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RESUMEN: El virus de la influenza aviar provoca  infección, enfermedad y muerte en diferentes
especies de aves, además  ha adquirido la capacidad de propagarse del hospedador aviar  a humanos
y otros mamíferos, provocando una enfermedad grave. Por  ese motivo,  existe una gran preocupación
a nivel internacional en la detección del virus de la influenza aviar y las estrategias de diagnóstico.
A pesar que los métodos de laboratorios convencionales son ampliamente usados para el aislamiento
e identificación de los virus y para la detección de anticuerpos específicos en todo el mundo, nuevas
tecnologías han sido rápidamente desarrolladas. Con el empleo de las herramientas moleculares
se puede realizar  en un mismo día de la detección, patotipificación y caracterización filogenética
de los virus de influenza obtenidos a partir  muestras clínicas.
(Palabras clave: Influenza aviar; diagnóstico; diagnóstico molecular)

UPDATE AND PERSPECTIVES ON THE DIAGNOSIS OF AVIAN INFLUENZA VIRUS

ABSTRACT: Avian influenza virus causes infection, disease and death on different bird species and
has also acquired the capability of transmiting from avian species to humans and other mammals
causing severe diseases. For that reason, there is a great international concern on avian influenza
virus detection and diagnostic strategies. Although conventional laboratory methods used for
isolation and identification of the virus and for detection of specific antibodies continued to be widely
applied, new technologies have been rapidly developed.  With the use of molecular tools detection,
pathotyping, and phylogenetic characterization of influenza A viruses obtained from clinical specimens
can be done on the some day.
(Key words: Avian influenza; diagnosis; molecular diagnosis)

INTRODUCCIÓN

Los virus de la influenza aviar pertenecen al género
Influenza virus A de la familia Orthomyxoviridae. Son
virus de ARN segmentados de simple cadena y de
polaridad negativa. Los virus de influenza aviar del tipo
A poseen nucleocapsida y proteínas de la matriz  rela-
cionadas antigénicamente y la clasificación en subtipo
es en base a los antígenos de la hemoaglutinina (H) y
la neuroaminidasa (N) (1). En la actualidad se recono-
cen 16 subtipos de H (H1– H16) y 9 de neuroaminidasa
N (N1-N9).

Los virus de influenza aviar pueden ser clasificados
en dos patotipos diferentes, de baja y de alta
patogenicidad, basados en la capacidad de producir
enfermedad y mortalidad en pollos (2). Los virus de
influenza aviar de alta patogenicidad (IAAP) solamente
se han asociados con los subtipos H5 y H7, aunque
no todos los virus de estos subtipos causan la IAAP.
Tanto la IAAP como la influenza aviar de baja
patogenicidad (IABP) provocan una enfermedad alta-
mente contagiosa capaz de propagarse a poblaciones
susceptibles en un corto periodo de tiempo. Esto pue-
de provocar efectos devastadores en la industria avíco-
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la, particularmente si se presenta en áreas de alta den-
sidad de aves (3). Atendiendo a estas características
y al riesgo que existe de que los virus H5 y H7de baja
patogenicidad se conviertan en virulentos por mutación,
hacen que todos los virus de los subtipos  H5 y H7
sean de notificación obligatoria a la Oficina Internacio-
nal de Salud Animal (OIE) (3).

La estrategia más eficaz para luchar con eficiencia
contra la influenza aviar es realizando una  detección y
alerta temprana del virus, para de esta forma prevenir
la propagación de la enfermedad y lograr un control
efectivo. En este sentido es importante contar con
metodologías diagnósticas rápidas y confiables que
permitan realizar la confirmación de la enfermedad. En
este trabajo se pretende realizar una actualización del
diagnóstico de la influenza aviar tanto por los métodos
convencionales como por las tecnologías moleculares.

DIAGNÓSTICO CLÍNICO

La IAAP puede variar los síntomas clínicos depen-
diendo del hospedador, la edad del ave, la presencia
de otros microorganismos y las condiciones ambien-
tales. Se puede observar desde una muerte súbita con
pocos o sin signos aparentes, hasta una enfermedad
característica con síntomas respiratorios, lagrimeo
excesivo, fatiga respiratoria, sinusitis, edema de la
cabeza y cara, cianosis de la piel no cubierta de plu-
mas,  diarrea y en gallinas ponedoras un descenso
brusco en la producción de huevo. Los virus de IABP
que normalmente no causan enfermedad o causan una
enfermedad leve, pueden presentar un cuadro clínico
similar a las cepas de IAAP si están presentes condi-
ciones exacerbantes. Sin embargo, ninguno de estos
signos puede considerarse patognomónico, por lo que
el diagnóstico confirmativo de la influenza aviar se basa
en los análisis de laboratorio.

TÉCNICAS DE DETECCIÓN DIRECTA

Aislamiento viral e identificación

Los protocolos de laboratorios para la detección e
identificación del virus de la influenza aviar están basa-
dos  en el aislamiento viral en embrión de pollo libres
de patógenos específicos (LPE) o embriones
específicamente libres de anticuerpos (LA) y/o culti-
vos celulares (MDCK). Esta metodología  es conside-
rada el estándar de oro para la detección del virus de la
influenza aviar (3). Las muestras son inoculadas en
los embriones de pollo por la vía de la  cavidad alantoidea
e incubadas de 35-37oC durante 4-5 días. Todos los
embriones, tanto los vivos como los muertos, son evalua-
dos para determinar la presencia de actividad

hemoaglutinante, pues la misma es indicativa de la
presencia de un virus de influenza tipo A o de
paramyxovirus aviar. Las muestras que den una reac-
ción negativa se les debe realizar un pasaje en embrio-
nes de pollo.

Una vez obtenido el aislamiento de un virus
hemoaglutinante se realiza la identificación del serotipo
de la hemoaglutinina (H) por la prueba de inhibición de
la hemoaglutinación (IHA) para lo cual se necesitan
antisueros mono-específicos contra los 16 subtipos de
H. Mientras que para determinar el subtipo de
neuroaminidasa (N) se necesita antisueros mono-es-
pecíficos contra los nueve subtipos de N usando la
prueba de inhibición de la neuroaminidasa  (3). La de-
terminación del tipo de N en aislados de H5 y H7 revis-
te gran importancia, para poder diferenciar entre las
aves vacunadas e infectadas, pues en las estrategias
de control se seleccionan  cepas vacunales que ten-
gan una  N  heteróloga respecto a los virus causantes
del brote de la enfermedad y que permite diferenciar
las aves vacunadas de infectadas, conocido con las
siglas DIVA (4,5).

Una vez identificado un aislado del virus de la IA es
necesario determinar su virulencia o patogenicidad para
los pollos, sobre todo con los serotipos H5 y H7, que
son los que pueden provocar la IAAP. Para la determi-
nación de la patogenicidad existen dos métodos, el
índice de patogenicidad intravenosa (IPIV), que con-
siste en la inoculación intravenosa de gallinas de cua-
tro a ocho semanas de edad, donde después de 10
días de observación si provoca una mortalidad igual o
mayor al 75% o un IPIV >1,2 se clasifica la cepa como
altamente patógenas para el pollo. El otro método es
por predicción del patotipo por RT-PCR y secuenciación
de ácidos nucleicos del segmento del gen de la H que
codifica el sitio de procesamiento proteolítico de la
hemoaglutinina. La presencia de múltiples aminoácidos
básicos en este sitio se relaciona con las cepas alta-
mente patógena de los serotipos H5 y H7 (6,7).

Aunque el aislamiento viral es el único método que
puede determinar la presencia de virus infectivo en el
medio, tiene como limitante que si las partículas virales
no están viables en la muestra se emite un resultado
falso negativo. Esto puede ser provocado porque la
muestra a evaluar proceda de lugares lejanos, donde
no es posible conservar bien la muestra en su traslado
hacia el laboratorio (8).

ELISA de captura de antígeno

El ELISA de captura de antígenos es utilizado en
múltiples formatos a nivel mundial para la detección
rápida de la  influenza A.  Los ensayos, originalmente
fueron desarrollados para la detección en humanos,
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mas tarde fueron  aplicados en otras especies de anima-
les, tales como pollos (9,10,11). Los métodos
inmunoenzimáticos desarrollados para la detección de
antígeno del virus de influenza generalmente  son de
una plataforma sencilla y pueden ser aplicados tanto
en el laboratorio como en el campo.  Los mismos se
basan en la detección de una de las mayores proteí-
nas virales (la hemoaglutinina o la neuroaminidasa) y
no requieren que el virus esté viable en el campo para
dar un resultado positivo. Recientemente, varios méto-
dos de diagnóstico  para la detección rápida de
antígenos de influenza aviar en pollos han sido desa-
rrollados y comercializados, por lo que en estos  mo-
mentos esta metodología es de fácil adquisición, pues
la misma  es comercializada por muchas compañías
internacionales.

La mayoría de estos diagnosticadores detectan
antígenos de influenza tipo A (la proteína de la matriz o
la nucleoproteína), por lo que no facilita ninguna infor-
mación sobre el subtipo de la H o N, así como, del
patotipo. Recientemente se ha desarrollado un ensa-
yo de captura de antígenos que emplea un anticuerpo
monoclonal específico contra el subtipo H5 (12). Sin
embargo, trabajos relacionados con las experiencia de
los laboratorios evaluando la utilidad de estos
diagnosticadores, indican que los métodos de captura
de antígeno tienen una utilidad limitada, dado por la
baja sensibilidad y especificada que tienen cuando se
comparan con otros métodos (9 y 11). El límite de de-
tección para la mayoría de los ELISA disponibles co-
mercialmente es  1000 veces menor que el aislamien-
to viral y por lo general  en un rango entre 104 y 103

DIE50  (13). Por otro lado se ha sugerido que los ELISA
de captura son más eficientes en detectar los antígenos
virales cuando están asociados a células,  que en
muestras clínicas donde el virus se encuentra libre (14
y 15).   Estos son elementos muy importantes a tener
en cuenta a la hora de emitir un diagnóstico sobre la
base de estos métodos (8).

Dada la baja sensibilidad de los ensayos
inmunoenzimáticos en la detección de antígenos y te-
niendo en cuenta  que la liberación de este virus se
produce en un corto periodo de tiempo y con frecuen-
cia en muy bajas concentraciones,  los mismos no
son recomendados para ser utilizados en los progra-
mas de vigilancia (13).  Existen además, otras limita-
ciones para algunos formatos relacionadas con la in-
terferencia de la peroxidasa endógena principalmente
en muestras de sangre y tejido, así como, se ha repor-
tado un bajo nivel de especificidad cuando están pre-
sentes otros patógenos relacionados (16).

Ensayos de detección molecular

Todos los diagnosticadores moleculares compar-
ten el mismo objetivo básico, el de amplificar altos ni-
veles de ácidos nucleicos para facilitar  su identifica-
ción en una muestra. La detección basada en la reac-
ción en cadena de la polimerasa para el virus de la
influenza aviar se ha incrementado de manera
exponencial en los últimos años. Varios protocolos para
la detección del RNA del virus de la influenza tanto en
muestras clínicas como de laboratorio han sido desa-
rrollados basados en diferentes metodologías
moleculares, tales como transcripción inversa - reac-
ción en cadena de la polimersa (RT-PCR) (9, 17, 18),
RT-PCR-ensayo inmuno enzimático (RT-PCR-ELISA)
(19) , RT-PCR en tiempo real (rRT-PCR) (20, 21) y
amplificación de ácidos nucleicos basados en
secuenciación (NASBA) (22) . Las técnicas de RT-PCR,
RT-PCR-ELISA y el rRT-PCR son similares, solo se
diferencia en que el producto de PCR es detectado por
métodos diferentes.

La RT-PCR convencional para la caracterización del
virus de la influenza aviar  es utilizada por los laborato-
rios desde la década de 1990. La aplicación de esta
metodología, además de conllevar  a la detección rápi-
da e identificación del subtipo (al menos de H5 y H7),
el producto de PCR purificado puede emplearse en la
secuenciación de ácidos nucleicos y con ello determi-
nar la patogenicidad (3,  23).

Existen varios elementos importantes a tener en
cuenta para realizar el diagnóstico del virus de la in-
fluenza aviar por RT-PCR. Resultados obtenidos avalan
que el diagnóstico puede verse afectado en dependen-
cia de la muestra clínica que se utilice. Las muestras
traqueales proporcionan una alta sensibilidad y espe-
cificidad con relación al aislamiento viral, mientras que
las muestras de heces fecales carecen de sensibili-
dad, dado el alto número de inhibidores que presentan
para las reacciones moleculares (24).  Por otro lado,
para alcanzar  resultados confiables es necesario la
amplificación biológica de la muestra inicial en embrio-
nes de pollos, para de esta forma obtener altos títulos
del virus (1 X 10 6  DIEP50/mL o más) y realizar  la
extracción de RNA a partir del líquido alantoideo (25).
Ensayos interlaboratorios realizados recientemente por
la Unión Europea para la identificación directa por RT-
PCR convencional para H5 y H7 a partir de muestras
clínicas de pollos,   demostraron que  esta técnica no
es capaz de detectar la presencia del RNA extraído
directamente de la muestra clínica cuando existen bajos
títulos del virus en la muestra, en particular en los ca-
sos de IABP (26).
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La RT-PCR convencional es muy utilizada actual-
mente en los laboratorios de diagnóstico para la
secuenciación del virus de la influenza aviar, principal-
mente del gen de la hemoaglutitina de los subtipos H5
y H7 de aislados obtenidos en brotes de campo (27).
De esta forma se  determina la patogenicidad de los
mismos, así como proporciona datos filogenéticos so-
bre todo en la región variable del gen de la hemaglutinina,
que permiten realizar estudios de epidemiología
molecular entre los diferentes brotes de influenza aviar
(28). A través de estos estudios se pudo conocer que
los aislados H5 americanos son filogenéticamente dis-
tintos a los aislados de H5 europeos, y lo mismo es
aplicable para los aislados de H7 de América y Eurasia,
siendo esto un elemento muy importante a la hora de
seleccionar los cebadores para realizar un diagnóstico
molecular certero (29).

Por otro lado, el método RT-PCR - ELISA, tiene un
alto riesgo de generar resultados falsos positivos pro-
ducto de la contaminación cruzada que puede ocurrir
entre las muestras, particularmente cuando se proce-
sa un alto número de estas al mismo tiempo (8).

El  rRT-PCR  es un método rápido, altamente sen-
sible y específico para realizar el diagnóstico de in-
fluenza aviar a partir de muestras clínicas. Esto hace
que se convierta en la técnica de elección   para reali-
zar un diagnostico oportuno y confiable ante la sospe-
cha de un brote de influenza aviar, pues le permite a
las autoridades veterinarias tomar medidas rápidas  que
permitan minimizar los devastadores daños que provo-
ca un brote por esta entidad en poblaciones suscepti-
bles de aves. Este método tiene como ventaja adicio-
nal que existe muy poca posibilidad de contaminacio-
nes  cruzadas, pues los resultados se obtienen en
tiempo real. Además, muchas plataformas de rRT-PCR
tienen un formato de 96 pozos, el cual combinado con
un robot para  la extracción del RNA,  aumenta de
manera  significativa la capacidad de análisis de mues-
tras a evaluar en una corrida.

Han sido descritos y validados varios ensayos de
rRT-PCR para amplificar tanto regiones del gen de la
matrix (M) como de la región HA2 del gen de la H. El
gen M es conservado  en los 16 subtipos de la H de
todas las regiones geográficas, lo que lo hace ideal
para la detección del virus de la influenza aviar. Mien-
tras que la región HA2 es relativamente conservada
dentro de los genes de la hemaglutinina, lo que hace
que sea la de mayor de interés para el diagnóstico de
los subtipos H5 y H7 (30, 31).

Sin embargo, dado a que  existe divergencia entre
los virus de influenza aviar de los diferentes hemisfe-
rios,  incluso dentro de la región HA2, se hace muy

difícil  diseñar una pareja de cebadores sensibles para
el rRT-PCR que permita la detección de virus de in-
fluenza aviar H5 o H7 de todas las regiones del mundo.
Spackman y et al, (26) diseñaron una secuencia de
cebadores/ sondas para la detección de aislamientos
de H5 y H7 de América del Norte, los cuales no eran
aplicables para el diagnóstico de los  aislamientos
euroasiáticos. Estos cebadores  fueron modificados
por   Slomka y et al. (26),  de manera que permitieran
detectar  la cepa H5N1  de influenza aviar del «linaje
Asiático’’  y otros virus Euroasiáticos de influenza aviar
de H5 que  han sido aislados en los últimas décadas.

Los rRT-PCR necesitan ser validados al igual que
todas las técnicas de diagnóstico. Los dos elementos
más importantes a los que debe estar dirigida la vali-
dación son la sensibilidad y la especificidad.  Con rela-
ción a la sensibilidad debe comprobarse que el nuevo
método desarrollado  detecta de manera exitosa dife-
rentes virus de la influenza aviar. Los PCRs genéricos
deben detectar los 16 subtipos H, mientras que  los
rRT-PCR de H5 y H7 deben detectar un  número consi-
derable de aislamientos dentro del subtipo correspon-
diente. Dada la diversidad genética que existe entre
los virus de los subtipos H5 y H7 del hemisferio Este y
Oeste es muy importante incluir virus de influenza aviar
de los subtipos H5 y H7 de diferentes regiones geográ-
ficas (29). Con relación a la especificidad debe ser
demostrado que el nuevo rRT-PCR de influenza aviar
no muestren señales falsas positivas. Para ello se de-
ben incluir en la evaluación varios patógenos aviares
que no se correspondan con cepas de influenza aviar
(especialmente  el virus de la enfermedad de Newcastle)
y un panel de muestras clínicas que deben ser negati-
vas a influenza aviar por aislamiento viral (25).

Es importante demostrar  que el nuevo método es
aplicable a muestras  clínicas. Las muestras deben
ser evaluadas tanto por el nuevo rRT-PCR para influen-
za aviar como por aislamiento viral en embriones po-
llos, por ser el «estándar de oro» . Esto determinará si
el nuevo rRT-PCR para influenza aviar es más sensible
que el aislamiento viral. Las muestras clínicas pueden
obtenerse de aves infectadas experimentalmente o de
aves de campo procedentes de  un brote de influenza
aviar.

TÉCNICAS DE DETECCIÓN INDIRECTA

Ensayos serológicos

Las técnicas serológicas se utilizan para demos-
trar la presencia de anticuerpos específicos. Estos
pueden detectarse aproximadamente siete días des-
pués de la infección. Con los estudios serológicos se
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pueden detectar tanto los anticuerpos de grupo (frente
a virus Influenza A, sin discriminar el subtipo), como
los anticuerpos específicos frente a las distintas HA y
NA (32).

Las técnicas serológicas van a tener una mayor
aplicación para demostrar la infección por cepas de
IABP. Una de las principales aplicaciones  del diag-
nóstico serológico es para la certificación de aves para
el comercio. Sin embargo, la serología carece de valor
en las aves infectadas con cepas de IAAP,  debido a
que la mayoría mueren antes de desarrollar una res-
puesta de anticuerpos (20).

Agar gel difusión

La técnica de agar gel difusión (AGID)  detecta la
presencia o ausencia de anticuerpos frente a
nucleocapsida o antígeno de la matriz, los cuales son
similares en todos los virus de la IA. Este ensayo utili-
za como antígeno un fluido sobrenadante inactivado
con formalina procedente de homogenado de membra-
nas corioalantoideas de embriones de pollo inoculados
con el virus. El AGID sirve para detectar anticuerpos en
gallinas y pavos, pero no para las demás especies, ya
que no todas las especies aviares producen anticuerpos
precipitantes, especialmente los patos (33, 3).

ELISA

Es una técnica más sensible que el AGID. Los ELISAs
indirectos para la detección de anticuerpos en gallinas y
pavos han sido ampliamente utilizados por muchos labo-
ratorios de diagnóstico desde hace más de una década y
están disponibles comercialmente. Sin embargo, tienen
como dificultad que no pueden ser empleados para la
detección en investigaciones serológicas en otras espe-
cies, como patos y aves silvestres. Actualmente se ha
desarrollado un ELISA de competición que permiten la
detección de anticuerpos frente a Influenza A, indepen-
dientemente de la especie que se trate (34).

Inhibición de Hemaglutinación

La inhibición de la hemoaglutinación (IHA) es utili-
zada para la detección de anticuerpos específicos fren-
te a los distintos subtipos de HA. Se basa en la capa-
cidad de los anticuerpos presentes en el suero de unir-
se a la hemaglutinina vírica y evitar la aglutinación de
eritrocitos de pollos por el virus. Es una prueba cuanti-
tativa que permite determinar el título de anticuerpos
en el suero. Cuando la técnica IHA se utiliza para de-
tectar subtipos específicos de H con subtipos desco-
nocidos de N, se recomienda utilizar dos antígenos
que contengan la misma H con  diferentes N,  para de
esta forma eliminar la posible interferencia en IHA con
los anticuerpos N (35).

CONCLUSIONES

A pesar que la OIE reconoce el aislamiento viral
como el «estándar de oro» en el diagnóstico de la IA,
nuevas tecnologías en el diagnóstico de este virus con-
tinúan evolucionando. Las técnicas moleculares en
particular han incrementado la velocidad en el diag-
nóstico dado por su alta sensibilidad y a la vez han
permitido realizar la detección, tipificación patogénica
y la caracterización filogenética a partir de muestras
clínicas en muy poco tiempo,  hasta en un mismo día.

Los laboratorios que tengan bajo su responsabilidad
realizar el diagnóstico de esta entidad debe contar con
algoritmos diagnósticos que contemplen tanto las téc-
nicas convencionales como moleculares, de manera que
les permita realizar tanto un diagnóstico pasivo como
parte de los programas de vigilancia de los países, como
activo ante la sospecha de la enfermedad en el campo.
Para de esta forma establecer de manera rápida un
conjunto de medidas que eviten o minimicen los
desvastadores daños provocados por esta enfermedad.
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