus cerceris/Cuba/6/82, A/Gallinula chlo-
ropus cercerls/Cuba/98/83 y A/Fulica americana amerlcana/Cuba/102/83,
se correspbndiemn de acuerdo con los 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 segin Lvov (1980) y Yancetoba
(1980), es un fenémeno bastante frecuente en las cepas aisladas de aves.!3!4

La cepa A/AIx sponsa/Cuba/15/82, se identificd con una hemaglutinina
H7; sin embargo, esta hemaglutinina fue mucho més cercana a la cepa
A/FPV/Rostock (H7N1) que a la A/Equina/Praga/1/56 (H7N7), como se ve
en latabla 3.

En la tabla 4 se describieron los resultados del estudio del tipo de
neuroaminidasa de las 9 cepas, sélo No. 15 mostré neuroaminidasaNz muy
similar a A/Equina/Praga/156 (H7N7); el resto de las cepas fueron iden-
tificadas como neuroaminidasa Ns, similar a A/Equina/Miami/1/63 (H3N8).

Tabla 4. Reaccién de la inhibicién de la hemaglutinacién con sueros hiperinmunes
patrones para determinar la estructurade la hemaglutina del virus No. 15

Sueros i A/Equina/ A/FPV/ A/-P;vo/
Niperinmunes Praga/1/56 A/FPV/Duth/27 Rostock/34 Inglaterra
Virug ™\ (H7NT) {H7N7) [H7N1) /63 (H7N3)

15 1:640 1:320 1:2560 1:40

En la tabla 5 se rnuestran los resultados del estudio de la estructura
fina de estas cepas, que como se observé se estudiaron sélo 7 cepas con
diferentes sueros monoclonales de las virus A/Hong Kong/1/68, A/Equina/
Miami/1/63 y A/Pato/Ukrania/1/63; debemos sefialar que no fueron in-
cluldos en el estudio las cepas A/Gallinula chloropus cerceris/Cuba/98/
83 y A/Fulica americana americana/Cuba/102/83, debido a que en el es-
tudio de su estructura antigénica por los métodos convencionales no hubo
duda de su similitud con la hernaglutinina Hs de la A/Hong Kong/1/68
(H3N2), y la cepa A/Aix sponsa/Cuba/15/82 fue utilizada como control de
estos aislamientos por poseer una hernaglutinina Hs.

Las cepas fueron enfrentadas para los clones 3, 19, 21, 24, 31, 63, 152
y 225 de A/x = 31/Hong Kong/1/68 (recomblnante de ta Hgng Kong), a
las clonas 1, 2, 3, 4, 5y 6 de A/Equina/Miaml/1/63 (H3N8) iy 5 6 y 22
de A/Pato/Ukrania/1/63 (H3N8). oo

Los resultados obtenidos con los antisueros monocionales de A/Pato/
Ukrania/1/63 fueron negativos, asi las cepas A/Gallinula chloropus cerce-
ris/Cuba/5/82, A/Gallinula chloropus cerceris/Cuba/7/82, Aj/Gallinula
chloropus cerceris Cuba/8/82, A/Aix sponsa/Cuba/9/82 y A/Aix Sponsa/
Cuba/13/82, que habian rnostrado correspondencla con la hemaglutinina
de A/Pato/Ukrania/63 (H3N8) que con la de A/Hong Kong 1/68 (H3N2)
aparecen en el andlisis de los antisueros monoclonales més cercanos a
Hong Kong sin tener tampoco una absolute correspondencia con Hong
Kong, de acuerdo con los tftulos obtenidos, ya que €l més alto fue 3200
para el clon 19 de la cepa A/Gallinula chloropus cerceris/Cuba/5/82.
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Tabia 5. Reaccldn de

inhibicion de la hemaglutinacién con antlcuerpos monoclonales para el estudio de |a estructura fing de |la hemaglutinina

*ﬂ;uems
antigen®®

A/Pato/Ukrania/

A/X-31/Hong Kong/68 A/Equina/Miaml/1/63 (H3N8) 1/63 (H3N8)

3 19 21 24 31 63 125 225 1 2 3 4 5 6 5 6 2

5 < 3280 < < < 00 < < 1600 < < < < <

6 800 1600 < 400 800 < < < w0 < < < < <

7 400 400 < 200 800 100 < < 00 < < < < <

8 200 20 < 200 400 < < < 100 < < < < <

9 4060 g0 < 800 B0 200 < < M < < < < K<

13 100 < < 200 800 200 < < < K < < < <

15 < < < < < < < < < < < < < < < < <
A/Hong Kong/1/

88 (H3N2) 12800 12800 6400 12800 3200 64w 1600 6400 3200 400 6400 12830 800 6400 100 < <
A/Equina/Miaml/

1/63 (H3N8) < < < < < < < < 6400 100 800 400 400 1600 < < <
A/Pato/Ukrania/

1/63 (H3Ng) 1 600 < < 8w < 800 < < 200 100 < < < < 6400 6400 3200




El an4lisis hecho con los antisueros monoclonales demostré que estas
cepas con recombinantes del Complejo Hong Kong, por lo que esto es
compatible con ltos resultados obtenidos con anticuerpos monoclonales por
Yamnikova y Yancetoba!®1®

CONCLUSIONES

1. Las cepas de virus de gripe A aisladas presentaron fdrmulas antigé-
nicas H3N8 ocho de sllas, y una H7N7.

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

3. Debido a que la zona estudiada constituye el paso de las corrientes
migratorias del Norte y el Sur, la misma ofrece amplias posibilidades
para el estudio de Ecologia de la gripe en Cuba.
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SUMMARY
Savén C. et al. First report about isolation of influenza A virus from wild blrds in Cuba.

One hundred migratory and autochthonous wild birds are hunted In the Ciénaga de Zapata
Municipality, Matanzas Province. Nine isolations are obtained, for 9% positiveness. Of
the isolations obtained, 8 corresponded to H3N8 antigenic formula. which were recombi-
nants of Honk Kong complex: 1 corresponded to H7N?7 antigenlc formula, simllar to strain
A/Equine/Praha/1/56 (H7N7) on the basis of its neuroamidase and to strain A/FOV/
Rostock/34 (H7N1) on the basis of its hemagglutinin.

RESUME C

Savén, C. et al. Premier rapport d'isolements du virus de la grippe A chez des oiseaux
sauvages a Cuba. '

On chasse 100 oiseaux sauvages autcchtones et  migtatoires déns:,la province de Me-
tanzas, Municipalité Ciénaga de Zapata. !l est obtenu 9 isolements, ce qui représente
9% de positivité. Huit des isolements correspondaiert & la formuje antigénique H3NS,
et ils ont été des recombinants du complexe Honk Kong: I'autre correspond a la formule
antigénique H7H7 sirnilaire & la souche A/Equine/Prague/1/56 (H7TN7) par sa neuroami-
nidase, et par son hémagglutinine, 3 la souche A/FOV/Rostock/34 (HTN{).
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