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Resumen: Se ha registrado que las aves silvestres pueden ser reservorios de ciertas enfermedades
virales, jugando un papel importante en su transmision y mantenimiento. La circulacion de estas
enfermedades en los centros de cria de la avutarda hubara africana (Chlamydotis undulata) en
Marruecos puede suponer una amenaza para su conservacion. Estos centros, al estar ubicados en
zonas remotas y aridas y contar con recursos que pueden ser utilizados por las aves silvestres,
pueden actuar como zonas de concentracion y/o de parada durante las migraciones. Esta situacion
podria favorecer la interaccion entre las poblaciones residentes, migratorias y las propias hubaras,
por lo que la presencia de aves silvestres cerca de las instalaciones puede suponer un factor de
riesgo para la transmision de enfermedades virales a las hubaras. Teniendo en cuenta en esto, se
decidi6 investigar la circulacion de las principales enfermedades virales con presencia demostrada
en el territorio, eligiéndose los virus de la influenza aviar A (VIA), de la enfermedad de Newcastle
(VEN) y del Nilo Occidental (VNO).

Para ello se analizaron 1362 muestras de 26 especies diferentes de aves silvestres, 76 de
domésticas y de 15573 hubaras centinelas, en tres puntos de la provincia de Boulemane, en la
region de Fes-Meknés, en Marruecos, a lo largo de 11 afios, tanto de especies silvestres como
domésticas. Para evaluar la circulacion de las enfermedades y la presencia de anticuerpos
neutralizantes, se obtuvo el suero de los individuos muestreados y se analiz6 mediante test de
inhibicién de hemoaglutinacion (HI) para VIA y VEN, y enzimoinmunoanalisis de adsorcion (c-
ELISA) para el VNO.

Se constatod la circulacion de los tres virus estudiados (VIA, VEN y VNO) en aves silvestres en
centros de cria y conservacion de hubara de Marruecos. También se detectd la presencia de

anticuerpos frente a VIA'y VEN en aves de corral en un pueblo cercano a uno de los centros.

La alta seroprevalencia de IA y EN detectada en domésticas puede favorecer la infeccion de las
aves silvestres, que podrian actuar como hospedadores puente entre las zonas rurales y los centros
de hubaras. Como estas enfermedades pueden afectar a la especie y repercutir negativamente en
su conservacion, seria de gran importancia seguir llevando a cabo la monitorizacion y seguimiento
de las enfermedades de las aves silvestres y domésticas para poder detectar cuanto antes cualquier

riesgo que amenace la conservacion de la especie.

Palabras clave: seroprevalencia, virus de la influenza aviar, virus de la enfermedad de

Newecastle, virus del Nilo Occidental, aves silvestres, avutarda hubara.



Resumo: Rexistrouse que as aves silvestres poden ser reservorios de certas enfermidades virais,
xogando un papel importante na sOa transmision e mantemento. A circulacion destas
enfermidades nos centros de cria da hubara (Chlamydotis undulata) en Marrocos pode supofier
unha ameaza para a sta conservacion. Estes centros, ao estar situados en zonas remotas e aridas
e contar con recursos que poden ser utilizados polas aves silvestres, poden actuar como zonas de
concentracion e/ou de parada durante as migracions. Esta situacion poderia favorecer a
interaccion entre as poboacions residentes, migratorias e as propias hubaras, polo que a presenza
de aves silvestres preto das instalacions pode supofier un factor de risco para a transmision de
enfermidades virais &s hubaras. Tendo en conta isto, decidiuse investigar a circulacion das
principais enfermidades virais con presenza demostrada no territorio, elixindose os virus da
influenza aviar A (VIA), da enfermidade de Newcastle (VEN) e do Nilo Occidental (VNO).

Para iso, analizaronse 1362 mostras de 26 especies diferentes de aves silvestres, 76 de domésticas
e de 15573 hubaras centinelas, en tres puntos da provincia de Boulemane, na rexion de Fés-
Meknes, en Marrocos, ao longo de 11 anos, tanto de especies silvestres como domésticas. Para
avaliar a circulacion das enfermidades e a presenza de anticorpos neutralizantes, obtivose o soro
dos individuos mostreados e analizouse mediante test de inhibicion de hemaglutinacion (HI) para

VIA e VEN, e enzimoinmunoanalise de adsorcion (c-ELISA) para o VNO.

Constatouse a circulacién de los tres virus estudiados (VIA, VEN e VNO) en aves silvestres en
centros de cria e conservacién de hubara de Marrocos. Tamén se detectou a presenza de anticorpos

fronte a VIA e VEN en aves de curral nunha aldea preto dun dos centros.

A alta seroprevalencia de 1A e EN detectada en aves domésticas pode favorecer a infeccion das
aves silvestres, que poderian actuar como hospedadores ponte entre as zonas rurais e 0s centros
de hubaras. Como estas enfermidades poden afectar & especie e repercutir negativamente na sta
conservacion, seria de gran importancia seguir levando a cabo a monitorizacion e seguimento das
enfermidades das aves silvestres e domésticas para poder detectar canto antes calquera risco que

ameace a conservacion da especie.

Palabras clave: seroprevalencia, virus da influenza aviar, virus da enfermidade de Newcastle,

virus do Nilo Occidental, aves silvestres, hubara.



Abstract: Wild birds have been reported to act as reservoirs for certain viral diseases, playing a
significant role in their transmission and maintenance. The circulation of these diseases in the
breeding centers of the African houbara bustard (Chlamydotis undulata) in Morocco could pose
a threat to their conservation. These centers, located in remote and arid areas with resources that
can be utilized by wild birds, may serve as concentration and/or stopover points during
migrations. This situation could promote interaction among resident, migratory populations, and
the houbara themselves, making the presence of wild birds near the facilities a risk factor for viral
disease transmission to the houbara. Considering this, it was decided to investigate the circulation
of the main viral diseases present in the area, selecting avian influenza virus A (AlV), Newcastle
disease virus (NDV), and West Nile virus (WNV).

To this end, 1,362 samples from 26 different species of wild birds, 76 from domestic birds, and
15,573 sentinel houbaras were analysed at three locations in the Boulemane province, Fés-
Meknes region, in Morocco, over 11 years, including both wild and domestic species. To assess
the circulation of diseases and the presence of neutralizing antibodies, serum was obtained from
the sampled individuals and analysed using hemagglutination inhibition (HI) tests for AlV and

NDV, and competitive enzyme-linked immunosorbent assay (c-ELISA) for WNV.

The circulation of the three viral diseases studied (AIV, NDV and WNV) in wild birds in houbara
breeding and conservation centers in Morocco was confirmed. Antibodies against AIV and NDV
were also detected in poultry in a village near one of the centers. The high seroprevalence of AV
and NDV detected in domestic birds could facilitate the infection of wild birds, which could act
as bridge hosts between rural areas and the houbara centers. Since these diseases can affect the
species and negatively impact their conservation, it is of great importance to continue monitoring
and tracking diseases in wild and domestic birds to detect any risk that may threaten the

conservation of the species as early as possible.

Keywords: seroprevalence, avian influenza virus, Newcastle disease virus, West Nile virus, wild

birds, houbara bustard.



ABREVIATURAS

APMV-1 — Paramyxovirus aviar tipo 1

DIVA — Diferencias entre animales infectados y vacunados
ECWP — Emirates Center for Wildlife Propagation
ELISA — enzimoinmunoanalisis de adsorcion

EN — enfermedad de Newcastle

FNO — fiebre del Nilo Occidental

HA — hemaglutinina

HI — inhibicién de hemoaglutinacién

IA — influenza aviar

IC — intervalo de confianza

KM - kilémetro

ML — mililitro

NA — neuroaminidasa

PBS — tampdn fosfato salino

PFU — unidad formadora de placas

RDE — Receptor Destroying Enzyme
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VIA —virus de influenza aviar

VIAAP —virus de influenza aviar de alta patogenicidad
VIABP - virus de influenza aviar de baja patogenicidad

VNO - virus del Nilo Occidental
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1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas se ha puesto de manifiesto la importancia de la vigilancia y el control de
las enfermedades en la fauna silvestre, por su impacto tanto en la salud humana como en la de
animales de produccion (Gonzéalez-Barrio, 2022; Mazzamuto et al., 2022), como por su interés en
el conocimiento del propio estado sanitario de las poblaciones salvajes. A pesar de la dificultad
de monitorizar estas poblaciones debido a que sus movimientos no estan limitados y que se
pueden llegar a desplazar grandes distancias, Morner et al. (2002) sefiala que aquellos paises que
llevan a cabo una vigilancia sanitaria de las poblaciones de fauna salvaje cuentan con mas
probabilidades para detectar la presencia de enfermedades infecciosas, que puedan llegar afectar
al hombre o a los animales domésticos, con posibles consecuencias zoonésicas y/o econémicas
(Kappes et al., 2023). Del mismo modo, esto permite implementar medidas de control y profilaxis

de una manera rapida.

Muchas especies pertenecientes a diversos grupos taxondmicos realizan grandes desplazamientos
estacionales motivados por multiples causas (como alimento, clima propicio, reproduccion...),
llegando a cruzar continentes o hemisferios enteros. Durante este viaje pasan por diferentes zonas,
habitats, etc, facilitando la diseminacion y transmision de patogenos a otras areas (Altizer et al.,
2011). Respecto a las aves, aproximadamente el 20% de las especies actuales son migratorias
(Somveille et al., 2013), llevando a cabo movimientos ciclicos regulares mas alla de su area de
reproduccion, principalmente desde el norte y el este de Europa al sur de Europa y Africa, asi
como desde norte de América al centro y sur. Existen zonas de especial interés, Ilamadas
corredores migratorios, como el estrecho de Gibraltar o el Bdsforo, donde se llegan a concentrar
numerosas especies (Contreras et al., 2016). Ademas, en su recorrido realizan paradas para
descansar o alimentarse, pudiendo entrar en contacto con las poblaciones de aves domésticas y
las silvestres sedentarias de esas zonas, aumentando el riesgo de transmision intra e interespecie
de patdgenos (Olsen et al., 2006). Aun asi, las migraciones de larga distancia, con unas altas
demandas energéticas y estrés que comprometen al sistema inmune, también pueden ayudar a
disminuir la prevalencia de los patdgenos, eliminando a aquellos ejemplares mas debilitados,
aunque la inmunosupresion asociada a la migracion es variable segun la especie (Altizer et al.,
2011).

Las aves silvestres pueden llegar a transmitir numerosos patdégenos que pueden afectar a las
especies de avicultura por su estrecho parentesco filogenético, actuando como hospedadores
naturales, reservorio, hospedadores puente o transportando artrépodos vectores durante la
migracion (Contreras et al., 2016). Dentro de la lista de patdgenos potencialmente transmisibles
por las aves se encuentran patdégenos que afectan al ser humano, como el virus de la influenza
aviar (Verhagen et al., 2015), o que pueden llegar a hacerlo, como diferentes coronavirus (Wille

& Holmes, 2020). En este sentido, la interrelacion de las enfermedades entre las aves de corral y
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las silvestres es una de las mas estudiadas (Wiethoelter et al., 2015), sobre todo a raiz de la
expansion del virus de influenza aviar subtipo H5N1 altamente patégeno. Al entrar en contacto
las aves silvestres con los animales domésticos o con el ser humano, éstas pueden ser utilizadas
como centinelas de patdégenos zoonosicos (Martin-Maldonado et al., 2022; Reed et al., 2003),
como también para otros estudios, como resistencias a antibiéticos (Martin-Maldonado et al.,
2022), contaminantes y/o toxicos (Guerra et al., 2011; Gurney et al., 2005), asi como el estado de
los hébitats (Smits et al., 2005).

De igual modo que en las explotaciones avicolas existen fuertes medidas de bioseguridad, para
minimizar el riesgo de entrada y transmision de patdgenos, garantizando el bienestar animal y la
seguridad alimentaria (Tilli et al., 2022), los centros de cria y reproduccidn de la avutarda hubara
africana (Chlamydotis undulata) [Figura 1], en Marruecos cuentan con medidas para evitar la
entrada y la exposicién a éstos. Esta especie esta catalogada como Vulnerable por la IUCN,
estando legalmente protegida en el pais. Entre las amenazas que enfrenta se encuentra la
degradacion de los entornos que habita, tanto por la accién humana como el cambio climatico, asi
como la presion cinegética. Debido al declive de su poblacidn, se ha creado un proyecto exsitu en
Marruecos de International Found for Houbara Conservation (IHFC). Este proyecto, llamado
Emirates Center for Wildlife Propagation (ECWP), tiene dos centros: Missour y Enjil, donde se
lleva a cabo su reproduccion en cautividad para reforzar las poblaciones silvestres. El contacto
entre las hubaras y las aves silvestres es posible, se lleva a cabo su reproduccién en cautividad
para reforzar las poblaciones silvestres. Aun asi, el contacto entre las hubaras y las aves silvestres
es posible, a pesar de que se toman las maximas medidas posibles para evitar que suceda, como
limitar el acceso a las jaulas, con redes con un tamafio de agujero que no permita el acceso al
interior; no dejar alimento, agua o residuos al alcance de las aves silvestres o controlar que no

nidifiquen dentro de las instalaciones.

Las hubaras son susceptibles a la influenza aviar (1A) y a la enfermedad de Newcastle (EN), dos
enfermedades infecciosas altamente contagiosas y con casos en otras zonas cercanas a los centros
de Marruecos en los ultimos afios (Bidoudan et al., 2023; Fagrach et al., 2023). Otra enfermedad
infecciosa que puede llegar a afectar a esta especie, y en la que las aves silvestres juegan también
un papel importante en su transmision, es la fiebre del Nilo Occidental (FNO), con circulacion
demostrada en el pais (Assaid et al., 2021). Estas enfermedades pueden afectar al éxito del
programa de cria y conservacion de la especie, por lo que resulta importante conocer su
circulacion en las diferentes poblaciones de aves de la zona, incluyendo silvestre, domésticas o

las propias hubaras de los centros.



\ [ e

Figura 1. Avutarda hubara africana (C. undulata) en libertad (David Boso Dafonte).

1.1. Influenza aviar

Segun la Organizacion Mundial de Sanidad Animal, (2021a), de aqui en adelante OMSA, la 1A
estd causada por la infeccion por un virus del género Influenzavirus A de la familia
Orthomyxoviridae. A pesar de que hay otros géneros en la familia, sélo los virus de influenza A
infectan a las aves. Se trata de virus ARN envueltos monocatenarios de sentido negativo, con el
genoma dividido en 8 segmentos. Esta caracteristica es la que les permite que experimenten

rapidos cambios genéticos al mezclarse diferentes cepas (Pattison et al., 2008).

Los virus de influenza aviar (VIASs) se clasifican en subtipos basandose en las dos proteinas de
superficie, la hemaglutinina (H) y la neuroaminidasa (N), que presentan gran variacion. Hasta el
momento se han encontrado 18 tipos de hemaglutinina y 11 de neuroaminidasa, identificandose
16 (H1-16) y 9 (N1-N9) de ellas, respectivamente, en aves, mientras que el resto en murciélagos
(H17-18 y N10-11) (Sarker et al., 2017). De acuerdo a su virulencia en aves de corral, la OMSA

(2018) establece una clasificacion:

- Influenza aviar de alta patogenicidad (IAAP): los subtipos H5 0 H7 o cualquier otro que
presente un indice de patogenicidad intravenosa superior a 1,2 o con una mortalidad del
75%. Producen una enfermedad clinica aguda y severa en pollos y pavos, cursando con
gran mortalidad, siendo ésta variable en otras especies.

- Influenza aviar de baja patogenicidad (IABP): aquellos subtipos H5 y H7 que no cumplan
los anteriores criterios, y el resto de combinaciones. Causan una infeccién asintomatica
0 con signos respiratorios moderados.



En cuanto al cuadro lesional, los casos mas graves pueden presentarse diversas lesiones
congestivas y hemorragicas en piel, higado, bazo, corazon u otros 6rganos [Figura 2], aunque en
aves que mueren stbitamente pueden estar ausentes. Los virus de influenza de baja patogenicidad
(VIABP) suelen estar asociados con lesiones a nivel de las vias respiratorias, sobre todo sinusitis,
con exudados que varian de mucopurulentos a caseosos. Mientras que en infecciones por virus de
influenza aviar de alta patogenicidad (VIAAP) pueden aparecer lesiones como edema,
hemorragias y focos necréticos en drganos viscerales (Pattison et al., 2008).

Cornell University/PIADC

Figura 2. Higado de pollo, con mdltiples focos hemorragicos agudos (Buckles et al., 2013).

Ademas de los VIAAP, algunos subtipos de VIABP, como el HIN2, han demostrado la capacidad
para traspasar la barrera interespecie y multiplicarse en mamiferos, como visones (Aguero et al.,
2023), focas y leones marinos (Gamarra-Toledo et al., 2023; Lair et al., 2024), cerdos (Ma et al.,
2009), entre otros, ademas de al ser humano (OMSA, 2021a). Los VIAAP estan incluidos la lista
de enfermedades de declaracion obligatoria (OMSA, 2023).

Aungue se ha detectado en un gran nimero de especies, las aves acudticas, principalmente las del
orden Anseriformes (patos, gansos, cisnes, etc) pero también las del orden Charidriiformes
(limicolas, gaviotas, charranes, etc), se consideran el reservorio natural de los V1A, sobre todo los
VIABP (Hassan et al., 2017), existiendo variabilidad en los subtipos que porta cada grupo
(Venkatesh et al., 2018). Las aves de corral se consideran el principal reservorio de los VIAAP,
difundiendo las aves silvestres estos subtipos a otras zonas a grandes distancias durante la
migracion, luego de haber estado en contacto con las aves domésticas (Xu et al., 2016). Varios

estudios (Ferro et al., 2010; Gass et al., 2023; Verhagen et al., 2014) consideran que los VIA se
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mantienen en las poblaciones silvestres debido a una circulacion continua en una parte de la
poblacion y a los movimientos migratorios, existiendo intercambio de subtipos entre los
ejemplares residentes y migratorios en las &reas de invernada, pudiendo surgir nuevas cepas. En
cuanto a otros drdenes de aves terrestres, sobre todo Passeriformes, la prevalencia es baja (Hassan
etal., 2017), por lo que podrian actuar como hospedadores puente, infectdndose a partir del
contacto con aves de corral o acuéticas y dispersando el virus entre las granjas y/o a las
poblaciones silvestres.

La via fecal-oral es la principal via de transmision horizontal, entre aves, mostrando las particulas
viricas una gran estabilidad en las heces. Ademas, la persistencia que presenta el virus en aguas
superficiales con temperaturas en torno a 0°C y con pH neutro permite que pueda permanecer
viable durante varias semanas, incluso meses (Blagodatski et al., 2021). A pesar de que, en
Anseriformes y aves de corral, la principal via de excrecion es a través de las heces, en
Passeriformes no esta tan claro. En diferentes estudios realizados con VIABPs, Boroomand et al.
(2019) detectaron el virus Unicamente en intestino y no en trdquea en gorriones comunes (Passer
domesticus); Igbal etal. (2013), tras infectar con virus HON2 a gorriones comunes y otras
especies, no encontraron diferencia entre la excrecién por via orofaringea y cloacal; mientras que
Nemeth et al. (2010), tras infectar también con HIN2 a gorriones comunes y estorninos europeos
(Sturnus vulgaris), reportaron que la cantidad de virus excretada por la via orofaringea fue mayor
que la cloacal. Esto podria explicarse debido a una diferente patogénesis en los distintos grupos
de aves. Aun asi, la duracion y cantidad de virus excretado por Passeriformes fue mucho menor
en comparacion a Anseriformes y aves de corral. Otra posible fuente de infeccidn descrita es por

contacto con plumas con particulas viricas (Gutiérrez et al., 2011).

El control de la enfermedad se basa principalmente en la prevencion mediante medidas de
bioseguridad y un buen manejo, incluyendo situar las explotaciones o centros lejos de zonas con
presencia de aves acuaticas, minimizar movimientos de las aves, evitar en la medida de lo posible
el contacto con aves silvestres, correcta limpieza y desinfeccion tanto del personal como del
material, etc. También se puede llevar a cabo la vacunacion de las aves que protegen de los signos
clinicos, aunque no eliminan por completo la posibilidad de infeccién y excrecion del virus,

aunque si las reducen (Pattison et al., 2008).

1.2. Enfermedad de Newcastle

La EN estd causada por cepas virulentas de ortoavulavirus aviar tipo 1 (AOAV-1), también
llamado paramixovirus aviar tipo 1 (APMV-1), de la familia Paramyxoviridae. ElI VEN es un
virus ARN envuelto, monocatenario de sentido negativo, que codifica 6 grandes proteinas (Zhu
etal., 2010). Los paramixovirus aislados procedentes de distintas especies de aves se han

clasificado mediante andlisis serolégicos y filogenéticos en 21 serotipos, que se designan como

10



AOAV-1a AOAV-21, pero el responsable de causar la EN es el AOV-1 (OMSA, 2021b). Se trata
de una enfermedad de declaracion obligatoria (OMSA, 2023), supone una gran amenaza paa el

sector avicola debido a ser altamente contagiosa.

Una caracteristica que destaca del VEN es su capacidad para causar distintos signos clinicos y de

diversa gravedad, incluso en los mismos hospedadores. En base a esto, y aunque se pueden

solapar, las diferentes cepas se agrupan en cinco patotipos en base a su patogenicidad en pollos:

1.

5.

Velogénico viscerotropico: formas muy virulentas, en las que se observan frecuentemente
lesiones hemorragicas en el intestino.

Velogeénico neurotrépico: cepas, al igual que las anteriores, altamente virulentas y que

causan mortalidad elevada, mostrando signos respiratorios y nerviosos.

Mesogénico: cepas de virulencia intermedia, que causan enfermedad con signos

respiratorios y, a veces, signos nerviosos con baja mortalidad.

Lentogénico respiratorio: cepas de baja virulencia que causan una infeccion respiratoria
leve o subclinica.

Entérico subclinico: cursan como una infeccién entérica subclinica (Pattison et al., 2008).

Al igual que con la IA, no existen lesiones patognomdnicas de la EN. Cuando existen signos

clinicos respiratorios, se puede encontrar traqueitis o aerosaculitis, con posible congestion de los

sacos aéreos. A nivel del aparato digestivo se pueden encontrar lesiones hemorrégicas, sobre todo

en proventriculo [Figura 3] (Pattison et al., 2008).

Cornell University/PIADC

Figura 3. Proventriculitis con multiples hemorragias en broiler (Buckles et al., 2013).
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Se ha detectado la infeccion en mas de 200 especies de aves, aunque se sospecha que la practica
totalidad de las especies son susceptibles a la infeccion. La EN es mayoritariamente patdgena en
pollos y pavos, mientras que en otras aves de corral y aves de silvestres los signos clinicos son

mas leves o pueden estar ausentes (Inuwa et al., 2023).

Aunque tradicionalmente se ha asociado la virulencia a indices de patogenicidad intracerebral
equivalentes o superiores a 0,7, actualmente se utiliza la secuencia de aminoacidos de la proteina
de fusién (F): al menos tres residuos de arginina o lisina entre las posiciones 113 y 116 en el
extremo C-terminal de la proteina F2 y un residuo de fenilalanina en la posicion 117 del extremo
N-terminal de la proteina F1 (Zanetti et al., 2005).

En base a la secuencia del gen F, las cepas de AOAV-1 se han clasificado en dos clases (1 y 1),
con varios genotipos. En el caso de la clase | y de los genotipos I, Il y X de la clase Il estan
constituidas mayoritariamente por cepas avirulentas, aislandose de aves silvestres de todo el
mundo, principalmente aves acuéticas, aungue también se han aislado en aves de corral, lo que
indicaria una trasmision por parte de las aves silvestres a las domésticas (Kim et al., 2007).
Aunque también se han encontrado cepas similares a las usadas por las vacunas de EN en aves

silvestres (Wehmann et al., 1999).

Por otro lado, el resto de cepas englobadas en el resto de genotipos de la clase 11 son consideradas
virulentas, siendo endémicas en aves de corral en muchos paises del mundo, y encontrandose en
aves silvestres también, pero mayoritariamente cerca o en las explotaciones avicolas infectadas.
La Unica excepcion hasta ahora de un reservorio de cepas virulentas en aves silvestres seria el
aislamiento en cormoranes orejudos (Phalacrocorax auritus) en zonas de invernada de Estados
Unidos (Alexander, 2011).

La principal de transmision es por contacto directo con aves infectadas, que eliminarian el virus
a través de las heces y secreciones respiratorias; en menor medida, contacto con fomites
contaminados (Al-Rasheed, 2024). Especialmente se cree que las aves acuaticas podrian jugar un
papel importante en la epidemiologia de la enfermedad, al eliminar el virus en zonas himedas
que favorecen su estabilidad, asi como favorecer su diseminacion a otras areas a través de los
movimientos migratorios (Jargensen et al., 2004). De hecho, esto se veria apoyado por un reciente
estudio en Zambia, donde Kalonda et al. (2024) encontraron que las cepas aisladas de cepas de
EN, en aves acuéticas migratorias, estaban muy relacionadas con cepas aisladas en Europa y Asia.
Snoeck et al. (2013) también sefialan que aves como los gorriones, que viven cerca de las aves

domeésticas, pueden jugar un papel en la transmision, actuando como hospedadores puente.

Las mismas medidas de control y profilaxis empleadas en la prevencion de la IA pueden ser
aplicadas para el caso de la EN, con un importante protocolo de bioseguridad (Pattison et al.,
2008).
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1.3. Fiebre del Nilo Occidental

El género Flavivirus (familia Flaviviridae) incluye numerosos patégenos zoondésicos, como el
virus del Nilo Occidental (VNO), virus Usutu (VUSU), virus del dengue, virus de la fiebre
amarilla, entre otros; o la capacidad de serlo, como el virus Bagaza (VBAG), transmitidos por
mosquitos (Napp et al., 2021; Weissenbdck et al., 2010).

De ellos, el VNO es el agente etiologico de la FNO, enfermedad virica que puede afectar aves,
humanos y caballos. Actualmente se encuentra distribuida por en todo mundo, excepto en la
Antartida, causando brotes epidémicos. (Islam et al., 2020). El analisis genético de las cepas del
virus permite clasificarlas en multiples estirpes, encontrandose la estirpe 1 principalmente en
Africa central y del norte, Oriente Medio, Europa, subcontinente indio, Australia y América del
norte y central, ademas de Colombia y Argentina; mientras que la estirpe 2 es endémica en Africa
central y del sur y en Madagascar, aunque se ha reportado su presencia también en paises de
Europa. Recientemente, se ha propuesto que existen 7 linajes distintos (OMSA, 2021b; Seidowski
etal., 2010).

Los signos clinicos estan relacionados con la invasion del sistema nervioso central, asi como otros
Organos como pancreas, higado o bazo, aunque las lesiones macroscépicas suelen ser minimas o
estar ausentes, sobre todo en aquellas aves mas susceptibles, como los cérvidos (Pérez-Ramirez
etal., 2014).

El ciclo de transmisién natural se produce entre vectores artrépodos hemat6fagos, principalmente
mosquitos ornitéfagos del género Culex spp., pero también otras especies de otros géneros, como
Aedes albopictus, y aves domésticas y silvestres, que actian como reservorio y amplificadores. A
pesar de que los humanos y caballos pueden manifestar signos clinicos, son considerados como
hospedadores de fondo de saco (Yildirim et al., 2018). Aunque también se han encontrado
seropositividad en pequefios mamiferos (Benjelloun et al., 2016), no hay evidencia que otro grupo
que no sean las aves puedan actuar como hospedadores amplificadores, replicandose el virus
eficientemente en ellas y llegando a una viremia lo suficiente alta (10*° pfu/ml) capaz de infectar
a los mosquitos al alimentarse de las aves. Existe variabilidad en la patogenicidad segun la especie
(la familia Corvidae es la mas sensible), pero también en la intensidad y duracion de la viremia
(hasta 5 dias en gorriones), siendo los hospedadores méas competentes las especies pertenecientes
a los ordenes Passeriformes y Charadriiformes (Pérez-Ramirez et al., 2014; Rappole & Hubdlek,
2003), aunque también se ha sefialado a los Anseriformes como hospedadores adecuados (Yeh
etal., 2011).

Ademas de que las aves pueden transportar el virus durante sus rutas migratorias y ser capaces de
transmitirlo a las aves residentes por via oro fecal (Ain-Najwa et al., 2020) apareciendo el virus

en nuevas zonas, éste también se mantiene por transmision vertical en los mosquitos, desde la
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hembra a la descendencia. Por ello las altas temperaturas favorecen que el ciclo se complete mas
rapido e incrementen la supervivencia de la hembra, lo que se traduce en una mayor abundancia
de vectores competentes, que se correlaciona positivamente con la seroprevalencia detectada en

aves, segun un estudio de Martinez-de La Puente et al. (2018).

Cabe destacar que los virus Usutu y Bagaza comparten a las aves como reservorio con el VNO,
siendo endémicos de Africa y parte de Asia, pero apareciendo brotes en otras zonas, como en
Austria en 2001 o en Espafia en 2010, respectivamente (Napp etal., 2021). Asimismo los
anticuerpos que se generan frente a los diferentes Flavivirus pueden producir reacciones cruzadas

en las pruebas seroldgicas, lo que puede dificultar el diagnostico (Llorente et al., 2019).

La prevencidn y control de estes virus incluye el control de los vectores, tanto en el ambiente
como controlando la exposicion de las aves a éstos, asi como la posibilidad de inmunoprofilaxis

cuando el riesgo lo aconseje (Pattison et al., 2008).

2. OBJETIVOS

El objetivo principal del presente estudio, dentro del plan de formacion dual en colaboracion con
la empresa Reneco International Wildlife Consultants, es determinar si existe circulacion de las
tres enfermedades infecciosas (IA, EN y FNO) en aves silvestres de las proximidades de los
centros de cria y reproduccion de hubara, lo que supondria un riesgo para su conservacion. Para
alcanzar ese objetivo se determinard la seroprevalencia de las enfermedades tanto en las
poblaciones silvestres como en la doméstica, contando también con los datos de hubaras
centinelas de los centros; y se estudiard su evolucion a lo largo del periodo comprendido entre
2011y 2024.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Areay periodo de estudio

La zona de estudio se sitla a cabo en la provincia de Bulman, en la regién de Fez-Mequinez, en
Marruecos, donde se encuentran los dos centros de cria y conservacién de avutarda hubara (C.
undulata), gestionados por Reneco International Wildlife Consultants LLC, con el objetivo de
garantizar la recuperacion de una poblacion viable de hubaras silvestres en el pais. Ambos centros
de cria (el ECWP de Missour y el ECWP de Enjil) se encuentran separados por 60 km, y
constituyen los principales puntos de muestreo, debido al interés de conocer si existia circulacion

virica en las aves silvestres de los centros [Figura 4].
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Figura 4. Zonas de captura y muestreo de aves para el estudio.

Como tercer punto de muestreo, se incluyo el pueblo de Ouled Bhoukalfa, por cercania al centro
de Missour (4 km), donde ademas de aves silvestres, se pudieron tomar muestras de aves de corral,
principalmente pollos/gallinas (Gallus gallus domesticus) y pavos (Meleagris gallopavus
domesticus). La toma de muestras comenz6 en 2021 porque no se obtuvieron los permisos para
muestrear este tipo de aves hasta entonces. Estas aves se encuentran en condiciones de
semilibertad, entrando en contacto con aves silvestres de la zona, y sin que se lleve a cabo ningin
plan de vacunacion de ninguna de las enfermedades estudiadas [Figura 5].

Figura 5. Uno de los gallineros muestreados en el pueblo de Bhoukalfa.

El area de estudio se caracteriza por un clima continental, con variaciones entre las diferentes

zonas. La estacion seca se extiende de mayo a octubre, concentrandose las lluvias entre noviembre
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y abril, que apenas exceden los 250 mm. Missour se encuentra sobre los 1200 metros sobre el
nivel del mar, por lo cual las temperaturas suelen superar los 35° durante el dia, con veranos muy
calurosos, mientras que Enjil al encontrarse a mayor altitud (2000 msnm), las temperaturas son

mas moderadas, pero en invierno son frecuentes las heladas e incluso nieve en las reas mas altas.

La vegetacion es escasa, predominando especialmente el esparto (Stipa tenacissima), junto a otras
poéceas de bajo porte, a excepcion de las zonas adyacentes a las aldeas, como Ouled Bhoukalfa,
donde predominan pequefios bosques de olivos y frutales (Ministére de 1’ Interieur & Ministére de
I’Habitat, 2013)

Las muestras analizadas fueron tomadas en un periodo comprendido entre los afios 2011 y 2024,
con la excepcidn de los afios 2018 y 2019, donde no se disponia de muestras adecuadas ya que

fueron utilizadas para otros estudios.

3.2. Método y recogida de muestras

En colaboracion con el equipo de Ecologia de Reneco Wildlife Consultants, el equipo veterinario
de ECWP realiza muestreos periodicos de aves silvestres en los centros con fines de vigilancia.
Se realiz6 la captura en campo de las aves silvestres gracias al permiso cientifico de captura y
anillado en la region de Boulemane, expedido por la Agence Nationals des Eaux et Forets
(ANEF). Se utilizaron redes de niebla, un sistema que consiste en el uso de redes o mallas que
forman pliegues o bolsas donde caen las aves al chocar con ellas. Las redes, de 2,6 m de altoy 9
m de longitud, con una luz de la malla de 30 mm, se sostuvieron utilizando postes, de 3,5 m de
alto, que se anclaron a su vez al suelo o0 a la vegetacion circundante por medio de cuerdas [Figura
6]. Se colocaron temprano, cuando no hay apenas luz, sobre las 5-6 h de la mafiana, en dias con
buen tiempo y se revisaron aproximadamente cada 30 minutos. Se colocd un nimero variable
(entre 2 y 4) dependiendo del dia de muestreo en distintas zonas o habitats de los lugares de

muestreo mencionados anteriormente.

A cada ejemplar capturado se le tomaban datos, como especie, sexo, edad (cuando era posible) y
peso, y se le colocaba una anilla con un codigo asignado. Antes de liberarlo, se tomaba un hisopo
de la cavidad oral y cloacal, ademas de extraccion de sangre, preferentemente de la vena yugular
derecha. EI volumen de sangre, recolectado en un tubo Eppendorf, variaba en funcién del tamafio
de la especie, pero no excedia el 1% del peso corporal, variando entre los 0,2 y 1,5 ml. Se
conservaba mediante refrigeracion con paquetes de hielo, permitiendo su coagulacion, hasta su
llegada al laboratorio, donde era centrifugada a 2000 rpm durante 5 minutos, para separar el suero
de los elementos formes. El suero recuperado era almacenado en otro tubo Eppendorf y

conservado a -20 °C hasta su posterior analisis.
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Figura 6. Redes de niebla colocadas en distintos habitats: A) En bosque de olivos cultivados.

B) En la periferia de una zona de cultivos.
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En total, se obtuvieron 1438 muestras de suero (866 en ECWP de Missour, 452 en ECWP de Enjil
y 120 en Bhoukalfa) de 28 especies de aves pertenecientes a 15 familias y 5 6rdenes diferentes
(Tabla 1), siguiendo nomenclatura taxonémica de la lista patron de Clements (2023). De las cuales
1362 eran de aves silvestres y 76 de domésticas. Las Respecto al total y en los centros de cria'y
reproduccion de hubara de Missour y Enijil, la especie muestreada mas abundante fue el gorrién
comun (P. domesticus), con 1057 (73%) muestras totales, y 638 (74%) en Missour y 596 (88%)
en Enjil. Mientras que en el pueblo de Bhoukalfa, el mayor nimero de muestras pertenecen a la
especie Gallus gallus domesticus, con 65 muestras (54%). Respecto a las familias, la familia
Passeridae fue la mas muestreada, con 1246 (87%) muestras del total. Los drdenes Passeriformes
y Galliformes representaron la practica totalidad de las muestras, con 1351 (94%) y 76 (5%)

muestras respectivamente.

Las especies silvestres también fueron subclasificadas en dos categorias: residentes, si
permanecen la mayor parte del tiempo, ademas de reproducirse, en las zonas cercanas a los puntos
de muestreo; o migratorias, si se desplazan a otras zonas para criar o pasar el invierno, lejos de
los centros, o cruzan Marruecos durante su trayecto migratorio (Diaz et al., 1996; Telleria et al.,
1999).

A mayores también se utilizaron los datos obtenidos de los controles seroldgicos de las aves
centinelas de ambos centros. Se trata de hubaras no vacunadas, por lo que son susceptibles a estas
enfermedades, y claramente identificadas. Se encuentran distribuidas en todos los recintos donde
hay hubaras vacunadas. Los controles seroldgicos se llevan a cabo de forma rutinaria para la 1A
desde 2015, y para la EN desde 2007 (aunque solo se utilizaron los datos de afios que
corresponden con los afios de muestreo de silvestres y domésticas), para controlar si estas
enfermedades estan presentes. En el caso de 1A se analizaron 4414 sueros, no disponiendo de
datos para el afio 2023 debido a interferencias en el analisis de las muestras de ese afio, mientras

que para EN se analizaron 11429 sueros.

3.3. Analisis seroldgicos
3.3.1. Ensayo de inhibicién de la hemaglutinacion (I1H)

Las muestras de suero fueron analizadas usando un test de inhibicion de hemaglutinacion (IH)
para detectar la posible presencia de anticuerpos especificos de VEN y del subtipo VIABP HIN2,
el circulante en Marruecos (Sikht et al., 2022). De las muestras totales de suero (n=1438), se
analizaron 1438 para IA 'y 1112 para EN, debido a que, en algunos casos, la cantidad de suero no

fue suficiente para ambos estudios.
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Total Missour Enjil Bhoukalfa
Especie Familia Orden Estatus

a f A f a f a f
Passer domesticus Passeridae Passeriformes Residente 1057 | 0,7350]] 638 | 0,7367]) 396 | 0,8761}] 23 | 0,1917
Passer hispaniolensis Passeridae Passeriformes Residente 161 10,1120 150 | 0,1732]] 10 | 0,0221 1 0,0083
Gallus gallus domesticus Phasianidae Galliformes Doméstico 65 0,0452 65 | 05417
Petronia petronia Passeridae Passeriformes Residente 28 0,0195 28 {0,0619
Sturnus vulgaris Sturnidae Passeriformes Migratorio 27 0,01881] 26 | 0,0300 1 0,0022
Galerida theklae Alaudidae Passeriformes Residente 23 0,0160 12 i 0,0139]] 11 | 0,0243
(I}/(I)ilqe;z:%zijsgallopavo Phasianidae Galliformes Doméstico 11 0,0076 11 | 0,0917
Turdus merula Turdidae Passeriformes Residente 10 0,0070 2 0,0023 8 10,0667
Lanius excubitor Laniidae Passeriformes Residente 8 0,0056 7 0,0081 1 0,0083
Streptopelia decaocto Columbidae Columbiformes Residente 7 0,0049 5 0,0058 2 0,0167
Calandrella brachydactyla | Alaudidae Passeriformes Residente 7 0,0049 4 0,0046 3 0,0066 ,
Sylvia hortensis Sylviidae Passeriformes Migratorio 5 0,0035 3 0,0035 2 0,0167
Oenanthe deserti Muscicapidae Passeriformes Migratorio 4 0,0028 4 0,0046
Turdus philomelos Turdidae Passeriformes Migratorio 4 0,0028 4 0,0046
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Oenanthe oenanthe Muscicapidae Passeriformes Migratorio 0,0021 0,0035

Chloris chloris Fringillidae Passeriformes Residente 0,0014 0,0167
Columba livia Columbidae Columbiformes Residente 0,0014 0,0023

Erythropygia galactotes Muscicapidae Passeriformes Migratorio 0,0014 0,0023

Galerida cristata Alaudidae Passeriformes Residente 0,0014 0,0012 0,0022

Lanius senator Laniidae Passeriformes Migratorio 0,0014 0,0167
Motacilla alba Motacillidae Passeriformes Residente 0,0007 0,0012

Acrocephalus scirpaceus Acrocephalidae Passeriformes Migratorio 0,0007 0,0012

Egretta garzetta Ardeidae Pelecaniformes Migratorio 0,0007 0,0012

Emberiza cirlus Emberizidae Passeriformes Residente 0,0007 0,0083
Jynx torquilla Picidae Piciformes Migratorio 0,0007 0,0083
Luscinia megarhynchos Muscicapidae Passeriformes Migratorio 0,0007 0,0083
Oenanthe moesta Muscicapidae Passeriformes Residente 0,0007 0,0022

Sylvia atricapilla Sylviidae Passeriformes Residente 0,0007 0,0022

Tabla 1. Clasificacion de las especies capturadas durante el estudio, asi como su abundancia (a) y frecuencia (f) totales y en los tres puntos de muestreo.
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De este modo, y siguiendo lo establecido en los respectivos capitulos de las citadas enfermedades
en el Manual de las Pruebas de Diagndstico y de las Vacunas para los Animales Terrestres de la
OMSA (2021a; 2021b), se utilizaron placas de plastico de 96 micropocillos, utilizando como
reactivos PBS isotdnico 0,01M y pH 7,4 y suspension al 1% de eritrocitos de pollo, identificada
como seronegativa frente a las dos virus . Como antigeno para el VIA se utiliz6 una cepa HON2
linaje G1, y para el VEN la cepa VG/VA (Villegas-Glisson/Georgia) Avinew, de la vacuna linaje
G1, y para el VEN la cepa VG/VA (Villegas-Glisson/Georgia) Avinew, de la vacuna Avinew
Boehringer-Ingelheim.

En el caso de los sueros analizados para VIA de aves silvestres diferentes a pollos, fue necesario
un pretratamiento previo con Enzima Destructora de Receptores RDE (1) (Seiken®) durante 1
dia a 37°C seguidos de inactivacién a 56°C durante 30 minutos, para evitar reacciones de

aglutinacién inespecificas.

En primer lugar, se realiz6 un test de hemaglutinacion para determinar las unidades
hemaglutinantes (UHA) de cada suspension virica. En el caso del VIA fueron 8 unidades
hemaglutinantes (UHA) de virus y 4 UHA en el caso del VEN. Posteriormente, se determinaron
los titulos de IH, como la mayor dilucién de suero que inhibié la hemaglutinacion de forma
completa. Para el VIABP, sueros con titulos > 16 unidades eran considerados como positivos a la
presencia de anticuerpos anti-VIA. Mientras que para ¢l VEN, sueros con titulos de IH > 8

unidades eran considerados como positivos a la presencia de anticuerpos frente al VEN.

3.3.2. Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA: Enzyme-Linked
InmunoSorbent Assay)

Para detectar anticuerpos frente a VNO en el suero se utilizé un test ELISA (ID Screen West Nile
Competition ELISA Kit, Innovative Diagnostics, ID Vet France). Se analizaron 111 muestras de
las totales (n=1438), debido a que no habia suficiente cantidad de muestra. El analisis y la
interpretacion de la prueba se llevaron a cabo segun las instrucciones del fabricante. Se observo
la densidad optica y se calculd el ratio S/N (densidad dptica de la muestra / densidad dptica del
control negativo * 100). Aquellos sueros con un ratio S/N de 40% o menos eran considerados
positivos mientras que aquellos con un ratio S/N entre 40 y 50% considerados dudosos. Aquellos

superiores a 50% fueron considerados negativos.

3.3.3.  Andlisis estadisticos

El analisis estadistico se realizé con el programa IBM SPSS Statistics para Windows (version
29.0.2.0). Los resultados de los tests seroldgicos fueron utilizados para estimar la prevalencia
(95% de IC) de anticuerpos frente a VIA, VEN y VNO. Para medir el grado de asociacion entre

distintas variables estudiadas (variacion entre poblaciones, categorias taxonémicas, relevancia de
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la migracion, edad o sexo) se utilizaron dos tests: chi-cuadrado y Fisher (o = 5%). Las diferencias
se consideraron estadisticamente significativas cuando el p-valor fue menor que 0,05 (p < 0,05).
La prueba de Fisher se utilizé cuando se trabajaba con muestras pequefias (<5) y se esperaban
frecuencias bajas, mientras que chi-cuadrado se utiliz6 en el caso contrario y cuando el analisis

realizado mediante Fisher no resultaba debido a la capacidad de procesado del equipo.

4. RESULTADOS

4.1. Seroprevalencia globales por enfermedades

Se obtuvieron las prevalencias totales para cada enfermedad en los tres grupos de estudio, con un
IC del 95% [Tabla 2]. En el caso de IA, se observo una mayor prevalencia en aves domésticas
respecto a las otras dos poblaciones (¥2(2, N=5852) = 341,991 y p < 0,001). El mismo efecto se
observa en las aves domeésticas para la EN, ()2(2, N=12541) = 147,92 y p < 0,001). Sin embargo,
para la FNO, sélo se encontraron anticuerpos frente al VNO en la poblacion silvestre, con una

prevalencia del 4,8%.

Silvestres Domeésticas Centinelas
Influenza Aviar 5,6 (4,4-6,8) 31,6 (20,9 - 42,3) 1,1(0,8—-1,4)
Enfermedad de
Newcastle 09(0,3-1,4) 33,8 (22,5-45,1) 6,5 (6,0 - 6,9)
Fiebre del Nilo
Occidental 48(01-95) 0

Tabla 2. Seroprevalencias globales (%) de las tres enfermedades en las tres poblaciones. Las
celdas que no presentan datos se debe a que no se realizaron analisis en ese grupo, porque las

hubaras no se vacunan frente al VNO.

En lo relativo a cada localizacién [Tabla 3], en Missour se observé una mayor prevalencia de 1A
en las aves silvestres que en las centinelas (x*(1, N=3254) = 73,2623 y p < 0,001) mientras que
para EN la prevalencia fue en mayor en centinelas (y2(1, N=6355) = 19,297 y p=0,001), ademés
de ser el Gnico lugar de muestreo con presencia de aves con anticuerpos frente a FNO. Respecto
a Enjil, aunque la prevalencia de 1A fue similar en aves silvestres y centinelas (y3(1, N=2525) =
2,2103 y p=0,137), pero la poblacidn de centinelas seguia presentando una mayor prevalencia de
EN (x2(1, N=5534) = 0,22,452 y p=0,001). En Bhoukalfa, la prevalencia de IA en las poblaciones
domeéstica y silvestre fue similar (x>(1, N=120) = 0,082 y p=0,778), pero la doméstica fue la Unica

gue presenta anticuerpos frente al VEN (3(1, N=107) = 15,688 y p < 0,001).
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Silvestres Domésticas Centinelas

1A EN FNO 1A EN FNO 1A EN FNO

Missour 53 0,86 8,0 0,7 4,5
Enjil 3,3 0,96 0 1,7 8,6
Bhoukalfa | 34,1 0 0 31,6 33,8 0

Tabla 3. Seroprevalencias (%) de cada enfermedad por poblacion y punto de muestreo. Las
celdas que no presentan datos se debe a que: o bien la poblacién no esta representada en el
punto de muestreo (domésticas en Missour y Enjil, y centinelas en Bhoukalfa) o porque no se

realiza vacunacion frente a VNO en centinelas.

En base a la representacién grafica de los datos de las prevalencias de anticuerpos frente a Al a
lo largo del tiempo [Figura 7], se puede observar que en general que la prevalencia ha sido siempre
muy baja hasta 2021, donde se observd un pico notable en las aves silvestres, con una prevalencia
del 32,3%. Ese mismo afio coincide con el primer afio de muestreo de aves domésticas, que
alcanzé una prevalencia aun mayor, del 69%, bajando al afio siguiente. En cambio, en centinelas

se mantuvo estable, con un incremento en 2024,

Silvestres Domésticas == Centinelas
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Figura 7. Variacion anual en las seroprevalencias de 1A en silvestres (#), domésticos (m) y

centinelas (A).

También se calcularon las tendencias de la EN en las tres poblaciones [Figura 8]. Las aves
silvestres mantuvieron una tendencia a la baja, mientras que las centinelas presentaban una
prevalencia mayor e irregular, aumentando en los ultimos afios. Mientras, en aves domésticas, se

observé una prevalencia muy alta en 2024, del 71,4%.
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Figura 8. Variacion anual en las seroprevalencias de EN en silvestres (), domésticos (m) y

centinelas (A).

En el caso de la FNO no se realiz6 grafico de tendencias anuales, al no disponer de suficientes
datos, ya que en centinelas no se realizan controles y el muestreo en silvestres y domésticos fue

pequefio.

4.2. Estudio epidemioldgico en aves silvestres

En el estudio de IA en aves silvestres [Figura 9], a lo largo del tiempo el niUmero de aves positivas
es muy bajo, salvo en el 2021, donde se aprecia un incremento importante, con un 32,3% de
prevalencia, con 61 positivos de 189 muestras.
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Figura 9. Seropositividad temporal de las muestras analizadas para VIA en silvestres por afio.
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Se analizo la variacion anual de la prevalencia de EN [Figura 10], con pocos positivos a lo largo
del tiempo, pero que se presentan de forma esporadica, siendo el afio 2021 el de mayor
prevalencia, 2,6%.
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Figura 10. Seropositividad temporal de las muestras analizadas para VEN en silvestres por afio.

Al analizar las prevalencias de FNO a lo largo de los afios no se observan positivos hasta el afio
2020, a partir del cual aparecen 4 positivos, alcanzandose una prevalencia del 66,7% (2/3), aunque
hay que tener en cuenta que es debido a que el nimero de muestras estudiado es pequefio [Figura
11].
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Figura 11. Seropositividad temporal de las muestras analizadas para VNO en silvestres por afio.

También destacar que existieron recapturas de 27 ejemplares, todas de la especie P. domesticus.
Mientras que todos fueron negativos a VEN, dos de ellos resultaron positivos a VIA,
negativizando en las pruebas posteriores. En concreto, uno de los dos, fue primero capturado en

la aldea Bhoukalfa y recapturado en el ECWP de Missour tres meses después.

Ademas de las prevalencias obtenidas para cada enfermedad, también se analizaron distintos

factores para tratar de conocer mas sobre su circulacion y transmision. Se estudiaron
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principalmente el VIA y el VEN, debido a que habia mas cantidad de datos, al haberse analizado

un niimero mayor que para el VNO.

La poblacion de aves silvestres fue estudiada teniendo en cuenta si realizaban o no migracion para
ambas enfermedades [Figura 12]. En el caso de la EN no hay diferencias entre ambos grupos
(x*(1, N=1041) =0,372y p = 0,542,) pero en el caso de IA, las aves migratorias presentan niveles
de anticuerpos mayores a las de las aves residentes (y2(1, N=1362) = 17,011 y p <0,001).
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Figura 12. Diferencias en las prevalencias de IA y EN en las aves residentes y migratorias. 1A:
azul; y EN: rojo.

Dentro de las aves migratorias, se diferenciaron dos épocas importantes: el paso prenupcial,
cuando las aves van en direccion norte, a sus lugares de reproduccion, y el paso postnupcial,
cuando se dirigen a las zonas de invernada al sur [Figura 13]. En el caso del VEN no hubo
positivos en estas categorias, pero para VIA si, aunque no hubo diferencias entre ambos grupos,
(1, N=18) =3,336 y p = 0,423.
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Figura 13. Diferencias en las prevalencias de IA en el paso prenupcial y postnupcial en aves

silvestres. IA: azul.
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Se estudiaron también las posibles diferencias entre las familias representadas durante el
muestreo. De manera general para IA, (y3(14, N=1438) =181,239 y p < 0,001), las familias de
aves silvestres Acrocephalidae, Alaudidae, Columbidae, Laniidae y Turdidae presentaban
tendencia a comportarse como Phaisanidae, familia a la que pertenecen todas las aves domésticas,
y que se incluyd en el andlisis a modo ilustrativo, difiriendo principalmente de Passeridae. En el
caso de EN, Unicamente Passeridae mostro6 diferencias con Phaisanidae.

Para los cinco Ordenes representados. ElI orden Galliformes, al que pertenecen las aves
domeésticas, tanto para IA como para EN, y el orden Columbiformes, Unicamente para IA,
presentaban tendencia a comportarse de igual manera, difiriendo de los paseriformes [Figura 14],
(Fisher con un valor de 60,756 y p < 0,001 para IA y con un valor de 107,94 y p < 0,001 para
EN).
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Figura 14. Diferencias en las prevalencias de IA 'y EN en los distintos érdenes. IA: azul; y EN:

rojo.

También se tuvieron en cuenta el sexo y la edad para ambas enfermedades, aunque no se
apreciaron significativos al analizarlos para ambas enfermedades. Los resultados fueron: entre
VIA y sexo, ¥*(1, N=941) =3.336 y p = 1,068, y entre VIA y edad, , y*(1, N=906) =0,260 y p =
0,610; mientras que para VEN, respectivamente, , y*(1, N=720) = 0,100 y p = 0,752, y , »*(1,
N=704) = 0,032y p = 0,859.

4.3. Estudio epidemiologico en aves domesticas

Centrandonos en aves domesticas, la escala, a pesar de ser limitada en el tiempo, mostrd
variaciones temporales. En el caso de la IA [Figura 15], el afio 2021 arroj6 una alta prevalencia,

del 69% (20/29), disminuyendo después y aumentando ligeramente en 2024.
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Figura 15. Prevalencias de IA en aves domésticas.

Sin embargo, para EN [Figura 16], la tendencia aumenta progresivamente, con un aumento
importante de la presencia de anticuerpos frente a la enfermedad en 2024, un 71,4% (20/28).
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Figura 16. Prevalencias de EN en aves domeésticas.

Por ultimo, se analizd una pequefia fraccion de muestras para VNO (n=65), con resultado negativo

en todas.

4.4. Estudio epidemioldgico en aves centinelas

En el estudio de las aves centinelas, en el caso de 1A, la prevalencia se mantiene baja durante la
mayoria de afios [Figura 17], observandose un aumento importante de la prevalencia en 2024,

mostrando un 19,6% de la poblacion anticuerpos frente a la enfermedad en el centro de Enjil.
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Figura 17. Evolucion temporal de 1A en Missour y Enjil. Missour: Azul; y Enjil: rojo.

En cambio, parala EN [Figura 18], la tendencia es mas irregular, con el mayor pico de prevalencia
en 2015, con un 36,9% de prevalencia en el centro de Enjil, que disminuye a méas de la mitad en
los afios posteriores. Aungue cabe destacar que a partir del afio 2022 hay un aumento de nuevo

en el centro de Enjil, volviendo a disminuir en el afio 2024.
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Figura 18. Evolucion temporal de EN en Missour y Enjil. Missour: Azul; y Enjil: rojo.

5. DISCUSION

En este trabajo, desarrollado en colaboracion con Reneco, pretende aportar informacion sobre la
circulacion de las principales enfermedades virales con presencia demostrada en territorio
préximo a los centros de cria de avutarda hubara africana en Marruecos. En este sentido, se

confirmd la circulacion de los VIA, VEN y VNO en la poblacion de aves silvestres de los centros
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de cria y conservacion de la avutarda hubara en Marruecos, lo que podria suponer un riesgo para

su conservacion, asi como la circulacion de VIA en el pueblo de Ouled Bhoukalfa.

La seroprevalencia global de obtenida de IA en aves silvestres fue del 5,6%, con un pico en el
afio 2021, donde alcanzo6 el 32,3%. Sin embargo, los resultados distan de los obtenidos en otros
paises, como Egipto (Fadel & Afifi, 2017), Pakistan (Aziz et al., 2023) o Iran (Hadipour et al.,
2011), con unas prevalencias del 67,4%, 52,5 y 76%, respectivamente. Esta discrepancia puede
ser debida a diferencias geograficas, al tratarse el area de estudio de una zona mas aislada.
También puede influir que las aves escojan otras rutas, mas cercanas a la costa, donde los recursos

son mas abundantes.

La EN present6 con una seroprevalencia total mas baja, del 0,9%, y no alcanzando mas del 2,6%
en ninguno de los afios analizados. De igual modo que la IA, las prevalencias obtenidas difieren
de otras zonas, como Nigeria (Inuwa et al., 2023) o Pakistan (Aziz et al., 2023), con prevalencias

de 4% y 24,9% en aves silvestres.

Sin embargo, en las aves domésticas del pueblo de Bhoukalfa se detectaron mayores
seroprevalencias, con un 31,6 y 33,5% de los ejemplares muestreados mostrando presencia de
anticuerpos frente a VIA y VEN respectivamente. Estos resultados, a pesar de ser bajos
comparados con lo reportado en Iran (39,0 y 40,1%; Saadat et al., 2014), Pakistan (73,1 y 67;
Aziz et al., 2023) y en el propio Marruecos (63,5 y 52,1%; Fagrach et al., 2023) en aves de corral,
son mayores que las de las aves silvestres. Aunque cabe destacar que al realizar el andlisis de
seroprevalencias por separado en los tres puntos de muestreo, en Bhoukalfa las aves silvestres no
presentaron anticuerpos frente a EN mientras que si lo hicieron para IA, con un nivel similar al
de las aves domésticas, aunque esto puede ser debido a que el nimero procedente de silvestres en

Bhoukalfa es mas pequefio que para los otros dos puntos.

Al analizar més detalladamente las especies silvestres, se comprob6 que 5 de las 14 familias
representadas en el estudio (Acrocephalidae, Alaudidae, Columbidae, Laniidae y Turdidae)
presentaban tendencia a tener mayor prevalencia de 1A, como en las aves domésticas, lo que puede
ser causado por un menor nimero de muestras analizadas para estas familias. Mientras que por
ordenes, s6lo los Columbiformes se comportaban de similar manera a las aves de corral para la
IA. Se ha propuesto que las palomas y tértolas (orden Columbiformes) pueden llegar a actuar
como portadores de otros VIA (Fadel & Afifi, 2017). Para el caso de EN, a pesar de no haberse
encontrado positivos, si que se ha reportado una alta mortalidad de estas especies, sobre todo de
tortola turca (Streptopelia decaocto) en la zona en 2022 (M. Carrasco, comunicacién personal).
Esto podria deberse a la circulacion de VEN adaptados a palomas, mas patdgenos para esta

especie segun lo reportado en Italia y otros paises de Europa (Terregino et al., 2003).
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Respecto a aves silvestres migratorias y residentes, en este estudio no se encontraron diferencias
entre ambos grupos, aunque ampliamente se ha propuesto que estas enfermedades son
diseminadas durante la migracion (Al-Rasheed, 2024; Gass et al., 2023; Lindh et al., 2008; Olsen
et al., 2006; Zanetti et al., 2005), sobre todo en estudios realizados en Anseriformes. Al atravesar
diferentes zonas durante su viaje, estas aves pueden entrar en contacto con una mayor variedad
de patogenos que las aves que permanecen en el mismo territorio todo el afio (Altizer et al., 2011).
De este modo las aves migratorias podrian actuar tanto como portadoras de los virus y como
amplificadoras de éstos en los lugares de invernada y/o reproduccién, donde se concentrarian una
mayor variedad de subtipos (Venkatesh et al., 2018; Verhagen et al., 2014).

También se ha reportado que la prevalencia suele ser mas alta durante el paso postnupcial (Xu
et al., 2016) debido a la presencia de ejemplares juveniles, inmunolégicamente inmaduros y mas
susceptibles a las enfermedades (Blagodatski et al., 2021; Ferro etal., 2010). Aunque en el
presente estudio no se han encontrado diferencias tanto para la migracion pre y postnupcial como
la edad. Para el sexo no se encontraron diferencias, lo cual tampoco se ha reportado (Ferro et al.,
2010).

Para las hubaras centinelas la seroprevalencia frente al VIA fue baja durante todos los afios.
Recientemente, ya se habia reportado la infeccion natural por VIA HON2 en hubaras en otras
colecciones de Marruecos, con una prevalencia del 33% (Bidoudan et al., 2023). Mientas que la
del VEN fue maés alta, sobre todo hasta el afio 2015, aunque esto puede ser debido a la utilizacion
de vacunas vivas hasta ese afio, utilizandose posteriormente vacunas inactivadas, lo cual coincide
con una caida brusca de la seroprevalencia en centinelas (Dimitrov etal., 2017). La
implementacion de otras estrategias de vacunacién DIVA, como el uso de vacunas marcadoras,
permitiria la eliminacion de las aves centinelas, pudiendo estar todo el grupo protegido (Suarez,

2005), pero las pruebas seroldgicas de estas vacunas solo estan validadas para aves de produccion.

A pesar de ello, en esos afios no parece haber transmisién a las aves silvestres, ya que la
seroprevalencia se mantiene baja. Ademas, cuando existié un aumento de la seroprevalencia en
la poblacion silvestre (2021), no se reflejo en la de centinelas, y viceversa, por lo que parece que

no existe valor predictivo de las variaciones de las prevalencias entre ambas poblaciones.

Aun asi, a pesar de que el contacto directo las hubaras con las aves domésticas de corral no es
posible debido a la distancia geogréfica, la importancia de la circulacion de enfermedades en éstas
Gltimas es importante. La posibilidad de que las aves silvestres se infecten a partir del contacto
con las aves domeésticas, y viceversa, la han planteado numerosos autores (Alexander, 2011;
Fagrach etal.,, 2023; Hassan etal., 2017; Kim etal., 2007), demostrandose también
experimentalmente para el caso del VIA HIN2 (Igbal et al., 2013). De este modo, debido a las

condiciones de manejo y sanitarias en las que se encuentran las aves de corral de las zonas rurales
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(hacinamiento, escasa higiene, falta de inmunoprofilaxis, convivencia de diferentes especies,
tanto aves como mamiferos, etc), las aves silvestres podrian infectarse en los pueblos cercanos a
los centros y actuar como puente entre ambas poblaciones (Fadel & Afifi, 2017), ya que el
movimiento de aves entre zonas, Missour-Bhoukalfa, aunque limitado, existe. Esta hipotesis
puede verse reforzada con la recaptura de un ejemplar de gorrién comun en el centro de Missour,
tras haber sido capturado previamente en la aldea de Bhoukalfa, donde presentaba anticuerpos
frente a VIA.

Ademas, los trabajadores de los centros de cria viven en estas zonas rurales, pudiendo tener aves
de corral traspatio, por lo que también pueden introducir los virus al centro si no existiesen las

adecuadas medidas de bioseguridad.

Esto se puede ver propiciado por el propio “efecto oasis” que crean los centros (Hirschinger et
al., 2020), ya que pueden proveer diferentes recursos (alimento, agua o refugio) tanto a las aves
silvestres como a las migratorias, favoreciendo su concentracion, asi como la posible circulacion
de pat6genos. Sobre todo, en entorno tan aridos como en los que se encuentran los centros, donde
el agua es un recurso escaso (Martinez-Guijosa et al., 2021), por lo que una correcta gestion puede
reducir la presencia de aves silvestres (adecuar la cantidad de riego, no dejar recipientes con agua

al alcance de las aves...).

Por ltimo, respecto a la FNO, solo se detectaron anticuerpos en aves silvestres, con una
seroprevalencia total del 4,6 %, y Unicamente en el centro de Missour, donde represent6 un 8%
de las muestras analizadas. Esta seroprevalencia difiere de la obtenida en otros paises como
Bangladesh (11,9%; Islam et al., 2020) o Malasia (18,7%; Ain-Najwa et al., 2020), aunque resulta
mas similar a la obtenida en Algeria (7,8%; Medrouh et al., 2020) o la obtenida en otro estudio
de Marruecos (3,5%; Figuerola et al., 2009).

En esta enfermedad también las aves silvestres juegan un papel importante, participando tanto en
su mantenimiento como en su dispersion durante la migracion (Yeh et al., 2011). A pesar de ello
hay que tener en cuenta que la prueba utilizada para su deteccién, ELISA, puede dar reacciones
cruzadas con otros Flavivirus presentes en el pais (Assaid et al., 2021), por lo que seria de interés
realizar pruebas mas especificas, como pruebas de neutralizacion de virus, para verificar los
resultados obtenidos (Seidowski et al., 2010). De igual manera, seria interesante disponer de mas
muestras, tanto de aves silvestres como de domésticas, ya que el nimero estudiado fue pequefio

debido a su disponibilidad, por lo que los resultados también pueden no ser representativos.

6. CONCLUSIONES

Este TFG ha permitido constatar la circulacion en aves silvestres de tres enfermedades virales

(IA, EN y FNO) en centros de cria'y conservacion de hubara de Marruecos. Por otro lado, también
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se detecto la presencia de anticuerpos frente a VIA 'y VEN en aves de corral en un pueblo cercano

a uno de los centros.

Aunque las seroprevalencias obtenidas en silvestres no fueron muy altas, la presencia de estas
enfermedades en las aves domésticas puede ser una fuente de infeccion. Como el contacto entre
ambas poblaciones es posible, las aves silvestres podrian actuar como hospedadores puente entre
las zonas rurales y los centros de hubaras, lo cual repercutiria negativamente en su conservacion.
Por ello, resulta de interés seguir monitorizando y estudiando tanto las poblaciones de aves
silvestres como de domésticas, para poder detectar cuanto antes las posibles amenazas que pongan
en riesgo el proyecto de recuperacion de la especie.
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