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RESUMEN

La influenza aviar de alta patogenicidad (IAAP) ha implicado un gran riesgo para la fauna,
la salud publica y la economia, ya que esta distribuida mundialmente gracias a las aves
migratorias, es altamente contagiosa y mortal, afectando a aves de produccion, aves
silvestres y mamiferos. El objetivo de esta investigacion fue caracterizar
histopatolégicamente y detectar mediante qPCR el virus de influenza aviar (H5N1), en
organos de aves marinas, ingresadas a la Unidad de Morfologia y Diagndstico entre los
anos 2015 a 2025. Para esto, se ocuparon muestras de tejidos obtenidos en necropsias
y las que presentaron lesiones histopatoldgicas (evaluados con un histoscore para la
graduacion de las lesiones) caracteristicas de influenza aviar se sometieron a qPCR para
la confirmacion diagnoéstica del agente. Se analizaron 200 muestras correspondientes a
40 casos de diferentes especies de aves marinas, los 6rganos mas afectados fueron el
higado y pulmédn, con trastornos inflamatorios, necroticos y circulatorios. De todas las
muestras con lesiones sugerentes de IAAP (44 muestras en total), se seleccionaron 13
muestras para realizar qPCR, pero todas resultaron negativas debido a una baja
concentracion y pureza de la extraccion de ARN. Los hallazgos observados son
concordantes con las lesiones descritas en literatura para IAAP, pero al no poder detectar
el agente en gPCR limita la confirmacion de este. La principal limitacion fue la
degradacion del ARN por la conservacion de las muestras en formalina por periodos
prolongados y la posible falla en el partidor o técnica utilizada. Como conclusion, si bien
las lesiones histopatoldgicas observadas eran sugerentes de IAAP, no se pudo confirmar
la presencia del virus a través de qPCR, esto destaca la importancia de tener en
consideracion las variables que pueden disminuir la calidad del ARN y por ende, la
eficacia de las pruebas moleculares.

Palabras claves: Influenza aviar, H5N1, zoonosis, aves marinas, histopatologia, PCR.



ABSTRACT

The high pathogenic avian influenza (HPAIV) has posed a significant risk to fauna, public
health and the economy due to its worldwide distribution via migratory birds. It is highly
contagious and often fatal, affecting poultry, wild birds and mammals. The objective of this
research was to perform histopathological characterization and detection of the avian
influenza virus (H5N1) by qPCR in organs of seabirds submitted to the Morphology and
Diagnostic Unit between 2015 and 2025. To detect the virus, tissue samples were
obtained during necropsies and those that showed histopathological characteristics
lesions (evaluated using a histoscore for lesion grading) of avian influenza were subjected
to qPCR for diagnostic confirmation of the agent. A total of 200 samples from 40 cases of
different seabird species were analyzed, the most affected organs were the liver and the
lungs, presenting inflammatory, necrotic and circulatory disorders. From the 44 samples
with lesions suggestive of HPAIV, 13 were selected for qPCR, but all tested negative due
to low RNA concentration and purity. The histopathological findings were consistent with
those described in the literature for HPAIV, but the inability to detect the virus by gPCR
limited its confirmation. The main limitation was RNA degradation caused by prolonged
formalin preservation and potential issues with the primers or technique used. In
conclusion, although the histopathological lesions observed were suggestive of HPAIV,
the presence of the virus could not be confirmed by qPCR. This highlights the importance
of considering variables that may reduce RNA quality and consequently, the effectiveness
of molecular tests.

Keywords: Avian influenza, H5N1, zoonosis, seabirds, histopathology, PCR.
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1. INTRODUCCION

La categoria de aves marinas engloba tanto a las aves que viven en el mar y las aves
costeras, dentro de esto se encuentran las aves de orden Charadriiformes, Procellariiformes
(aves pelagicas), Sphenisciformes, Phaethontiformes, Suliformes y Pelecaniformes. Estas
aves han desarrollado una adaptacion a la vida acuatica y pelagica' (Hernandez y Arroyo,
2024).

Paleczny et al. (2015) indican que, en los ultimos afos, la poblacion de las aves marinas ha
sufrido una gran disminucién, la cual en un 69,7% se atribuye a diversas amenazas, las
cuales son en su gran mayoria de origen antropogénico, como por ejemplo la degradacion
del habitat, depredacién por especies exdticas introducidas (principalmente gatos en islas)
y también el cambio climatico. Ademas, Boulinier et al. (2016) informan sobre el efecto de
algunas enfermedades parasitarias e infecciosas de origen bacteriano, fungico vy viral, ya

que las aves usualmente viven en poblaciones grandes y recorren largas distancias.

Algunos ejemplos que podemos encontrar dentro de estas enfermedades son, los
endoparasitos tales como los cestodos, trematodos y nematodos (Amundson et al., 2016).
Dentro de los ectoparasitos estan las garrapatas, acaros, pulgas y piojos (De Matos et al.,
2020). Algunos de los patégenos fungicos mas importantes en las aves son, el Aspergillus
flavus, Candida albicans y Cryptococcus neoformans (Mirhosseini y Khosravi, 2023). En
cuanto a enfermedades bacterianas, Khan et al. (2019) mencionan que las principales

enfermedades son, la cdélera aviar (Pasteurella multocida), la enfermedad de Lyme

" Pelagica: Dicho de zona marina: De alta mar.



(Borrelia burgdorferi), el botulismo aviar (Clostridium botulinum) y la clamidiosis

(Chlamydia psittaci).

1.1. Aves marinas en Chile

En las costas de Chile se suelen encontrar una diversidad amplia de especies de aves
marinas, lo que ha convertido a la zona en un area de interés para la conservacion y
estudio de estas. Algunas especies representativas son, el Chorlo chileno (Charadrius
modestus), Albatros de ceja negra (Thalassarche melanophris), Pinguino de Humboldt
(Spheniscus humboldti) y Magallanico (Spheniscus magellanicus), Ave del tropico de pico
rojo (Phaethon aethereus), Piquero de Humboldt (Sula variegata), Pelicano de Humboldt
(Pelecanus thagus), Gaviota dominicana (Larus dominicanus) y Zarapito (Numenius
phaeopus). A excepcion del Zarapito, que es una especie visitante?, todas las aves

mencionadas son residentes? en Chile (Martinez-Pifia, 2023).

1.2. Migracion aviar

“La migracion aviar se define como el movimiento periddico de individuos entre un sitio
(areas de reproduccion) y otro (areas de invernada o descanso)” (Petracci et al., 2005, p.
2).

Muchas especies de aves han desarrollado este comportamiento como un mecanismo
biolégico de sobrevivencia y adaptacion a las adversidades estacionales del medio
ambiente, tal como la disponibilidad de alimento. Este proceso es altamente demandante
de energia para las aves, ya que recorren largas distancias y dependen de las
condiciones climaticas, por lo que es fundamental que cuenten con una gran
disponibilidad de alimento (Myers et al., 1987; Petracci et al., 2005).

Las migraciones se producen en tres sentidos, altitudinal, como la Tortolita cordillerana
(Metriopelia melanoptera), longitudinal (aves que migran desde lugares interiores hacia

la zona costera de un mismo continente) y latitudinal (de norte a sur), este ultimo puede

2 Visitante: Una especie que no se reproduce en Chile, pero hay antecedentes suficientes como para
asegurar que en cierta época del afio y en cierto rango o habitat estara presente.
3 Residente: Una especie que se reproduce en Chile, aunque realice migraciones estacionales.

2



ser de corto, mediano o largo alcance, como por ejemplo algunas gaviotas (Familia

Laridae), gaviotines, zarapitos (Familia Scolopacidae), entre otros (Tala, 2006).

Existen diferentes sistemas de migracion, pero el mas amplio en el hemisferio austral es
el sistema migratorio austral, este consiste en que las aves nidifican en areas templadas
de Sudameérica y luego, durante el invierno austral migran en direccién al norte, hacia
areas tropicales como la Amazona (Chesser, 1994). Se reconocieron siete rutas
migratorias en el sistema migratorio austral, las tres principales son, desde los Andes del
sur de la Patagonia y Tierra del Fuego hasta Bolivia y Peru; desde el este de Tierra del
Fuego y sur de Patagonia hasta Uruguay, Paraguay y sudeste de Brasil; desde el centro

y occidente de la Patagonia hasta Mato Grosso, Bolivia y Paraguay (Capllonch, 2018).

Uno de los mejores ejemplos de migracion aviar es el zarapito (Numenius phaeopus), ya
gue es una especie migratoria que recorre practicamente todo el mundo y solo anida y
se reproduce en grupos pequefos o parejas solitarias desde mayo hasta agosto en los
paises de Estados Unidos, Rusia, Bielorrusia, Islas Feroe, Estonia, Groenlandia, Suecia,

Letonia, Noruega e Islandia (International Union for Conservation of Nature [IUCN], 2016).

73”" %R .
&

Figura 1. Mapa de distribucion del zarapito (Numenius phaeopus). Fuente: [UCN
(2016).



Range
Extant & Vagrant (non-breeding)
Extant & Vagrant (seasonality uncertain)
Extant (breeding)
'Extant (non breeding)
Extant (passage)

Extant (seasonality uncertain)

Figura 2. Simbologia de colores de figura 1. Fuente: IUCN (2016).
1.3. Zoonosis

Segun la Real Academia Espaiola (RAE) el término zoonosis significa “Enfermedad o
infeccion que se da en los animales y que es transmisible a las personas en condiciones
naturales” (2023).

Chomel (2009) menciona que existen cuatro clasificaciones de zoonosis, estas son:

-Ortozoonosis: Es la zoonosis directa, se transmite por contacto directo, mediante un
vector o vehiculo desde un vertebrado infectado a un vertebrado susceptible. La mayoria
de estos se transmite al humano por contacto directo con un animal infectado, el mejor

ejemplo es la Rabia.

-Ciclozoonosis: Esta requiere mas de una especie de vertebrado, pero no necesita a un
hospedero invertebrado para desarrollar su ciclo, por lo general estas enfermedades son

causadas por cestodos, como la Taenia solium.

-Ferozoonosis: También conocida como metazoonosis, esta necesita vectores
invertebrados tales como mosquitos (Encefalitis equina), pulgas (Peste) y garrapatas
(Enfermedad de Lyme) para poder transmitir enfermedades virales o bacterianas a

hospederos vertebrados.

-Saprozoonosis: Este tipo de zoonosis se puede desarrollar en un hospedero vertebrado
o en el medio ambiente, en objetos inanimados como suelo, plantas, materia organica,
etcétera. Una de las enfermedades mas conocidas que se encuentran dentro de esta

clasificacion es la listeriosis.



1.4. Enfermedades Virales

Las enfermedades mas comunes y de denuncia obligatoria (EDO) de etiologia viral que
afectan a las aves incluyen a la Bronquitis infecciosa aviar (Coronaviridae), Newcastle
(Paramyxoviridae) e Influenza Aviar (Orthomyxoviridae) (Decreto 389, 2019). Ademas,
tienen una gran importancia econdmica y de salud publica a nivel global, sobre todo para
las industrias avicolas, dado que estos virus tienen una gran morbilidad, mortalidad y un
alto potencial zoonético. Todo esto hace que el estudio de estas enfermedades sea de
suma importancia para lograr un control, prevencion y tratamiento de estas (Jordan et al.,
2018). Sobre todo, en el caso de la influenza aviar al ser un virus con gran capacidad de
mutacion y recombinacion, empieza a afectar a otros hospederos mamiferos (Korteweg
y Gu, 2008) como lobo marino comun (Otaria flavescens), chungungo (Lontra felina) y
gato de Geoffroy (Leopardus geoffroyi), estos fueron los mamiferos reportados en el
ultimo brote de HS5N1 en Chile (Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura
[SERNAPESCA], 2023; Soto et al., 2023). Ademas, afecta negativamente tanto al
comercio avicola como a los consumidores, sobre todo porque la proteina animal mas
consumida en Chile es el pollo y se ha estimado que las pérdidas (dias de trabajo,
produccion y gastos médicos) en Estados Unidos es de 100 a 200 mil millones de délares
y la inversién minima para la prevencién y control de esta enfermedad es de 47,2 millones
de dolares (Almeida, 2006).

1.5. Newcastle

El agente etiolégico de esta enfermedad es el virus envuelto, de genoma de acido
ribonucleico (ARN) Paramixovirus aviar serotipo 1, perteneciente a la familia
Paramyxoviridae. Algunos de los signos clinicos que se puede presentar son, disminucion
de la produccion de huevos, cuadros neurologicos y distrés respiratorio, estos pueden
ser agravados por estrés u otras infecciones. Junto con su diagndstico diferencial, la
influenza aviar, son unos de los mayores problemas en la produccion avicola, debido a
que ambos generan una alta tasa de mortalidad en las aves (Alexander, 2000; Leighton
y Heckert, 2007).



1.6. Influenza Aviar

El virus de la influenza A, subtipo HS5N1 es un virus perteneciente a la familia
Orthomyxoviridae (de los cuales se conocen cuatro tipos A, B, C y D) envuelto y con
genoma ARN (Contreras y Llanos, 2023). Las aves acuaticas silvestres y costeras son
los principales hospederos y reservorios naturales de los virus de la influenza A (Lang et
al., 2016). Este virus es altamente patégeno y es una amenaza tanto para las aves como
para los mamiferos, incluyendo a los humanos de manera esporadica, causando

impactos considerables en la agricultura, la economia y la salud publica (Youvan, 2024).

De acuerdo con Spackman (2020) uno de los primeros casos registrados del virus de la
influenza A se detecté en Italia en 1870, en un ave de corral. Los métodos de prevencion
para las aves de producciéon (patos y pollos) son diversos, como por ejemplo evitar
completamente el contacto con aves infectadas o aves silvestres en general, la
bioseguridad y la vacunacion, donde estos dos ultimos tienen como objetivo la

eliminacion del virus.

Se conocen dos categorias del virus de la influenza aviar y se clasifican segun la
gravedad del cuadro, se encuentra la Influenza Aviar de Baja Patogenicidad (IABP) y la
Influenza Aviar de Alta Patogenicidad (IAAP), este ultimo se caracteriza por ser mas
agresivo, poder ser transmitido a otras especies tales como los mamiferos que se

mencionaron anteriormente (Oficina de Estudios y Politicas Agrarias [ODEPA], 2024).

Contreras y Llanos (2023) sefialan que H5N1 es un tipo de IAAP, dado a que tiene un
mayor poder de contagio, causa una enfermedad grave en las aves, una rapida

propagacion y por consiguiente una alta tasa de morbilidad y mortalidad.

Los signos clinicos que comunmente se presentan en la influenza aviar son, diarrea,
muerte subita y cuadros neurolégicos como la ataxia, debilidad, postura anormal, entre
otros. Actualmente no existe un tratamiento para esta enfermedad y se recomienda la

eutanasia (Hedley, 2015).

1.6.1. Ciclo viral
El virus de la influenza A al tener un genoma ARN segmentado con capacidad de codificar

diez proteinas virales, permite que tenga un alto indice de mutacién y que dos virus



puedan combinar segmentos de ARN ocasionando variantes con diferentes virulencias
en distintas especies animales. Dentro de las diez proteinas virales, dos son
glicoproteinas que se proyectan en la membrana fosfolipidica del virus, estas son la

hemaglutinina (H) y la neuraminidasa (N) (Herrero-Uribe, 2008; Korteweg y Gu, 2008)

La funcion de la hemaglutinina es identificar y unirse a los receptores de acido sialico
presentes en las células de los hospederos para asi comenzar la infeccion. Junto con la
neuraminidasa ejercen un rol importante en la patogenicidad, virulencia y penetracion del
virus (AbuBakar et al., 2023).

El virus en las aves se replica a nivel renal, pulmonar, encéfalo (Padilla et al., 2004) y
gastrointestinal, por lo que se elimina una gran carga viral en las heces, la mutacion y
recombinacion del virus se produce en lugares donde aves silvestres y otros animales
(aves de corral principalmente) tienen contacto, comparten alimento y habitat (Herrero-
Uribe, 2008).

1.6.2. Influenza Aviar en Chile

El primer registro en Chile de brote de IAAP ocurrié con el subgrupo H7N3 en el afio
2002, en una avicola ubicada en la comuna de San Antonio (V region), el cual tuvo una
mortalidad del 11,52% de las aves de los planteles desde el 25 de marzo hasta el 31 de
mayo. El brote mas reciente en el territorio fue con el subgrupo H5N1 de linaje
euroasiatico, este se ha diseminado por todo el mundo debido a las aves migratorias,
inicid a fines del 2020 desde Asia Central hacia Europa, Africa, Oriente medio y Asia
Oriental. Luego a finales del 2021 el virus llegd al continente americano, inicialmente
afectando a Estados Unidos y Canada. Finalmente, en 2022 el virus empezé a
desplazarse (como resultado de las rutas migratorias de las aves) hacia el hemisferio sur,
pasando por México, Centroamérica y Sudameérica, particularmente todo el territorio
chileno se vio afectado, desde Arica hacia el sur (Max et al., 2006; ODEPA, 2024).

En cuanto al brote del 2002 en Chile, inicialmente se trataba de un IABP que, luego debido

a una recombinacion, muté a IAAP. Gracias a esto, Chile fue el primer pais en reportar

un caso de IAAP en América del Sur, lo que llevé al Servicio Agricola y Ganadero (SAG)

a implementar un programa de vigilancia para aves silvestres y de corral, este consiste

en que se debe notificar al SAG la presencia de un ave enferma o muerta para que se
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realice un aislamiento y deteccidon viral mediante muestras de sangre y torulados de

cloaca y traquea (Mathieu et al., 2015).

Desde fin de ano del 2022 hasta el primer semestre del 2023 ocurrié el brote mas reciente
de IAAP en el pais, este brote fue mucho mas agresivo, masivo y mortal que el primero.
Afecté a aves de traspatio, planteles avicolas de pavos, gallinas de engorda y ponedoras,
aves silvestres, mamiferos marinos y humanos. Los casos que mas destacaron fueron,
el primer hallazgo positivo en un lobo marino y el primer caso humano positivo a la
enfermedad, siendo el tercer caso en humanos en el continente americano (entre los
afios 2022-2023). Desde el afio 2003 a nivel mundial se han reportado 873 casos de
humanos infectados por H5N1 con una mortalidad de 458 de ellos, en humanos esta
enfermedad comunmente se transmite por contacto directo con animales muertos o
enfermos, puede ser asintomatica o presentar sintomas leves como fiebre y tos, pero
evoluciona rapidamente a una neumonia y en casos mas graves ocasiona la muerte
(ODEPA, 2024; Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2023).

1.7. Métodos de diagnodstico

Para llegar a precisar lesiones compatibles con la enfermedad o directamente identificar
el agente etioldgico que causoé o esta causando el cuadro, podemos ocupar diferentes

pruebas:

1) Necropsia: Las necropsias, evaluaciones de las lesiones macroscopicas e inspeccion
de los 6rganos es algo rutinario y primordial en la mayoria de los casos clinicos dentro
de la medicina veterinaria, gracias a esto se pueden observar lesiones caracteristicas de
ciertas enfermedades, obtener muestras de tejidos y organos. Las lesiones
macroscopicas que se pueden encontrar son, neumonia, hemorragia y edema severa en
pulmones, edema cerebral, hemorragia y necrosis de las placas de Peyer (intestino
delgado), focos necrdéticos en corazén y ocasionalmente en higado y riiidn, entre otros
(Majo y Dolz, 2010).

2) Histopatologia: Luego de la obtencion de muestras de tejidos que presenten lesiones

0 que se conozca donde se producen lesiones caracteristicas de ciertas enfermedades o

donde se produzca la replicacién viral, se recomienda hacer histopatologia para asociar

el agente infeccioso con las lesiones existentes, orientar patologias de dificil diagndstico
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clinico y para confirmar la etiologia en las patologias o enfermedades en las que se
producen lesiones representativas. Los hallazgos que se pueden observar con la tincion
de Hematoxilina-Eosina (HE) son, células apoptdticas (por inflamacién, edema o
hemorragia), inflamacion y/o necrosis multifocal en varios 6rganos como el pancreas,
corazoén, riidn, cerebro y pulmones (Padilla et al., 2004; Swayne y Pantin-Jackwood,
2008).

3) Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR): Esta fue una de las
primeras pruebas que se empled para diagnosticar el virus de la influenza aviar en brotes,
vigilancias e investigaciones, dado a que es rapida, asequible, cuantitativa y tiene una
alta sensibilidad, ademas el virus es inactivado en el procesamiento de la muestra, por lo
que lo que esta prueba entrega una bioseguridad al personal y al ambiente. Se debe
tener en cuenta que, con cepas nuevas, el qPCR puede emitir falsos negativos
(Spackman, 2020).

4) Enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA): La técnica de ELISA ha ido incrementado
su uso en el ultimo tiempo, gracias a su eficiencia. Este detecta inmunoglobulina Y y
existen dos tipos ampliamente utilizados, ELISA de bloqueo y ELISA indirecto (o
sandwich). Las principales diferencias entre ambos es que la ELISA de bloqueo se
obtiene un resultado negativo cuando se produce cambio de color y tiene la ventaja de
que no es especie especifico, en cambio en la ELISA indirecto cambia de color cuando
la prueba es positiva (union antigeno anticuerpo) y es especie especifico (Spackman y
Killian 2020).

En este trabajo se utilizara la técnica de gPCR con el fin de detectar la presencia del virus
en tejidos de cadaveres. Esto debido a que es una técnica que tiene buena sensibilidad
y especificidad para el diagndstico de agentes etioldgicos, ademas que reduce el riesgo

de contaminacién del genoma y toma menos tiempo (Fu et al., 2023).

Entregados estos antecedentes de H5N1 en aves, relacionados con la etiologia,
patogenia, caracteristicas clinicas, anatomopatolégicas, epidemiologia e implicancias en
salud publica y produccion, nace la necesidad de explorar aspectos lesionales y de
prevalencia en individuos migratorios, que comparten rutas y habitat, ya que son

verdaderos centinelas del estatus sanitario de otras especies, incluidos los humanos.

9



Bajo el contexto de One Health, el conocer en profundidad ciertos aspectos de la
enfermedad, puede permitir tomar acciones preventivas o correctivas, que van a

salvaguardar la salud publica, medioambiental y animal.
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2. HIPOTESIS

Los hallazgos en 6rganos de aves marinas ingresados a la Unidad de Morfologia y
Diagndstico de la Universidad San Sebastian, Sede de la Patagonia, entre los afios 2015
y 2025, analizados mediante histopatologia y gPCR son concordantes con la presencia

del virus de influenza aviar (H5N1).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Caracterizar histopatologicamente y detectar mediante qPCR el virus de influenza
aviar (H5N1), en 6rganos de aves marinas, ingresados a la Unidad de Morfologia

y Diagndstico, entre los afios 2015 a 2025.

3.2. Objetivos especificos

Identificar hallazgos histopatolégicos de virus de influenza aviar (H5N1), en
organos de aves marinas, ingresados a la Unidad de Morfologia y Diagnéstico,
entre los afios 2015 a 2025.

Describir hallazgos histopatologicos de virus de influenza aviar (HS5N1), en 6rganos
de aves marinas, ingresados a la unidad de Morfologia y Diagnéstico, entre los
afnos 2015 a 2025.

Detectar mediante gPCR el virus de influenza aviar (H5N1), en érganos de aves
marinas, ingresados a la Unidad de Morfologia y Diagndstico, entre los afios 2015
a 2025.

Asociar la presencia 0 ausencia de lesiones sugerentes de influenza aviar (H5N1)
identificadas histopatolégicamente, con la positividad o negatividad a la técnica
gPCR, en 6rganos de aves marinas, ingresados a la Unidad de Morfologia y

Diagnostico, entre los ainos 2015 a 2025.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Tipo de estudio

Este estudio fue de caracter no experimental (observacional) y descriptivo, dado que se
realizd una observacion y descripcion de muestras de tejidos con lesiones de cadaveres
de aves marinas ingresados a la Unidad de Morfologia y Diagnéstico (UMD) de la
Universidad San Sebastian, Sede de la Patagonia (sin intervencién de los pacientes) y la
eventual presencia del virus de la influenza aviar (H5N1). Ademas, fue de tipo transversal,
cuantitativo porque estas muestras fueron de un periodo determinado y se definid la

frecuencia del agente H5N1 (Hernandez-Sampieri y Mendoza, 2018).

4.2. Especies presentes en el estudio

Se utilizaron muestras de 6rganos de cadaveres de aves marinas, algunas especies mas
representativas fueron; pinguinos, gaviotas y cormoranes, que fueron entregados
directamente a la UMD por SAG, SERNAPESCA o que procedieron desde Centros de
Rehabilitacion de Fauna Silvestre (CEREFAS) como la ONG Chiloé Silvestre y CEREFAS
de la Universidad San Sebastian (USS). El n que se utilizé en este estudio fue la totalidad
de las muestras disponibles en la UMD, el cual se estimé que correspondian a 40 casos
de diferentes 6rdenes de aves marinas. En base a los registros de la UMD, habia
muestras que estaban en diversas presentaciones, incluyendo tejidos fijados en formalina
al 10%, muestras frescas que se obtuvieron mediante necropsias y cortes histolégicos
que estaban listos para el analisis microscopico, pero en este estudio solo se ocuparon

muestras fijadas en formalina al 10%.

4.3. Criterios de inclusién y de exclusién

Se incluyeron a las aves marinas que llegaron a la UMD dentro de los afios establecidos
(2015 a 2025), que pertenecieron a los 6rdenes de Charadriiformes, Procellariiformes,
Sphenisciformes, Phaethontiformes, Suliformes y Pelecaniformes. Ademas, se incluyeron
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unicamente los casos que contaban con muestras de higado, rifidn, pulmdn, corazén e

intestino.

Se excluyeron las muestras de tejido y/o cadaveres que estaban fuera del rango de
tiempo establecido (2015 a 2025), que no presentaron los 6rganos requeridos para el
estudio y que hayan tenido un deterioro debido al tiempo de fijacion o insuficiente fijacién,
que se evaluaron segun lo descrito por Strafuss (1988) o traumas muy importantes que

impidieron la correcta toma de muestra y analisis de los tejidos.

4.4. Necropsias y toma de muestras
El cadaver luego de ser admitido en la UMD fue congelado a -18°C en la camara de
congelacion del laboratorio de necropsia, para luego ser descongelado y asi proceder a

la necropsia, para realizar esto, se utilizaron los siguientes materiales:

Equipo de proteccidn personal, tales como overol, pechera plastica, botas, cubre calzado,
mascarilla, cofia, guantes, anteojos o antiparras. Estos se deben ocupar sélo en el
laboratorio (no ocuparlo fuera del lugar de trabajo) y es de uso personal (Correa et al.,
2019).

Elementos para la diseccion del cadaver y obtenciéon de muestras como pesa gramera,
hoja de bisturi, porta bisturi, tijeras, pinzas, cuchillos, chaira, lista de verificacion de
necropsia (anexo 1), solicitud de necropsia (anexo 2), celular o camara fotografica, tabla
para cortar de plastico, meson de acero inoxidable, tubos para recolectar muestras de
sangre y fluidos, hisopo, bolsas de plastico con cierre hermético para toma de muestra,
bolsa de eliminacion de los restos biologicos, caja de desechos cortopunzantes, frasco

hermético con formalina tamponada al 10%, jeringas y amarras plasticas (Rae, 2006).

La técnica de necropsia descrita para aves consistido en primera instancia en hacer un
examen externo completo del cadaver, se inicié por la zona de la cabeza y se finalizé en
las extremidades inferiores, para ver si hay anormalidades y/o lesiones en los 0jos,
cavidad oral, cloaca, plumaje y piel (Majo y Dolz, 2010). A continuacion, se procedi6 a la
apertura del cadaver, primero se posicion6 en decubito dorsal y se realizé una incisién
longitudinal con un bisturi, tijera o chuchillo desde la base del pico hasta la cloaca, para

luego ir desprendiendo la piel (desolle) y asi poder acceder a la cavidad celémica,
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realizando un corte caudal al borde del esterndn por ambos lados y cortar las costillas,
retirar los musculos pectorales y la quilla. Finalmente, se observaron los érganos, se
realizaron dos ligaduras en la zona del recto y se llevd a cabo la extraccion y toma de
muestras de los tejidos (Rae, 2006). En este estudio se tomaron muestras de higado,

rindn, pulmon, corazon e intestino.

4.5. Procesamiento de muestras de tejidos

Los materiales necesarios para esto fueron, muestras de necropsia almacenadas en
formol tamponado con carbonato de calcio, tabla para cortar de plastico, celular o camara
fotografica, cassettes histolégicos de plastico, tubos eppendorf, formol tamponado al
10%, alcohol etilico al 70°, 95° y 100°, xilol, procesador de tejidos STP 120 de Myr,
parafina liquida a temperatura entre 58 a 65 °C, dispensador de parafina AISET YLD2000,
molde de metal, microtomo Leica RM2125 RTS, cuchillo para histologia, agua tibia a 40
°C, bafio de flotacion Kedee KD-P water bath (recipiente eléctrico), estufa Binder y porta

objetos (Muena y Vera, 2021).

Las muestras de tejidos en formol tamponado debieron permanecer a temperatura
ambiente durante un minimo de 24 horas para asegurar una adecuada fijacion, la cual se
realizd con el objetivo de detener el proceso de autdlisis y putrefaccion, ya que pueden
ocurrir cambios estructurales y morfolégicos que pueden alterar el adecuado analisis y
diagndstico. Luego se realizdé la microscopia y dictado. En este proceso las muestras
fueron visualizadas y seleccionadas macroscopicamente, luego se seccionaron los
tejidos en 4 cortes que fueron ubicados en cada cuadrante del cassette. De cada
cuadrante se extrajo una pequefa muestra que fueron almacenados en un tubo
eppendorf con formalina tamponada al 10%, para asi obtener un pool representativo de
cada o6rgano por caso y poder realizar el gPCR, también se hizo una descripcion,
medicion y registro fotografico de estas. Luego siguio la inclusion de la muestra, que
necesita una serie de pasos secuenciales que consistieron en deshidratacion,
aclaramiento, impregnacion (infiltracion) y formacion del taco (molde). Posteriormente se
realizd la microtomia donde se hicieron cortes seriados y finos del taco, una vez obtenidos
los cortes en el portaobjeto y retirado de la estufa, se finalizé con la desparafinacion (Isaac
et al., 2023; Muena y Vera, 2021). Todo el detalle de lo mencionado se encuentra en el
anexo 3.
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4.6. Procedimiento de tincién

En este estudio se realizé una tincion de rutina HE. Para llevar a cabo la tincion se
necesito la lamina en blanco (corte tisular en portaobjeto), hematoxilina y eosina Winkler,
xilol, alcohol al 50%, 70%, 95% y 100%, alumbre de potasio y de amonio, agua destilada
y corriente, oxido rojo de mercurio, pinzas, papel absorbente, cubre objetos y resina
sintética (Poveda, 2023). El propdsito de esto es teiiir el nucleo (azulado) y el citoplasma
(rosaceo), realizar un analisis y distinguir cambios morfoldgicos (Muena y Vera, 2021). El

procedimiento detallado se encuentra en el anexo 4.

4.7. Analisis Histopatologico
Una vez tefiida y montada la muestra se inicié con el proceso de analisis y observacion
de esta, para esto se necesitd un microscopio 6ptico Leica DM500 con camara integrada

microimaging y aceite de inmersion.

Para analizar las muestras de cada 6rgano mediante microscopia, se inicié con un barrido
a aumento menor (4X) en la totalidad de la muestra, para luego elegir diez campos

microscopicos aleatorios a aumentos medio-mayor (10X y 40X) (Gartner y Hiatt, 2011).

4.7.1. Histoscore

Los hallazgos observados al microscopio fueron registrados en planillas para luego
realizar un histoscore de inflamacion, trastornos circulatorios, necréticos, degenerativos
y del crecimiento celular (anexo 5). Esta herramienta permitié objetivar y categorizar las
lesiones de las muestras que fueron observadas en el microscopio, asignandole un

puntaje segun la gravedad de la lesién (Universidad Nacional del Litoral, 2012).

4.8. Deteccion del agente a través de qPCR

Este proceso se realizd en el Laboratorio Institucional de Investigacion de la USS, Sede
de la Patagonia bajo la supervision del Dr. Pontigo, solo se utilizaron los pools de
muestras formoladas (debido a que fueron la mayoria de las muestras disponibles en la
UMD) que estaban previamente almacenados en tubos eppendorf de tejidos que tuvieron
lesiones histopatolégicas sugerentes de influenza aviar, kit de extraccion de ARN
E.ZN.A® FFPE RNA kit, enzima para sintetizar acido desoxirribonucleico
complementario (ADNc) M-MLV de Promega, partidores de H5N1 SYBR Green, alcohol
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al 70% y 100%, termociclador Bio-rad, centrifuga, micropipetas, puntas con filtro, tubos

de microcentrifuga, guantes, delantal blanco y campana de flujo laminar.

Se inici6 con la extraccion de ARN del pool de muestras formoladas de tejido a utilizar
siguiendo las instrucciones del fabricante de E.Z.N.A.® FFPE RNA kit (anexo 6), luego se
determind la concentracion de ARN (ng/uL) a través del equipo de espectrofotometria de
microvolumen NanoDrop cuya longitud de onda fue de 260/280 A, donde los valores de
pureza ideales son entre 1.5 a 1.8 Finalmente, se agregé 1-2 yL de ARN a una

concentracion final de 50 ng por cada reaccion.

Posteriormente se realizé la sintesis de ADNc con las indicaciones del protocolo de la

enzima M-MLV de Promega (anexo 7).

Con el ADNc obtenido se efectud el gqPCR con el protocolo del reactivo Briliant® Il SYBR®
Green gPCR Master Mix de Stratagene (anexo 8) y los partidores disefiados para la
deteccion de hemaglutinina H5 del virus influenza aviar del subtipo H5N1 en aves
marinas, los cuales son, forward H5LH1:5-ACGTATGACTATCCACAATACTCAG-3’ vy
reverse H5RH1:5’-AGACCAGCTACCATGATTGC-3’ (Pérez et al., 2012).

Las muestras se procesaron segun el protocolo mencionado por Pérez et al. (2012), el
cual consistié en incorporar la muestra en el termociclador por 10 minutos a 95 °C,
seguido de 40 ciclos a 95 °C por 10 segundos, 55 °C por 10 segundos y 72 °C por 20
segundos, luego de los ciclos se genera una curva de desnaturalizacién de ADN, 0
segundos a 95 °C, luego 15 segundos a 65 °C, con un aumento de temperatura de 20 °C
por segundo y 0 segundos a 95 °C con un incremento de 0,1 °C por segundo, para

diferenciar entre la amplificacién especifica y las no especificas.

Para concluir, se analizaron los resultados de la cifra de ADN de H5N1 amplificado a
través de qPCR y definir si la muestra es positiva o negativa a la presencia del agente
viral. La positividad de la muestra se determin6 a través de diluciones seriadas de la
muestra control, la cual debié dar un valor Ct donde se calculd por regresion lineal el

rango de positividad.

En el caso de haber detectado un caso positivo de H5N1, se debidé haber denunciado al

SAG, porque es una EDO (anexo 12).
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4.9. Modelo estadistico
En primera instancia se realiz6 tablas y graficos de las muestras y resultados obtenidos,

esto se llevo a cabo con el programa Microsoft Excel®.

Luego, se ordenaron los datos y se hizo prueba de Fisher, el cual se desarrolld en el
programa Prism-GraphPad 10, para comparar los resultados y ver si realmente hay una

asociacion entre las lesiones sugerentes con la presencia del virus H5N1 (Martinez et al.,
2014).

También se ocupé la siguiente formula para hacer un calculo de frecuencia porcentual
(Bonita et al., 2008):

Cantidad de muestras con lesion

% De lesiones = ( > x 100

Total de muestras
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5. RESULTADOS

5.1. Objetivo I: Identificar hallazgos histopatolégicos de virus de influenza aviar
(H5N1), en 6rganos de aves marinas, ingresados a la Unidad de Morfologia y

Diagnéstico, entre los afios 2015 a 2025

Se observaron 200 6rganos correspondientes a 40 casos en total, dentro de esto se
seleccionaron los érganos con trastornos sugerentes de IAAP, tales como inflamacion,
necrosis y circulatorio (congestion y hemorragia). Cabe destacar que un 6rgano puede

presentar mas de un trastorno.

Tabla 1. Cantidad de 6rganos por trastornos sugerentes de IAAP.

Organos
ULEE R Pulmon % lesiones Corazon % lesiones Riinon % lesiones Higado % lesiones Intestino % lesiones
Inflamacion 16 40% 4 10% 2 5% 12 30% 14 35%
Necrosis 2 5% 2 5% 4 10% 5 13% 2 5%
Circulatorio 32 80% 8 20% 19 48% 18 45% 12 30%

Fuente: Elaboracion propia, 2025

Sobre el trastorno inflamatorio el 6rgano que mas se vio afectado fue el pulmén con 16
casos (40%), en el caso de la necrosis fue el higado con 5 casos (13%) y por ultimo en
los trastornos circulatorios fue el pulmon con 32 casos (80%). Esto se puede ver detallado

en la tabla 1.

19



Hallazgos histopatoldgicos sugerentes
de H5N1 por érgano

35
30
25

20
m Inflamacion

15
10 ® Necrosis
I I I m Circulatorio
, H=f Nal =00 RER K.

Pulmén Corazéon Rindén  Higado Intestino
Organos

N° de casos

()]

Figura 3. Grafico de cantidad de casos con trastornos por érgano. Fuente:

Elaboracion propia, 2025.

El p valor fue de 0.0255, por lo que hay una asociacion estadisticamente significativa
entre los 6rganos afectados y los trastornos con mayor frecuencia, correspondientes a

inflamacion y circulatorio (anexo 13).

Tabla 2. Cantidad de tipos de infiltrados inflamatorios por érganos.

Tipo de infiltrado Organos Total % lesiones
inflamatorio Pulmoén % lesiones Corazén % lesiones Rifién % lesiones Higado % lesiones Intestino % lesiones i
Células 0 0% 0 0% 0 0% 1 3% 0 0% 1 a%
multinucleadas
Granulocitos 0 0% 0 0% 1 3% 0 0% 0 0% 1 3%
Granulocitos 0 0% 0 0% 0 0% 1 3% 1 3% 2 5%
eosinéfilos
Granuloma 1 3% 0 0% 0 0% 1 3% 0 0% 2 5%
caseoso (crénico)
Heterofilos 2 5% 1 3% 0 0% 1 3% 0 0% 4 10%
Linfocitario 8 20% 2 5% 1 3% 8 20% 9 23% 28 70%
Linfoplasmocitario 0 0% 0 0% 0 0% 1 3% 1 3% 2 5%
Mixto 5 13% 0 0% 0 0% 0 0% 3 8% 8 20%
Total 16 40% 3 8% 2 5% 13 33% 14 35% 48

Fuente: Elaboracion propia, 2025.

En la tabla se observa que el pulmén fue el 6rgano mas comprometido con 16 casos
(40%) vy el infiltrado inflamatorio linfocitario fue el mas frecuente, con 28 érganos en total
(70%).
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Figura 4. Distribucion de o6rganos por tipo de infiltrado inflamatorio. Fuente:

Elaboracion propia, 2025.

El valor de p fue 0.2910, lo que significa que no hay una asociacion estadisticamente
significativa entre los érganos afectados y el infiltrado inflamatorio linfocitario y mixto, que

fueron los mas recurrentes (anexo 14).

5.2. Objetivo 2: Describir hallazgos histopatolégicos de virus de influenza aviar
(H5N1), en érganos de aves marinas, ingresados a la unidad de Morfologia y

Diagnéstico, entre los ainos 2015 a 2025

5.2.1. Trastorno inflamatorio

En la evaluacion del trastorno inflamatorio por especie y por érganos afectados, se logré
establecer que el pingluino (Spheniscus sp.) fue la especie mas afectada en pulmén con
10 casos (25%) y seguido por la gaviota dominicana (Larus dominicanus) en intestino con
6 casos (15%), dando un valor de p de 0.0981, lo que significa que no hay una asociacion

estadisticamente significativa entre las especies y los 6érganos afectados (anexo 15).
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Tabla 3. Frecuencias porcentuales y absolutas de casos con lesion inflamatoria,

graduadas mediante histoscore, por 6rgano y especie afectada, en un total de 40

individuos.
Inflamacién
PULMON CORAZON RINON
Especies Ausente  Focal % Multifocal % Difuso % Ausente  Focal % Muttifocal % Difuso % Ausente  Focal % Multifocal % Difuso %
(0/3) (1/3)  lesiones (2/3)  lesiones  (3/3) lesiones (0/3) (1/3) lesiones  (2/3) lesiones (3/3) lesiones  (0/3) (113) lesiones  (2/3) lesiones (3/3) lesiones
Ardenna grisea 0 0 0% 0 0% 1 3% 1 0 0% 0 0% 0 0% 1 0 0% 0 0% 0 0%
Chroicocephalus maculipennis 1 0 0% 0 0% 1 3% 2 0 0% 0 0% [1] 0% 2 0 0% 0 0% 0 0%
Larus dominicanus 7 0 0% 0 0% 1 3% 7 0 0% 1 3% 0 0% 7 0 0% 0 0% 1 3%
Leucocarbo atriceps 3 1 3% 0 0% 1 3% 5 0 0% 0 0% 0 0% 5 0 0% 0 0% 0 0%
Nycticorax nycticorax 0 1 3% 0 0% 0 0% 1 0 0% 0 0% 0 0% 1 0 0% 0 0% 0 0%
Pachyptila belcheri 1 0 0% 0 0% 0 0% 1 0 0% 0 0% 0 0% 1 0 0% 0 0% 0 0%
Pelecanus thagus 4 0 0% 0 0% 0 0% 3 0 0% 1 3% 0 0% 4 0 0% 0 0% 0 0%
Spheniscus sp. 8 1 3% 3 8% 6 15% 16 1 3% 1 3% [ 0% 17 1 3% 0 0% 0 0%
Inflamacion
HIGADO INTESTINO
Especies Ausente  Focal % Multifocal % Difuso % Ausente  Focal % Multifocal % Difuso %
(0/3) (1/3)  lesiones (213) lesiones  (3/3) lesiones  (0/3) (1/3) lesiones (2/3) lesiones  (3/3) lesiones
Ardenna grisea 0 0 0% 1 3% 0 0% 0 0 0% 0 0% 1 3%
Chroicocephalus maculipennis 1 1 3% 0 0% 0 0% 1 0 0% 0 0% 1 3%
Larus dominicanus 6 1 3% 1 3% 0 0% 4 0 0% 1 3% 3 8%
Leucocarbo atriceps 5 0 0% 0 0% 0 0% 4 0 0% 0 0% 1 3%
Nycticorax nycticorax 1 0 0% 0 0% 0 0% 1 0 0% 0 0% 0 0%
Pachyptila belcheri 1 0 0% 0 0% 0 0% 0 0 0% 0 0% 1 3%
Pelecanus thagus 3 1 3% 0 0% 0 0% 4 0 0% 0 0% 0 0%
Spheniscus sp. 1" 0 0% 4 10% 3 8% 12 0 0% 3 8% 3 8%

Fuente: Elaboracion propia, 2025.
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Histoscore de trastornos inflamatorios por
organos y especies
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Figura 5. Distribucion del histoscore del trastorno inflamatorio por especie y

érganos. Fuente: Elaboracion propia, 2025.



Tabla 4. Frecuencia absoluta y porcentual de casos con inflamacion, segun el grado

y el érgano.
Organo Trastorno inflamatorio
Ausente (0/3) Focal (1/3) % lesiones Multifocal (2/3) % lesiones Difuso (3/3) % lesiones
Pulmon 24 3 8% 3 8% 10 25%
Corazén 36 1 3% 3 8% 0 0%
Rifién 38 1 3% 0 0% 1 3%
Higado 28 3 8% 6 15% 3 8%
Intestino 26 0 0% 4 10% 10 25%

Fuente: Elaboracion propia, 2025.

Histoscore de trastornos inflamatorios en aves
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Figura 6. Histoscore de inflamacion en aves marinas segun cada 6rgano. Fuente:

Elaboracion propia, 2025.

El p valor fue de 0.4587, por lo que no hay una asociacion estadisticamente significativa
entre los érganos mas afectados (pulmon e intestino) y el trastorno inflamatorio (anexo
16).
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Figura 7. Trastornos inflamatorios en intestino y pulmén de aves marinas. Fuente:
Elaboracién propia, 2025. (A). Intestino de fardela (Ardenna grisea) con infiltrado
inflamatorio linfocitario difuso (3/3) en mucosa intestinal (circulo). HE. 4X. (B). Muestra
de pulmon de pinglino (Spheniscus sp.), se observa infiltrado inflamatorio linfocitario
multifocal (2/3) en la zona peribronquial (circulo). HE. 40X. (C). Tejido pulmonar de
pinglino (Spheniscus sp.) afectado por un granuloma caseoso (asterisco) que se
presenté en forma multifocal (2/3), indicando una inflamacién crénica del pulmén. HE.
10X.
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5.2.2. Trastorno necrético

Tras el analisis del trastorno necrético por especie y organos, se identificé que las
especies mas afectadas fueron nuevamente el pingtino (Spheniscus sp.) presentando 3
casos en rifion (8%) e higado, seguido por la gaviota dominicana (Larus domonicanus)

con 1 caso en corazon, rifidn, higado e intestino.

Tabla 5. Cantidad de casos por grado de trastorno necrético por érgano y especie.

Necrosis

PULMON CORAZON RINON
Especies Ausente  Focal % Multifocal % Difuso % Ausente  Focal % Multifocal % Difuso % Ausente  Focal % Multifocal W Difusa %
(013) (1/3)  lesiones (213) lesiones  (3/3) lesiones  (0/3) (113)  lesiones (213) lesiones  (3/3) lesiones  (0/3) (1/3)  lesiones (213) lesiones  (3/3) lesiones
Ardenna grisea 1 0 0% [ 0% [ 0% 1 0 0% 0 0% [ 0% 1 0 0% 0 0% 0 0%
Chroicocephalus maculipennis 2 0 | 0% 0 0% [ 0% | 1 1 3% 0 0% [ 0% | 2 0 0% 0 0% 0 0%
Larus dominicanus 8 0 0% 0 0% 0 0% 7 1 3% 0 0% 0 0% 7 0 0% 1 3% 0 0%
Leucocarbo atriceps 5 0 | 0% 0 0% 0 0% | 5 0 0% [} 0% 0 0% | 5 0 0% [} 0% 0 0%
Nycticorax nycticorax 1 0 | 0% 0 0% 0 0% | 1 [ 0% 0 0% 0 0% | 1 0 0% 0 0% 0 0%
Pachyptila belcheri 1 [} 0% 0 0% 0 0% 1 0 0% [} 0% 0 0% 1 0 0% [} 0% 0 0%
Pelecanus thagus 4 [ 0% 0 0% 0 0% 4 0 0% [ 0% 0 0% 4 0 0% [ 0% 0 0%
Spheniscus sp. 16 [ 0% 1 3% 1 3% 1 0 0% [ 0% 0 0% 15 2 0% 1 3% 0 0%
Necrosis
HIGADO INTESTINO
Especies Ausente Focal % Multifocal % Difuso %  Ausente Focal % Multifocal % Difuso %
(0/3) (1/13) lesiones (2/3) lesiones (3/3) lesiones (0/3) (1/13) lesiones  (2/3) lesiones (3/3) lesiones
Ardenna grisea 1 0 0% 0 0% 0 0% 1 0 0% 0 0% 0 0%
Chroicocephalus maculipennis 2 0 0% 0 0% 0 0% 2 0 0% 0 0% 0 0%
Larus dominicanus 7 0 0% 1 3% 0 0% 7 0 0% 0 0% 1 3%
Leucacarbo atriceps 4 0 0% 1 3% 0 0% 5 0 0% 0 0% 0 0%
Nycticorax nycticorax 1 0 0% 0 0% 0 0% 1 0 0% 0 0% 0 0%
Pachyptila belcheri 1 0 0% 0 0% 0 0% 1 0 0% 0 0% 0 0%
Pelecanus thagus 4 0 0% 0 0% 0 0% 4 0 0% 0 0% 0 0%
Spheniscus sp. 15 1 3% 2 5% 0 0% 17 0 0% 1 25% 0 0%

Fuente: Elaboracion propia, 2025.
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Histoscore de trastornos necroéticos por
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Figura 8. Distribucion del histoscore del trastorno necrético por especie y érganos.

Fuente: Elaboracion propia, 2025.

Se obtuvo un valor de p de 0.5916, lo cual significa que no hay una asociacién
estadisticamente significativa entre los 6rganos de las especies mas afectadas con el

trastorno necrético (anexo 17).
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Tabla 6. Frecuencia absoluta y porcentual de casos con necrosis, segun el grado y

el érgano.
Organo : Trasto!'no necrético : : :
Ausente (0/3) Focal (1/3) % lesiones Multifocal (2/3) % lesiones Difuso (3/3) % lesiones

Pulmén 38 0 0% 1 3% 1 3%

Corazon 38 2 5% 0 0% 0 0%
Rifién 36 2 5% 2 5% 0 0%

“Higado 35 2 5% 3 8% 0 0%

Intestino 38 0 0% 1 3% 1 3%

Fuente: Elaboracion propia, 2025.

Histoscore de trastornos necroticos en aves
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Figura 9. Histoscore de necrosis en aves marinas segun cada 6rgano. Fuente:

Elaboracion propia, 2025.

El p valor fue de 0.9999, lo que indica que no hay una asociacion estadisticamente
significativa entre los érganos mas afectados (rindn e higado) y el trastorno necroético

(anexo 18).
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Figura 10. Organos de aves marinas con lesiones necréticas. Fuente: Elaboracion
propia, 2025. (A). Necrosis (circulo) multifocal (2/3) en corazén de gaviota dominicana
(Larus dominicanus) con calcificacion cardiaca (asterisco). HE. 4X. (B). Intestino de
pinguino (Spheniscus sp.) con necrosis (circulo) multifocal (2/3) y acumulos bacterianos
(asterisco). HE. 40X. (C). Foco (1/3) necrético (circulo) en higado de pinguino

(Spheniscus sp.). HE. 40X.

5.2.3. Trastorno circulatorio

Tabla 7. Frecuencia absoluta y porcentual de casos con trastorno circulatorio,

segun el grado y el érgano.

Trastorno circulatorio

Organo. ,sente (0/3) Focal (1/3) % lesiones Multifocal (2/3) % lesiones Difuso (3/3) % lesiones
Pulmon 8 2 5% 6 15% 31 78%
Corazon 32 1 3% 5 13% 2 5%
Rifion 19 1 3% 8 20% 12 30%
Higado 22 2 5% 3 8% 13 33%
Intestino 28 1 3% 2 5% 9 23%

Fuente: Elaboracion propia, 2025.
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Histoscore de trastornos circulatorios en aves
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Figura 11. Histoscore de trastornos circulatorios en aves marinas segun cada

oérgano. Fuente: Elaboracion propia, 2025.

En cuanto al trastorno circulatorio, se determind que el pulmoén fue el érgano mas
afectado con lesiones difusas (78%) y en segundo lugar fue el higado (33%), cabe
destacar que una muestra podia tener mas de un trastorno circulatorio. El resultado de p
valor fue 0.1213, por esta razdn no hay una asociacion estadisticamente significativa

entre los drganos mas afectados y el trastorno circulatorio (anexo 19).
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Figura 12. Tejidos de pingiiinos (Spheniscus sp.) con trastornos circulatorios.
Fuente: Elaboracion propia, 2025. (A). Pulmén con edema (circulo) difuso (3/3),
congestion difusa (3/3) e hiperemia difusa (3/3). HE. 40X. (B). Intestino con presencia de
hemorragia (circulo) difusa (3/3) y degeneracién mucosa (asterisco). HE. 40X. (C).
Pulmén con congestion difusa (3/3), edema difuso (3/3) e infiltrado inflamatorio
linfocitario. HE. 40X.
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5.2.4. Trastorno degenerativo

Tabla 8. Frecuencia absoluta y porcentual de casos con trastorno degenerativo,

segun el grado y el érgano.

Trastorno degenerativo

Organo Ausente (0/3) Focal (1/3) % lesiones Multifocal (2/3) % lesiones Difuso (3/3) % lesiones
Pulmon 40 0 0% 0 0% 0 0%
Corazon 40 0 0% 0 0% 0 0%
Rifdn 34 1 3% 2 5% 3 8%
Higado 33 0 0% 1 3% 6 15%
Intestino 21 0 0% 2 5% 17 43%

Fuente: Elaboracion propia, 2025.

Histoscore de trastornos degenerativos en aves
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Figura 13. Histoscore de trastornos degenerativos en aves marinas segun cada

érgano. Fuente: Elaboracion propia, 2025.

En el trastorno degenerativo los 6rganos que mas presentaron lesiones fueron el intestino

con 19 ejemplares (48%) y el higado con 7 ejemplares (18%).

El valor obtenido de p fue 0.9999, por este motivo no hay una asociacién estadisticamente

significativa entre los érganos mas afectados y el trastorno degenerativo (anexo 20).
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Figura 14. Organos de pingiiinos (Spheniscus sp.) con lesiones degenerativas.
Fuente: Elaboracion propia, 2025. (A). Muestra de rindn que presenta acumulos hialinos
multifocales (2/3) intratubulares (asteriscos) y congestion. HE. 40X. (B). Degeneracion
mucosa difusa (3/3) e hiperplasia de vellosidades intestinales (circulos). HE. 10X. (C).

Degeneracién mucosa (circulo) difusa (3/3) y hemorragia (flecha) en intestino. HE. 40X.

5.2.5. Trastorno del crecimiento

Tabla 9. Cantidad de casos con trastorno del crecimiento segun el grado y el

érgano.

Trastorno del crecimiento

Organo. ,,sente (0/3) Focal (1/3) % lesiones Multifocal (2/3) % lesiones Difuso (3/3) % lesiones
Pulmén 40 0 0% 0 0% 0 0%
Corazon 40 0 0% 0 0% 0 0%
Rifion 40 0 0% 0 0% 0 0%
Higado 39 1 3% 0 0% 0 0%
Intestino 26 0 0% 1 3% 13 33%

Fuente: Elaboracion propia, 2025.
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Histoscore de trastornos del crecimiento en aves
marinas

I
m Difuso (3/3)
m Multifocal (2/3)
m Focal (1/3)
m Ausente (0/3)

Pulmoén Corazon Rifon Higado Intestino
Organos muestreados

N° de casos
- - N N w w N N
a o (é)] o [é)] o [($)} o (é)]

o

Figura 15. Histoscore de trastornos del crecimiento en aves marinas segun cada

érgano. Fuente: Elaboracion propia, 2025.

Tras la observacién de las muestras se determiné que el intestino presentd la mayor
proporcion de 6rganos afectados, con 14 casos (35%) y el siguiente 6rgano fue el higado

registrando 1 caso (3%).

El p valor entregado fue 0.1333, esto hace que no haya una asociacién estadisticamente
significativa entre las muestras con mas lesiones y el trastorno del crecimiento (anexo
21).
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Figura 16. Intestinos de aves marinas con trastornos del crecimiento. Fuente:
Elaboracién propia, 2025. (A). Pinguino (Spheniscus sp.) con fusién de vellosidades
(circulo) difusa (3/3) y parasito nematodo (asterisco). HE. 4X. (B). Hiperplasia (circulo)
multifocal (2/3) y fusion de vellosidades en gaviota dominicana (Larus dominicanus). HE.
10X.
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5.3. Detectar mediante qPCR el virus de influenza aviar (H5N1), en 6rganos de aves
marinas, ingresados a la Unidad de Morfologia y Diagnéstico, entre los afios 2015
a 2025

Luego de la extraccion de ARN de 13 muestras con lesiones sugerentes de IAAP, se
procedio a hacer la medicion de la pureza (relacion A260/A280) y la concentracion de

este, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 10. Resultados de la medicidon de concentracion y pureza del ARN extraido.

Parametros

Concentracién (ng/uL) | Relacion A260/A280
3.285 0.95
6.971 0.80
18.804 1.02
5.324 1.08
4.351 0.88
5.838 0.91

7.53 0.88
8.474 0.87
6.288 0.81
12.891 0.87
13.403 1.21
23.032 1.22
20.248 1.14

Fuente: Elaboracion propia, 2025.

Esto demuestra que en casi todas las muestras la concentracién de ARN era bajay en la
mayoria de los casos estaba contaminado con proteinas (segun la relacién de
absorbancia A260/A280). De acuerdo con los resultados, las extracciones de ARN no

fueron las ideales para hacer qPCR, pero de todas maneras se decidi6 realizar el gPCR.
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5.4. Asociar la presencia o ausencia de lesiones sugerentes de influenza aviar
(H5N1) identificadas histopatolégicamente, con la positividad o negatividad a la
técnica qPCR, en 6rganos de aves marinas, ingresados a la Unidad de Morfologia

y Diagnéstico, entre los ainos 2015 a 2025

Tabla 11. Casos de diferentes especies y 6rganos con hallazgos histopatolégicos

que se sometieron a qPCR y sus respectivos resultados.

ID Caso Especie Organo Hallazgo Resultado qPCR
1749-22N| Larus dominicanus |Corazén Hemorragia epicardica Negativo
1480-21N| Larus dominicanus | Rifi6n Congestion Negativo

62-25N Leucocarbo sp. Pulmén | Edema e infiltrado inflamatorio mixto Negativo
1120-18N| Leucocarbo sp. Higado Hiperemia y degeneracion grasa Negativo
1440-21N| Leucocarbo sp. Intestino| Hemorragia y degeneracién mucosa Negativo

52-25N Spheniscus sp. Higado | Infiltrado linfocitario en espacios porta Negativo

54-25N Spheniscus sp. Pulmoén | Hiperemia, congestidon y heterdfilos Negativo
880-17N Spheniscus sp. Rifion Congestidn Negativo
880-17N Spheniscus sp. Pulmén Congestién Negativo
2230-24H Spheniscus sp. Pulmén Congestién y edema Negativo
1015-18N Spheniscus sp. Corazén Hiperemia y heterdfilos Negativo
1677-22N Spheniscus sp. Rifidon Necrosis y congestion Negativo
15628-21N Spheniscus sp. Higado Necrosis e infiltrado linfocitario Negativo

Fuente: Elaboracion propia, 2025.

Ninguna muestra tuvo amplificacion de ADN, por lo que el resultado de todas fue negativo
en el gPCR. Como consecuencia de esto, no se puede asociar la presencia de lesiones

sugerentes de IAAP con el resultado del gPCR.
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6. DISCUSION

En esta investigacion se analizaron histopatolégicamente 200 érganos, correspondientes
a 40 casos de 8 especies de aves marinas. Los hallazgos del trastorno inflamatorio,
necrotico, circulatorio, degenerativo y del crecimiento se graduaron en un histoscore para
filtrar de manera mas objetiva las muestras con hallazgos sugerentes de IAAP descritos

por Landmann et al. (2021).

A partir de este analisis, se identificaron 44 muestras con hallazgos sugerentes a IAAP,
de estas muestras se seleccionaron aleatoriamente 13 muestras para realizar el gPCR,
pero como no hubo amplificacion de ADN, se decidi6 no proseguir con la técnica

molecular para las muestras restantes.

6.1. Objetivo I: Identificar hallazgos histopatolégicos de virus de influenza aviar
(H5N1), en 6rganos de aves marinas, ingresados a la Unidad de Morfologia y

Diagnéstico, entre los ainos 2015 a 2025

Dentro de las 200 muestras que se observaron, la gran mayoria presentd hallazgos del
trastorno necrdético, inflamatorio y circulatorio (principalmente congestion y hemorragia) o
una combinacion de estas, lo cual concuerda con los trastornos histopatolégicos mas

frecuentes en H5N1 descritos por Lean et al. (2023).

El 6rgano mas afectado fue el pulmdn con trastornos circulatorios (tabla 1), coincidiendo
con lo mencionado por Abou-Rawash et al. (2012). Sin embargo, Landman et al. (2021),
mencionan que el pulmdn con trastorno necrético es el hallazgo mas frecuente en aves

infectadas con H5N1.

Cabe mencionar que la prueba de Fisher arrojé un p valor de 0.0255, lo que indica que

si hay una relacién entre los érganos afectados y los trastornos sugerentes de IAAP.

En cuanto a los tipos de infiltrados inflamatorios, en este estudio el mas comun fue el
infiltrado inflamatorio linfocitario, este se presentd con mayor recurrencia en higado,
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pulmén e intestino (tabla 2), este hallazgo es similar a lo mencionado por Rhyoo et al.
(2015), quienes en su estudio el infiltrado inflamatorio con mayor presentacién también
fue el linfocitario, pero el unico 6rgano predominante fue el higado. Por otra parte, Mosad
et al. (2020), indican que el infiltrado inflamatorio linfocitario fue el mas comun, junto con
el infiltrado inflamatorio heterofilico, afectando érganos como el higado, pulmodn, traquea,
pancreas y bazo. En este estudio también destacaron que el higado fue particularmente
importante, ya que tenia areas necroticas junto con infiltrado inflamatorio linfocitario, lo

que lo hace un hallazgo caracteristico para este virus.

6.2. Objetivo 2: Describir hallazgos histopatolégicos de virus de influenza aviar
(H5N1), en érganos de aves marinas, ingresados a la unidad de Morfologia y

Diagnéstico, entre los ainos 2015 a 2025

Segun Adlhoch et al. (2022), los trastornos inflamatorios y necroticos son los hallazgos
histopatolégicos mas prominentes en aves con |IAAP. En este estudio las especies que
mas presentaron estas lesiones fueron el pinglino (Spheniscus sp.) y la gaviota
dominicana (Larus dominicanus), observandose una mayor prevalencia en las lesiones
necroéticas por sobre las inflamatorias. Network of expertise on animal influenza, (OFFLU,
2023) reporto las muertes de aves marinas entre los afios 2022 y 2023 coincidiendo con
el brote mas reciente de IAAP. En el caso de Chile, las especies mas afectadas fueron la
gaviota dominicana (Larus domonicanus), el pelicano de humboldt (Thagus pelecanus)y
el cormoran guanay (Leucocarbo bougainvillii), todas incluidas en la presente
investigacion. Es probable que estas especies sean mas susceptibles al virus, porque se
conocen como aves guaneras, es decir, especies que viven en grandes colonias y anidan
en islotes rocosos, donde se acumula guano y ademas cohabitan con diversas especies,

lo que aumenta la probabilidad de contraer la IAAP (Leguia et al., 2023).

Es importante destacar que el trastorno necrético no es especifico del virus H5N1, este
también es un hallazgo frecuente en otras cepas del virus como H5N6. Segun lo
documentado por Bae et al. (2018), se observaron lesiones necroticas, congestivas y

hemorragicas en la gran mayoria de los 6rganos viscerales de aves infectadas con H5NG.

Sobre los trastornos circulatorios se estableciéo que el pulmén y el higado fueron los

organos mas afectados por este trastorno, pudiendo presentar principalmente hallazgos
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como edema, hemorragia y/o congestion. Esto concuerda con Hsueh et al. (2024) y
Perkins y Swayne (2001), los autores describen que la congestion y edema pulmonar
estuvieron presentes en la gran mayoria de sus muestras. En cambio, en ambas

investigaciones mencionaron que la lesién que predominé en el higado fue la necrosis.

Los érganos que mas presentaron lesiones del trastorno degenerativo fueron el intestino
y el higado. Padilla et al. (2004) observaron en el intestino delgado degeneracién vacuolar
en lamina propia y en el higado degeneracion del parénquima. Por el contrario, Teifke et
al. (2007) mencionan que el intestino no presenté ninguna lesion y en higado hubo
hallazgos de necrosis y trastornos circulatorios. A pesar de estas discrepancias, ambos
estudios concuerdan que el encéfalo presenta lesiones del trastorno degenerativo, pero

en el presente estudio no se analizaron muestras de encéfalo.

En este estudio, el érgano que presentdé mayor cantidad de casos con trastornos del
crecimiento fue el intestino, destacando la hiperplasia de vellosidades intestinales. Este
hallazgo no es comun en literatura de IAAP, por lo que podria ser sugerente de otra
patologia. Lo que se observa frecuentemente en intestino de aves con IAAP es enteritis

con infiltrado linfocitario (Ramis et al., 2014), hemorragia y necrosis (Suba, 2014).

Varios autores mencionan que el virus se replica principalmente en el sistema nervioso
central, vias respiratorias e intestino (Adzic et al., 2024; Lean et al., 2023; Ramis et al.,
2014), pero la replicacion viral en intestino es algo general de los virus influenza (Webster
et al.,, 1977), lo que significa que la via de transmision fecal-oral es comun en esta
enfermedad. Otra zona de replicacién poco conocida fue descrita por primera vez por
Yamamoto et al. (2008), quienes observaron replicacién viral en las células epidérmicas
de las plumas, este hallazgo fue observado en patos y gansos domésticos, por lo que las

plumas podrian ser otra fuente de infeccion.

6.3. Detectar mediante qPCR el virus de influenza aviar (H5N1), en 6rganos de aves
marinas, ingresados a la Unidad de Morfologia y Diagnéstico, entre los ainos 2015
a 2025

En la medicion de la extraccion de ARN se pudo analizar los valores de A260/A280, este

valor es la absorbancia para determinar la concentracion y pureza del ARN extraido

(Chang et al., 2025), los resultados obtenidos fueron menores a 1.6, por lo que se sugiere
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que las muestras estaban contaminadas con fenoles (proteinas) y no tenian la pureza
Optima para realizar un correcto qPCR, el valor 6ptimo es igual o mayor a 1.8, aunque
actualmente no hay un valor establecido, pero se considera aceptable sobre 1.5 (Banco
nacional de ADN, 2024). Esto puede deberse a diversas variables, siendo uno de los
principales la gran susceptibilidad del ARN a la degradacion (Vasquez y Malmierca, 2020)
y que la mayoria de las muestras fueron recolectadas hace un largo periodo de tiempo
(10 afios), la totalidad de las muestras estaban fijjadas en formalina y se describe que la
formalina degrada el ARN, por lo que la extraccidn de buena calidad se vuelve complicado
(Lin et al., 2024), otro factor puede ser un mal protocolo de sintesis de ADNc (anexo 7),
el tipo de PCR no era el adecuado, que los partidores de Pérez et al., 2012 no eran los
adecuados, que hayan estado mal disefiados o las muestras estaban infectadas con otra

cepa del virus (y el partidor es especifico).

6.4. Asociar la presencia o ausencia de lesiones sugerentes de influenza aviar
(H5N1) identificadas histopatolégicamente, con la positividad o negatividad a la
técnica qPCR, en 6rganos de aves marinas, ingresados a la Unidad de Morfologia

y Diagnéstico, entre los anos 2015 a 2025

Si bien todas las muestras que se seleccionaron para qPCR presentaban lesiones
sugerentes de IAAP, por lo mencionado en el punto 6.3, no hubo una extraccién optima
de ARN. Esto imposibilitd la amplificacién de material genético durante el qPCR, lo que,
a su vez, impidio obtener valores Ct. Como consecuencia, todas las muestras resultaron

negativas y no fue necesario hacer un control negativo y positivo.

Castro et al. (2024) obtuvieron muestras positivas a H5N1 en huevos embrionados con
gRT-PCR, técnica muy similar qPCR usado en este estudio. Stoimenov et al. (2017)
detectaron la presencia de H5N1 a través de rRT-PCR en tejidos de pulmén, traquea,
cloaca, cerebro y proventriculo de pelicanos dalmatas (Pelecanus crispus). Lo que tienen

en comun ambos estudios es que se hizo la prueba molecular con muestras frescas.

En cambio, Padilla et al. (2004) lograron detectar HSN2 (IAAP) a través de RT-PCR en
tejido formolado e incluido en parafina de rifiones, pulmones y encéfalos de pollos de
engorda (Arbos acres). Ademas, estos tejidos se analizaron histopatolégicamente,

observandose una alta concordancia entre las lesiones histopatologicas sugerentes de
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IAAP con el resultado del analisis molecular. Cabe destacar que en ese estudio se

inocularon experimentalmente a los pollos analizados.
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7. CONCLUSION

En el objetivo 1 se observaron lesiones sugerentes de IAAP, tales como trastornos
inflamatorios, circulatorios y necrdticos. De estas lesiones destacd el infiltrado
inflamatorio linfocitario y los trastornos circulatorios en pulmoén e higado. En el analisis
estadistico se evidencié una asociacion estadisticamente significativa entre los 6rganos

afectados y los trastornos inflamatorios y circulatorios.

Sobre el objetivo 2, en los trastornos inflamatorios y necroéticos las especies mas
afectadas fueron la gaviota dominicana (Larus dominicanus) y el pinglino (Spheniscus
sp.). En el trastorno circulatorio el 6rgano mas afectado fue el pulmén. En los trastornos
degenerativos y del crecimiento, el 6rgano mas afectado fue el intestino, no obstante,

estas lesiones podian ser sugerente de otras patologias.

En cuanto al objetivo 3 y 4, las 13 muestras a las que se sometieron a qPCR, pese a
tener lesiones sugerentes de IAAP resultaron negativas, esto debido a la calidad del ARN
extraido. Debido a esto, no se pudo establecer una asociacion entre las lesiones

sugerentes y el resultado de la prueba molecular.

De acuerdo con las conclusiones anteriores y la hipdtesis planteada, se rechaza la
hipétesis, ya que al no haber amplificacion de ADN en gPCR, no se pudo confirmar la
presencia de H5N1 en los tejidos que presentaban hallazgos sugerentes de IAAP. Sin
embargo, esto no descarta que las aves no hayan estado infectadas con IAAP, ya que
pudo ser otra cepa, una degradacion del ARN en el almacenamiento de la muestra, que

los partidores o el tipo de PCR no eran los adecuados.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo 1. Lista de verificacion de necropsia, adaptado de “Clinical avian

medicine” (Rae, 2006).

Owner's Mame

Date of Necropsy

Animal’s Mame

Date of Death

Species Euthanasia Method

Age Sex Body Weight at Mecropsy
Band/Microchip # Tattoo?

Organ(s) MNormal Abnormal | Description

Skin/Feathers

Beak/Oral Cavity/Tongue

Eyes/Ears/Conjunctivae

Sinuses/Choana/Nasal Cavity

Skeletal muscle/Bones/Joints

Liver/Gall Bladder, if present

Spleen

Thyroids/Parathyroids

Trachea/Lu ngs/Airsacs

Kidneys/Adrenals

Testes/Ovary/Oviduct

Crop/Esophagus

Proventriculus/Ventriculus

Duodenum/Pancreas

Jejunum/lleum/Ceca, if present

Colon/Cloaca

Bursa,/Thymus

Brain/Meninges

Spinal Cord/Vertebrae/Nerves

Bone/bone marrow

Middle & inner ear

Heart/Great Vessels

Gut contents wet mount results:

Gut contents dried smear resulis:

Organ impression smear results:

Tissves in formalin:

Tissves frozen:
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9.2. Anexo 2. Solicitud de necropsia USS.

UNIVERSIDAD Vet
SAN SEBASTIAN

VOCACKIN POR LA EXCELENCA

SOLICITUD DE NECROPSIA

N* FOLIO:

|necropsia)

Fecha de ingreso: I 1
l. Antecedentes Generales

PIODIBEAINID. ...ttt ettt e s bbbt e ean et
TelBfoNO: oo EFMAIE Lo

Solicitado por Dr.(a).... e
Procedencia: [ ] Vet. Menor [:I Vet. I'u'Ia].rDr |:| CEREFAS |:| Vet. Externa ..

Tipo pago: [ JServicio [ JDocencia [ _]Convenio

Il. Antecedentes del PACIENTE

NOMBIE: e N ficha Clinica:..............oocvnes

Especie: ........... - Raza: .
Sexo: |:|Ma{:ho |:|Hembra DIndetenmnadD Edad: . |:|anns Dmeses D dias
Peso (aprow): ..o Color taprmj

Fecha de muerte: | /

lll. Tipo de estudio y muestra(s): N° de folio histopatologico:
Fecha extraccion de muestra; [ [
T IO L OGAMIOE ..ottt e et e s o e et e ot e e e e e e bt £ e e em e e s e sbb et e e b s nn e eant e e e eame e e e

Parasios:.........ooooiiiiii

ORrOS:. eeeeeeeeeeeeeeeeee

Firma autorizacion propietario Firma Médico Veterinario
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9.3. Anexo 3. Procedimientos técnicos de histologia, adaptado de “Manual de
procedimientos del laboratorio de histologia veterinaria” (Muena y Vera, 2021).

2. Procedimientos Técnicos
2.1 Fijacion Tisular:

La fijacidn de tejidos o células consiste en la detencion de los procesos de putrefaccion
y autdlisis que inician inmediatamente después de la muerte, estos pueden producir
cambios morfolégicos y estructurales indeseados para el correcto analisis y diagnéstico.
Por tanto, el tiempo que transcurre desde la toma de muestra hasta el contacto con el
fijador debe ser el minimo posible.

Existen métodos de fijacién fisicos y quimicos, siendo los mas efectivos los de tipo
guimicos, entonces hablaremos principalmente de liquidos fijadores. Si bien existen
diversos tipos de liguidos fijadores, en el Laboratorio de Histopatologia veterinaria de la
USS utilizamos el fijador de rutina, es decir, Formalina al 10% neutralizada.

El Formaldehido comercialmente obtenido al 37 o 40%, es un fijador que forma enlaces
con las proteinas de los tejidos y su efecto es conseguido de forma segura cuando es
diluido con agua al 10%. Por tanto, de la solucién comercial se diluye 1 parte del fijador
en 9 partes de agua vy es neutralizado a saturacién con carbonato de calcio, esta mezcla
es conocida como formol o formalina al 10% neutralizada. La preparacién debe ser con
elementos de proteccion y bajo campana de extraccidn de gases.

Para lograr una correcta fijacién de la muestra se debe tener en cuenta que la proporcién
muestra fijador debe ser 1:10 y el tiempo que demora en fijar depende del tamafio de la
misma muestra, por tanto, para muestras mas pequefias (menos a 5 mm) deben
permanecer embebidas en formalina por al menos 24 horas a temperatura ambiente.
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Otro fijador en el laboratorio es el metanol, este es utilizado para fijar los extendidos
citolégicos. ¥ su manipulacién es minima, su forma comercial esta lista para usar, los
portacbjetos se sumergen por unos segundos en el liquido y se dejan secar al aire.

2.2 Microscopia y Dictado:

Corresponde al inicio del procesamiento histopatolégico, se realiza a muestras
provenientes de biopsias o necropsias que han cumplido con el tiempo éptimo de fijacion.
Este item es importante para guiar al andlisis y posterior diagndstico del caso.

Es llevado a cabo por el MV Patdlogo en conjunto con la TM, en este paso el médico
observa macroscopicamente y hace una descripcion de la muestra en cuanto a forma,
color, consistencia y otros, ademas se realiza medicién del tamanio y registro fotografico.
La TM toma dictado y anota los antecedentes en la hoja de solicitud del caso.

Por dltimo, el MV Patdlogo procede a seccionar laflas muestras y selecciona uno o mas
fragmentos de aproximadamente 2 mm de espesor que sera representativo de la lesion,
se encapsulan en histocassette de plastico identificados con el numero de caso
correspondiente para continuar con el procesamiento.

2.3 Inclusion de la muestra:

Este paso del procesamiento histoldgico tiene por objetivo reemplazar toda el agua del
interior del tejido por un medio mas consistente, en este caso se forman tacos de parafina
gue contienen en su interior la muestra de tejido. Esto permitird obtener cortes de tejido
finos (3 a 5 pm) y seriados para ser observados bajo el microscopio dptico.

La inclusién requiere de una serie de sub-pasos para lograr su propoésito final:

a) Deshidratacién: se realiza con una bateria de alcoholes etilicos ascendente (70°,
95% y 1007), las muestras se sumergen en cada estacion.

b) Aclaramiento: se utiliza xilol, un liguido intermediario que es miscible tanto con el
alcohol absoluto como con la parafina, las muestras son sumergidas en este
liguido que ademas proporciona al tejido un poco de transparencia.

c) Impregnacién o infiliracién: con parafina en estado liquido, a altas temperaturas
(58 a 65 °C), las muestras son sumergidas para que la parafina ingrese en su
interior.

d) Formacion del taco o molde: posterior a la completa infiltracion y con la ayuda de
moldes de metal, la muesira se introduce en parafina que sera solida a
temperatura ambiente.
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2.4 Microtomia:

Consiste en obtener cortes finos y seriados, idealmente de no mas 5 ym de espesor y
obteniendo una cinta de parafina con tejido. Para lograr este paso se utiliza el micrétomo,
un instrumento mecanico y de precision que permite obtener este tipo de cortes. En el
Laboratorio contamos con un microtomo de rotacion, lo que significa que la muestra es
mavil y la navaja de corte fija.

Una vez obtenidos los cortes, las cintas deben ser estiradas sobre agua tibia (40 °C
aprox.) que se mantiene en un recipiente eléctrico llamado bafio de flotacién. La
temperatura del agua permite calentar la parafina junto con el tejido y asi estirar los
cortes, permitiendo como parte final de esta etapa adherir los cortes sobre portacbjetos
que se dejan secar en estufa a 70 °C por minimo una hora.

2.5 Desparafinacion:

Es el proceso mediante el cual se retira toda la parafina del tejido, infiltrada y que
encapsula. La parafina no permite el ingreso de los colorantes hacia el tejido, entonces
se utiliza xilol que en este caso disuelve el medio consistente dejando solo el tejido
adherido al vidrio.

Este proceso termina una vez que la muestra de tejido es nuevamente hidratada, para

esto se sumergen los portacbjetos en una bateria de alcoholes descendente (100°, 95% y
70%) que finaliza con agua destilada.
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9.4. Anexo 4. Coloracién Nucleo-Citoplasmatica, adaptado de “Manual de
laboratorio de técnica histolégica” (Poveda, 2023).

37

ACTIVIDADES DE LABORATORIO

Objetivo General:

Conocer y preparar la tincion de rutina utilizada para el estudio de tejidos y luego

tefir algunas muestras identificando basofilia y acidofilia.

Coloracion Nicleo-Citoplasmati

La Hematoxilina —Eosina (HE) Se considera de rutina. Se hace actuar
sucesivamente un colorante nuclear (catidnico) y un colorante citoplasmatico

(aniénico).

Procedimiento:

Desparafinar los cortes e hidratar hasta el agua mediante los siguientes pasos:

Xilol | 5 minutos
Xilol 11 5 minutos
Xilol 11l 5 minutos
Alcohol 100 % | 1 - 5 minutos
Alcohol 100% I 1 - 5 minutos
Alcohol 95% | 1 - 5 minutos
Alcohol 95% I 1 - 5 minutos
Alcohol 70% 1 - 5 minutos
Alcohol 50% 1 - 5 minutos

Nota: Después de cada paso dejar escurrir el exceso de liquido.

Lavar en agua destilada 5 minutos.
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38
Tincid lear:

Se puede utilizar diversos tipos de Hematoxilina. (Hemalumbre de Mayer, de Lillie, de
Harris, etc.)

+ Hematoxilina 5g
* Alcohol 100% 50mi
+ Alumbre de Potasio yde Amonio  100g
» Agua destilada 1000mi
+ Oxido de rojo de Mercurio 2,59

Procedimiento:

7 Disolver la Hematoxilina en Alcohol absoluto.

# Calentar el agua en platina caliente y agregar el alumbre. Una vez que
haya soltado el hervor retirar del fuego. Una vez que el alumbre este bien
disuelto, agregar suavemente la hematoxilina. Agitar con cuidado (recuerde
gue el contenedor de la solucién esta caliente)

# Colocar en platina caliente nuevamente, una vez que hierva retirar y dejar
enfriar un poco, agregar con precaucioén. en pequefias cantidades, el
Oxido de Mercurio. Agitar con precaucion y dejar que se entibie. Cambiar a
envase definitivo la solucion.

# Una vez que estan hidratados los cortes, colocar las laminas en la solucion
de hematoxilina, la solucion se debe filtrar, siempre que se observe en la
superficie una delgada “nata”, dependiendo del método que use para realizar
la tincidn, sera el tiempo que las laminas permanezcan dentro de la cubeta
de hematoxilina.

o FRegresivo, en este caso se realiza una sobretincion nuclear, donde
las laminas permanecen alrededor de 5 minutos en la cubeta de
tincién, para luego ser lavadas con agua corriente y diferenciadas en

alcohol acido (OH-HCI 0,5%), esta solucién permitira extraer el
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Colorante, lo que se debe controlar al microscopio, vigilando que solo los nlcleos
estén tefiidos.

o Progresivo, en este método, el tiempo de tincién es relativo, puede ir
desde los 15 segundos a 1 minuto el tiempo de tincién optimo (si la
hematoxilina esta recientemente preparada). De esta forma primero
se deja 15 segundos, se lava y se observa al microscopio, buscando
que los nicleos tengan una tincién adecuada.

# Lavado abundante en agua corriente. (este paso se hace para azular los
tejidos)

# Pasar los cortes por agua destilada.

# Lavado en agua corriente (10 minutos)

# Lavado en agua destilada. (solo una pasada)

Nota:
Si se desea apresurar el viraje o azulamiento se debera hacer inmersiones en
Amoniaco 3% hasta que las muestras se tomen azules. Luego lavar

abundantemente en agua para que no queden restos de amoniaco.

2.-Tincion citoplasmatica

Esta se realiza generalmente con eosina al 1%, o bien una mezcla de eosina-

floxina al 0.5%, en proporciones de 1:1

p i6n de | ina:

Disolver 1g de Eosina Y alcohdlica.

p limiento:
# Una vez realizada la tincion nuclear, se procede a la tincién del citoplasma:
# Colocar los cortes en la solucidn de eosina por 30 seg. a 3 minutos
# Lavado rapido en agua destilada, sélo para retirar exceso de colorante

# Pasar por alcoholes ascendentes para deshidratar el corte.
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fl)

Deshidratacion

Alcohol de 70% 10 segundos
iAlcohol de 95% 2 minutos
iAlcohol de 95% 2 minutos
Alcohol de 100% 2 minutos
Alcohol de 100% 2 minutos
Aclarar

Xilol | 2 minutos
Xilol 1l 2 minutos
Xilol 1l 2 minutos

Montar en resina sintética.

Resultados:
v Nucleos azules
v Citoplasma y otros elementos aciddfilos rosa a
rojo

Nota: La Hematoxilina es un colorante versatil y ampliamente usado en técnicas
histolégicas. Se emplean para demostrar nucleo celular, mielina, fibras elasticas,
fibrina, neuroglia, estriaciones musculares, efc.

Entre las Hematoxilinas o Hemateina posibles de ser utilizadas con este propésito
se recomienda la Hematoxilina de Harris, como técnica de rutina, que contrasta
bien los ndcleos, dando un fondo totalmente incoloro cuando se halla bien
acetificada la solucion.

En relacidn a la coloracion con Eosina hay autores que prefieren utilizar soluciones
alcohélicas o acuosas. Este colorante da diversas tonalidades a la coloracion
citoplasmatica, asi por ej. La Eosina B y Eritrosina B dan un tinte rosa- azulado a
la coloracién, mientras que la Floxina B da un tono rojo mas profundo y la Eosina

Y rosa Amarillento.
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9.5. Anexo 5. Tablas de histoscore, adaptado por Gabriel Fernandez (2024).

Tabla 2. Graduacidén de Histoscore para Inflamacion.

INFLAMACION
Ausente 0 Sin presencia de células inflamatorias
Leve 1 Presencia de foco de infiltracion de células inflamatorias.
Moderada 2 Presencia de infiltrado de células inflamatorias multifocal.

Infiliracion de células inflamatorias difusa que abarca gran

Severa 3 parte del tejido afectando la estructura normal.

Fuente: Adaptado de Hallazgos Histopatoldgicos En Organos De Ejemplares De Visdn (Meovison Vison) De Las Regiones De Los
Rios ¥ Los Lagos, por C. Barria, 2023. Derechos Reservados 2023 para Universidad San Sebastian.

Tabla 3. Graduacion de Histoscore para Necrosis.

NECROTICOS
Ausente 0 Sin presencia de nucleos picnoéticos.
Leve 1 Picnosis focal.
Moderada 2 Picnosis multifocal.
Severa 3 Picnosis difusa, abarca gran parte del tejido.

Fuente: Adaptado de Hallazgos Histopatoldgicos En Organos De Ejemplares De Vison (Meovison Vison) De Las Regiones De Los
Rios ¥ Los Lagos, por C. Barria, 2023, Derechos Reservados 2023 para Universidad San Sebastian.

Tabla 4. Graduacion de Histoscore para Trastornos Circulatorios.

CIRCULATORIOS

Ausente 0 Sin presencia de lesiones circulatorias.
Leve 1 Lesion circulatoria focal.
Moderada 2 Lesiones circulatorias multifocales o de distinto origen.

Lesiones circulatorias de distinto origen y que abarcan gran

Severa 3 parte del tejido.

17
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Fuente: Adaptado de Hallazgos Histopatoldgicos En Organos De Ejemplares De Vison (Neovison Vison) De Las Regiones De Los
Rios ¥ Los Lagos, por C. Barria, 2023. Derechos Reservados 2023 para Universidad 5an Sebastian.

Tabla 5. Graduacidn de Histoscore para Trastornos Degenerativos.

DEGENERATIVOS
Ausente Sin cambios degenerativos.
Leve 1 Lesion degenerativa focal.
Degeneracion multifocal con grado de infiltracion
Moderada 2 moderada.
Severa 3 Degeneracion severa, ocupando gran parte del tejido, de

caracter irreversible.

Fuente: Modificado de Hallazgos Histopatoldgicos En Organos De Ejemplares De Visdn (Neovison Vison) De Las Regiones De
Los Rios Y Los Lagos, por C. Barria, 2023. Derechos Reservados 2023 para Universidad San Sebastian.

Tabla 6. Graduacion de Histoscore para Trastornos del Crecimiento Celular.

DEL CRECIMIENTO CELULAR

Ausente 0 Tejido sin anormalidad.
Cambios estructurales a nivel celular, de distribucién focal
Leve 1 "
en el tejido.
Moderada 5 Zonas multifocales con cambllﬂs en aspecto funcional y
estructural a nivel celular.
Severa 3 Trastorno en estructura celular generalizado, abarcando

gran parte del tejido.

Fuente: Modificado de Hallazgos Histopatoldgicos En Organos De Ejemplares De Visdn (Neowison Vison) De Las Regiones De
Los Rios Y Los Lagos, por C. Barria, 2023, Derechos Reservados 2023 para Universidad San Sebastian.
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9.6. Anexo 6. Protocolo de extraccién de ARN, adaptado de “E.Z.N.A.® FFPE RNA
Kit” (Omega Bio-Tek, 2023).

® omeQQ  Product Manual

BIO-TEK
innovations in nucleic acid isolation

E.Z.N.A.°FFPE RNA Kit

R6954-00 5 preps
R6954-01 50 preps

Manual Date: June 2023
Revision Number: v7.0

For Research Use Only
(¥) Omega Bio-tek.Inc. (*) 770-931-8400 (in) omega-bio-tek
400 Pinnacle Way, Suite 450 P _
Morcross, GA 3007] (=) 770-931-0230 (¥) omegabiotek
&) www.omegabliotek.com (=) info@omegabiotekcom | (f) omegabiotek
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Promega

6.7. Anexo 7. Protocolo para enzima M-MLV (Promega, 2024).

Usage Information

1. Description

Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLY RT) is an
RMA-dependent DMA polymerase thal can be used in cOMA synthesis with long
messenger ANA lemplates (=5kb). M-MLY RT is the preferred reverse transcriplase
far kong mRMNA ternplates because the RNase H activity of M-MLV RT is weaker
than the commeanly used Avian Myelablzstosis Virus (AMV) reverse transcriplass.
Application of M-MLY RT includes:

First-strand cOMA synthesis from RNA molecules
Mote: M-MLY Reverse Transcriplase i less processive than AMY Reverse
Transcriplase, and therefare, mare wnits of the M-MLY enzyme are required 1o
generate the same amaunt of cOMA as in the AMV reaction.

2. First-Strand cDMA Synthesis

Materials to Be Supplied by the User
[Buffer composition is provided in Section 3.)

Recombinant RMNasin® Ribonuclease Inhibitar (Cat.# M2511)
dATF, 10mM (Cat.# U1201, 100mM)
dCTR, 10mM (Cat.# U1227, 100rmM)
dGTR 10mM (Cal.# U1277, TD0mM)
dTTR 10mM (Cal.# U1237, 100mM)

+  Mucleasa-Free Water (Cal.# P1193)

1. The fallowing procedure uses 2pg of total RNA. In a sterile RMase-free
microcentrifuge tube, add 0.5ug of the primer or primer-adaptor per
micragram of the tatal RNA samgle in a total valume of =13.38pl in water.
Heat the tube ta 70°C fior 5§ minutes to melt secondary structure within the
lemplate. Cool the lube immediately on ice o prevent secondary struciure
frarn reforming. then spin briefly to callect the solution a1 the bottom af the
lube.

2 Add the fallowing companents to the annesled primer/termplate in the order
shown.

Maote: Do not alter the ratio of primer 10 RNA

M-MLV 5% Reaction Buffer 5.00ul
dATR 10mM 1.25pl
dCTF, 10mhd 1.25pl
dGTR 10mM 1.25pl
dTTR 10mM 1.25pl
Recombinant RMNasin® Ribonucease Inhibitor 25 units
MWL AT 200 units
Mucleasa-Frae Water 1o fingl volume 25.00ul

3. Mix gently by flicking the tube, and incubzte far 60 minutes at 37°C far
randam primers or 42°C for alhes primers ar primer-adaptors. The extension

lemperature may be oplimized betwesn 37°C and 42°C.

4. Perform second-strand synthesis using a protacol of yaur chaice. Standard
profocals for second-strand synthesis may be found in reference 2.
Maote: The M-MLY RT Reaction Buffer is compatible with enzymes used in
a number of downsiream applications. Phenal extractions and ethanal
precipitations typically are nof necessary before perferming second-strand
synithesis and ampdification.

3. Composition of Buffer
M-MLV RT 5X Reaction Buffer {provided)

280mM  Tris-HCI [pH B.3 at 25°C)
ITSmM KO
15mM  MgCl,
S0mM  DTT
4. References

S.F {1985) Purification and characterization
se exprassed in Escherichia coll

1. Rath, M.J., Tanese, M. and Go
of murine retroviral reverse transc
J. Bial Chem. 260, 9326-35.

2 Sambrook, )., Fritsch, EF. and Maniztis, T. {1989} In: Maleculss Claning: A
Labarslory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
Mew York, 8.64.

Partd 4PBA1 70
Printed in USA. Revised 1/24

Promega Corporatian - 2800 Woeads Hollow Roed Madison, W1 53711-5398 U.S.A.

Tall Free im the USA 800-356-9526

Telephone 608-274-4330 - www_promega.com
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9.8. Anexo 8. Protocolo para el reactivo Briliant® Il SYBR® Green qPCR Master Mix
(Stratagene, 2007).

PROTOCOL

Preparing the Reactions

Notes Once the tube containing the Brilliant II SYBR Green QPCR
master mix is thawed, store it on ice while setting up the reactions.
Following initial thawing of the master mix, store the unused
portion at 4°C. Muiltiple freeze-thaw cycles should be avoided.
SYBR Green I dye (present in the master mix) is light-sensitive;
solutions containing the master mix should be protected from
light whenever possible.

It is prudent to set up a no-template control reaction to screen for
contamination of reagents or false amplification.

1. If the reference dye will be included in the reaction, (optional), dilute
the dye solution provided 1:500 (Mx3000P, Mx3005P, and Mx4000
instruments) or 1:50 (ABI PRISM 7700 and ABI 7900HT
instruments) using nuclease-free PCR-grade H,0O. For other
instruments, use the guidelines in the Reference Dve section under
Preprotocol Considerations. Keep all solutions containing the
reference dye protected from light.

Note  If using a svstem other than the Mx3000P, Mx3005P or
Mx4000 instruments, the use of the reference dye may be
required for optimal results.

19

Prepare the experimental reactions by combining the following
components in order. Stratagene recommends preparing a single
reagent mixture for duplicate experimental reactions and duplicate
no-template-controls (plus at least one reaction volume excess), using
multiples of each component listed below.

Experimental Reaction
Nuclease-free PCR-grade water to adjust the final volume to 25 pl
(including experimental DNA)
12.5 ul of 2x Brilliant I SYBR Green QPCR master mix
x pl of upstream primer (200-600 nM final concentration)
x pl of downstream primer (200-600 nM final concentration)
0.375 pl of diluted reference dye (optional)

Note A total reaction volume of 50 pl may also be used.

3. Gently mix without creating bubbles (do not vortex), then distribute the
mixture to the individual experimental reaction tubes.

4. Add xpl of experimental gDNA, ¢DNA, or plasmid DNA to cach
reaction.

Brilliant® || SYBR™ Green QPCR Master Mix 9
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5. Gently mix the reactions without creating bubbles (do not vortex).

Note  Bubbles interfere with fluorescence detection.

6. Centrifuge the reactions briefly.

PCR Cycling Programs

7. Place the reactions in the instrument and run one of the PCR programs
listed below. Stratagene recommends a two-step cycling protocol for
most primerftemplate systems. For targets <150 bp in length, the fast
protocol with two-step cycling may be used to decrease run times
without compromising amplification efficiency. For primers with low
melting temperatures, the three-step cycling protocol may be optimal.

Recommended Protocol with Two-Step Cycling (All Targets)

Cyeles Duration of cycle Temperature
1 10 minutes® ?5°C
40 30 seconds F5°C
1.0 minute* &0°C

= |nitial 10 minute incubation

annealing/extension step of

is required to activate the DA polymerasa.
b Set the temperature cycler to detect and report flucrescence during the

each cycle.

Fast Protocol with Two-5Step Cycling (Targets <150 bp)

Cycles Duration of cycle Temperature
1 15 minutes® P5°C
40 10 seconds @5°C
30 seconds® 60" C

® Initial 15 minwte incubaticn

annealing/extension step of

Alternative Protocol with Three-Step Cycling (All Targets)

is required to activate the DMNA polymerosa.
¥ Set the temperature cycler fo detect and report fluorescence during the

each cycle.

Cycles Duration of cycle Temperature
1 10 minutes® o5°C
40 30 seconds 25°C
1.0 minute® 50-60°C
30 saconds® 72°C

® Initial 10 minute incubation

¥ Set the temperature cycler to detect and report fluorescence during the annealing

is required to activate the DA polymerasa.

and extension step of each oycle.

¢ Choose an appropriate annealing femperature for the primer set wsed.
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9.9. Anexo 9. Permiso uso de muestras de Servicio Nacional de Pescay

Acuicultura (SERNAPESCA).

Folio acta: 2024-DR10-007 {Afio- N° oficina-Correlativo)

ACTA DE ENTREGA EN CUSTODIA DE ESPECIE MARINA PROTEGIDA

El Servicio Nacional de Pesea v Acuicultura, hace entrega al Dr. Frank Alexis Vera
Otdrola, RUT N® 13.607.969-7, en representacion de la Facultad de Ciencias de la Naturaleza,
Universidad San Sebastidn, Carrera de Medicina Veterinaria, Sede De La Patagonia, los
especimenes gque a continuacion se detallan, para su custodia y con el fin de que sea utilizado

para su recuperacidn, educacion, divalgacion yv/o investigacion cientifica:

. N Normativa | Especificar si es un ejemplar vivo,
Nombre cientifico del o p jemp

Muestras en

. De sus partes o derivados. . -
los especimenes . g . formalina al 10%
proteccion Describir partes vi/o derivados.
Spheniscus magellanicus Cadaveres (10) Si
Spheniscus humbaoldti Cadaveres (10} Si

Observaciones:

recuperado, el Servicio determinard su destino final.

cientifica reconocida por la autonidad competente.

« FEl espéoimen eniregado no podra ser wtilizado para ninglin fin comercial v en el caso de que sea

* No podrd ser re-exportado por ninglin otro motive que no estié dentro del marco de una investigacion

El Sr. Frank Alexis Vera Otdrola o la entidad receptora del o los especimenes, declara
expresamente conocer ¥ aceplar integramente toda la normativa relativa al tratamiento de los
especimenes entregados v aquella que se consigna como Anexo del acta, v se obliga a

respetarla cabalmente.

Con fe de lo anterior, firman el presente documento

e

Sr. Cristian Hudson Martignani Sr. Frank Alexis Vera Otarola
Director Regional Institucion: Universidad San Sebastian

Servicio Nacional de Pesca v Acuiculiura

Fecha: 21-01-2025
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9.10. Anexo 10. Permiso uso de muestras de Servicio Agricola y Ganadero (SAG).

Folio acta: (Afo- N° Oficina-Correlativo)
ACTA DE ENTREGA EN CUSTODIA DE ESPECIE PROTEGIDA

El Servicio Agricola y Ganadero, hace entrega al Dr. Frank Alexis Vera Otdrola, RUT
MN® 13.607.969-7, en representacidn de la Facultad de Ciencias de la Maturaleza, Universidad
San Sebastian, Carrera de Medicina Veterinaria, Sede De La Patagonia, los especimenes que a
continuacion se detallan, para su custodia v con el fin de que sea utilizado para su recuperacion,
educacion, divulgacidn v/o investigacion cientifica:

: N Normativa | Especificar si es un ejemplar vivo,
Nombre cientifico del o p e p Muestras en
. De sus partes o derivados. . -
los especimenes . oy . formalina al 10%
proteccion Describir partes v/o derivados.
Larus dominicanus Cadaveres Si
Chmrcogepha_l‘us Cadaveres Si
maculipennis
Phalacrocorax carbo Cadaveres Si
Pelecanus thagus Cadaveres Si
Ohbservaciones:

# El espécimen entregado no podra ser utihzado para ninglin fin comercial v en el caso de que sea
recuperado, el Servicio determinara su destino final.

* No podrd ser ne-exportade por ningin otro motive gue no esté dentro del marco de una investigacion
cientifica reconocida por la aniondad competente.

El 5r. Frank Alexis Vera Otdrola o la entidad receptora del o los especimenes, declara
expresamente conocer ¥ aceplar integramente toda la normativa relativa al tratamiento de los
especimenes entregados y se obliga a respetarla cabalmente.

Con fe de lo anterior, firman el presente documento f

S}

Sr. Sr. Frank Alexis Vera Otirola
Director Regional Institucion: Universidad San Sebastian
Servicio Agricola y Ganadero

Fecha: 27-01-2025
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9.11. Anexo 11. Permiso uso de muestras de ONG Chiloé Silvestre.

CERTIFICADO

Ancud, 20 de enero de 2025

El Centro de Conservacion de la Biediversidad Chiloé-Silvestre RUT 65.012.432-4 representado

por el Dr. Javier Cabello Stom, RUT 13.407 8979, certifica, en primera instancia, que:

Posee un centro de rehabilitacion de fauna silvestre inscrito en el Registro Maconal de
Tenedores de fauna silvestre por resolucion exenta N° 132/2017 del 1-02-2017 cuyo
articulo segundo faculta a Chiloé-Silvestre a recibir espedies de fauna silvestre protegida
como gaviota dominicana (Larws deminicenus), pingiiino magallanico (Spheniscus
magellanicus) y pingiiino de Humboldt (Sphentscies humboldti).

A todos los animales que hacen ingreso por darfios en su estado sanitario, se les realiza
un examen clinico v tratamientos correspondientes a la afeccion que cursan, ademas de
la toma de muestras biologicas para su diagnostico y para investigacion cientifica con
instituciones aseciadas (Universidad San Sebastian). Esto incluye la colecta de muestras
formoladas, en el caso que algiin animal fallezca o tenga que ser eutanasiado.

Los protocolos para tomas de muestras de pudn, utilizadas en el presente estudio,
denominade  “CARACTERIZACION HISTOPATOLOGICA Y  DETECCION
MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL DE
VIEUS INFLUENZA AVIAR (H5N1), EN ORCANOS DE AVES MARINAS,
INGRESADOS A LA UNIDAD DE MORFOLOGIA Y DIACNOSTICO, ENTRE LOS
ANOS 2015 A 2025, fueron aprobados por los equipos veterinarios de las instituciones
involucradas.

Todos los procedimientos estuvieron a cargo de Médicos Veterinarios titulares de cada
institucion v las muestras fueron colectadas como parte de los procedimientos de rutina
de medicina preventiva en pacientes sanos v/o fallecidos, conservandose en bancos de

muestras para colaborar con futuros es hidids

] i | Médico Veterinario, M5c., PhDD.
Cenftre de Conservacidn
D La Biodiversidad

h| 2 javiercabellostomdchiloesilvestre.cl
[10g wiww.chiloesilvestee.cl
+56 9 58725125
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9.12. Extracto del convenio SAG-USS CEREFAS.

3.- Por otra parte, durante el transcurso de parte de los afios 2023 y 2024 se ha registrado
una epidemia de Influenza Aviar Altamente Patdgena (IAAP) sin precedentes, donde
diversos subtipos estédn causando brotes alrededor del mundo; entre estos se sefalan los
brotes notificados a la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA) por Canada,
Estados Unidos, Colombia, Venezuela, Ecuador y Peru.

4.- A partir de dicha experiencia, se hace necesario fortalecer la cooperacién con los centros
de rescate y/o rehabilitacion con el fin de compartir acciones para el diagndstico,
considerando las posibilidades de encontrar reservorios de diversas enfermedades en la
fauna silvestre.

69



9.13. Estadistica érganos afectados y trastornos mas frecuentes (inflamatorio y

circulatorio).

L]
4

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12

Contingency

Table Analyzed

P value and statistical significance

Test

P value

P value summary
One- or two-sided

Statistically significant (P < 0.05)?

Data analyzed
Number of rows
Number of columns

70

Sugerentes IAAP

Fisher's exact test
0.0255

NA

Yes



9.14. Estadistica infiltrado inflamatorio linfocitario y mixto.

L] Contingency A
A
1 Table Analyzed Infiltrado inflamatorio
2
3 P value and statistical significance
4 Test Fisher's exact test
5 P value 0.2910
6 P value summary ns
7 One- or two-sided NA
8 Statistically significant (P < 0.03)? No
9
10 Data analyzed
11 Number of rows 2
12 Number of columns 5
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9.15. Estadistica especies mas afectadas (Spheniscus sp. Y Larus dominicanus) y

trastorno inflamatorio.
e Contingency
A
1 Table Analyzed
2
3 P value and statistical significance
4 Test
5 P value
6 P value summary
7 One- or two-sided
8 Statistically significant (P < 0.05)?
9

10 Data analyzed
11 Number of rows
12 Number of columns

72

Matriz inflamatorio

Fisher's exact test
0.0981

ns

NA

No



9.16. Estadistica 6rganos mas afectados (pulmoén e intestino) y trastorno

Contingency

P value and statistical significance

Statistically significant (P < 0.05)?

inflamatorio.
[
4
1 Table Analyzed
2
3
4 Test
5 P value
6 P value summary
7 One- or two-sided
8
9
10 Data analyzed
11 Number of rows
12 Number of columns

73

A

Inflamatorio

Fisher's exact test
0.3257

ns

NA

No



9.17. Estadistica especies mas afectadas (Spheniscus sp. Y Larus dominicanus) y

trastorno necrético.

ciE Contingency

r
Table Analyzed

1

2

3 P value and statistical significance
4 Test

5 P value

6 P value summary

7 One- or two-sided

8 Statistically significant (P < 0.05)?

9

10 Data analyzed

11 Number of rows
12 Number of columns

74

Matriz necrosis

Fisher's exact test
0.5916

ns

NA

No



9.18. Estadistica 6rganos mas afectados (riidn e higado) y trastorno necrético.

& Contingency A
V|

1 Table Analyzed Necrosis

2

3 P value and statistical significance

4 Test Fisher's exact test

5 P value >0.9999

6 P value summary ns

7 One- or two-sided NA

8 Statistically significant (P < 0.05)? No

9

10 Data analyzed

11 Number of rows 2

12 Number of columns 3
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9.19. Estadistica 6rganos mas afectados (pulmén y rifndén) y trastorno circulatorio.

i Contingency A
A

1 Table Analyzed Circulatorio

2

3 P value and statistical significance

4 Test Fisher's exact test

5 P value 0.1213

6 P value summary ns

7 One- or two-sided NA

8 Statistically significant (P < 0.05)? No

9

10 Data analyzed

11 Number of rows 2

12 Number of columns 3
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9.20. Estadistica 6rganos mas afectados (higado e intestino) y trastorno

degenerativo.

s Contingency i
4

1 Table Analyzed Degenerativo

2

3 P value and statistical significance

4 Test Fisher's exact test

5 P value >(0.9999

6 P value summary ns

7 One- or two-sided NA

8 Statistically significant (P < 0.05)? No

9

10 Data analyzed

11 Number of rows 2

12 Number of columns 3
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9.21. Estadistica 6rganos mas afectados (higado e intestino) y trastorno del

crecimiento.

L]
4

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12

Contingency

Table Analyzed

P value and statistical significance

Test

P value

P value summary
One- or two-sided

Statistically significant (P < 0.05)7?

Data analyzed
Number of rows
Number of columns

78

Del crecimiento

Fisher's exact test
0.1333

ns

NA

No



