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RESUMEN 

 

 

 

La influenza aviar de alta patogenicidad (IAAP) ha implicado un gran riesgo para la fauna, 
la salud pública y la economía, ya que está distribuida mundialmente gracias a las aves 
migratorias, es altamente contagiosa y mortal, afectando a aves de producción, aves 
silvestres y mamíferos. El objetivo de esta investigación fue caracterizar 
histopatológicamente y detectar mediante qPCR el virus de influenza aviar (H5N1), en 
órganos de aves marinas, ingresadas a la Unidad de Morfología y Diagnóstico entre los 
años 2015 a 2025. Para esto, se ocuparon muestras de tejidos obtenidos en necropsias 
y las que presentaron lesiones histopatológicas (evaluados con un histoscore para la 
graduación de las lesiones) características de influenza aviar se sometieron a qPCR para 
la confirmación diagnóstica del agente. Se analizaron 200 muestras correspondientes a 
40 casos de diferentes especies de aves marinas, los órganos más afectados fueron el 
hígado y pulmón, con trastornos inflamatorios, necróticos 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 
concentración y pureza de la extracción de ARN. Los hallazgos observados son 
concordantes con las lesiones descritas en literatura para IAAP, pero al no poder detectar 
el agente en qPCR limita la confirmación de este. La principal limitación fue la 
degradación del ARN por la conservación de las muestras en formalina por periodos 
prolongados y la posible falla en el partidor o técnica utilizada. Como conclusión, si bien 
las lesiones histopatológicas observadas eran sugerentes de IAAP, no se pudo confirmar 
la presencia del virus a través de qPCR, esto destaca la importancia de tener en 
consideración 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, histopatología, PCR.  
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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 qPCR 
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. INTRODUCCIÓN 

 

 

 

La categoría 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 pelágicas), Sphenisciformes, Phaethontiformes, Suliformes y Pelecaniformes. Estas 

aves han desarrollado una adaptación a la vida acuática y pelágica1 (Hernández y Arroyo, 

2024). 

Paleczny et al. (2015) indican que, en los últimos años, la población de las aves marinas ha 

sufrido una gran disminución, la cual en un 69,7% se atribuye a diversas amenazas, las 

cuales son en su gran mayoría de origen antropogénico, como por ejemplo la degradación 

del hábitat, depredación por especies exóticas introducidas (principalmente gatos en islas) 

y también el cambio climático. Además, Boulinier et al. (2016) informan sobre el efecto de 

algunas enfermedades parasitarias e infecciosas de origen bacteriano, fúngico y 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 

endoparásitos tales como los cestodos, trematodos y nematodos (Amundson et al., 2016). 

Dentro de los ectoparásitos están las garrapatas, ácaros, pulgas y piojos (De Matos et al., 

2020). Algunos de los patógenos fúngicos más 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 cólera aviar (Pasteurella multocida), la enfermedad de Lyme 

 
1 Pelágica: Dicho de zona marina: De alta mar. 
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(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 área de interés para la conservación y 

estudio de estas. Algunas especies representativas son, el Chorlo chileno (Charadrius 

modestus), Albatros de ceja negra (Thalassarche melanophris), Pingüino de Humboldt 

(Spheniscus humboldti) y Magallánico (Spheniscus magellanicus), Ave del trópico de pico 

rojo (Phaethon aethereus), Piquero de Humboldt (Sula variegata), Pelícano de Humboldt 

(Pelecanus thagus), Gaviota dominicana (Larus dominicanus) y Zarapito (Numenius 

phaeopus). A excepción del Zarapito, que es una especie visitante2, todas las aves 

mencionadas son residentes3 en Chile (Martínez-Piña, 2023). 

1.2. Migración aviar 

“La migración aviar se define como el movimiento periódico de individuos entre un sitio 

(áreas de reproducción) y otro (áreas de invernada o descanso)” (Petracci et al., 2005, p. 

2). 

Muchas especies de aves han desarrollado este comportamiento como un mecanismo 

biológico de sobrevivencia y adaptación a las adversidades estacionales del medio 

ambiente, tal como la disponibilidad de alimento. Este proceso es altamente demandante 

de energía para las aves, ya que recorren largas distancias y dependen de las 

condiciones climáticas, 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 último puede 

 
2 Visitante: Una especie que no se reproduce en Chile, pero hay antecedentes suficientes como para 
asegurar que en cierta época del año y en cierto rango o hábitat estará presente. 
3 Residente: Una especie que se reproduce en Chile, aunque realice migraciones estacionales. 
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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 migración, pero el más amplio en el hemisferio austral es 

el sistema migratorio austral, este consiste en que las aves nidifican en áreas templadas 

de Sudamérica y luego, durante el invierno austral migran en dirección al norte, hacia 

áreas 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 Perú; 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 migración aviar es el zarapito (Numenius phaeopus), ya 

que es una especie migratoria que recorre prácticamente todo el mundo y solo anida y 

se reproduce en grupos pequeños o parejas solitarias desde mayo hasta agosto en los 

países de Estados Unidos, Rusia, Bielorrusia, Islas Feroe, Estonia, Groenlandia, Suecia, 

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

 

Figura 1. Mapa de distribución del zarapito (Numenius phaeopus). Fuente: IUCN 

(2016). 
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Figura 2. Simbología de colores de figura 1. Fuente: IUCN (2016). 

1.3. Zoonosis  

Según la Real Academia Española (RAE) el término zoonosis significa “Enfermedad o 

infección 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 vehículo desde un vertebrado infectado a un vertebrado susceptible. La mayoría 

de estos se transmite al humano por contacto directo con un animal infectado, el mejor 

ejemplo es la Rabia.   

-Ciclozoonosis: Esta requiere más 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 orgánica, 

etcétera. Una de las enfermedades más conocidas que se encuentran dentro de esta 

clasificación es la listeriosis.   
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1.4. Enfermedades Virales 

Las enfermedades más comunes y de denuncia obligatoria (EDO) de etiología viral que 

afectan a las aves incluyen a la Bronquitis infecciosa aviar (Coronaviridae), Newcastle 

(Paramyxoviridae) e Influenza Aviar (Orthomyxoviridae) (Decreto 389, 2019). Además, 

tienen una gran importancia económica y de salud pública a nivel global, sobre todo para 

las industrias avícolas, dado que estos virus tienen una gran morbilidad, mortalidad y un 

alto potencial zoonótico. Todo esto hace que el estudio de estas enfermedades sea de 

suma importancia para lograr un control, prevención 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 

mutación y recombinación, empieza a afectar a otros hospederos mamíferos (Korteweg 

y Gu, 2008) como lobo marino común (Otaria flavescens), chungungo (Lontra felina) y 

gato de Geoffroy (Leopardus geoffroyi), estos fueron los mamíferos reportados en el 

último brote de H5N1 en Chile (Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura 

[SERNAPESCA], 2023; Soto et al., 2023). Además, afecta negativamente tanto al 

comercio avícola como a los consumidores, sobre todo porque la proteína animal más 

consumida en Chile es el pollo y se ha estimado que las pérdidas (días de trabajo, 

producción y gastos médicos) en Estados Unidos es de 100 a 200 mil millones de dólares 

y la inversión mínima para la prevención y control de esta enfermedad es de 47,2 millones 

de dólares (Almeida, 2006).  

1.5. Newcastle 

El agente etiológico de esta enfermedad es el virus envuelto, de genoma de ácido 

ribonucleico (ARN) Paramixovirus aviar serotipo 1, perteneciente a la familia 

Paramyxoviridae. Algunos de los signos clínicos que se puede presentar son, disminución 

de la producción de huevos, cuadros neurológicos y distrés respiratorio, estos pueden 

ser agravados por estrés u otras infecciones. Junto con su diagnóstico diferencial, la 

influenza aviar, son unos de los mayores problemas en la producción avícola, debido a 

que ambos generan una alta tasa de mortalidad en las aves (Alexander, 2000; Leighton 

y Heckert, 2007). 
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1.6. Influenza Aviar 

El virus de la influenza A, subtipo H5N1 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 acuáticas 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 patógeno y es una amenaza tanto para las aves como 

para los mamíferos, incluyendo a los humanos de manera esporádica, causando 

impactos considerables en la agricultura, la economía y la salud pública (Youvan, 2024). 

De acuerdo con Spackman (2020) uno de los primeros casos registrados del virus de la 

influenza A se detectó en Italia en 1870, en un ave de corral. Los métodos de prevención 

para las aves de producción (patos y pollos) son diversos, como por ejemplo evitar 

completamente el contacto con aves infectadas o aves silvestres en general, la 

bioseguridad y la vacunación, donde estos dos últimos tienen como objetivo la 

eliminación del virus. 

Se conocen dos categorías del virus de la influenza aviar y se clasifican según la 

gravedad del cuadro, se encuentra la Influenza Aviar de Baja Patogenicidad (IABP) y la 

Influenza Aviar de Alta Patogenicidad (IAAP), este último se caracteriza por ser más 

agresivo, poder ser transmitido a otras especies tales como los mamíferos que se 

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

Contreras y Llanos (2023) señalan que H5N1 es un tipo de IAAP, dado a que tiene un 

mayor poder de contagio, causa una enfermedad grave en las aves, una rápida 

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

Los signos clínicos que comúnmente se presentan en la influenza aviar son, diarrea, 

muerte súbita y cuadros neurológicos 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 proteínas virales, permite que tenga un alto índice de mutación y que dos virus 
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puedan combinar segmentos de ARN ocasionando variantes con diferentes virulencias 

en distintas especies animales. Dentro de las diez proteínas virales, dos son 

glicoproteínas que se proyectan en la membrana fosfolipídica del virus, estas son la 

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

La función de la hemaglutinina es identificar y unirse a los receptores de ácido siálico 

presentes en las células de los hospederos para así comenzar la infección. Junto con la 

neuraminidasa ejercen un rol importante en la patogenicidad, virulencia y penetración 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 mutación y 

recombinación del virus se produce en lugares donde aves silvestres y otros animales 

(aves de corral principalmente) tienen contacto, comparten alimento y hábitat (Herrero-

Uribe, 2008). 

1.6.2. Influenza Aviar en Chile 

El primer registro en Chile de brote de IAAP ocurrió con el subgrupo H7N3 en el año 

2002, en una avícola ubicada en la comuna de San Antonio (V región), 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 más reciente en el territorio fue con el subgrupo H5N1 de linaje 

euroasiático, este se ha diseminado por todo el mundo debido a las aves migratorias, 

inició a fines del 2020 desde Asia Central hacia Europa, África, Oriente medio y Asia 

Oriental. Luego a finales del 2021 el virus llegó al continente americano, inicialmente 

afectando a Estados Unidos y Canadá. Finalmente, en 2022 el virus empezó a 

desplazarse (como resultado de las rutas migratorias de las aves) hacia el hemisferio sur, 

pasando por México, Centroamérica y Sudamérica, 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 recombinación, mutó a IAAP. Gracias a esto, Chile fue el primer país en reportar 

un caso de IAAP en América del Sur, lo que llevó al Servicio Agrícola 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 detección viral mediante muestras de sangre y torulados de 

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

Desde fin de año del 2022 hasta el primer semestre del 2023 ocurrió el brote más reciente 

de IAAP en el país, este brote fue mucho más agresivo, masivo y mortal que el primero. 

Afectó a aves de traspatio, planteles avícolas de pavos, gallinas de engorda y ponedoras, 

aves silvestres, mamíferos marinos y humanos. Los casos que más 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 

años 2022-2023). Desde el año 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 comúnmente se transmite por contacto directo con animales muertos o 

enfermos, puede ser asintomática o presentar síntomas leves como fiebre y tos, pero 

evoluciona rápidamente a una neumonía y en casos más graves ocasiona la muerte 

(ODEPA, 2024; Organización Mundial de la Salud [OMS], 2023). 

1.7. Métodos de diagnóstico 

Para llegar a precisar lesiones compatibles con la enfermedad o directamente identificar 

el agente etiológico que causó o está causando el cuadro, podemos ocupar diferentes 

pruebas: 

1) Necropsia: Las necropsias, evaluaciones de las lesiones macroscópicas e inspección 

de los órganos es algo rutinario y primordial en la mayoría de los casos clínicos dentro 

de la medicina veterinaria, gracias a esto se pueden observar lesiones características de 

ciertas enfermedades, obtener muestras de tejidos y órganos. Las lesiones 

macroscópicas que se pueden encontrar son, neumonía, hemorragia y edema severa en 

pulmones, edema cerebral, hemorragia y necrosis de las placas de Peyer (intestino 

delgado), focos necróticos en corazón y ocasionalmente en hígado y riñón, entre otros 

(Majó y Dolz, 2010). 

2) Histopatología: Luego de la obtención de muestras de tejidos que presenten lesiones 

o que se conozca donde se producen lesiones características de ciertas enfermedades o 

donde se produzca la replicación viral, se recomienda hacer histopatología para asociar 

el agente infeccioso con las lesiones existentes, orientar patologías de difícil diagnóstico 
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clínico y para confirmar la etiología en las patologías o enfermedades en las que se 

producen lesiones representativas. Los hallazgos que se pueden observar con la tinción 

de Hematoxilina-Eosina (HE) son, células apoptóticas (por inflamación, edema o 

hemorragia), inflamación y/o necrosis multifocal en varios órganos como el páncreas, 

corazón, riñón, cerebro y pulmones (Padilla et al., 2004; Swayne y Pantin-Jackwood, 

2008). 

3) Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR): Esta fue una de las 

primeras pruebas que se empleó para diagnosticar el virus de la influenza aviar en brotes, 

vigilancias e investigaciones, dado a que es rápida, asequible, cuantitativa y tiene una 

alta sensibilidad, además 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) Enzimoinmunoanálisis de adsorción (ELISA): La técnica de ELISA ha ido incrementado 

su uso en el último tiempo, gracias a su eficiencia. Este detecta inmunoglobulina Y y 

existen dos tipos ampliamente utilizados, ELISA de bloqueo y ELISA indirecto (o 

sándwich). 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 específico, en cambio en la ELISA indirecto cambia de color cuando 

la prueba es positiva (unión antígeno anticuerpo) y es especie específico (Spackman y 

Killian 2020). 

En este trabajo se utilizará la técnica de qPCR con el fin de detectar la presencia del virus 

en tejidos de cadáveres. Esto debido a que es una técnica que tiene buena sensibilidad 

y especificidad para el diagnóstico de agentes etiológicos, además que reduce el riesgo 

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

Entregados estos antecedentes de H5N1 en aves, relacionados con la etiología, 

patogenia, características clínicas, anatomopatológicas, epidemiología e implicancias en 

salud pública y producción, nace la necesidad de explorar aspectos lesionales y de 

prevalencia en individuos migratorios, que comparten rutas y hábitat, ya que son 

verdaderos centinelas del estatus sanitario de otras especies, incluidos los humanos. 
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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 pública, medioambiental y animal. 
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2. HIPÓTESIS 

 

 

 

Los hallazgos en órganos de aves marinas ingresados a la Unidad de Morfología y 

Diagnóstico de la Universidad San Sebastián, Sede de la Patagonia, entre los años 2015 

y 2025, analizados mediante histopatología y qPCR son concordantes con la presencia 

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

 

 

 

3.1. Objetivo general 

I. Caracterizar histopatológicamente y detectar mediante qPCR el virus de influenza 

aviar (H5N1), en órganos de aves marinas, ingresados a la Unidad de Morfología 

y Diagnóstico, entre los años 2015 a 2025. 

3.2. Objetivos específicos 

I. Identificar hallazgos histopatológicos de virus de influenza aviar (H5N1), en 

órganos de aves marinas, ingresados a la Unidad de Morfología y Diagnóstico, 

entre los años 2015 a 2025. 

II. Describir hallazgos histopatológicos de virus de influenza aviar (H5N1), en órganos 

de aves marinas, ingresados a la unidad de Morfología y Diagnóstico, entre los 

años 2015 a 2025. 

III. Detectar mediante qPCR el virus de influenza aviar (H5N1), en órganos de aves 

marinas, ingresados a la Unidad de Morfología y Diagnóstico, entre los años 2015 

a 2025. 

IV. Asociar la presencia o ausencia de lesiones sugerentes de influenza aviar (H5N1) 

identificadas histopatológicamente, con la positividad o negatividad a la técnica 

qPCR, en órganos de aves marinas, ingresados a la Unidad de Morfología y 

Diagnóstico, entre los años 2015 a 2025.   
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

 

4.1. Tipo de estudio 

Este estudio fue de carácter no experimental (observacional) y descriptivo, dado que se 

realizó una observación y descripción de muestras de tejidos con lesiones de cadáveres 

de aves marinas ingresados a la Unidad de Morfología y Diagnóstico (UMD) de la 

Universidad San Sebastián, Sede de la Patagonia (sin intervención de los pacientes) y la 

eventual presencia del virus de la influenza aviar (H5N1). Además, fue de tipo transversal, 

cuantitativo porque estas muestras fueron de un periodo determinado y se definió la 

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

4.2. Especies presentes en el estudio 

Se utilizaron muestras de órganos de cadáveres de aves marinas, algunas especies más 

representativas fueron; pingüinos, gaviotas y cormoranes, que fueron entregados 

directamente a la UMD por SAG, SERNAPESCA o que procedieron desde Centros de 

Rehabilitación de Fauna Silvestre (CEREFAS) como la ONG Chiloé Silvestre y CEREFAS 

de la Universidad San Sebastián (USS). El n que se utilizó en este estudio fue la totalidad 

de las muestras disponibles en la UMD, el cual se estimó que correspondían a 40 casos 

de diferentes órdenes de aves marinas. En base a los registros de la UMD, había 

muestras que estaban en diversas presentaciones, incluyendo tejidos fijados en formalina 

al 10%, muestras frescas que se obtuvieron mediante necropsias y cortes histológicos 

que estaban listos para el análisis microscópico, pero en este estudio solo se ocuparon 

muestras fijadas en formalina al 10%. 

4.3. Criterios de inclusión y de exclusión 

Se incluyeron a las aves marinas que llegaron a la UMD dentro de los años establecidos 

(2015 a 2025), que pertenecieron a los órdenes de Charadriiformes, Procellariiformes, 

Sphenisciformes, Phaethontiformes, Suliformes y Pelecaniformes. Además, se incluyeron 
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únicamente los casos que contaban con muestras de hígado, riñón, pulmón, corazón e 

intestino. 

Se excluyeron las muestras de tejido y/o cadáveres que estaban fuera del rango de 

tiempo establecido (2015 a 2025), que no presentaron los órganos requeridos para el 

estudio y que hayan tenido un deterioro debido al tiempo de fijación o insuficiente fijación, 

que se evaluaron según lo descrito por Strafuss (1988) o traumas muy importantes que 

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

4.4. Necropsias y toma de muestras 

El cadáver luego de ser admitido en la UMD fue congelado a -18°C en la cámara de 

congelación del laboratorio de necropsia, para luego ser descongelado y así proceder a 

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

Equipo de protección personal, tales como overol, pechera plástica, botas, cubre calzado, 

mascarilla, cofia, guantes, anteojos o antiparras. Estos se deben ocupar sólo en el 

laboratorio (no ocuparlo fuera del lugar de trabajo) y es de uso personal (Correa et al., 

2019).  

Elementos para la disección del cadáver y obtención de muestras como pesa gramera, 

hoja de bisturí, porta bisturí, tijeras, pinzas, cuchillos, chaira, lista de verificación de 

necropsia (anexo 1), solicitud de necropsia (anexo 2), celular o cámara fotográfica, tabla 

para cortar de plástico, mesón de acero inoxidable, tubos para recolectar muestras de 

sangre y fluidos, hisopo, bolsas de plástico con cierre hermético para toma de muestra, 

bolsa de eliminación de los restos biológicos, caja de desechos cortopunzantes, frasco 

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

La técnica de necropsia descrita para aves consistió en primera instancia en hacer un 

examen externo completo del cadáver, se inició por la zona de la cabeza y se finalizó en 

las extremidades inferiores, para ver si hay anormalidades y/o lesiones en los ojos, 

cavidad oral, cloaca, plumaje y piel (Majó y Dolz, 2010). A continuación, se procedió a la 

apertura del cadáver, primero se posicionó en decúbito dorsal y se realizó una incisión 

longitudinal con un bisturí, tijera o chuchillo desde la base del pico hasta la cloaca, para 

luego ir desprendiendo la piel (desolle) y así poder acceder a la cavidad celómica, 
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realizando un corte caudal al borde del esternón por ambos lados y cortar las costillas, 

retirar los músculos pectorales y la quilla. Finalmente, se observaron los órganos, se 

realizaron dos ligaduras en la zona del recto y se llevó a cabo la extracción y toma de 

muestras de los tejidos (Rae, 2006). En este estudio se tomaron muestras de hígado, 

riñón, pulmón, corazón 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 plástico, celular o cámara 

fotográfica, cassettes histológicos de plástico, tubos eppendorf, formol tamponado al 

10%, alcohol etílico al 70°, 95° y 100°, xilol, procesador de tejidos STP 120 de Myr, 

parafina líquida a temperatura entre 58 a 65 °C, dispensador de parafina AISET YLD2000, 

molde de metal, micrótomo Leica RM2125 RTS, cuchillo para histología, agua tibia a 40 

°C, baño de flotación 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 mínimo de 24 horas para asegurar una adecuada fijación, la cual se 

realizó con el objetivo de detener el proceso de autólisis y putrefacción, ya que pueden 

ocurrir cambios estructurales y morfológicos que pueden alterar el adecuado análisis y 

diagnóstico. Luego se realizó la microscopía y dictado. En este proceso las muestras 

fueron visualizadas y seleccionadas macroscópicamente, luego se seccionaron los 

tejidos en 4 cortes que fueron ubicados en cada cuadrante del cassette. De cada 

cuadrante se extrajo una pequeña muestra que fueron almacenados en un tubo 

eppendorf con formalina tamponada al 10%, para así obtener un pool representativo de 

cada órgano por caso y poder realizar el qPCR, también se hizo una descripción, 

medición y registro fotográfico de estas. Luego siguió la inclusión de la muestra, que 

necesita una serie de pasos secuenciales que consistieron en deshidratación, 

aclaramiento, impregnación (infiltración) y formación del taco (molde). Posteriormente se 

realizó la microtomía donde se hicieron cortes seriados y finos del taco, una vez obtenidos 

los cortes en el portaobjeto y retirado de la estufa, se finalizó con la desparafinación (Isaac 

et al., 2023; Muena y Vera, 2021). Todo el detalle de lo mencionado se encuentra en el 

anexo 3. 



16 
 

4.6. Procedimiento de tinción  

En este estudio se realizó una tinción de rutina HE. Para llevar a cabo la tinción se 

necesitó la lámina 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, óxido rojo de mercurio, pinzas, papel absorbente, cubre objetos y resina 

sintética (Poveda, 2023). El propósito de esto es teñir el núcleo (azulado) y el citoplasma 

(rosáceo), realizar un análisis y distinguir cambios morfológicos (Muena y Vera, 2021). El 

procedimiento detallado se encuentra en el anexo 4.   

4.7. Análisis Histopatológico  

Una vez teñida y montada la muestra se inició con el proceso de análisis y observación 

de esta, para esto se necesitó un microscopio óptico Leica DM500 con cámara integrada 

microimaging y aceite de inmersión. 

Para analizar las muestras de cada órgano mediante microscopía, se inició con un barrido 

a aumento menor (4X) en la totalidad de la muestra, para luego elegir diez campos 

microscópicos 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 inflamación, trastornos circulatorios, necróticos, degenerativos 

y del crecimiento celular (anexo 5). Esta herramienta permitió objetivar y categorizar las 

lesiones de las muestras que fueron observadas en el microscopio, asignándole un 

puntaje según la gravedad de la lesión (Universidad Nacional del Litoral, 2012).  

4.8. Detección del agente a través de qPCR 

Este proceso se realizó en el Laboratorio Institucional de Investigación de la USS, Sede 

de la Patagonia bajo la supervisión del Dr. Pontigo, solo se utilizaron los pools de 

muestras formoladas (debido a que fueron la mayoría de las muestras disponibles en la 

UMD) que estaban previamente almacenados en tubos eppendorf  de tejidos que tuvieron 

lesiones histopatológicas sugerentes de influenza aviar, kit de extracción de ARN 

E.Z.N.A.® FFPE RNA kit, enzima para sintetizar ácido desoxirribonucleico 

complementario (ADNc) M-MLV de Promega, partidores de H5N1 SYBR Green, alcohol 
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al 70% y 100%, termociclador Bio-rad, centrífuga, micropipetas, puntas con filtro, tubos 

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

Se inició con la extracción 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 

determinó la concentración de ARN (ng/µL) a través del equipo de espectrofotometría de 

microvolumen NanoDrop cuya longitud de onda fue de 260/280 λ, donde los valores de 

pureza ideales son entre 1.5 a 1.8 Finalmente, se agregó 1-2 µL de ARN a una 

concentración final de 50 ng por cada reacción.  

Posteriormente se realizó la síntesis de ADNc con las indicaciones del protocolo de la 

enzima M-MLV de Promega (anexo 7).  

Con el ADNc obtenido se efectuó el qPCR con el protocolo del reactivo Briliant® II SYBR® 

Green qPCR Master Mix de Stratagene (anexo 8) y los partidores diseñados para la 

detección de hemaglutinina H5 del virus influenza aviar del subtipo H5N1 en aves 

marinas, los cuales son, forward H5LH1:5’-ACGTATGACTATCCACAATACTCAG-3’ y 

reverse H5RH1:5’-AGACCAGCTACCATGATTGC-3’ (Pérez et al., 2012).  

Las muestras se procesaron según el protocolo mencionado por Pérez et al. (2012), el 

cual consistió 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 desnaturalización 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 amplificación específica y las no específicas.  

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 determinó a través de diluciones seriadas de la 

muestra control, la cual debió dar un valor Ct donde se calculó por regresión lineal el 

rango de positividad.  

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

SAG, porque es una EDO (anexo 12). 
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4.9. Modelo estadístico  

En primera instancia se realizó tablas y gráficos de las muestras y resultados obtenidos, 

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

Luego, se ordenaron los datos y se hizo prueba de Fisher, el cual se desarrolló en el 

programa Prism-GraphPad 10, para comparar los resultados y ver si realmente hay una 

asociación entre las lesiones sugerentes con la presencia del virus H5N1 (Martínez et al., 

2014). 

También se ocupó la siguiente fórmula para hacer un cálculo de frecuencia porcentual 

(Bonita et al., 2008): 

% 𝐷𝑒 𝑙𝑒𝑠𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 = (
𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛 𝑙𝑒𝑠𝑖ó𝑛

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠
)  𝑥 100 
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5. RESULTADOS 

 

 

 

5.1. Objetivo l: Identificar hallazgos histopatológicos de virus de influenza aviar 

(H5N1), en órganos de aves marinas, ingresados a la Unidad de Morfología y 

Diagnóstico, entre los años 2015 a 2025  

Se observaron 200 órganos correspondientes a 40 casos en total, dentro de esto se 

seleccionaron los órganos con trastornos sugerentes de IAAP, tales como inflamación, 

necrosis y circulatorio (congestión y hemorragia). Cabe destacar que un órgano puede 

presentar más de un trastorno.  

Tabla 1. Cantidad de órganos por trastornos sugerentes de IAAP. 

 

Fuente: Elaboración propia, 2025 

Sobre el trastorno inflamatorio el órgano que más se vio afectado fue el pulmón con 16 

casos (40%), en el caso de la necrosis fue el hígado con 5 casos (13%) y por último en 

los trastornos circulatorios fue el pulmón con 32 casos (80%). Esto se puede ver detallado 

en la tabla 1. 
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Figura 3. Gráfico de cantidad de casos con trastornos por órgano. Fuente: 

Elaboración propia, 2025. 

El p valor fue de 0.0255, por lo que hay una asociación estadísticamente significativa 

entre los órganos afectados y los trastornos con mayor frecuencia, correspondientes a 

inflamación y circulatorio (anexo 13). 

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

 

Fuente: Elaboración propia, 2025. 

En la tabla se observa que el pulmón fue el órgano más comprometido con 16 casos 

(40%) y el infiltrado inflamatorio linfocitario fue el más frecuente, con 28 órganos en total 

(70%). 
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Figura 4. Distribución de órganos por tipo de infiltrado inflamatorio. Fuente: 

Elaboración propia, 2025.  

El valor de p fue 0.2910, lo que significa que no hay una asociación estadísticamente 

significativa entre los órganos afectados y el infiltrado inflamatorio linfocitario y mixto, que 

fueron los más recurrentes (anexo 14).  

5.2. Objetivo 2: Describir hallazgos histopatológicos de virus de influenza aviar 

(H5N1), en órganos de aves marinas, ingresados a la unidad de Morfología y 

Diagnóstico, entre los años 2015 a 2025 

5.2.1. Trastorno inflamatorio 

En la evaluación del trastorno inflamatorio por especie y por órganos afectados, se logró 

establecer que el pingüino (Spheniscus sp.) fue la especie más afectada en pulmón 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 asociación 

estadísticamente significativa entre las especies y los órganos afectados (anexo 15). 
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Tabla 3. Frecuencias porcentuales y absolutas de casos con lesión inflamatoria, 

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

individuos. 

 

 

Fuente: Elaboración propia, 2025. 
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Figura 5. Distribución del histoscore del trastorno inflamatorio por especie y 

órganos. Fuente: Elaboración propia, 2025.  
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Tabla 4. Frecuencia absoluta y porcentual de casos con inflamación, según el grado 

y el órgano. 

 

Fuente: Elaboración propia, 2025.  

 

Figura 6. Histoscore de inflamación en aves marinas según cada órgano. Fuente: 

Elaboración propia, 2025.  

El p valor fue de 0.4587, por lo que no hay una asociación estadísticamente significativa 

entre los órganos más afectados (pulmón e intestino) y el trastorno inflamatorio (anexo 

16). 
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Figura 7. Trastornos inflamatorios en intestino y pulmón de aves marinas. Fuente: 

Elaboración propia, 2025. (A). Intestino de fardela (Ardenna grisea) con infiltrado 

inflamatorio linfocitario difuso (3/3) en mucosa intestinal (círculo). HE. 4X. (B). Muestra 

de pulmón de pingüino (Spheniscus sp.), se observa infiltrado inflamatorio linfocitario 

multifocal (2/3) en la zona peribronquial (círculo). HE. 40X. (C). Tejido pulmonar de 

pingüino (Spheniscus sp.) afectado por un granuloma caseoso (asterisco) que se 

presentó en forma multifocal (2/3), indicando una inflamación crónica del pulmón. HE. 

10X. 
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5.2.2. Trastorno necrótico 

Tras el análisis del trastorno necrótico por especie y órganos, se identificó que las 

especies más afectadas fueron nuevamente el pingüino (Spheniscus sp.) presentando 3 

casos en riñón (8%) e hígado, seguido por la gaviota dominicana (Larus domonicanus) 

con 1 caso en corazón, riñón, hígado e intestino.  

Tabla 5. Cantidad de casos por grado de trastorno necrótico por órgano y especie. 

 

 

Fuente: Elaboración propia, 2025.  
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Figura 8. Distribución del histoscore del trastorno necrótico por especie y órganos. 

Fuente: Elaboración propia, 2025. 

Se obtuvo un valor de p de 0.5916, lo cual significa que no hay una asociación 

estadísticamente significativa entre los órganos de las especies más afectadas con el 

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

el órgano. 

 

Fuente: Elaboración propia, 2025. 

 

Figura 9. Histoscore de necrosis en aves marinas según cada órgano. Fuente: 

Elaboración propia, 2025. 

El p valor fue de 0.9999, lo que indica que no hay una asociación estadísticamente 

significativa entre los órganos más afectados (riñón e hígado) y el trastorno necrótico 

(anexo 18). 
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Figura 10. Órganos de aves marinas con lesiones necróticas. Fuente: Elaboración 

propia, 2025. (A). Necrosis (círculo) multifocal (2/3) en corazón de gaviota dominicana 

(Larus dominicanus) con calcificación cardiaca (asterisco). HE. 4X. (B). Intestino de 

pingüino (Spheniscus sp.) con necrosis (círculo) multifocal (2/3) y acúmulos bacterianos 

(asterisco). HE. 40X. (C). Foco (1/3) necrótico (círculo) en hígado de pingüino 

(Spheniscus sp.). HE. 40X.   

5.2.3. Trastorno circulatorio 

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

según el grado y el órgano. 

 

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

órgano. Fuente: Elaboración propia, 2025. 

En cuanto al trastorno circulatorio, se determinó que el pulmón fue el órgano más 

afectado con lesiones difusas (78%) y en segundo lugar fue el hígado (33%), cabe 

destacar que una muestra podía tener más de un trastorno circulatorio. El resultado de p 

valor fue 0.1213, por esta razón no hay una asociación estadísticamente significativa 

entre los órganos más afectados y el trastorno circulatorio (anexo 19). 
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Figura 12. Tejidos de pingüinos (Spheniscus sp.) con trastornos circulatorios. 

Fuente: Elaboración propia, 2025. (A). Pulmón con edema (círculo) difuso (3/3), 

congestión difusa (3/3) e hiperemia difusa (3/3). HE. 40X. (B). Intestino con presencia de 

hemorragia (círculo) difusa (3/3) y degeneración mucosa (asterisco). HE. 40X. (C). 

Pulmón con congestión 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, 

según el grado y el órgano. 

 

Fuente: Elaboración propia, 2025.  

 

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

órgano. Fuente: Elaboración propia, 2025. 

En el trastorno degenerativo los órganos que más presentaron lesiones fueron el intestino 

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

El valor obtenido de p fue 0.9999, por este motivo no hay una asociación estadísticamente 

significativa entre los órganos más afectados y el trastorno degenerativo (anexo 20).  
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Figura 14. Órganos de pingüinos (Spheniscus sp.) con lesiones degenerativas. 

Fuente: Elaboración propia, 2025. (A). Muestra de riñón que presenta acúmulos hialinos 

multifocales (2/3) intratubulares (asteriscos) y congestión. HE. 40X. (B). Degeneración 

mucosa difusa (3/3) e hiperplasia de vellosidades intestinales (círculos). HE. 10X. (C). 

Degeneración mucosa (círculo) 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 según el grado y el 

órgano. 

 

Fuente: Elaboración propia, 2025. 
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Figura 15. Histoscore de trastornos del crecimiento en aves marinas según cada 

órgano. Fuente: Elaboración propia, 2025.  

Tras la observación de las muestras se determinó que el intestino presentó la mayor 

proporción de órganos afectados, con 14 casos (35%) y el siguiente órgano fue el hígado 

registrando 1 caso (3%). 

El p valor entregado fue 0.1333, esto hace que no haya una asociación estadísticamente 

significativa entre las muestras con más lesiones y el trastorno del crecimiento (anexo 

21). 
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Figura 16. Intestinos de aves marinas con trastornos del crecimiento. Fuente: 

Elaboración propia, 2025. (A). Pingüino (Spheniscus sp.) con fusión de vellosidades 

(círculo) difusa (3/3) y parásito nematodo (asterisco). HE. 4X. (B). Hiperplasia (círculo) 

multifocal (2/3) y fusión 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 órganos de aves 

marinas, ingresados a la Unidad de Morfología y Diagnóstico, entre los años 2015 

a 2025 

Luego de la extracción de ARN de 13 muestras con lesiones sugerentes de IAAP, se 

procedió a hacer la medición de la pureza (relación A260/A280) y la concentración de 

este, obteniendo los siguientes resultados:  

Tabla 10. Resultados de la medición de concentración y pureza del ARN extraído. 

 

Fuente: Elaboración propia, 2025. 

Esto demuestra que en casi todas las muestras la concentración de ARN era baja y en la 

mayoría de los casos estaba contaminado con proteínas (según la relación 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 decidió realizar el qPCR. 
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5.4. Asociar la presencia o ausencia de lesiones sugerentes de influenza aviar 

(H5N1) identificadas histopatológicamente, con la positividad o negatividad a la 

técnica qPCR, en órganos de aves marinas, ingresados a la Unidad de Morfología 

y Diagnóstico, entre los años 2015 a 2025 

Tabla 11. Casos de diferentes especies y órganos con hallazgos histopatológicos 

que se sometieron a qPCR y sus respectivos resultados. 

 

Fuente: Elaboración propia, 2025.  

Ninguna muestra tuvo amplificación de ADN, por lo que el resultado de todas fue negativo 

en el qPCR. Como consecuencia de esto, no se puede asociar la presencia de lesiones 

sugerentes de IAAP con el resultado del qPCR.  
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6. DISCUSIÓN 

 

 

 

En esta investigación se analizaron histopatológicamente 200 órganos, correspondientes 

a 40 casos de 8 especies de aves marinas. Los hallazgos del trastorno inflamatorio, 

necrótico, circulatorio, degenerativo y del crecimiento se graduaron en un histoscore para 

filtrar de manera más objetiva las muestras con hallazgos sugerentes de IAAP descritos 

por Landmann et al. (2021).  

A partir de este análisis, se identificaron 44 muestras con hallazgos sugerentes a IAAP, 

de estas muestras se seleccionaron aleatoriamente 13 muestras para realizar el qPCR, 

pero como no hubo amplificación de ADN, se decidió no proseguir con la técnica 

molecular para las muestras restantes.  

6.1. Objetivo l: Identificar hallazgos histopatológicos de virus de influenza aviar 

(H5N1), en órganos de aves marinas, ingresados a la Unidad de Morfología y 

Diagnóstico, entre los años 2015 a 2025  

Dentro de las 200 muestras que se observaron, la gran mayoría presentó hallazgos del 

trastorno necrótico, inflamatorio y circulatorio (principalmente congestión y hemorragia) o 

una combinación de estas, lo cual concuerda con los trastornos histopatológicos más 

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

El órgano más afectado fue el pulmón con trastornos circulatorios (tabla 1), coincidiendo 

con lo mencionado por Abou-Rawash et al. (2012). Sin embargo, Landman et al. (2021), 

mencionan que el pulmón con trastorno necrótico es el hallazgo más frecuente en aves 

infectadas con H5N1. 

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

sí hay una relación entre los órganos afectados y los trastornos sugerentes de IAAP. 

En cuanto a los tipos de infiltrados inflamatorios, en este estudio el más común fue el 

infiltrado inflamatorio linfocitario, este se presentó con mayor recurrencia en hígado, 
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pulmón 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 presentación también 

fue el linfocitario, pero el único órgano predominante fue el hígado. Por otra parte, Mosad 

et al. (2020), indican que el infiltrado inflamatorio linfocitario fue el más común, junto con 

el infiltrado inflamatorio heterofílico, afectando órganos como el hígado, pulmón, tráquea, 

páncreas y bazo. En este estudio también destacaron que el hígado fue particularmente 

importante, ya que tenía áreas necróticas junto con infiltrado inflamatorio linfocitario, lo 

que lo hace un hallazgo característico para este virus. 

6.2. Objetivo 2: Describir hallazgos histopatológicos de virus de influenza aviar 

(H5N1), en órganos de aves marinas, ingresados a la unidad de Morfología y 

Diagnóstico, entre los años 2015 a 2025 

Según Adlhoch et al. (2022), los trastornos inflamatorios y necróticos son los hallazgos 

histopatológicos más prominentes en aves con IAAP. En este estudio las especies que 

más presentaron estas lesiones fueron el pingüino (Spheniscus sp.) y la gaviota 

dominicana (Larus dominicanus), observándose una mayor prevalencia en las lesiones 

necróticas por sobre las inflamatorias. Network of expertise on animal influenza, (OFFLU, 

2023) reportó las muertes de aves marinas entre los años 2022 y 2023 coincidiendo con 

el brote más reciente de IAAP. En el caso de Chile, las especies más afectadas fueron la 

gaviota dominicana (Larus domonicanus), el pelícano de humboldt (Thagus pelecanus) y 

el cormorán guanay (Leucocarbo bougainvillii), todas incluidas en la presente 

investigación. Es probable que estas especies sean más 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 además cohabitan con diversas especies, 

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

Es importante destacar que el trastorno necrótico no es específico del virus H5N1, este 

también es un hallazgo frecuente en otras cepas del virus como H5N6. Según lo 

documentado por Bae et al. (2018), se observaron lesiones necróticas, congestivas y 

hemorrágicas en la gran mayoría de los órganos viscerales de aves infectadas con H5N6.  

Sobre los trastornos circulatorios se estableció que el pulmón y el hígado fueron los 

órganos más afectados por este trastorno, pudiendo presentar principalmente hallazgos 
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como edema, hemorragia y/o congestión. Esto concuerda con Hsueh et al. (2024) y 

Perkins y Swayne (2001), los autores describen que la congestión y edema pulmonar 

estuvieron presentes en la gran mayoría de sus muestras. En cambio, en ambas 

investigaciones mencionaron que la lesión que predominó en el hígado fue la necrosis.  

Los órganos que más presentaron lesiones del trastorno degenerativo fueron el intestino 

y el hígado. Padilla et al. (2004) observaron en el intestino delgado degeneración vacuolar 

en lámina propia y en el hígado degeneración del parénquima. Por el contrario, Teifke et 

al. (2007) mencionan que el intestino no presentó ninguna lesión y en hígado 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 órgano que presentó mayor cantidad de casos con trastornos del 

crecimiento fue el intestino, destacando la hiperplasia de vellosidades intestinales. Este 

hallazgo no es común en literatura de IAAP, por lo que podría ser sugerente de otra 

patología. 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, vías respiratorias e intestino (Adzic et al., 2024; Lean et al., 2023; Ramis et al., 

2014), pero la replicación viral en intestino es algo general de los virus influenza (Webster 

et al., 1977), lo que significa que la vía de transmisión fecal-oral es común en esta 

enfermedad. Otra zona de replicación poco conocida fue descrita por primera vez por 

Yamamoto et al. (2008), quienes observaron replicación viral en las células epidérmicas 

de las plumas, este hallazgo fue observado en patos y gansos domésticos, por lo que las 

plumas podrían ser otra fuente de infección. 

6.3. Detectar mediante qPCR el virus de influenza aviar (H5N1), en órganos de aves 

marinas, ingresados a la Unidad de Morfología y Diagnóstico, entre los años 2015 

a 2025 

En la medición de la extracción de ARN se pudo analizar los valores de A260/A280, este 

valor es la absorbancia para determinar la concentración y pureza del ARN extraído 

(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 (proteínas) y no tenían la pureza 

óptima para realizar un correcto qPCR, el valor óptimo 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 degradación (Vasquez y Malmierca, 2020) 

y que la mayoría de las muestras fueron recolectadas hace un largo periodo de tiempo 

(10 años), la totalidad de las muestras estaban fijadas en formalina y se describe que la 

formalina degrada el ARN, por lo que la extracción de buena calidad se vuelve complicado 

(Lin et al., 2024), otro factor puede ser un mal protocolo de síntesis 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 diseñados o las muestras estaban infectadas con otra 

cepa del virus (y el partidor es específico). 

6.4. Asociar la presencia o ausencia de lesiones sugerentes de influenza aviar 

(H5N1) identificadas histopatológicamente, con la positividad o negatividad a la 

técnica qPCR, en órganos de aves marinas, ingresados a la Unidad de Morfología 

y Diagnóstico, entre los años 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 extracción óptima 

de ARN. Esto imposibilitó la amplificación de material genético durante el qPCR, lo que, 

a su vez, impidió 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 

qRT-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 pulmón, tráquea, 

cloaca, cerebro y proventrículo de pelícanos dálmatas (Pelecanus crispus). Lo que tienen 

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

En cambio, Padilla et al. (2004) lograron detectar H5N2 (IAAP) a través de RT-PCR en 

tejido formolado e incluido en parafina de riñones, pulmones y encéfalos de pollos de 

engorda (Arbos acres). Además, estos tejidos se analizaron histopatológicamente, 

observándose una alta concordancia entre las lesiones histopatológicas sugerentes de 
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IAAP con el resultado del análisis molecular. Cabe destacar que en ese estudio se 

inocularon experimentalmente a los pollos analizados.  
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7. CONCLUSIÓN 

 

 

 

En el objetivo 1 se observaron lesiones sugerentes de IAAP, tales como trastornos 

inflamatorios, circulatorios y necróticos. De estas lesiones destacó el infiltrado 

inflamatorio linfocitario y los trastornos circulatorios en pulmón e hígado. En el análisis 

estadístico se evidenció una asociación estadísticamente significativa entre los órganos 

afectados y los trastornos inflamatorios y circulatorios.  

Sobre el objetivo 2, en los trastornos inflamatorios y necróticos las especies más 

afectadas fueron la gaviota dominicana (Larus dominicanus) y el pingüino (Spheniscus 

sp.). En el trastorno circulatorio el órgano más afectado fue el pulmón. En los trastornos 

degenerativos y del crecimiento, el órgano más afectado fue el intestino, no obstante, 

estas lesiones podían ser sugerente de otras patologías.  

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 

extraído. Debido a esto, no se pudo establecer una asociación entre las lesiones 

sugerentes y el resultado de la prueba molecular.  

De acuerdo con las conclusiones anteriores y la hipótesis planteada, se rechaza la 

hipótesis, ya que al no haber amplificación de ADN en qPCR, 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 degradación 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 verificación de necropsia, adaptado de “Clinical avian 

medicine” (Rae, 2006).  
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9.2. Anexo 2. Solicitud de necropsia USS. 
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9.3. Anexo 3. Procedimientos técnicos de histología, adaptado de “Manual de 

procedimientos del laboratorio de histología veterinaria” (Muena y Vera, 2021).  
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9.4. Anexo 4. Coloración Núcleo-Citoplasmática, adaptado de “Manual de 

laboratorio de técnica histológica” (Poveda, 2023). 
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9.5. Anexo 5. Tablas de histoscore, adaptado por Gabriel Fernández (2024). 
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9.6. Anexo 6. Protocolo de extracción de ARN, adaptado de “E.Z.N.A.® FFPE RNA 

Kit” (Omega Bio-Tek, 2023). 
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6.7. Anexo 7. Protocolo para enzima M-MLV (Promega, 2024). 
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9.8. Anexo 8. Protocolo para el reactivo Briliant® II SYBR® Green qPCR Master Mix 

(Stratagene, 2007). 
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9.9. Anexo 9. Permiso uso de muestras de Servicio Nacional de Pesca y 

Acuicultura (SERNAPESCA). 
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9.10. Anexo 10. Permiso uso de muestras de Servicio Agrícola y Ganadero (SAG). 
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9.11. Anexo 11. Permiso uso de muestras de ONG Chiloé Silvestre.  
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9.12. Extracto del convenio SAG-USS CEREFAS. 
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9.13. Estadística órganos afectados y trastornos más frecuentes (inflamatorio y 

circulatorio). 
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9.14. Estadística infiltrado inflamatorio linfocitario y mixto. 
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9.15. Estadística especies más afectadas (Spheniscus sp. Y Larus dominicanus) y 

trastorno inflamatorio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



73 
 

 

9.16. Estadística órganos más afectados (pulmón e intestino) y trastorno 

inflamatorio. 
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9.17. Estadística especies más afectadas (Spheniscus sp. Y Larus dominicanus) y 

trastorno necrótico. 
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9.18. Estadística órganos más afectados (riñón e hígado) y trastorno necrótico.  
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9.19. Estadística órganos más afectados (pulmón y riñón) y trastorno circulatorio. 
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9.20. Estadística órganos más afectados (hígado e intestino) y trastorno 

degenerativo. 
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9.21. Estadística órganos más afectados (hígado e intestino) y trastorno del 

crecimiento. 

 

 

 


