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Este exhaustivo documento de referencia realiza un analisis cientifico de la posibilidad de que
los alimentos actden como vehiculos del virus de influenza aviar (IA) altamente patogena y
provoguen una infeccion en mamiferos a través del tracto gastrointestinal. EI documento
examina en detalle los datos patogénicos existentes sobre las infecciones por el virus de la
influenza aviar tras la exposicion natural y la inoculacion experimental en mamiferos. El
objeto central del estudio son las interacciones del virus-huesped de la infeccion por HSN1.

El contenido de este documento, facilitado por el Comité Cientifico de Riesgos Bioldgicos,
sirve de apoyo para la postura actual y las referencias de la AESA sobre la influenza aviar en
relacion con la seguridad alimentaria.

““Segun se ha comprobado, las personas que se han infectado han estado en contacto directo
con aves infectadas vivas 0 muertas. No existe ninguna prueba epidemioldgica hasta la fecha
de que la influenza aviar se transmita a las personas a través del consumo de alimentos,
especialmente volateria y huevos. La AESA y otras organizaciones como la OMS llevan
aconsejando desde hace tiempo en materia de seguridad alimentaria que se cocinen
adecuadamente el pollo y los huevos para proteger a los consumidores de los posibles riegos
de intoxicacion por alimentos. Al cocinar bien la carne de volateria y los huevos, se eliminan
también los virus, lo cual proporciona una mayor seguridad en el improbable caso de que el
virus H5N1 esté presente en productos de volateria crudos que entren en la cadena
alimentaria.”
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RESUMEN

Ante la presencia de la cepa H5N1 de la influenza aviar en la UE y el aumento de la
preocupacion del publico en general respecto a la seguridad en el consumo humano de
productos de volateria y huevos, la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria solicitd que se
redactara un documento de referencia exhaustivo sobre el estado de la ciencia respecto al
futuro de la influenza aviar altamente patdgena (principalmente H5N1) en especies de aves y
el posible contagio del virus a otras especies, incluidos los humanos, a través de la cadena
alimentaria.

El virus altamente patdgeno H5N1 causa una infeccion generalizada en diferentes especies de
aves, provocandose la propagacion del virus a todos los érganos. El virus esta presente en
todas las secreciones y excreciones. Si se toman los tejidos comestibles de un animal
infectado en el momento de méxima infeccion, es decir, 2 0 5 dias después de que el contacto
con el virus haya tenido lugar, puede que estos contengan grandes cantidades del virus.

El contagio directo de H5N1 a los humanos ocurre en raras ocasiones y especialmente tras un
contacto muy cercano con los animales infectados. Las rutas exactas de entrada del virus en
los humanos son ain desconocidas, pero se da por sentado que los tejidos respiratorios y los
orofaringeos son los puntos de entrada. Sin embargo, si tenemos en cuenta que el nimero de
infecciones humanas registradas es bajo en comparacion con el elevado nimero de personas
que se han visto expuestas a animales infectados con el virus HSN1, parece obvio que no
existe una via de entrada facilmente accesible. Se ha planteado la posibilidad de la entrada del
virus por el tracto gastrointestinal tras la ingesta del virus con alimentos. Por el momento no
existen pruebas de la replicacion del virus en el intestino humano. La presencia de diarrea en
diferentes pacientes, la deteccion de ARN virico en los intestinos de dos pacientes y la
aparicion de virus infecciosos en hisopos rectales de un paciente no permiten concluir que el
tracto gastrointestinal sea una via de entrada o un drgano objetivo. El virus transmitido por
medio de alimentos puede ser una fuente de infeccion tras la ingesta, pero la entrada del virus
se produce mediante los tejidos orofaringeos, en el caso de que estos puedan servir de via de
entrada. Sin embargo, no puede descartarse que exista un punto de entrada adn sin descubrir
en el tracto intestinal en este momento.

En los felinos, las infecciones por H5SN1 pueden ocurrir de forma natural tras el consumo de
canales infectadas de especies de aves y pueden reproducirse mediante suministro para la
alimentacion oral de pollos infectados. Sin embargo, no se ha demostrado que el tracto
gastrointestinal sea una via de contagio o un érgano objetivo en dichas especies.

La base patogénica por la que el virus H5N1 causa infeccion en unos humanos y no en otros
sigue siendo desconocida. Se est4 analizando el papel de los diferentes factores viricos y de
huéspedes como los receptores, los puntos de union al receptor, estructura genética de la cepa
virica, cantidad de virus en exposicion, etc. Serd necesario seguir investigando sobre este
aspecto y sobre el tracto gastrointestinal.
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En varias especies de mamiferos (incluidos los felinos, roedores y mustélidos), el H5N1
muestra un caracter neurotropico, lo cual posiblemente merezca mas atencion en la
patogénesis de las infecciones en humanos.

Las rutas de entrada y los tipos de células que permiten el acceso del virus y el mecanismo de
cruce de la barrera interespecifica seran objeto de estudio. Algunos mamiferos, como los
gatos, los hurones o los cerdos pueden servir de modelos para las infecciones humanas. Es
necesario que los estudios de inoculacion experimental se lleven a cabo con diferentes rutas
de inoculacion y qué se realicen exdmenes secuenciales de los diferentes tejidos para la
replicacion del virus durante la infeccidn. Esta aproximacion es la Gnica que permite evitar las
conjeturas sobre las vias de entrada y las rutas de infeccion. Los resultados obtenidos puede
facilitar informacion atil que sea de aplicacion en humanos.
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ANTECEDENTES

La Agencia Europea para la Seguridad Alimentaria (AESA) es consciente de que no existe
informacidn epidemioldgica disponible hasta la fecha que sugiera que la influenza aviar, una
enfermedad infecciosa que afecta principalmente a las aves, pueda transmitirse a los humanos
a traves de los alimentos. No obstante, dado que la influenza aviar tiene cada vez mas peso, el
Comité Cientifico de la AESA de Riesgos Bioldgicos (BIOHAZ) mantiene el asunto en
constante revision. La AESA coincide con las referencia aportadas por autoridades sanitarias
como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Centro Europeo para la Prevencion y
Control de las Enfermedades (ECDC), que indican que la ruta de infeccion por el virus de
influenza aviar H5N1 méas probable en humanos es el contacto cercano con aves vivas
infectadas. EI consumo de productos de volateria o huevos no se ha relacionado con la
transmision del virus H5N1 de influenza aviar a los humanos. En el caso de que se produjera
un brote de H5N1 en las aves de Europa, se establecerian inmediatamente estrictas medidas
de bioseguridad para limitar el alcance de la infeccidn por cualquier medio.

La AESA hizo una declaracion inicial sobre la influenza aviar en enero de 2004, en la que
afirmaba que no existian pruebas directas de que la cadena alimentaria fuera una posible ruta
de transmision del virus de la influenza aviar
(http://www.efsa.eu.int/press_room/press_statements/40/pressrel_biohaz_ahaw_01_en_amen
ded_27janl.pdf). La AESA hizo una declaracion el 12 de septiembre de 2005
(http://www.efsa.eu.int/press_room/press_statements/1130_en.html), en la que exponia de
manera general el trabajo que estaba realizando sobre la sanidad y el bienestar animal en
cuanto a la influenza aviar, y en la que reiteraba, respecto a la seguridad alimentaria, las
recomendaciones de la OMS sobre manipulacién y coccién de alimentos en relacién con la
influenza aviar.

El 20 de septiembre de 2005, la AESA publico un Dictamen e Informe sobre la sanidad y el
bienestar animal en cuanto a la influenza aviar, y facilité informacién sobre los riesgos de la
introduccidn de la Unidn Europea de la influenza aviar y su contagio entre las aves. La AESA
también realiz6 recomendaciones sobre como prevenir su introduccion y contagio entre
bandadas en Europa. Este informe ha supuesto la base cientifica de las medidas de gestion
del riesgo de influenza aviar ya en marcha en Europa con respecto a la sanidad animal
(http://www.efsa.eu.int/press_room/press_release/1146_en.html).

Otras organizaciones que han dado referencias e informacion sobre la seguridad de la
manipulacion, preparacion y coccion de los alimentos son principalmente autoridades en
materia de seguridad alimentaria, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
(http://www.who.int ) y el Centro Europeo para la Prevencidn y Control de las Enfermedades
(ECDC) que ha facilitado referencias sobre los aspectos de sanidad publica de la influenza
aviar (http://www.ecdc.eu.int/).

La AESA ha basado sus anteriores afirmaciones en los siguientes datos cientificos:
= La informacién cientifica sobre la influenza aviar indica que el virus puede estar

presente en la carne y los huevos de aves que estén infectadas con la mutacion H5N1
de la influenza aviar (Swayne y Beck, 2004; Swayne y Beck, 2005).

www.efsa.eu.int
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= Los casos documentados de ciertas especies de animales que con diferentes grados de
infeccion a través del consumo de carne de volateria y huevos crudos.

o Por ejemplo, un estudio experimental, llevado a cabo por Kuiken y
colaboradores (2004), demostré6 que habia gatos que se infectaron al ser
alimentados con pollos infectados. Existe otra documentacion segun la que
también hay tigres que contrajeron la infeccion de forma similar al ser
alimentados con canales de pollo fresco procedentes de un matadero local
(Keawcharoen y colaboradores, (2004). Segun estos informes, los gatos
(felinos) parecen ser relativamente susceptibles a la cepa H5N1 y pueden
contagiarse tras el consumo de canales de pollos infectados (pagina 17, anexo
del Informe Cientifico de la AESA sobre la sanidad y el bienestar animal en
cuanto a la influenza aviar, 2005)

o0 La introduccién de los virus aviares en cerdos tampoco es un hecho inusual
(resumen en el informe de la AESA nombrado anteriormente, pagina 15) Por
ejemplo, los cerdos que se encontraban en explotaciones donde se habian
detectado aves infectadas durante la epidemia de influenza aviar en los Paises
Bajos desarrollaron anticuerpos que, en un caso, estaban vinculados con el
suministro de huevos rotos de aves infectadas para su alimentacion ( Loeffen et
al, 2003,2004)

o De la misma manera, el mismo informe cientifico de la AESA (pagina 46)
también considera que puede existir suficiente presencia de virus en la carne de
las aves infectadas para contagiar a otras aves si la consumieran cruda. En
efecto, existen muchas pruebas circunstanciales de la infeccion de ciertas
especies animales a través de los alimentos y por tanto, como medida de
precaucion, este tipo de transmision en animales no se puede descartar.

= Entre los casos de H5N1 registrados en humanos, principalmente en Asia, existen dos
casos de H5N1 supuestamente relacionados con el consumo de productos derivados de
sangre de pato crudo infectado (Fuente: Actualizacion sobre aspectos epidemioldgicos
de H5N1 por P. Horby, presentado en el “Groupe d’etude d’information sur la grippe”.
18th European Meeting on Influenza and its prevention, 19 de septiembre de 2005 en
La Baule, Francia). Sin embargo, ya que el contacto directo con animales infectados
vivos 0 muertos sin tratar no puede descartare en estos casos, los datos
epidemioldgicos son insuficientes para confirmar que el consumo de productos
infectados es la Unica ruta de transmision.

= De entre los 118 casos registrados de infeccion humana, la mayoria de los producidos
en Asia han estado asociados con la exposicién directa a aves infectadas muertas o
vivas. Sin embargo, en muchos casos, no existen pruebas epidemiol6gicas suficientes
para  identificar cudl es la fuente de la infeccion (OMS)
http://www.who.int/csr/disease/avian_influenza/avian_faqgs/en/index.html

= Mientras que el nivel de acidez del estomago humano (valor del pH de 1-3) tiene la
capacidad de eliminar el virus, que es o mismo que se cree que sucede con la gripe
normal, este efecto depende de diferentes factores, como por ejemplo la cepa virica, la
cantidad de virus presente en el tracto gastrointestinal y otros factores
gastrointestinales locales (p.ej. el tiempo de transito intestinal, la deficiencia adquirida
del &cido de la barrera géastrica debido a una infeccion de Helicobacter pylori, que es
bastante comun entre los ancianos sanos, etc.) y la naturaleza y la composicion del
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contenido géstrico. Sin embargo, existen pocos datos cientificos sobre este aspecto
hoy en dia. Lo que si es cierto es que, en el caso hipotético de que un virus infeccioso
se encontrase en los alimentos, la coccién apropiada de la carne de volateria y los
huevos eliminara todo virus presente antes del consumo y por tanto eliminara incluso
la posibilidad tedrica de una infeccidn por virus a través del consumo de alimentos.

TERMINOS DE REFERENCIA

Ante la expansion de la cepa H5N1 de la influenza aviar en la UE y el aumento de la
preocupacion del publico en general respecto a la seguridad en el consumo humano de
productos de volateria y huevos, la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria solicita la
redaccion de un documento de referencia exhaustivo sobre el estado de la ciencia respecto al
futuro de los virus de influenza aviar altamente patogena (principalmente H5N1) en especies
de aves y el posible contagio del virus a otras especies, incluidos los humanos, a través de la
cadena alimentaria. ElI documento debe incluir los aspectos cientificos de los obstaculos que
debe superar el virus para poder infectar a otras especies, en especial a los humanos, y las
barreras gastrointestinales que pueden neutralizar al virus tras el consumo de productos
contaminados. La localizacion de las lagunas del conocimiento cientifico actual también seria
muy Util.

ASPECTOS DE SEGURIDAD ALIMENTARIA DE LAS INFECCIONES POR VIRUS
DE INFLUENZA AVIAR ALTAMENTE PATOGENA EN HUMANOS

El objetivo de esta monografia consiste en presentar datos y reflexiones sobre la probabilidad
de que se produzca la infeccion por virus de influenza aviar en humanos tras el consumo de
alimentos procedentes de especies de aves infectadas o que hayan sido contaminadas por los
virus.

Primero, se analizara la presencia de los virus de influenza aviar en 6rganos o productos
comestibles durante una infeccion.

En segundo lugar, se facilitaran los datos disponibles sobre la patogénesis de infecciones
humanas con virus de influenza aviar de los subtipos H5 y H7.

Se hara referencia a los posibles puntos de entrada de los virus con especial atencion al tracto
gastrointestinal. Se revisara la informacion obtenida mediante estudios patogénicos llevados a
cabo en mamiferos diferentes a los humanos con virus de influenza aviar altamente patdgena,
ya que esto puede facilitar la localizacion de posibles rutas de infeccion y 6rganos objetivo en
humanos.

Por dltimo, se analizara la probabilidad de que los virus de influenza aviar altamente
patdgena, principalmente H5N1, puedan desencadenar la infeccion humana a través del
consumo de alimentos. Se subrayara igualmente la falta de informacion cientifica en este
analisis.

www.efsa.eu.int
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1. FUTURO DE LOS VIRUS DE INFLUENZA AVIAR (PRINCIPALMENTE LOS
SUBTIPOS H5 Y H7) EN TEJIDOS DE ESPECIES DE AVES

Los virus de influenza aviar estdn muy extendidos en la naturaleza y han sido detectados en
mas de 90 especies diferentes de aves. Las aves acuéticas salvajes son reservas naturales de
estos virus y pueden ser infectadas por virus de los 16 subtipos de hemaglutinina (HA) y los 9
subtipos de neuraminidasa sin desarrollar la enfermedad.

Los virus de influenza aviar pueden agruparse en 2 patotipos en aves domésticas: virus de
influenza aviar de baja patogenicidad (IABP) y virus de influenza aviar altamente patogéna
(IAAP). Los virus de IABP principalmente causan infecciones del tracto respiratorio y
entérico y la infeccion es subclinica en la mayoria de las especies de aves. Las infecciones
pueden caracterizarse por leves sintomas respiratorios, algo de depresion y una reduccion de
la produccion de huevos.

La replicacion de los virus de IAAP no solo se produce en el tracto respiratorio y en el
entérico, sino también en las células endoteliales a través del organismo, expandiéndose a las
células parenquimatosas adyacentes. Los sintomas de la enfermedad afectan al tracto
respiratorio y al entérico y a otros sistemas de 6rganos. Las lesiones se caracterizan por
multiples hemorragias en los 6rganos viscerales y en la piel, y el indice de mortalidad alcanza
el 100%. La infeccion por virus de IAAP, por tanto, implica una amplia propagacion en el
organismo y la presencia de los virus en diversos 6rganos y tejidos comestibles.

Algunos de los subtipos de virus H5 y H7, aunque no todos, pueden ser altamente patdgenos.
Los subtipos H5 y H7 de baja patogenicidad pueden tener la capacidad de volverse altamente
patogenos. Las aves salvajes pueden actuar como portadores sanos de virus H5 y H7 de baja
patogenicidad y transmitir dichos virus a las aves domesticas. Tras un periodo corto o largo de
circulacién en la poblacion aviar, dichos virus pueden adquirir un fenotipo de HP por
mutacion. Los virus de influenza aviar tienen como huéspedes naturales a varias especies de
aves, y la transmision horizontal entre estas especies o dentro de las mismas ocurre con cierta
facilidad. Las rutas de entrada del virus en las aves son principalmente el tracto respiratorio
(aspersion, en gotitas) y el tracto digestivo (orofecal...) tras el contacto directo entre animales
vivos 0 tras exposicion indirecta (alimentos, agua y u otros elementos contaminados). La
transmision de los virus en aves domésticas, por tanto, ocurre facilmente en areas infectadas.
Aunque los virus de IAAP aparecen normalmente en bandadas de aves tras la introduccion de
un virus de IABP procedente de aves salvajes, acaba de detectarse una nueva evolucion.
Parece que algunas especies de aves salvajes estan expandiendo directamente el virus H5SN1
en su forma mas altamente patdgena, por ejemplo, durante la migracion. Incluso pueden
desarrollar la enfermedad tal y como se observé en la China central, donde 6000 aves
migratorias murieron a causa de una infeccion del subtipo HS5N1 de IAAP en la reserva
natural del lago Qinghai (Liu et al. 2005). Los virus de IAAP pueden por tanto recorrer largas
distancias y ser transportados desde regiones infectadas a otras no infectadas por las aves
migratorias.

Los virus de IAAP tienen una glicoproteina de HA que puede ser escindida por proteasas
ubicuas que se encuentran practicamente en todos los 6rganos, y de los que la furina es una de
las principales candidatas (Steineke-Grober et al. 1992). Los virus de 1ABP, por otro lado,
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solo pueden escindirse mediante enzimas tipo tripsina, que se encuentran principalmente en
los tractos respiratorio y entérico. La presencia de multiples aminoécidos basicos en el punto
de corte de la HA se asocia con la alta capacidad de escision de la HA vy, por tanto, con la
capacidad de los virus de IAAP para introducirse y replicarse en multiples 6rganos de las aves
domésticas (pollo, pavo...), mientras que la replicacion de los virus de IABP se limita al
tracto respiratorio y al digestivo.

1.1 VIRUS EN ORGANOS DE POLLOS Y PAVOS

Los apartados siguientes describen el futuro de los virus de influenza aviar tanto de
patogenicidad alta como baja en diferentes tejidos, secreciones y excreciones de especies de
aves infectadas. Los datos que aqui se expresan no son exhaustivos sino que se presentan a
modo de ejemplo, ya que se han llevado a cabo numerosos estudios sobre la patogénesis y la
propagacion de los virus de IAAP en aves, que son base importante de varios tipos de
alimentos.

Se han aislado los virus de influenza aviar de diferentes drganos de pollos y pavos que se
habian infectado de manera natural o experimental con virus de IAAP o IABP. El tropismo de
tejidos, los titulos virales en diferentes organos y el grado de viremia, no obstante, pueden
variar notablemente entre las diferentes cepas y entre las especies de aves. La mayor parte de
los ensayos experimentales se han realizado en pollos, y existe menos informacion sobre los
pavos y otras aves domeésticas.

Se han aislado virus de IABP del subtipo H7N2 del tracto respiratorio y gastrointestinal de
pollos inoculados de manera experimental, pero no de la médula 6sea, la sangre, ni la carne de
la pechuga o el muslo (Swayne y Beck 2005).

Los virus de IAAP, por el contrario, se han localizado en los tractos gastrointestinal y
respiratorio, en la medula dsea, el tejido muscular, en sangre y en diferentes 6rganos internos
(Mase et al. 2005a, Swayne y Beck 2005, Muramoto et al. 2006). En un estudio la cepa H5N1
examinada se replico en titulos virales superiores a los de la cepa H5N2 (Swayne y Beck
2005) Los titulos virales en los musculos de la pechuga y del muslo eran de un valor de 107.3
EID50 por gramo de tejido con la cepa HSN1, mientras que la cepa H5N2 daba titulos virales
pico de 102.7 por gramo de carne de pechuga y 103.2 EID50 por gramo de muslo. Los titulos
virales en pulmones y sangre alcanzan los 106.0 EID50 por gramo de tejido y 101.4 EID50
por ml respectivamente con la cepa HSN2, pero no se analizaron para el virus H5SN1.

Los titulos virales en organos internos de pollos inoculados con aislamientos de H5N1
altamente patdgeno de Japdn alcanzaron los 107.5 EID50 por gramo de tejido, una vez
transcurridos entre 2 y 4 dias tras la inoculacion del virus (Mase et al. 2005a). Los titulos
virales en la sangre de pollos inoculados con un virus recombinado portador de la HA del
virus Hong Kong/97 H5N1 eran de 108.0 EID50 por ml una vez transcurridas 24 horas tras la
inoculacion (Muamoto et al. 2006).

Tras la inoculacion experimental de pavos con 10 virus de IABP pertenecientes a diferentes
subtipos de HA, la mayoria de los aislamientos procedian de los rifiones, el higado, la bolsa
omental y la union ileocecal, pero s6lo algunos se encontraban en el cerebro, el timo, el
pulmon, el bazo, el pancreas y el yeyuno (Laudert et al. 1993). Puede que estos resultados no
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reflejen la infeccion natural porque los animales fueron sometidos a una inoculacion
intravenosa, y por tanto se les causé una viremia artificial y se permitié a los virus que
alcanzasen todos los tejidos.

Las inoculaciones intranasales de pavos con virus H5N1 altamente patdgenos procedentes del
brote de Hong Kong de 1997 revelaron la presencia de virus infecciosos en el tracto
respiratorio superior, los pulmones, el corazén, el cerebro, el pancreas, la médula dsea, la
bolsa omental, el timo, el bazo, los testiculos, las glandulas adrenales y los foliculos de pluma,
pero los titulos virales no se determinaron (Perkins y Swayne 2001)

1.2 VIRUS EN ORGANOS DE PATOS Y GANSOS

Los virus de IAAP tambien pueden provocar la enfermedad en aves acuaticas, tanto
domésticas como salvajes, pero, normalmente, con un caracter mucho menos fulminante. Aun
asi, se los puede aislar de diferentes tejidos, incluidos los productos comestibles. La carne de
pato ha tenido resultados positivos en cuanto a los virus de IAAP durante la inspeccion
rutinaria de aves importadas. El virus H5N1, por ejemplo, se detecto en carne congelada de
patos subclinicamente infectados, importada de China a Corea del Sur (Tumpey et al. 2002) y
Japon (Mase et al. 2005a). Estos virus se usaron después para los ensayos de inoculacion en
patos, pollos y ratones (Tumpey et al. 2003, Mase et al. 2005a). La cepa de virus obtenida de
la carne de pato de Corea del Sur caus6é una mortalidad del 100% en pollos y del 22% en
ratones, mientras que los patos siguieron sanos a pesar de tener titulos virales altos en el
cerebro, los pulmones, los rifiones (con una cantidad de 106.8 EID50 por gramo de tejido) y
masculo ( llegando a los 105.5 EID50 por gramo) (Tumpey et al. 2002, 2003). El aislamiento
de carne de pato realizado en Japdn era altamente patdgeno para los pollos, se replicaba bien
en los pulmones de los ratones y se extendia al cerebro, pero no era tan patégeno en los
ratones como los aislamientos de HSN1 de humanos. 2005b).

El aislamiento de H5N1 de carne de pato importada a Japon se replico en multiples 6rganos
de los patos tras una inoculacién experimental, y provocé sintomas neuroldgicos en algunos
de los animales inoculados (Kishida et al. 2005). Los titulos virales en sangre estaban entre
100.7 y 102.3 EID50 por ml y los del higado y los rifiones, entre 104.5 y 107.5 EID50 por
gramo de tejido. La informacion anterior demuestra claramente que los virus de IAAP pueden
acabar en todos los productos comestibles procedentes del pato aunque los animales no estén
enfermos en el matadero.

Las inoculaciones experimentales de gansos con un virus H5N1 altamente patégeno de 1997
mostraron la replicacion del virus en el cerebro, pulmones y rifiones (Perkins y Swayne 2002).
Al cuarto dia tras la inoculacién, los titulos virales ascendian a 106.7 EID50 por gramo de
cerebro, 102.8 EID50 por gramo de pulmones y 103.6 EID50 por gramo de rifiones.

Los virus de IAAP se propagan ampliamente por el organismo de las aves domesticadas,
incluidos gansos y patos. Cuando se sacrifican aves infectadas durante el grado maximo de
infeccion, los virus pueden estar presentes en grandes cantidades en todos los tejidos
comestibles crudos y en la sangre.

Durante un brote de influenza H5N1 altamente patégena en aves acuéticas (gansos, patos y
cisnes) y otras aves salvajes (flamencos, cercetas y garzas) en Hong Kong en 2002, se
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tomaron muestras de unas 80 aves muertas (Ellis et al. 2004). Se aislé el virus de los
pulmones, el cerebro, hisopos de cloaca y orofaringeo, en 68 de las 88 aves examinadas, e
indicd que los productos comestibles procedentes de las especies de aves de caza también
podian tener altos titulos virales de IAAP.

1.3 VIRUS EN HUEVOS

Se aislaron los virus de la albumina, unas muestras de yemas y de la superficie de la cascara
de huevos durante el brote de 1983 de IAAP (H5N2) en Pensilvania (Cappucci et al. 1985)
pero no durante otro brote de IAAP (H7N2) en 2001 — 2002 (Lu et al. 2004). También se han
detectado virus de IAAP en huevos de pollos y pavos infectados experimentalmente (Moses
et al. 1948, Narayan et al. 1969, Beard et al. 1984, Starick y Werner 2003), tanto en la
superficie de los huevos como en el interior. Los virus detectados en la superficie de los
huevos probablemente provengan de una contaminacion fecal debida al paso de los huevos a
través de la cloaca. Los virus detectados en el interior de los huevos probablemente se deban a
una viremia o a la replicacion de los virus en el oviducto, ya que dichos huevos dieron
positivo, especialmente cuando la puesta habia tenido lugar en los 3 0 4 dias posteriores a la
inoculacién. Sin embargo, el grave curso de la infecciéon, la repentina disminucion del nimero
de huevos y la rapida mortalidad de las gallinas ponedoras minimizan el riesgo de que se
pongan huevos infectados.

En contraposicion con los virus de IAAP, los de IABP no se han aislado de hisopos de cascara
de huevo, albimina o muestras de yemas de pollos naturalmente infectados (Lu et al. 2004).
Sin embargo, los virus se han aislado del oviducto de pollos durante un brote de H7N2 en
Pensilvania (1996-1998), y se registraron con frecuencia casos de salpingitis aguda, lo cual
hace pensar que los virus de IABP pueden tener la capacidad de depositarse en los huevos
(Ziegler et al. 1999).

No existe informacion disponible sobre la presencia de virus en huevos procedentes de patos
infectados por virus de influenza aviar.

1.4. VIRUS EN EXCRECIONES Y SECRECIONES

Considerando los puntos de replicacion de los virus de influenza aviar y el caracter
generalizado de la infeccion por virus de IAAP, puede ser que diferentes secreciones y
excreciones porten virus, y a veces en grandes cantidades.

Los pollos inoculados con un virus H5N2 altamente patdgeno excretaban virus por las
aberturas nasales, la boca, la conjuntiva y la cloaca. Los titulos virales una vez transcurridos
3 dias tras la inoculacién alcanzaron los 104.2-106.5 EID50 por ml de secrecion orofaringea
y a 104.5 EID50 por ml de heces (Swayne y Beck 2005).

Los pollos inoculados con el virus H5N1 altamente patdgeno excretaban cantidades de virus
de hasta 104.6 EID50 por ml en la orofaringe y 104.5 EID50 por ml de heces en los 2 o 3 dias
posteriores a la inoculacion (Tian et al. 2005). En otro experimento, se hallaron titulos de
hasta 107,5 EID50 por ml de heces en pollos inoculados con H5N1 sacrificados a las 24
horas de la inoculacion (Rimmelzwaan et al. 2006).

Las inoculaciones experimentales de anades reales con un virus de IABP revelaron titulos
virales que alcanzaban los valores de 105.8 EID50 por ml en hisopos de la traquea y la cloaca
entre 2 y 4 dias posteriores a la inoculacion (Webster et al. 1978). Los patos y gansos
infectados de manera natural o experimental por virus de IAAP H5N1 también han mostrado
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grandes cantidades de virus tanto en los hisopos orofaringeos como en los de la cloaca
(Perkins y Swayne 2002, Tian et al. 2005, Ellis et al. 2004).

Estos datos demostraron que el material fecal puede contener cantidades muy altas (titulos) de
virus tanto altamente patdégenos como de baja patogenicidad. El material fecal puede, por
tanto, ser una fuente importante de virus de influenza aviar en diferentes especies de aves. Las
heces excretadas por aves seriamente infectadas pueden contaminar facilmente todo tipo de
productos alimentarios y agua. Sin embargo, las cantidades de virus de objetos contaminados
sera inferior a las de los 6rganos de animales infectados.

1.5. CONCLUSIONES

Las cepas de virus de IAAP estan ampliamente propagadas por el organismo de las aves
enfermas (pollos y pavos) asi como en especies subclinicamente infectadas como los patos.
Todos los productos comestibles derivados de dichos animales pueden considerarse
portadores de virus en cantidades variables.

Las cantidades de virus llegaran a su punto mas alto cuando los materiales de la muestra
(sangre, carne, secreciones, excreciones, visceras...) hayan sido obtenidos durante el grado
maximo de la infeccion, que se produce entre 2 y 5 dias después del contacto con el virus.
Teniendo en cuenta el grave curso de la infecciéon en los pollos, las cantidades de virus
pueden ser altas al final del periodo de incubacién y poco antes de que el animal caiga
enfermo. Los virus de IAAP se excretan en grandes cantidades durante las fases méas graves
de la enfermedad. Las excreciones, especialmente las heces, pueden por tanto contaminar todo
tipo de alimentos y de agua.

Los virus de IABP tienen un patrén de infeccion mas restringido en el que el tracto
respiratorio y el entérico son los 6rganos objetivo principales. La probabilidad de que haya
virus presentes en los productos comestibles, por tanto, es inferior pero sigue siendo real.

1.6. INFORMACION CIENTIFICA PENDIENTE

En realidad, no existe informacion cientifica pendiente en este punto. Las cantidades de virus
presentes en alimentos de origen aviario variaran considerablemente entre las cepas de virus,
las especies de aves, el tipo de 6rgano, el grado de viremia y otros factores como la fase de la
infeccion en que se obtuvieron los productos. Esta variacion biologica estara siempre presente
y no se puede determinar especificamente para cada variable. También, las cantidades de
virus se veran influenciadas por los posibles tratamientos fisicos o quimicos que se lleven a
cabo en productos comestibles (calentados o cocinados) o los procesos fisioldgicos que
puedan ocurrir( por ej. cambios del pH en la carne tras el sacrificio).

2. INFECCION DE MAMIFEROS POR VIRUS DE IAAP

Casi todos los casos de infecciones por virus de IAAP en humanos han tenido como causa los
virus altamente patdgenos H5 o H7 que se transmitieron directamente de aves infectadas a
humanos. Aunque dichas infecciones humanas generalmente son el resultado de un contacto
directo e intenso con aves infectadas o enfermas, se han sugerido otras rutas de infeccion,
como el consumo de tejidos comestibles de aves infectadas o el contacto con agua
contaminada, como posibles fuentes de la infeccion. El analisis de aspectos patogenéticos de
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la infeccion en diferentes especies de mamiferos puede facilitar la localizacion de posibles
rutas de infeccion y organos objetivo en humanos.

2.1. INFECCION Y PATOGENESIS EN HUMANOS

Las pandemias de 1957 y 1968 de influenza humana surgieron tras la recombinacién del virus
de la influenza humana circulante y el virus aviar. Hasta hace poco, no se habia tenido en
cuenta la capacidad de los virus de IAAP de infectar directamente a mamiferos. Sin embargo,
durante la ultima década, 3 subtipos diferentes de virus de 1AAP, el H5N1, el H7N3 vy el
H7N7, se han aislado de humanos. Estos virus se identificaron como virus de influenza aviar
en su totalidad y las pruebas epidemioldgicas han demostrado que se habian transmitido
directamente de las aves a los humanos. EI H5N1 ha causado muchos casos de enfermedad
grave y de muerte, mientras que los subtipos H7 estan principalmente asociados a la
conjuntivitis. Por tanto, puede considerarse que estos virus plantean una auténtica amenaza
zoonotica. Los casos confirmados de enfermedad y la seropositividad estan directamente
vinculados a brotes de enfermedad en aves causados por ciertas cepas de virus de 1AAP,
como por ejemplo la H7N7, la H7N3, la H5N1, y no por otras como la H7N1 y la H5N2, lo
cual indica que algunos subtipos de virus cruzan la barrera interespecifica con mas facilidad
que otros (Hayden y Croisier 2005) Los casos mas graves se han encontrado con H5N1. La
presencia de las zoonosis ha de ser analizada teniendo en cuenta las circunstancias: un gran
numero de personas quedaron expuestas a millones de aves infectadas, y el resultado fue un
namero limitado de casos de infeccion.

El brote de H7N7 en aves en los Paises bajos tuvo como resultado infecciones en 86 personas
qgue manipularon aves infectadas y en 3 miembros de sus familias, incluida una muerte. Las
infecciones clinicamente aparentes debidas a este subtipo de H7 normalmente implicaban una
conjuntivitis con una carga mayor de virus en el ojo que en la faringe (Koopmans et el. 2004)
hecho que hace pensar que el 0jo o la nariz eran los puntos de entrada inicial del virus.

Con el H5N1, se dieron mas de 156 casos de infecciones y 86 muertes en humanos en el
sudeste de Asia (Organizacion Mundial de la Salud). Muy recientemente, se registraron 12
casos en Turquia, entre ellos 4 muertes, y una persona murié por HSN1 en Irak. Estos casos
de infeccion y la mortalidad relativamente alta han suscitado mucha preocupacion. La
enfermedad y las infecciones en humanos han tenido lugar principalmente tras un contacto
cercano con pollos infectados vivos, moribundos o muertos (Hayden y Croisier 2005) Los
mayores riesgos estaban asociados al sacrificio, desplume, despiece y preparacion de las aves
infectadas para el consumo. El contacto normalmente tenia lugar en la semana anterior a la
aparicion de los sintomas clinicos (de Jong y Hien 2006). Se considera que la inhalacion de
gotitas infecciosas y la autoinoculacion de las mucosas de la conjuntiva o del tracto
respiratorio superior son las vias de infeccion mas corrientes. La exposicion a heces de pollo
en zonas de cria al aire libre también se ha propuesto como una fuente de infeccion. No se ha
identificado ningun riesgo importante relacionado con los viajes a paises con aves infectadas
o con el consumo de productos de volateria. Sin embargo, en el 33% de los pacientes
infectados con H5N1 en Vietnam no existia prueba de la exposicion directa a las aves o se
desconocia la fuente de la infeccion (Horby, comunicacion personal) Esto permite formular
conjeturas sobre la existencia de otros modos de entrada de los virus en los humanos aparte de
las rutas respiratoria y conjuntivales. Se han sugerido como posibles vias el consumo de
tejidos comestibles de aves infectadas y el contacto oral con agua contaminada.
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Dos casos confirmados de infeccion por HSN1 en humanos en Vietnam ocurrieron poco
después del consumo de un conocido plato (tiet canh), un pudding de sangre de pato cruda
(Horby 2005) Un paciente en Tailandia desarroll6 diarrea como sintoma inicial
(Apisarnthanarak 2004). La diarrea también fue una de las caracteristicas de 7 de los 10 casos
de pacientes infectados por H5N1 en Vietnam objeto de un cuidadoso estudio (Tran et al.
2004). Otro caso mortal de infeccion por H5N1 en Vietnam desarroll6 diarrea grave y posible
afectacion intestinal (de Jong y Hien 2006). En este ultimo caso, la investigacion
epidemioldgica no reveld exposicion a aves enfermas, pero el paciente habia nadado con
regularidad en un canal habitado por patos, y el agua de dicho canal se habia propuesto como
posible fuente de infeccién. Aunque existia la posibilidad de que se hubiera ingerido
oralmente agua contaminada en el bafio o al nadar, y que la entrada oral de virus hubiera
tenido como resultado la infeccion y la enfermedad, no se excluye que el virus se hubiera
introducido por via intranasal o a través de los tejidos conjuntivales.

Asi, surgen dudas en cuanto a si algunas infecciones se han iniciado a través de agua o
alimentos portadores de virus, al consumirlos crudos, y por tanto tras la entrada oral. Las
principales preguntas son si la entrada oral puede servir de ruta de entrada para el virus y si
los tejidos gastrointestinales pueden actuar como puntos de replicacion, una vez que los virus
han alcanzado el tracto entérico.

En este apartado de la monografia, se aportard la informacion mas importante sobre
infecciones en humanos y mamiferos por H5N1, con especial hincapié en la patogénesis y la
entrada oral del virus. Merece la pena mencionar que los tropismos de los tejidos y la
patogénesis de la infeccién por H5N1 de influenza en humanos no estan bien definidos.

En todos los casos de infeccidon humana con virus de influenza aviar altamente patdgena
H5N1 en el Sudeste de Asia, los pulmones eran claramente el principal punto de replicacién
de los virus y la patologia virica (Uiprasertkul et al. 2005). La mayoria de los pacientes
murieron debido a un grave sindrome de dificultad respiratoria seguido de un fallo en
multiples 6rganos pero, a diferencia del caso de las aves, no existe una prueba definitiva de
una infeccion sistémica en humanos. En el caso de la infeccion mortal por H5N1 de un chico
en Tailandia, el ARNm virico de cadena positiva, no sélo se detectd en el pulmén, sino
también en el intestino grueso y en el delgado, lo cual hacia pensar en una infeccion virica
productiva del tracto gastrointestinal (Uiprasertkul et al. 2005). No se encontr6 ARN virico en
el plasma ni en las glandulas adrenales, ni tampoco en el cerebro, la médula dsea, los rifiones,
el higado o el pancreas. ElI bazo Unicamente contenia ARN gendmico de cadena negativa,
pero no contenia ARN mensajero de cadena positiva, con lo que quedaba demostrado que no
se habia producido la replicacion del virus de la influenza. Por otro lado, el analisis de los
intestinos no reveld que hubiera células con resultado positivo para antigenos viricos ni
cambios histopatoldgicos, y el paciente tampoco desarrolld diarrea. En los pulmones, se
encontraban neumocitos tipo Il con resultado positivo para antigenos viricos, y se observaron
lesiones caracteristicas como un dafio alveolar difuso, neumonia intersticial, hemorragia focal
y bronquiolitis.

Dos casos mortales de Vietnam por infeccion de H5N1 se presentaron con diarrea grave y
encefalitis sin dificultades respiratorias (de Jong et al. 2005). S6lo uno de los pacientes fue
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examinado virolégicamente, y el virus se aislo de hisopos de la garganta y rectales, del suero
sanguineo y del liquido cefalorraquideo.

Algunos de los datos sugieren que el tracto gastrointestinal podria ser otro de los puntos de
replicacion viral de H5N1 en humanos. Sin embargo, cabe mencionar que las células
intestinales con resultado positivo para antigenos viricos no se han revelado en los intestinos
humanos. La prueba definitiva de la replicacion del virus H5N1 en los intestinos de los
humanos esta, por tanto, todavia pendiente a pesar de la deteccion de acido nucleido viral
mediante RCP-RT. La deteccion de ARN virico en muestras intestinales podria ser un indicio
de replicacion virica local o también pueden ser el resultado de la deglucién de virus como
resultado de la infeccion de garganta.

Aunque la infeccion del tracto gastrointestinal es un hallazgo constante en diferentes especies
de aves, nunca se ha confirmado virologicamente en las infecciones de influenza clasica en
humanos. Tampoco se ha demostrado afectacion intestinal en infecciones naturales y
experimentales de cerdos y caballos con los virus de influenza especificos de su especie,. Los
huéspedes no naturales, sin embargo, pueden desarrollar afectacién intestinal tras la infeccion
experimental con virus de influenza. Este asunto se analizara mas tarde.

Con la informacion anterior como base, el papel del tracto intestinal como posible via de
entrada o punto de replicacion del virus H5N1 sigue siendo incierto. ElI hecho de que la
entrada oral del virus H5N1 fuera capaz de iniciar la infeccidn, no significa necesariamente
que el tracto gastrointestinal inferior se vea afectado. Los virus ingeridos con alimentos
pueden usar los tejidos del tracto respiratorio superior y el orofaringeo como vias de entrada,
mas que el tracto gastrointestinal inferior mismo. En humanos infectados por H5N1, los
hisopos faringeos pueden suponer cargas virales mayores que los hisopos nasales. Esto
contrasta con los hallazgos realizados durante las infecciones del virus normal de influenza
humana. Esto indica que la orofaringe puede ser un importante tejido objetivo para el H5SN1
(Beigel et al. 2005, de Jong et al. 2005). Es por tanto posible que el inicio de la infeccion
virica tras la entrada oral del virus se deba a una infeccion de garganta y no a una infeccién
gastrointestinal primaria. Si los tejidos intestinales pudieran permitir la replicacion de los
virus activos, la invasion gastrointestinal podria haber sido el resultado de una viremia,
considerando que el virus infeccioso H5N1 o el ARN virico se han descubierto en el suero
sanguineo de algunos pacientes (Beigel et al 2005, de Jong et al. 2005).

En suma, no existe prueba suficiente en el caso de los humanos para afirmar que si el virus
H5N1 alcanzara el lumen intestinal después de su entrada oral o tras el consumo de alimentos
contaminados o infectados podria iniciar la infeccion a través de los intestinos o podria
realmente replicarse en los tejidos del intestino.

2.2. INFECCION Y PATOGENESIS DE MAMIFEROS DIFERENTES DE LOS
HUMANOS

Las infecciones naturales y experimentales con virus de influenza aviar, especialmente con el
H5N1, han tenido lugar en varias especies de mamiferos diferentes de los humanos, y estos
estudios han generado algunas aproximaciones a la patogénesis de estos huéspedes no
naturales. Se usaron diferentes vias de inoculacion. Aunque existe las respuestas de las
diferentes especies de mamiferos a dicha inoculacion son muy variadas, algunos hallazgos
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pueden ser relevantes por lo que respecta a la patogénesis de H5N1 en humanos. Debido a
que el presente documento se refiere principalmente a la entrada oral o la afectacion
gastrointestinal, va a prestarse especial atencion a estos puntos en las diferentes especies de
mamiferos.

2.2.1. Infeccion natural

En zoos tailandeses se alimentd a tigres y leopardos con canales de pollo infectado crudo
procedentes de un matadero local, lo que dio pie a varios brotes de enfermedades respiratorias
y provocO muertes (Keawcharoen et al. 2004, Thanawongnuwech et al. 2005). Esto sucedid
en una época en la que muchos pollos de la zona estaban muriendo por enfermedad
respiratoria y con sintomas neurolégicos debidos al virus H5N1. Estas especies felinas
mostraron un curso generalizado de la enfermedad y lesiones que aparecieron en los
pulmones, el corazdn, el timo, el estdbmago, los intestinos, el higado, los noédulos linfaticos y
el cerebro. La replicacion del virus se mostré en el epitelio bronquiolar, hepatocitos y
neuronas. Entre los sintomas clinicos estaban la fiebre, la deficiencia respiratoria y los
sintomas neuroldgicos. Estas observaciones demostraron que la infeccion por virus H5N1
puede tener lugar tras la ingesta oral de canales de aves contaminadas. El punto de entrada del
virus tras ingesta oral del virus H5N1 en tigres y leopardos no se determind y no se llevaron a
cabo ex&menes viroldgicos de los intestinos. Los autores sugirieron que la tincion positiva
para la nucleoproteina virica en hepatocitos puede haber sido consecuencia de una fuerte
carga viral que pase a través del tracto digestivo tras haber consumido los canales
(Thanawongnuwech et al. 2005). La afectacion del higado como parte del tracto digestivo, sin
embargo, podria deberse a la infeccion orofaringea o respiratoria, seguida de una
generalizacion de la infeccidn, y no el comienzo en el mismo tracto intestinal.

Recientemente se han confirmado los casos de infeccidon natural por virus HSN1 altamente
patdgeno, probablemente como consecuencia de una alimentacion con aves infectadas, en 3
gatos y en una gardufia en Alemania (OMS)
http://www.who.int/csr/don/2006_03_09a/es/index.html.

Los cerdos también son susceptibles al virus de influenza aviar H5N1 por naturaleza. Se
encontraron pruebas serolégicas de infeccion por HS5N1 en una poblacion muy pequefia de
cerdos (8 de 3175 cerdos analizados, 0 0,25%) en Vietnam en 2004, donde el H5N1 habia
atacado con mas dureza, y no se realizaron pruebas viroldgicas (Choi et al. 2005).

Durante la epidemia de IAAP en aves en los Paises Bajos en 2003, el virus causante, H7N?7,
también se introdujo en la poblacion de cerdos (Loeffen et al. 2004). Los anticuerpos del
H7N7 se encontraron en 13 de 46 rebafios mixtos de cerdos y aves infectadas, pero no en
rebafios mixtos donde las aves se hubieran desechado como medida preventiva ni en piaras
sin aves. En uno de los rebafios infectados, el ganadero habia estado alimentando con huevos
rotos a los cerdos, lo cual hacia pensar que los cerdos podian haberse infectado a través de los
alimentos contaminados. Sin embargo, el virus no fue capaz de establecerse en la poblacion
de cerdos una vez retirada la fuente de la infeccién (es decir, las aves infectadas)

2.2.2. Inoculacion experimental
Inoculaciones orales
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La infeccidn de 3 gatos domésticos se provocd experimentalmente mediante la ingesta oral de
canales de pollo que habian sido inoculados con el virus H5N1 24 horas antes (Rimmelzwaan
et al. 2006). En los 3 gatos, el virus se replicd no sélo en el tracto respiratorio, sino también
en multiples tejidos fuera del aparato respiratorio, incluido el sistema nervioso central. Se
observaron una expresion del antigeno virico y una ganglioneuritis asociada a virus en el
plexo submucoso y él plexo mientérico en el duodeno y el ileo. El virus se detecté de forma
consistente y con titulos muy altos en los hisopos faringeos y nasales, pero resultaron ser muy
variables en los hisopos rectales. El estudio demostro que la infeccion por H5N1 en félidos
podia establecerse a través de la entrada oral, pero no se pudo determinar si la infeccion se
habia iniciado en los tejidos orofaringeos o en los gastrointestinales. Los autores sugirieron
que las lesiones encontradas en el plexo neural de Meisner y Auerbach podian reflejar la
entrada del virus a través del lumen intestinal. Esta sugerencia se realizd porque los plexos
mientéricos no se vieron afectados en los gatos que, en un experimento similar, habian sido
inoculados por via intratraqueal con la misma cepa de virus. Se propuso la teoria de la entrada
del virus a través de las terminaciones nerviosas del intestino, un mecanismo que, segun se
demostro, suele darse con el tipo 1 del virus Herpes simplex (Geeser y Koo, 1996), aunque
también se consideraron otras rutas de entrada. El neurotropismo observado con el virus
H5N1 en gatos era sorprendente y habran de tenerse en cuenta las rutas neuronales de
expansion y propagacion del virus, de cara al analisis posterior de ratones y hurones
inoculados con H5N1.

Inoculaciones intranasales e intratraqueales

Se llevaron a cabo inoculaciones del virus H5SN1 por via intratraqueal mediante el uso de un
catéter en 3 gatos como parte de los experimentos con gatos inoculados oralmente
mencionados anteriormente (Kuiken et al. 2004, Rimmelzwaan et al. 2006). Estos gatos
mostraron sintomas clinicos similares a los de los gatos que habian sido alimentados
oralmente con canales de pollo infectado. Se encontraron lesiones en el tracto respiratorio y
en tejidos fuera del aparato respiratorio, incluido el cerebro, aunque no en los plexos
intestinales. Se aislo el virus de diferentes Organos internos analizados, con lo que se
demostrd que la infeccion tenia un caracter generalizado. En estos gatos, el virus infeccioso
era facilmente detectado en los hisopos faringeos y nasales, al igual que en los rectales,
aunque los dltimos obtenian resultados positivos con menos frecuencia y el virus estaban
presente con titulos mas bajos. Este experimento también demostré que el virus altamente
patdgeno H5N1 era mas patdgeno en los gatos que otros virus de influenza, ya que recientes
experimentos en los que se habia realizado la inoculacién de gatos con virus de IABP habian
tenido como resultado excreciones de virus pasajeras sin sintomas clinicos (Hinshaw et al.
1981), mientras que la cepa del virus H3N2 en humanos no habia provocado infecciones
(Kuiken et al. 2004).

En un estudio experimental limitado, las inoculaciones intranasales de cerdos con virus H5N1
de Asia de 2004 tuvieron como resultado el aislamiento del virus del tracto respiratorio
(amigdalas, traquea y pulmones) pero no de los intestinos (Choi et al. 2004). También se
aislaron virus del higado de 2 cerdos de 4, a pesar de la ausencia de viremias detectables o de
virus en el bazo y los rifiones. Aunque este experimento confirmd la susceptibilidad de los
cerdos al H5N1, no se produjo transmision del virus entre los cerdos inoculados
experimentalmente y los que se contagiaron por contacto.
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Los hurones son famosos por ser naturalmente susceptibles a la infeccion por virus de
influenza humana, asi como a algunos virus de influenza porcina, equina y aviar, y se usan
con frecuencia en los modelos de influenza. Los hurones fueron inoculados por via intranasal
con virus H5N1 aislados en Hong Kong en 1997 (Zitzow et al. 2002) y en otros paises del
Sudeste asiatico en 2003 y 2004 (Govorkova et al. 2005, Maines et al. 2005). Los
aislamientos de H5N1 de humanos pueden provocar enfermedades respiratorias, fiebre,
letargia y pérdida de peso mas graves que los virus corrientes de influenza humana H3N2.
También se aprecian diarrea y sintomas neurologicos tras la exposicion a aislamientos de
H5N1 y muchas infecciones fueron mortales. Los aislamientos de HSN1 de origen humano
provocaron una infeccién sistémica en los hurones, con altos titulos virales en sangre, en el
bazo y el higado. S6lo hubo algunos aislamientos del H5N1 del intestino con titulos virales
que eran al menos 100 o 1000 veces inferiores a los del tracto respiratorio. Los examenes
histopatoldgicos mostraron una infiltracion celular mononuclear en el tabique interalveolar de
los pulmones y en las meninges, el plexo coroideo y el parénquima cerebral. Las células con
resultado positivo para antigenos viricos solo se encontraban en los alveolos y bronquiolos de
los pulmones y en las neuronas de las zonas del cerebro donde aparecié inflamacion, pero no
en los intestinos, a pesar de la presencia de diarrea en algunos hurones. Aunque los virus
H5N1 humanos tenian un neurotropismo obvio, también se aislé el virus de los cerebros de
los hurones inoculados con virus normales de influenza humana H3N2, que no se extienden
mas alla del tracto respiratorio en humanos y no causaron sintomas neuroldgicos en los
hurones. Debido a que los titulos virales de influenza en el bulbo olfatorio de hurones llegaron
pronto al maximo de infeccion, los autores sugieren que el virus alcanza el sistema nervioso
central a través de los nervios olfatorios y el seno etmoidal tras la inoculacion intranasal. El
virus H5N1 también se aislé del cerebro de hurones sin viremia detectable ni replicacion en
organos internos, de forma que no es probable que el virus alcance el sistema nervioso a
través de la circulacion. Algunos episodios patdgenos en estos hurones inoculados con HSN1
recuerdan al caso de los gatos, especialmente en cuanto a la afectacion de 6rganos fuera del
sistema respiratorio y al marcado caracter neurotropico. Cabe mencionar que la afectacion del
sistema nervioso central también se registro en 2 casos de humanos de H5N1 (de Jong et al.
2005). A diferencia de los virus H5N1 obtenidos de humanos, los aislamientos aviares de
H5N1 provocaron sélo enfermedades leves en hurones y se replicaron sélo en el tracto
respiratorio.

La mayoria de los estudios experimentales sobre infecciones con H5N1 se han realizado en
ratones BALB/c. Los virus H5N1 aislados de humanos en Hong Kong en 1997 mostraban dos
fenotipos distintos en ratones (Gao et al., Lu et al. 1999). Algunos virus eran de baja
patogenicidad: se replicaban exclusivamente en el tracto respiratorio, no eran normalmente
letales y los animales los eliminaban 6 o 9 dias después de la inoculacién. Otros virus eran
altamente patdgenos: se replicaban en multiples érganos ademas del tracto respiratorio y eran
causa de mortalidad en el modelo en ratones. La mayoria de los aislamientos de 2003 y 2004,
a diferencia de los aislamientos aviares, eran también altamente patégenos en ratones (Maines
et al. 2005). Uno de dichos virus altamente patogenos se aislé del colon de unos ratones
infectados con un titulo viral menos elevado (102.5 PFU por gramo) (Gao et al 1999). En otro
estudio sobre la infeccion en ratones con aislamientos de H5N1 similares, el estdémago,
duodeno y el intestino grueso dieron negativo en la prueba de células con resultado positivo
para antigenos viricos de influenza. 2000). Es muy obvio, en cualquier caso, que el tracto
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respiratorio y el sistema nervioso son los principales puntos de replicacion del H5N1 en
ratones. Segun algunos estudios, la viremia tiene poca probabilidad de contribuir a la
propagacion del virus a otros drganos en ratones, lo cual es totalmente diferente en el caso de
los pollos (Tanaka et al. 2003, Nishimura et al. 2000). Se descubrio que uno de los
aislamientos de Hong Kong/97 (H5N1) se reproducia primero en células epiteliales de la
mucosa nasal, los bronquios y los alveolos; a partir de ese momento, parecia que se expandia
a través de las ramas del nervio vago y/o del nervio trigémino hasta el tallo encefélico y
después a la corteza cerebral (Tanaka et al. 2003). La transmision del virus al sistema
nervioso central también puede depender de la dosis de virus, ya que el aislamiento de H5N1
de Hong Kong/97 menos virulento se tomo del cerebro tras la inoculacién intranasal con una
elevada dosis pero no con una dosis de virus inferior.

Multiples puntos de inoculacion

Los macacos estan considerados como uno de los modelos de animales de mayor fiabilidad
para estudiar la patogénesis de influenza en humanos. En los estudios experimentales de
infecciones, los macacos cangrejeros fueron inoculados con el aislamiento de HSN1 humano
de Hong Kong/97 por via intratraqueal y orofaringea y a través de las rutas de inoculacion
intraconjuntival (Rimmelzwaan et al. 2001, Kuiken et al. 2003). Los sintomas clinicos de la
infeccion de H5N1 en macacos - fiebre y deficiencia respiratoria aguda - recordaban a los
humanos y eran mas graves que los que se observaron con el virus de influenza humana
H3N2 normal. A diferencia de los gatos, los ratones o los hurones, los sintomas neuroldgicos
0 gastrointestinales no se produjeron en los macacos inoculados con H5N1. Otra diferencia
con respecto a la situacion de los gatos, los ratones y los hurones, era la falta de pruebas de la
replicacion de H5N1 fuera del tracto respiratorio. Los pulmones eran claramente los
principales puntos de replicacion del virus H5N1. Se observo la disfuncion de mdltiples
organos sin pruebas de replicacion de virus en el cerebro, el bazo, el higado o los rifiones, lo
que se debia posiblemente al dafio alveolar difuso y a la deficiencia respiratoria aguda. Hasta
la fecha, no se han registrado investigaciones sobre si el HSN1 se puede replicar en los
intestinos de los macacos.

2.3. CONCLUSIONES

Ha tenido lugar la infeccion de humanos con los subtipos HSN1 y H7N7 del virus de 1AAP.
La mayoria de los casos humanos se dan con contacto cercano con aves infectadas y la
infeccion posiblemente ocurre mediante via conjuntiva o tejidos del tracto respiratorio
superior. Sin embargo, la posibilidad de que el tracto gastrointestinal sea otro punto de
entrada, de replicacion y de excrecion viral, especialmente con el virus H5N1, no puede
excluirse. La entrada oral de HSN1 ha provocado la infeccion en gatos y tigres pero la via de
entrada del virus - la orofaringe, los tejidos del tracto respiratorio superior o el tracto intestinal
- esti analizandose. En casos humanos mortales de influenza aviar por H5N1, el ARN
replicante virico se encontrd en los intestinos por RCP-RT y se encontro virus infeccioso en
los hisopos rectales. Sin embargo, este ARN replicante puede haberse reproducido en los
tejidos orofaringeos o respiratorios y después haber sido deglutido, y puede no haberse
originado a partir de la replicacion en el tracto gastrointestinal mismo.

Los virus pueden haber alcanzado los plexos intestinales de gatos inoculados oralmente a
través del lumen intestinal, pero también es posible que se hayan extendido a través de la ruta
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neural. Se sabe que hay otro virus, el virus de la encefalitis hemaglutinante porcina, que
pertenece a la familia de los virus corona, afecta a los mismos plexos. Los estudios sobre
patogénesis demostraron que los plexos intestinales de los cerdos se vieron afectados tras la
replicacion en las células epiteliales intestinales y en los ganglios sensoriales locales, y
después, el virus se extienda a la medula espinal (Andries y Pensaert 1980) El tropismo
neurales del virus H5N1 se ha mostrado en varios mamiferos inoculados de manera
experimental como gatos, hurones y ratones, y también se ha confirmado el caso de un
humano en Vietnam. Existe, por tanto, la posibilidad de que los virus H5N1 puedan tener
caracteristicas neurotropicas en diferentes mamiferos y que la entrada y la extension en el
organismo se produzcan a través de los nervios. La extension neural de HSN1 se mostro en
ratones (Tanaka et al 2003), mientras que la entrada a través de las terminaciones nerviosas
del intestino se propuso como teoria en el caso de los gatos (Rimmelzwaan et al, 2006). La
entrada de virus a través de terminaciones nerviosas y células neuroepiteliales y la invasion
del organismo a través de los nervios a veces se ha denominado Alphaherpesvirinae
(Mettenleiter 2003).

2.4. INFORMACION CIENTIFICA PENDIENTE

La patogénesis de los virus de IAAP en humanos, en especial en relacion con el tracto
gastrointestinal como posible via de entrada y punto de replicacion, necesita seguir
estudiandose. Las caracteristicas pueden variar entre una especie de mamiferos y otra 'y de una
cepa a otra. Desde los puntos de vista de la sanidad publica y la seguridad alimentaria, es muy
importante saber si el consumo de alimentos crudos que contengan el virus de IAAP puede
desembocar en la infeccion de humanos vy, si fuera asi, como y en qué condiciones. Esta
informacion sera util y definira qué precauciones son necesarias o prescindibles a la hora de
consumir productos de volateria en zonas infectadas o procedentes de las mismas. Es
necesario determinar si el comienzo de la infeccion tras la entrada oral del virus ocurre a
través de los tejidos del tracto respiratorio superior, orofaringeo y/o gastrointestinal, y qué
tipo de células pueden actuar como rutas de entrada para virus de IAAP. Se necesitan modelos
animales en los que los casos de patogénesis recuerden a los de los humanos. Los estudios
detallados de las infecciones en gatos, en los se usen diferentes aproximaciones a las
inoculaciones (p.ej. directamente en el estdmago o en el lumen intestinal) podrian ser de gran
utilidad a nivel informativo. Es necesario establecer si la afectacion intestinal tiene lugar al
principio de la infeccién, o simplemente resulta de una propagacion generalizada del virus en
diferentes tipos de tejidos de los 6rganos.

Es necesario prestar mas atencion a los neurotropismos de H5N1 en diferentes mamiferos,
incluidos los félidos y los ratones, y a la posibilidad de que las terminaciones nerviosas o las
células neuroepiteliales actien como via de entrada en humanos. Asi, se obtendria una
explicacion para la excepcionalmente baja frecuencia con la que la transmision directa de
H5N1 ocurre en humanos.
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3. FACTORES DE VIRUS Y DE HUESPEDES QUE POSIBLEMENTE
INTERVENGAN EN LAS INFECCIONES EN HUMANOS (CON REFERENCIA AL
TRACTO GASTROINTESTINAL)

Durante mucho tiempo se penso que la falta de receptores adecuados de los virus de influenza
aviar en las células de los mamiferos restringia su capacidad para infectar a los humanos.
Aparte de los receptores huéspedes y los puntos de unién al receptor del virus, otras
caracteristicas genéticas de los virus también determinaran la posibilidad de que los virus
aviares se repliquen en mamiferos. Estos aspectos se discutiran en este apartado.

Si un virus de influenza aviar alcanzara el tracto gastrointestinal humano, estaria expuesto a
numerosas condiciones adversas en el estomago y los intestinos que podrian afectar a la
infecciosidad del virus. Si el tracto gastrointestinal actuara como una posible via de entrada,
haria falta que los alimentos contuvieran grandes cantidades de virus para poder alcanzar la
minima dosis infecciosa. Se analizaran algunos de los factores que repercuten en el futuro del
virus de influenza aviar en los alimentos tras su consumo.

3.1 RECEPTORES DEL VIRUS DE INFLUENZA Y PUNTOS DE UNION AL
RECEPTOR

Se da por sentado que la especificidad del huésped de los virus de influenza esta controlada
por una variedad de genes viricos y sus interacciones y su papel en los diferentes entornos
celulares (Zambon, 2001).

La HA media en la union de un virus de influenza al receptor en una celula huésped, mientras
gue la NA rompe la unién entre la HA y su receptor, lo cual es necesario para la liberacion de
las particulas de la progenie del virus. La combinacion de la especificidad de los receptores
viricos de la HA vy la especificidad de escision de la NA es, por tanto, importante para la
especificidad del huésped, el tropismo de los tejidos y la virulencia de un virus de influenza.

El receptor del virus de influenza consiste en acido sialico unido a la galactosa. Los virus de
influenza reconocen dos tipos de acido sidlico (acido N-acetil-neuraminico y acido N-
glicolilneuraminico) que estan unidos a la galactosa por un enlace de -2,3 o de -2,6
(comentado por Suzuki, 2005) La capacidad que tiene un virus de influenza para replicarse
en ciertas especies de huéspedes recibe la influencia del &cido sialico, de los tipos de enlaces
en dichos huéspedes y del punto de union al receptor de la HA virica. Las células epiteliales
del intestino del pato, por ejemplo, indican principalmente un &cido sidlico con un enlace de

2,3y los virus de influenza aislados de aves acuaticas poseen HA con una alta afinidad a
este tipo de azucar (Ito et al. 1998). Por el contrario, los &cidos silicos con un enlace de
2,6 predominan en el tracto respiratorio humano (Baum y Paulson 1990) y los virus de
influenza que circulan en los humanos favorecen la union con este tipo de &cido sialico
(Connor et al. 1994). Se ha demostrado que las pequefias mutaciones que se producen en los
puntos de union de la HA, especialmente en los aminoécidos 226 y 228, causan un cambio en
la especificidad del receptor de los enlaces sialicos de 2-6 a 2-3 y viceversa (comentado por
Suzuki 2005). Ambos tipos de receptores se han registrado en la traquea de cerdos y su
presencia respalda la posibilidad de que los cerdos sean susceptibles a los virus de influenza
tanto aviar como humana (lIto et al. 1998).
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Hay estudios in vitro recientes sobre las células epiteliales de las vias respiratorias humanas
primarias que han cambiado de algin modo nuestra manera de entender la interaccién entre
los &cidos sidlicos y los virus de influenza (Matrosovich et al. 2004). Un primer hallazgo
sorprendente fue que estas células contenian ambos tipos de receptores, con enlaces de 2-6
gue se encontraban principalmente en células no ciliadas y de enlaces de 2-3 que se
encontraban principalmente en células ciliadas. Esto sugiere que el enlace del &cido sialico
depende de las células, y no de las especies. En segundo lugar, los virus de influenza humana
(H3N2) y aviar (H5N1) podian replicarse en estas células epiteliales de las vias respiratorias
humanas diferenciadas. Durante el primer ciclo de replicacion virica, los virus de los humanos
infectaban preferentemente células no ciliadas y los virus aviares infectaban principalmente
células ciliadas, lo cual se corresponde con la expresion de los tipos correspondientes de
receptores de acido sialico. En ciclos posteriores de replicacion virica, el virus humano, pero
no el aviar, infectaba tanto las células ciliadas como las no ciliadas. La mayoria de los virus
aviares H5N1 que se aislaron de humanos en el Sudeste asiatico tenian una especificidad de
receptores del tipo virus aviar (Matrosovich et al. 1999), lo cual demuestra que las
transmisiones de aves a humanos pueden ocurrir a pesar de la predominancia de receptores
humanos en las personas. Estos datos demuestran que el papel especial de los puntos de union
al receptor como barrera para la replicacion de virus de influenza aviar en humanos se
simplifica a veces demasiado.

Los virus H5N1 que no tenian diferencias en su punto de union al receptor diferian en gran
medida tanto en su capacidad de replicarse como en su eficacia en el modelo en hurones
(Govorkova et al. 2005). Este hallazgo demuestra que hay otros factores aparte de la
especificidad del receptor de HA que pueden restringir la infeccion de los mamiferos con
virus de influenza aviar.

Debido al hecho de que al tracto respiratorio se le considera el principal objetivo de la
replicacion del virus de influenza en los mamiferos, los estudios sobre receptores se han
llevado a cabo exclusivamente en este sistema de érganos. Por tanto, no existe informacion
sobre los tipos de receptores y la capacidad de los virus de influenza aviar para replicarse en
el tracto intestinal de los mamiferos.

3.2. CARACTERISTICAS DE LOS VIRUS Y CONFIGURACION GENETICA

La constelacion genética de los virus de influenza también puede desempefiar un papel muy
importante en su capacidad de cruzar la barrera interespecifica. EI primer virus de influenza
H5N1 que infect6 a humanos en Hong Kong en 1997 parecia estar recombinado con el gen de
la HA procedente de los gansos de Guangdong del 96 y otros genes de diferentes virus de
influenza aviar (no H5) (Webster et al. 2002). Los virus de Hong Kong del 97 (H5N1) se
eliminaron rapidamente gracias al deshecho de millones de aves, pero sus precursores
persisteron en los gansos del sur de China. Los virus de influenza altamente patégena H5N1
llevan circulando en gansos salvajes en China desde 1996 y han atravesado numerosos
episodios de recombinacion en los que han adquirido nuevos genes internos en diferentes
combinaciones con virus de influenza circulantes en aves acuéticas (Sims et al. 2005). A
partir de 2001, los virus H5N1 no sélo se aislaban de aves acuéaticas sino también de aves
terrestres. Se identificaron siete genotipos diferentes de H5N1 en aves terrestres en 2001 y
otros 5 genotipos en 2002. Comparados con el virus original del ganso en Guangdong en el
96, la mayoria de los genotipos tenian deleciones en el tallo de la neuraminidasa (NA) y en la
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proteina NS1 no estructural. EI denominado genotipo “Z”, que contiene ambas deleciones, se
ha vuelto el dominante en aves acudticas y terrestres desde su aparicion en 2002. Los
aislamientos de HSN1 de humanos desde 2003 y 2004 tenian la misma constelacion genética
que el genotipo Z, pero les faltaba la delecion del tallo de la NA y se les asigné el genotipo
A

Es necesario admitir que, desde 2004, los aislamientos de H5N1 han infectado al mayor
numero de humanos que se conoce, asi como a félidos y cerdos. Algunos creen, por tanto, que
la evolucion de los virus H5N1 ha estado asociada en los ultimos afios con el aumento de la
transmisibilidad a los humanos. Por otro lado, es necesario tener en cuenta que el aumento del
namero de infecciones humanas puede simplemente reflejar una exposicién méas frecuente y
més amplia, debido a las grandes epidemias que han tenido lugar en aves desde 2003, y que
no existe una prueba de que se haya dado un aumento de la capacidad de los virus para
replicarse en mamiferos entre 1997 y la actualidad. En suma, los determinantes moleculares
de la transmisién de H5N1 a los humanos siguen siendo inciertos, al igual que la eficacia de la
replicacion en células humanas, incluidas las del intestino.

3.3 FACTORES QUE INCIDEN EN LAS INTERACCIONES HUESPED-VIRUS
3.3.1. Algunas consideraciones

En términos generales, la transmision directa del H5N1 a los humanos debe seguir
considerandose un hecho excepcional ya que el nimero de infecciones humanas confirmadas
es inferior a 200 y por tanto todavia baja en relacion con la amplia poblacién que ha estado
expuesta a millones de aves infectadas. Los factores que permiten que el virus comience la
infeccion en algunos humanos y no en otros siguen siendo inciertos. EI nimero relativamente
alto de casos en nifios y jovenes adultos sanos plantea la cuestion sobre los posibles factores
huésped o las circunstancias que permiten la entrada excepcional de virus y el cruce de la
barrera interespecifica. Surge la duda de si la configuracion genética de los virus (o de
algunos aislamientos de la poblacion viral) ha cambiado para facilitar la invasion de los virus
en el cuerpo humano.

Practicamente todos los casos de humanos estudiados hasta la fecha indican que el tracto
gastrointestinal y el orofaringeo pueden ser la via de entrada y el principal punto de
replicacion. Si, sin embargo, las células de estas superficies mucosas facilmente accesibles
fueran totalmente susceptibles a los virus, tendrian lugar mas infecciones humanas. Es posible
gue no existan mas rutas de entrada ni mas células objetivo que las tradicionalmente
conocidas, 0 que el virus pueda entrar a través de un punto objetivo o tipo de célula objetivo
aun por descubrir. El tracto gastrointestinal se ha planteado como una posible via de entrada
tras la ingesta de alimentos contaminados, aunque no existe una clara prueba de la replicacion
de los virus en este sistema de 6rganos. Ha de tenerse en cuenta que, al tener lugar la ingesta
de virus, no se puede evitar el contacto con los tejidos del tracto orofaringeo y respiratorio
superior, y que esos tejidos pueden actuar como puntos de entrada.

Resulta interesante el hallazgo de afectacion intestinal en algunas especies de mamiferos. En
los gatos, los plexos nerviosos de las paredes de los intestinos se vieron infectados tras la
administracion oral de H5N1 y se propuso la entrada de virus a través de las terminaciones
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nerviosas en el lumen intestinal, un mecanismo de entrada ya descrito para el tipo 1 del virus
Herpex simplex (Gesser y Koo 1996). Parece obvio que el virus H5N1 demuestra
caracteristicas neurotrdpicas en diferentes especies de mamiferos, mientras que sélo existe un
caso registrado de H5N1 asociado a la encefalitis en humanos (de Jong et al. 2005). Un
estudio realizado en ratones demostré que el H5N1 se replicaba en los tejidos respiratorios,
ascendia al tallo encefélico a través del nervio vago y el trigémino, pero no a traves de la
sangre, para luego extenderse por otras zonas del cerebro (Tanaka et al.. 2003). Por supuesto,
hay que tener cuidado a la hora de extrapolar las caracteristicas patogénicas de los virus H5N1
en ratones a los humanos. Sin embargo, las variantes neurotrdpicas de H5N1 fueron
seleccionadas rapidamente tras la atenuacion del virus en los ratones y ha de tenerse en cuenta
la posibilidad de una seleccién rapida similar de las variantes en humanos u otros mamiferos
(Lipatov et al 2003). La cuestion que se plantea es si el HSN1 en mamiferos puede usar rutas
neurales para introducirse en el organismo con o sin previa replicacion en células objetivo del
tipo epitelial en ubicaciones mucosas. Las células neuroepiteliales situadas en el tracto
respiratorio superior podrian servir para esto. Deberd estudiarse este modo de entrada
potencial de virus en mamiferos y, por supuesto, en humanos.

El hecho de que la entrada de virus de influenza aviar a través de las terminaciones nerviosas
pueda suceder en el intestino es bastante dudoso, teniendo en cuenta las muchas barreras que
los virus deben sobrepasar para alcanzar el lumen intestinal a la vez que mantienen su
infecciosidad en cantidades suficientes. Las terminaciones nerviosas y las células
neuroepiteliales son mas numerosas y mas accesibles en el tracto orofaringeo y respiratorio
que en el sistema intestinal (Pick et al. 2005, Steven y Lowe 2005).

De cualquier modo, el hecho de que las infecciones humanas con H5N1 sean infrecuentes a
pesar de la frecuente exposicion en zonas altamente infectadas puede deberse a la falta de
punto de replicacion facilmente accesible o de células objetivo en superficies mucosas. Otras
opcion es que el virus se replique en las células epiteliales del tracto respiratorio, como hacen
los virus de influenza humana, pero la replicacion en dichas células resulta complicada debido
a ciertas condiciones desconocidas. Una posibilidad es que la mayoria de las particulas de los
virus de influenza aviar no logren llevar a cabo un ciclo de replicacion completo en las células
epiteliales, de forma que no exista una produccion de particulas infecciosas de la progenie del
virus o ésta sea minima. Esto concuerda con el hallazgo de que los aislamientos de H5N1 de
humanos tienen una delecion en el tallo de la NA y esa NA de tallo corto es incapaz de
disgregar la progenie del virus de células infectadas. Otra posibilidad es que las proteinas de
naturaleza inmune de las secreciones respiratorias prevengan la infeccion inicial con virus de
influenza aviar en humanos. Las proteinas surfactantes pulmonares Ay D y la glicoproteina
340 rica en receptores scavenger, por ejemplo, tienen virus de influenza A que neutralizan y
concentran la actividad (White et al. 2005). Todavia faltan estudios sobre el efecto de estas
proteinas en los virus de influenza aviar y queda por ver si ejercen efectos mas potentes sobre
los virus de influenza aviar o humana. Por Gltimo, no se puede excluir la posibilidad de que la
inmunidad existente a los virus de influenza humanos HIN1 y H3N2 confiera una proteccion
parcial contra la infeccion de humanos por H5N1. A pesar de la falta de reaccion cruzada
seroldgica entre las HA de estos virus, los anticuerpos para N1 del HIN1 y/o la inmunidad
celular pueden reducir la posibilidad de infeccion por HSN1. Esto también podria explicar por
qué los nifios y los jovenes adultos que tienen un grado de inmunidad frente a los virus de
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influenza humana menos sélido que otras personas, son mas susceptibles de ser infectados por
H5N1.

3.3.2. Cantidad de virus en la exposicidon

La mayoria de las infecciones humanas por H5N1 ocurrieron tras un contacto cercano e
intenso con especies de aves. Por tanto, existen pruebas circunstanciales de que la cantidad de
virus en la exposicion ha de ser superior para que se pueda establecer la infeccion. De nuevo,
esto implica que las células objetivo o los puntos de entrada de los virus no son facilmente
alcanzables. Un virus de influenza aviar debe sobrepasar varias barreras sin identificar para
infectar a los humanos. Es dificil que elevadas cantidades de un virus infeccioso alcancen el
lumen intestinal tras el consumo de alimentos contaminados, considerando las numerosas
condiciones adversas a las que el virus se ve expuesto en el tracto gastrointestinal. Una vez
deglutido, el virus se absorbera por los tejidos del tracto digestivo superior, como los del
esofago y el estdbmago, y se diluira durante el proceso digestivo. Su titulo de infecciosidad
puede verse reducido por un pH extremadamente bajo de las secreciones gastricas y los
efectos de la bilis, al pasar el estdmago y el duodeno respectivamente. Los efectos inhibidores
de la bilis se demostraron con diferentes virus con envoltura incluido el virus de la
enfermedad Newscastle (Lee y Hanson 1975). La posibilidad de que grandes cantidades de
virus alcancen el lumen intestinal es por tanto bastante improbable, a menos que entren titulos
virales inusualmente altos (como por ejemplo al comer pudding de sangre cruda procedente
de patos virémicos) o que el virus esté protegido frente a la neutralizacion (como por ejemplo
en el tdetano de huesos ingeridos por carnivoros).

Segun estos datos, se considera que la infeccion del tracto gastrointestinal tiene pocas
probabilidades de ocurrir bajo circunstancias naturales. Aun asi, no se puede obviar
totalmente y se necesitan mas estudios para examinar la posibilidad de replicaciones
gastrointestinales. Los gatos, hurones, ratones y posiblemente los cerdos, pueden actuar como
modelos de animales Utiles pero es necesario recalcar que la infeccion humana puede diferir
en diferentes aspectos.

3.3.3. Efectos de un pH bajo en virus de 1A

La labilidad acida de los virus de influenza y la neutralizacion del virus por el bajo pH del
estobmago durante mucho tiempo se ha considerado motivo de la ausencia de replicacion
intestinal de virus de influenza en mamiferos. Sin embargo, 6 de los 14 virus de influenza
examinados, incluidos 2 virus de IABP, se aislaron de una parte u otra del tracto intestinal de
hurones que habian sido intranasalmente inoculados (Kawaoka et al. 1987). En el mismo
estudio, uno de los 4 virus de influenza analizados también se aislé de las heces de ceros
inoculados por via intranasal, mientras que el yeyuno, el ileo y el colon dieron negativo.

Los estudios sobre la resistencia al &cido de los virus de influenza han obtenido de alguna
forma resultados contrastados. En un estudio (Webster et al. 1978) los virus de influenza de
patos eran relativamente mas estables al acido que los virus de los humanos y se afirmaba que
esto les permite atravesar el acido del pH de la molleja y replicarse en las células que cubren
el tracto intestinal, que es el principal punto de replicacion en diferentes especies de aves.
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En estudios mas recientes (Lu et al. 2003) 4 cepas de H7N2 se examinaron para hallar la
estabilidad al &cido con pH2 y la infecciosidad se perdié en menos de 5 minutos. Otro estudio
(Scholtissek 1985) demostrd las grandes diferencias en la sensibilidad al pH entre los
diferentes subtipos. Todas las cepas de H3 eran relativamente estables ante un pH bajo (5,1-
5,4) independientemente del origen de la especie. Todas las cepas de H7 y H5 eran
relativamente labiles al pH 5,5-6,0. Las cepas H1 mostraron una sensibilidad intermedia. Los
valores bajos de pH parecian haber afectado principalmente a la HA y a la NA. Es llamativo
que se descubriera que la actividad de la NA de los virus de influenza aviar del subtipo HIN1
era mas resistente al &cido del pH que la NA de los virus HIN1 de los cerdos o los humanos
(Fiszon et al. 1989) hecho que podria explicar por qué los virus de influenza aviar mantienen
su actividad funcional con niveles bajos de pH en el tracto digestivo superior.

La estabilidad al &cido de los virus de influenza aviar parece ser un asunto multifactorial en el
que no solo intervendra la cepa del virus sino también la cantidad de virus, el medio de
inclusion, el valor del pH y la duracion de la exposicion. Por tanto es impredecible y no se
puede garantizar que los virus de la influenza queden neutralizados por la exposicion a un
bajo nivel del pH de las secreciones gastricas tras pasar a través del estbmago.

3.4 CONCLUSIONES

No es probable que el tracto gastrointestinal inferior (estbmago e intestinos) pueda
actuar como via de entrada de los virus H5N1 en humanos tras el consumo de
alimentos procedentes de animales infectados. No existen pruebas de que el virus se
replique en el intestino humano o que los sintomas gastrointestinales se deban a los
efectos directos de los virus en dicho drgano. Incluso si la entrada de virus en el tracto
gastrointestinal fuera posible, p.ej. a través de las terminaciones nerviosas tal y como
se sugirio en los gatos inoculados de manera experimental, las posibilidades de que
dichas terminaciones se contaminen son muy pocas. La dosis infecciosa minima del
virus debe poder alcanzar el lumen intestinal considerando las multiples barreras que
necesita superar. La diarrea, que se presentd en algunos de los casos de H5N1 en
humanos, puede no ser un sintoma especifico. Igualmente, la presencia de ARN virico
o0 incluso de un virus infeccioso en hisopos rectales no permite concluir que el tracto
gastrointestinal sea una via de entrada o un érgano objetivo del virus H5N1. El ARN
virico o los virus infecciosos pueden haberse producido en la garganta o en los tejidos
respiratorios y deglutidos, o pueden haber alcanzado el intestino tras la generalizacion
de otros dérganos objetivo infectados. Los alimentos que contienen virus pueden ser
una fuente de infeccion si la entrada del virus tiene lugar a través de los tejidos
orofaringeos. Tampoco se puede descartar la existencia de una célula objetivo sin
descubrir en el tracto intestinal. Las vias exactas de entrada del virus en los humanos
no se han localizado ni identificado. Las pruebas epidemioldgicas sugieren que la
infeccion en humanos ocurre raramente y que tiene lugar particularmente tras un
contacto muy directo con los animales infectados. Es por tanto probable que se
necesite una alta dosis de virus para desencadenar una infeccion y que no exista una
ruta de entrada facilmente accesible para el virus. Se necesitan estudios
experimentales sobre las rutas exactas de la entrada de virus de H5N1 en mamiferos
ya que pueden dar informacion util para la infeccién humana.

3.5. INFORMACION CIENTIFICA PENDIENTE

www.efsa.eu.int



- S .
e *
* *

\%*_ Informe cientifico sobre los alimentos como posible fuente de

infeccion con virus de influenza aviar altamente patdégena en
humanos y otros mamiferos

Parece obvio que se necesitan mas investigaciones sobre la importancia de las constelaciones
de genes totales y de genes especificos o productos genéticos para poder asi tener una
aproximacion a la base molecular de la restriccion de huésped de los virus de influenza HS5NL1.

La base patogénica para la observacion de que el virus H5N1 causa infeccion en algunos
humanos y no en otros sigue siendo desconocida. Las rutas de entrada y/o células que
permiten que el virus se introduzca y el mecanismo para el cruce de la barrera interespecifica
deben estudiarse con la base de la inoculacion experimental de especies de mamiferos que
puedan usarse como modelos para la infeccion humana. Sigue sin determinarse si el tracto
gastrointestinal inferior puede actuar como via de entrada. ES necesario estudiar las diferentes
rutas de inoculacion y llevar a cabo examenes secuenciales de los diferentes tejidos para la
replicacion de virus a lo largo del curso de la infeccion.

Solo asi, las conjeturas sobre las vias de infeccion en humanos se convertiran en certezas.
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