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. INTRODUCCION

En Guatemala la avicultura ha evolucionado en los titimos afios a grandes
pasos, debido a que la crianza de aves tanto tecnificadas como de tipo domiciliar
se ha convertide en una fuente de alimentacion primordial para la poblacién, ya
que los productos que de ella se obtienen como el huevo y la carne son fuente de
proteina de alta calidad, indispensables en la nutricién de la poblacién de nuestro
pals, ademas llegan a ser fuente de ingresos para las familias de escasos
recursos, donde las aves son atendidas por las mujeres y nifos. Las
explotaciones tanto de tipo tecnificada como domiciliar se ven afectadas por un
sin numero de enfermedades siendo la Influenza Aviar una de las mas temidas.

La influenza Aviar es una enfermedad viral que causa una variedad de
afecciones tanto en las aves de corral como en las aves silvestres. Las aves
acuaticas migratorias pueden transportar y diseminar el virus de Influenza Aviar
sin padecer o presentar signos de enfermedad. El agente etiolégico puede ser
infectivo para pollos y pavos, variando en patogenicidad ; pudiendo causar
grandes consecuencias para la industria avicola como lo ocurrido en el brote de
México, representando un riesgo para Guatemala y para los demés palses de
Centro América en donde actualmente es exética, pero puede introducirse si no
se tiene control sobre el contrabando de aves y subproductos.

De tal manera que a la par de la avanzada tecnologia ha crecido ia

investigacion cientifica en o que respecta al diagnéstice y control de las diversas
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entidades patolégicas que afectan a la industria avicola: con el proposito de
evitar la introduccion accidental de la Influenza Aviar o de cualquier enfermedad
exdtica que represente una emergencia en las operacicnes de la avicultura
nacional ; asi como de encontrar soluciones y alternativas que permitan proteger
Yy manejar en forma rapida y efectiva los casos iniciales de un brote, ya que esta
enfermedad amenaza en convertirse en un problema Centroamericano si no se
implementan estrictas medidas de bioseguridad que aseguren la NO introduccién
del virus de influenza aviar, pues al principio la enfermedad sera benigna pero
mas tarde resultara en un brote de alta patogenicidad y las secuelas en
produccion seran muy importantes econémicamente, ya que muchos hogares
guatemaltecos se quedaran sin el sustento diario, por perdida de sus aves
quienes les proporcionan alimento por medio de huevos y carne asi como dinero
por venta de sus excedentes.

El presente estudio tiene como objetivo lievar acabo la investigacion
cientifica para determinar la presencia de anticuerpos contra fa enfermedad de
Influenza Aviar por medio de los métodos serologicos de Precipitacion en Agar
gel (PAG), Inhibicién de la Hemoaglutinacién (HI) e inmunoabsorcién de enzimas

asociadas (ELISA).



It. OBJETIVOS

GENERALES.

Determinar la presencia de anticuerpos circulantes contra la enfermedad
de influenza aviar mediante el método de Precipitacion en Agar Gel (PAG),
inhibicién de la Hemoaglutinacién (M), e Inmunoabsorcién con enzimas
asociadas (ELISA), en suerc de aves de traspatio enviadas al laboratorio centrai

de DIGESEPE durante los meses de marzo a agosto de 1997.

ESPECIFICOS.

1. Determinar el estatus de anticuerpos circulantes contra la
enfermedad de Influenza Aviar en nuestra poblacién avicola.

2. Determinar la congruencia del método de inmunoabsorcién con
enzimas asociadas (ELISA) con respecto a los métodos de presipitacién en agar
gel (PAG) e inhibicion de la hemoaglutinacién (HI) para el diagnéstico de la

enfermedad de influenza aviar.
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. REVISION DE LITERATURA
INFLUENZA AVIAR.
DEFINICION :

La Influenza Aviar es una enfermedad infecciosa altamente contagiosa de
las aves domesticas, puede ser asintomatica hasta sistemica fatal, ocasionada
por un virus tipo A {HsN,) en distintas especies de aves; causando afecciones a
nivel del aparato respiratorio, sistema digestivo y nervioso ; ademas porque

puede llegar a causar una mortalidad de hasta el 100 % (6,13,18,27,28,29,34).

SINONIMOS.
También es conocida como Peste Aviar, Influenza Aviar Altamente
Patogena {IAAP), Influenza Letal, plaga aviar. Y la mas reciente Gripe del Pollo.

(5,615,18,20,26,28).

HISTORIA.

La Influenza Aviar fue descrita desde 1878 por Perroncito, investigador
italiano quien la diferenci¢ de aquellas causadas por bacterias. Los italianos
Centani y Savunozzi en 1901, fueron los que reportaron que el agente causal era
un agente filtrable (virus). (6,26,27)

La Influenza fue primeramente diagnosticada en pollos de América del
Norte en el afio 1924 cuando el virus sali¢ de un taboratorio de investigacion de

Estados Unidos hacia el mercado avicola de Nueva York, diseminandose en



varios estados hasta llegar a Missouri. Esta volvié a aparecer en el condado de
Morris en New Jearsy en el afio 1929, ambos brotes fueron erradicados. 27N

Fue hasta 1955 cuando se demostré que la Peste Aviar era causada por
un virus de Influenza tipo A. Para 1981 esta enfermedad ya era considerada
como problema mundial. En el afio de 1983 se detecté en Estados Unidos un
virus de Influenza Aviar Tipo A (HsN.) de baja patogenicidad que luego se torné
altamente patégeno debido a una mutacién o serie de mutaciones en el gene de
12 hemoaglutinina ; este brote se presenté en los estados de Pennsylvania y
Virginia lograndose erradicar con éxito. (27)

Ha finales de 1993 en el centro de México se presenté una serie de
problemas respiratorios atipicos en parvadas de pollos de engorde, aves de
postura comercial y reproductores, siendo durante los altimos meses de 1994 y
principios de 1995 se reporta oficialmente Ia enfermedad de influenza aviar
altamente patégena. México actualmente ests en el proceso de control de la
enfermedad. (12,24,26)

Desde el descubrimiento del virus de Influenza Aviar y de que se puede
aislar de multiples especies aviares domésticas y silvestres, se han encontrado
brotes de la enfermedad que sugieren que existe un vincule entre aves y
mamiferos para la transmisién natural de virus de Influenza Aviar lo que ocasiona

problemas patolégicos de importancia (6).
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ETIOLOGIA.

El virus de Influenza Aviar es parte de la familia Ortomyxoviridae, tiene
un tamafio mediano, pleomorfico y contiene RNA con una simetria helicoidal. La
particula viral tiene ademas una envoltura con proyecciones de glicoproteina
conocidas como hemoaglutininas y neurcaminidasas. Estos dos antigenos de
superficie, la hemoaglutinina (H) y la neurcaminidasa (N) son la base de Ia
descripcion e identificacion serolégica de  virus de Influenza Aviar.
(6,7,18,29,30,39)

El virus de Influenza se clasifica serologicamente en 3 tipos: A,B,C ; los
virus del grupo A son los mas difundidos y de mayor importancia en las aves, los
tipos B y C sélo se ha aislado en el humano. Sin embargo a finales del afio 1997
en Hong Kong aparece un virus de Influenza tipo A (HsN:}, que era conocido por
infectar a las aves y se cree es el presunto responsable de causar la enfermedad
en humanos. (6,7,9,14,15,19,20,28,34)

Actualmente enfre los virus de Influenza tipo A, se han descrito 14
antigenos de hemoaglutininas y 9 de neuroaminidasa, estas hemoagiutininas y
neuroaminidasas se combinan entre si y dan diferentes subtipos ; resultando 126
combinaciones antigénicas diferentes de virus de Influenza. (2,9,27)

La hemoaglutinina en si, es quien determina la patogenicidad viral con las
que el virus se adhiere a las células huésped y actiia como mediadora de la
fusion con la membrana. La neuroaminidasa acttia como enzima que rompe el
acido neuroaminico, dando asi el fenémeno de elucion. Hay més proyecciones H

que N sobre la superficie del virus siendo algunas veces la proyeccién H la mas
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importante porque esta se pega a la superficie de la célula y determina si ésta
causa o no la infeccién. (21,27,32)

La hemoglutinina constituye aproximadamente el 25% de la proteina viral
total. Dos proteinas estructurales mayores : la matriz (M;) la nucleo proteina
(NP) sostienen en su lugar a la doble capa de lipidos y a los ocho segmentos de
RNA. Las proteinas menores como la polimerasa son las que replican al RNA del
genoma ¥ producen acidos ribonucleicos mensajeros (mRNAs) ; y la proteina M,
transmembranaria. (9,6,7,19,21,28,30,32)

La replicacion del virus de Influenza se inicia una vez que este entra a la
célula huésped por endocitosis, después de ia fusién de la membrana viral y
huésped (proceso mediante el cambio estructural sobre la hemoaglutinina) ; las
particulas de ribonucleoproteinas virales son liberadas dentro del citeplasma y
migran al nucleo de la célula, tomando lugar esa Transcripcién y Replicacion
viral. El virus sale de la célula por gemacién de la membrana plasmatica. (6,30)

La patogenicidad es una prioridad de la interaccion entre el huésped y el
virus. Los diversos serotipos virales varlan grandemente no solo entre un
serotipo y otro, sino también en un misme serotipo, ya que pueden existir formas
de alta, mediana o baja patogenicidad (6,9,34).

La patogenicidad puede ser determinada por la secuencia de aminoacidos
en el punto de unidon de la hemoagiutinina. La infectividad del virus depende del
rompimiento de este punto de unién, el cual se lleva acabc mediante las
proteasas del huésped ; la suceptibilidad de la hemoaglutinina a estas proteasas

depende del nimere de aminoacidos basicos y son sensibles a la accién de las
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enzimas similares a la tripsina, limitandose asli al tracto respiratorio y digestivo.
Los virus que tienen multiples aminoacidos basicos con el punto de unién de la
hemoaglutinina pueden replicarse ante la presencia de otras proteasas que se
encuentran en el organismo y por ende invaden una gran variedad de érganos y
tejidos, resultande una enfermedad generalizada y muerte. Es importante
considerar que este virus es altamente mutagénico debido a errores que llegan a
suceder en la multiplicacién o en sus quimicos , vy que la informacion genética
esta en su RNA de 8 piezas separadas en cada virus y que pueden combinarse
entre si ¢ con piezas de otros virus de Influenza Aviar tipo “A” ; pueden crearse
nuevos genotipos a través de la MUTACION y de la RECOMBINACION genética,
los cuales pueden tener diferentes potenciales patogénicos. En otras palabras si
se deja un virus de baja virulencia y no es erradicado este formara un reservorio
del cual el virus altamente patégenc podria reemerger tiempo mas tarde.

(6,12,21,27,32)

Incidencia y Distribucion

El wvirus de Influenza Aviar tiene una distribuciéon mundial. En la
distribucion de la enfermedad influye: Distribucion de las especies tanto
domésticas como silvestres, la localidad y la producciéon de aves de corral, las
vias migrateorias, la estacion y los sistemas de reporte de la enfermedad ; asi
mismo la incidencia es dificil de determinar debido a la variedad de los sistemas

de vigilancia. (6,18,28)
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SUCEPTIBILIDAD;

En forma natural el virus de la Influenza infecta a mamiferos como:
Equinos, porcinos, bovinos; carnivores: Felinos, caninos, plantigrados, hurones,
nutrias; Mamifercs acuaticos: como las ballenas, focas, morsas; primates del viejo
y nuevo mundo asi comc a reptiles, peces y desde luego al hombre.
(6,9,14,16,29,33)

El virus de Influenza aviar se encuentran en diversas aves domésticas
entre ellas; pavos, pollos, gallinas de Guinea, palomas, perdiz, codorniz, faisan,
gansos y patos. En las aves el virus se ha aislado de: patos, gansos, gallinetas,
garzas, pingilinos y gaviotas. También se ha aislado el virus en aves de jaulas
incluyendo: Estornino asiatico, periquitos, loros, cacatuas, tejedores, pinzones y

halcones. (3,5,6,13)

TRANSMISION:

Directa: E! virus de Influenza se trasmite por la movilizacion de aves
infectadas entre parvadas. Ademas existen evidencias que apoyan la hipétesis de
que las aves acuaficas migratorias son generalmente las responsables de
infroducir el virus en explotaciones de pollos y pavos por reunir las siguientes
caracteristicas:

a. Son portadoras del virus sin padecer la enfermedad.
b. Son de naturaleza gregaria, s decir se retinen en grandes bandadas que
favorecen el contacto de individuos susceptibles con los que en un momento

dado portan el virus.
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¢. Tienen la capacidad de trasladarse a grandes distancias y tener la posibilidad
de entrar en contacto con zonas avicolas.

El pato y otras aves acuaticas pueden ser consideradas como reservorio
natural del virus de Influenza Aviar, sin embargo nunca se ha podido comprobar
satisfactoriamente de que este tipo de aves sean responsables de introducir o
diseminar el virus hacia las aves domésticas. (3,5,6,13,27,29)

Por lo anteriormente expuesto el nimero de aves silvestres que en forma
natural albergan el virus de Influenza aviar se reduce y la posibilidad de ser
vectores es menor.(6,7,9,27,28,31)

Indirecta: Por medios mecanicos como : Equipo, personal, cartones para
huevos, vehiculos, ¢ alimento contaminado.(7,26,27,28,29) |

El virus se puede aislar en grandes cantidades en las heces y secreciones
respiratorias de las aves infectadas. Es l6gico suponer que si el virus esta
presente en las secreciones corporales, la transmisién de la enfermedad puede
ocurrir a través del agua contaminada de bebederos comunes ¢ por via adrea.
{3.6,7,26,27)

Las aves pueden ser facilmente infectadas por la penetracibn o
inoculacién del virus en el saco conjuntival, fosas nasales, traquea; las evidencias
preliminares de campo y laboratorio indican que el virus puede ser aislado de la
yema o albumina de huevos puestos durante fa fase aguda de la enfermedad,
por lo que la posibilidad de la transmisién vertical no estd descartada, ya que es
posible que los embriones infectados puedan sobrevivir representando asi un

riesgo a considerar. (5,6,7,13,21,28)
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Recientemente en el caso de Hong Kong se cree que la enfermedad
causada por la nueva cepa del virus tipo A (HsN;) pudo ser transmitida al hombre
por dos posibles via: La primera que pudo ser de ave a cerdo y luego al
humano ; ¥ la segunda que fue directamente de ave a humanos. Siendo esta

dltima aun no confirmada. ( 14,15,16,20,35)

PERSISTENCIA DEL VIRUS:

Las condiciones del medio tienen un efecto marcado en la supervivencia
del virus durante pericdos prolongados, en particular en condiciones frescas y
hamedas. La infectividad del virus en materia fecal dura un tiempo de 30 a 35
dias debido a que el virus esta protegido por la presencia de material organico,
se dice que un gramo de este material fecal contiene alrededor de 10 millones de
particulas formadoras de placa capaces de infectar a gran cantidad de aves. Se
ha recuperado virus de Influenza de agua de lagos y estanques en donde la
concentracion de aves acudticas es grande. El virus puede persistir en
subproductos de aves a temperatura ambiente y en refrigeracién hasta 23 dias .
(2,6,13.21)

Debido a que el virus de Influenza Aviar tiene envcltura, son relativamente
sensibles a la inactivacién por medios de: formalina, detergentes, beta-
propiolactona, yodo, agentes oxidantes, éter, iones de amonio, hipoclorito de
sodio. Ademas se pueden inactivar por cambios bruscos de pH (alcalinos y

acidos), rayos solares, ebullicién y desecacion. (6,21,26)
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PERIODO DE INCUBACION:

Puede ser desde horas hasta 2 o 3 dias, pero esto va a depender de la

cepa viral, dosis del inoculo, especie y edad de las aves. (3.6,7,27)

MORBILIDAD Y MORTALIDAD:

La morbilidad y mortalidad son sumamente variables, ya que estos se ven
determinados por : la especie de ave afectada, cepa del virus, medio ambiente e
infecciones secundarias. En la mayoria de los casos la morbilidad alcanza el

100%, mientras que la mortalidad fluctua entre el 90% y 100%.

(3.5,6,26,28,34)

SiGNOS CLINICOS.

Cabe mencionar que no existen signos clinicos caracteristicos para todas
las infecciones producidas por este virus y pueden depender de :
a. Edad de las aves
b. Condiciones del entorno (ambiente)
¢. Patogenicidad de la cepa del virus
d. Especie aviar afectada.

La Influenza Aviar afecta los aparatos respiratorio, digestivo y sistema
nervioso. Los signos que se presentan comunmente son: depresion, aumento en
la mortalidad diaria, plumaje erizado, inapetencia, cese de la produccién de
huevos, inflamacién de senos infraorbitales, bogqueo, conjuntivitis espumosa. En

la mayoria de los brotes los signos predominantes son respiratorios : con tos,
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estornudos, estertores, lagrimeo, flujo nasal con sangre y sinusitis. Puede haber
diarrea que al inicio es acuosa verde brillante y se va tornando a blanca.
Desordenes nervicsos como: excitacién, ataxia, paralisis y movimientos
convulsivos previo a la muerte. Cualquiera de estos signos se pueden producir
solo o en combinaciones.(5,6,13,18,27,28,34)

Las aves adultas frecuentemente presentan inflamaciéon de crestas y
barbillas, edema alrededor de los ojos; a menudo hay cianosis en las puntas de
las crestas y puede haber vesiculas de plasma o sangre en su superficie con
zonas obscuras de hemorragias equimoticas y focos de necrosis. (3,5,10,18)

Puede haber hemorragias difusas en zonas amplias de piel como las patas
y el tarso. En ponedoras en jaula, no es raro que ia enfermedad se inicie en un
area localizada del gallinero, afectando duramente a las aves de unas cuantas
jaulas antes de que se extienda a las demas. Los Uitimos huevos puestos
después de iniciado el brote son con frecuencia con cascarén delgadb ¥ pOroso o
sin cascarén. (4,10,18)

La muerte puede presentarse a las 24 horas después de presentarse los
primeros signos de la enfermedad, generaimente a las 48 horas, aunque puede
prolongarse hasta una semana. (2,3,18)

En aves de engorde y reproductoras pesadas los signos de la Influenza
Aviar a menudo son : severa depresion, inapetencia, marcado aumento de la
mortalidad, fuerte estertor tractobronquial, blefaroconjuntivitis y excesiva cantidad
de moco en el pico; también se logra observar signos neurolégicos como

torticolis, ataxia asi como edema de la cabeza y cuello. La enfermedad en pavos
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es similar a la de las aves de postura con un curso entre 2 y 3 dias més
ocasionalmente con senos inflamados. (3,18,24,34)

En los patos y gansos domésticos , los signos de depresion, inapetencia y
diarrea son similares a los observados en las aves de postura; las aves mas
jévenes pueden presentar signos neurolégicos. (18)

Un dato curioso sobre esta enfermedad que se ha reportado en todo el
mundo es una incidencia mas alta en pavos que en pollos, probablemente debido
al tipo de manejo ; los pavos se explotan en campo abierto (pastoreo). (27)

En el caso de la Gripe de Polio, los sintomas observados en humanos
incluyen : fiebre, problemas respiratorios, tos, rinitis, dolor de garganta, mareos :
los cuales son progresivos y se complican con pneumonia. (14,15,16,20,33,35)
LESIONES MACROSCOPICAS :

En las aves que mueren con la forma sobre aguda de la enferrnedad: las
lesiones no son muy significativas; dnicamente presentan deshidratacion y
severa congestion de la musculatura, en las aves adultas y formas menos agudas
se observa edema subcutaneo de cabeza y cuelio con exudado sanguinolento el
cual se evidencia al incidir piel. El liquido puede salir por las fosas nasales y
cavidad oral, la conjuntiva severamente congestionada con petequias. La traquea
puede estar normal a excepcion de que el lumen contiene gran cantidad de
exudado mucose o fibrinoso, o puede estar muy lesionada con traqueitis
hemorragica, neumonia con exudado purulento, y sacos aéreos engrosados. Hay

hemorragias petequiales en la parte interna de {a quilla, pequefias petequias en
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grasa abdominal, superficies serosas y peritoneo y que parecen estar rociadas
por un atomizador. Los rifiones estan muy congestionados y en ocasiones los
thbulos estan obstruidos con depésitos blancos de uratos. (3,6,7,26,27,28,31)

En aves ponedoras el ovario esta hemorragico con zonas de necrosis
obscuras, la cavidad peritoneal con frecuencia puede contener yema de 6vulos
rotos causando una severa aerosaculitis y peritonitis en aves que han sobrevivido
de 7 a 10 dfas. (5,6,7,10,34)

Puede haber hemorragias en la superficie de [a mucosa del proventriculo
en su union con la molleja; la mucosa de la molleja se desprende facilmente y se
observan hemarragias y ulceraciones debajo de la misma. La mucosa intestinal
puede tener areas hemorragicas a nivel de centros linfaticos come ténsilas
cecaleb; y placas de Peyer. Las lesiones observadas en patos y pavos domésticos
son similares a las de los pollos pero menos marcadas. (3,6,7,26,27)

En reproductoras pesadas ofras lesiones que se presentan son:
neumonia aguda, infiltracion de exudado caseoso en los pulmones, hemorragias

petequiales en los espacios intercostales, (24)

LESIONES MICROSCOFICAS :

Se observa depresion de centros linfoides, degeneracién parenquimatosa
y focos necréticos de color gris-amarillento en higado, bazo, miocardio, rifién,
pulmones ; las lesiones encefdlicas comprenden manguitos linfoides

perivasculares, proliferacién vascular y alteraciones neuronales. (2,6,7,28,34)
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En el examen histopatolégice de los pollos infectados naturaimente en el
brote de Pennsylvania se observé una encefalitis no supurativa difusa,
pancreatitis, miocitis necrotizante que afecta a multiples musculos esqueléticos,
principalmente en los oculares externos y de los miembros inferiores. Se pudo
observar que estas lesiones eran mas intensas en pollos de engorde que en las
galtinas ponedoras, posiblemente debido a la edad, estirpe del ave, patogenicidad
del virus o a la etapa de la enfermedad. En los pavos las lesiones son
pancreatitis, alteraciones degenerativas y necroticas en higado, encéfalo y
meninges, miocardio y tejidos cutdneos, depresién necrotica de centros linfoides.
(2,6)

En la actualidad no se dispone de informacién de la presencia de lesiones
en aves acuaticas infectadas de manera natural, por lo cual se desconoce las

alteraciones histopatolégicas. (6)

DIAGNGSTICG :

La historia clinica, sighos y lesiones pueden encaminar el diagnéstico de
la enfermedad, la confirmacién dependera del aislamiento e identificacion del
virus asi como de la evidencia serolégica positiva.(3,5,6,34)

Diagnéstico de campo:

Se sospecha de influenza aviar en cualquier parvada que presente
muertes repentinas, depresion severa, inapetencia, caida drastica en Ia

produccién de huevos. La presencia de edema en cabeza, cresta y barbillas
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cianoticas ; indica la posibilidad de que la enfermedad sea causada por un virus

de alta patogenicidad. (7)

Diagnostico de laboratorio -

Aislamiento e identificacioén del virus: Se puede aislar virus de traquea y cloaca

de aves vivas o muertas, va que el virus se replica tipicamente en las vias
respiratoria e intestinal. Los tejidos, secreciones y excreciones de estas vias son
apropiados para el aislamiento de virus. (6,27,34)

Al enviar las muestras se debe adjuntar la historia clinica, hallazgos a la
necropsia e informaciéon de nuevas adquisiciones en la parvada. En el caso de
infecciones sistémicas provocadas por virus altamente patégeno practicamente
de todo 6rgano puede aislarse el virus debido a la viremia, por ¢jemplo, pueden
enviarse hisopados de traquea y cloaca en tubos estériles conteniendo medio de
transporte estéril (1 a 2 ml) ; los 4rganos come pulmén, bazo, tonsilas cecales,
higado, riién, pueden transportarse en frascos o bolsas estériles. (4,6,7,27)

El método mas usado para el aislamiento del virus es ia inoculacion a
embriones de pollo de 9 a 11 dias de incubacion, via cavidad alantoidea con 0.
1 m! a 0.2 ml de muestra ya sea de los hisopados, o bien del macerado de
érganos y se incuban a 37°C. Para aumentar la probabilidad de crecimiento del
virus se puede emplear la via amniética en ¢l mismo huevo.(6,18)

La mortalidad embrionaria a las 24 hrs. post-inoculacién debe ser
descartada, debido a que el virus de influenza Aviar mata al embrién de 48-72

hrs. dependiendo de la virulencia del virus ; si no han muerto en 72 hrs. se retiran
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los huevos de ia incubadora y se pasan a la refrigeradora para que se enfrien vy
obtener asi el liquide alantoideo libre de gl6bulos rojos. La presencia del virus en
el liquido alantoideo se comprueba por su actividad hemoaglutinante sobre
eritrocitos de pollo. El almacenamiento de virus a largo plazo debe efectuares a -
70°C. La liofilizacion de los virus también es apropiada para ef almacenamiento,
pero deben probarse periédicamente para verificar su infectividad. (6,18)

En humanos los aislamientos se han hecho a partir de aspiraciones

traqueales y en algunos con lavado bronco alveolar. (14,20,33,35)

Serologia:

Se utilizan pruebas seroldgicas para demostrar la presencia de
anticuerpos que pueden ser detectados a partir de los 7 a 10 dias post-infeccion o
por vacunacion previa, es importante cbtener suero si es posible de la fase aguda
o convaleciente de la parvada, el cual puede conservarse congelado hasta el
momento de realizar las pruebas. Las pruebas mas utilizadas para la vigilancia
epidemioldgica y diagndstico serolégico son: (3,6,23,26,27)

a) Precipitacién en agar gel (PAG): Para esta prueba se utiliza suero de aves,

ademas del antigeno comercial elaborado a partir de membrana

coricalantoidea de embriones de pollo, el medio utilizado es el de agarosa.
(4,11)

En esta prueba cuando el antigeno y anticuerpo difunden uno hacia el otro

en el medio del agar gel entran en contacto, se combinan y forman una linea

visible en la zona de equivalencia, lo que se interpreta como positive a la
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presencia del virus de Influenza Aviar tipo A . Cuando se utiliza esta prueba se
emplea antigenos de referencia y producen Lineas de Identidad Total, los
resultados se obtienen en 24 hrs. (4,7,8,11,23)

Los sueros de pollo pueden ser positivos a la prueba de precipitacion
desde los 2 o 3 dias después de los primeros signos de la enfermedad. (6,18)

b) Inhibicién de la Hemoaglutinacion (HI) ; Esta prueba se realiza a partir

de muestras de suero y yema de huevo, utilizande un serotipo especifico de virus
de Influenza Aviar. La prueba de Hl resulta indispensable para confirmar Ia
identidad del subtipo de virus de influenza aviar ; ademas detecta y cuantifica
anticuerpos especificos presentes en sueros de aves, después de una infeccion o
vacunacién con virus de influenza aviar. La base de esta prueba, es la interaccion
de los anticuerpos especificos con la hemoaglutinina viral homéloga, que inhibe
la aglutinacion de los eritrocitos. (4,7,8,11,23,26)

¢) Inmunoabsorcién con Enzimas Asociadas (ELISA): Esta prueba por

ser rapida, sensible y especifica se utiliza para detectar y medir anticuerpos
presentes en el suero de aves, para lo cual se utilizan placas de microtitulacién
que constan de 96 celdillas o fosos. La prueba se lee utilizando un lector de
placas en el cual la intensidad de color de cada muestra es directamente
proporcional a la cantidad de anticuerpos especificos presentes en la muestra,

quedando registradas en Densidades Opticas (D.0.). {1,6,23,25)
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Diagnostico Diferencial :

La enfermedad de Influenza Aviar por su amplio espectro de signos y
lesiones, clinicamente puede ser facilmente confundida con las enfermedades de
Newcastle velogénico viscerotropico y otros paramixovirus, Chlamydia,
Mycoplasma, Colera Aviar, Bronquitis infecciosa, Laringotraqueitis infecciosa y
Sindrome de la Cabeza Hinchada. Comunmente se observan infecciones
concurrentes entre e! virus de Influenza con mycoplasma y otras bacterias. Por lo
tanto el diagnostico definitivo debe establecerse por medio de métodos virlégicos

Yy serolégicos para su confirmacion. (5,6,18,27,28,34)

TRATAMIENTO

No hay tratamiento efectivo para las infecciones por virus de Influenza
Aviar; sin embargo, estudios recientes en pollos muestran que el uso de
clorhidrato de amantadina y rimantadina, administradas en el agua de beber
redujo la mortalidad; no obstante, las aves permanecieron infectadas y eliminando
el virus. La amantadina estuvo presente en el suero, muscule e higado de las
aves tratadas; desapareciendo las concentraciones séricas y tisulares en un plazo
de 24 hrs., después de retirado el farmaco, pero la concentracién en clara y yema
de los huevos se conservd durante mas o menos 3 dias. Es por esta razén que

este farmaco no estd aprobado para usarse en aves para el consumo humano.

(6,7)
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Los demas tratamientos que se han empleado han sido de sostén para

aliviar los problemas secundarios causados por infecciones concurrentes como

mycoplasma y bacterianas (4,5,6).

PREVENCION Y CONTROL

Los métodos para la prevencion y control de la Influenza Aviar se centra en

prevenir la introduccion inicial del virus y del control de su propagacion sf ya se

ha introducido. (6)

La Prevencién est& encaminada a fortalecer las practicas de bioseguridad

dentro de cada pais o regién y en cada granja o parvada:

»*

Establecer la regla de “Todo dentro Todo fuera™ en cada explotacién.

Evitar que la parvada entre en contacte con aves enfermas, asi como del
contacto directo e indirecto con aves silvestres, exéticas y migratorias.

Permitir el ingreso a las granjas unicamente de los trabajadores y vehiculos
indispensables.

Proveer de ropa limpia y lugares de desinfeccion a los empleados de las

granjas.

Limpiar y desinfectar cuidadosamente los vehiculos que entren y salgan de las
granjas.
No prestar equipo u otro material a otras granjas.

No permitir el ingreso de aves y subproductos de México a Centro América.
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Limpiar y desinfectar cuidadosamente las galeras cada vez que tenga ﬁn lote

nuevo de aves.

Eliminar el estiércol, plumas y otros desperdicios de la parvada.

Los huevos para incubar deben provenir de parvadas libres de Influenza.

El reservorio de virus de Influenza Aviar en las aves silvestres son fuente

potencial para las aves domésticas, en particular aquellas en areas abiertas.
(5.6,13,17,22,26,34)

El Control va dirigido a las recomendaciones y responsabilidades para

contener brotes de Influenza Aviar causados por virus de patogenicidad variable,

entre las cuales se mencionan:

"

Establecer Medidas de Cuarentena, lo que reduce la posibilidad de
propagacion del virus.

Realizar peri¢dicamente Vigilancia epidemiolégica a nivel de campo por medio
de aves centinelas y de laboratorio, para detectar nueﬁos brote:;'. y evitar
propagaciones.

Mantener un buen programa de desinfeccion en la explotacion.

Realizar vacunaciones, pero cabe mencionar que esta NO se practica en dreas

o paises libres de la enfermedad. Sin embargo en paises como en México se ha

utilizado vacunas inactivadas con adyuvantes administrados individualmente en

algunos brotes (solo los causados por virus de baja o mediana patogenicidad)

utilizando la cepa de virus de Influenza gue esta causando el problerna en el

area; pero estas no son efectivas en areas geograficas extensas debido a la
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diversidad antigénica existente entre los virus de Influenza Aviar. Por lo tanto las

vacunaciones impiden la vigilancia epidemiolégica y serolégica y pueden

provocar infeccién y conservacién viral en ausencia de enfermedad, aun cuando

aparentemente reduzcan fa intensidad y propagacioén del virus, el cual no sera del

todo eliminado de la poblacién aviar.

= Practicar la Erradicacién, en caso de emergencia principalmente en los brotes
causados por virus de alta patogenicidad.

» Reportar inmediatamente todos los brotes de Influenza Aviar a las a

autoridades sanitarias correspondientes.

(5,6,13,17,22,26,28,34)

En México ante la presencia inexorable del virus de influenza aviar se
tomaron una serie de medidas para enfrentar este nuevo problema, las cuales
estan contempladas en el Plan Operativo de Control y Erradicacion de la
.lnﬂuenza Aviar. Las fases importantes de este plan incluyen :

+ La investigacion epidemiologica y diagnéstico de la enfermedad.

+ Determinacién de la magnitud del problema.

+ Prevencion y control.

+ Vigilancia Epidemiolégica.

+ Requisitos zoosanitarios para el manejo de las aves y sus productos.
+ Educacién y concientizacién de las medidas de bioseguridad.

+ Erradicacién de la enfermedad.,
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Cabe mencionar que en este pals actualmente se esta vacunando contra la
Influenza Aviar con el propésito de confrolar la enfermedad sin llegar a la
erradicacion mediante el sacrificio de las aves, sin olvidar que la mejor alternativa
para evitar la introduccibn y propagacién del virus son los programas de

bioseguridad, vigilancia y reporte. (12,21,26,27,31)
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IV. MATERIALES Y METODOS.
RECURSOS HUMANOS,
a. Estudiante investigador.
b. 4 Asesores Médicos Veterinarios.
c. Técnicos de laboraterio.

d. Personal administrativo DIGESEPE CENTRAL.

MATERIAL BIOLOGICO.

a. sueros de aves

b. microplacas adsorbidas con Antigeno de la Enfermedad de Influenza Aviar
(AIV).

¢. 30 ul de suero control positivo, conteniendo anticuerpos especificos contra
la enfermedad de Influenza Aviar.

d. 300 ul de conjugado de cabra-anti-pollo-iGg peroxidasa.

e. 30 ml de solucién de sustrato Hidrogeno peroxidasa (ABTS).

f. 30 pl de suero control negativo

g. antigeno de AliD.

h. antisuéro.

i. globulos rojos de gallina lavados, al 1%.

j. antigeno de AlHL

k. antisueros positivo y negativo.

I, albumina serica bovina.
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MATERIALES DE LABORATORIO.
a. medio de Agarosa.
b. solucion buffer.
c. solucién cie blogqueo.
d. placas para H! en fondo U.
e. placas de Petri
f. micropipetas (multicanal) de 8 a 12 canales con capacidad de 50-200ul.
g. labador de pipetas de 12 canales con recipiente de 1 litro.
h. tubos de ensayo graduados (25 ml, SO mi, 100 mi).
i. reservorio de reactivos.
j. puntas de pipetas ( 1-200 pl ).
k. placas ELISA de 96 pozos de fondo plano vacias (placas de
dilusion de sueros }.

. cronémetro.

m. lector de placas ELISA (filtro de 405-410 nm.}.

MATERIALES DE CAMPO.

a. hielera.

b. Computadora y monitor.
¢. diskette.

d. impresora.

€. papel.
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f. tinta para computadora.
METODOLOGIA.
Obtencién de la muestra:

| En el presente estudio se analizaron todas las muestras de suero de aves
provenientes del interior de la Reptblica de Guatemala que ingresaron al
laboratorio central de DIGESEPE en el periodo de marzo a agosto de 1997,
siendo el area fronteriza con México la mas estudiada ; los sueros llegaron ai
Laboratorio para realizarles las pruebas serolégicas de diagnéstico de la
enfermedad de Influenza Aviar. Para darles ingreso al L.aboratorio las muestras
se identificaron con un nimero de registro en el protocolio oorrespondiénte.

En el laboratorio los sueros fueron decantados en viales estériles
debidamente identificados, luego se tindalizaron en bafic de Maria a 56°C por 30
min., y posteriormente se almacenaron en congelacion hasta el momento de
realizar las pruebas.

a. Prueba de Precipitacién en Agar Gel.

Se utilizé una placa de petri conteniendo 15 ml. del medio de agarosa, en
la cual se hicieron las perforaciones en forma de roseta (7 fosos) ; utilizra:ndo 5
fosos para los sueros problema, 1 foso para el control positivo y el foso central
para el antigeno AlID (anexo 1).

Se depositd en el foso central 0.30 mi. del antigeno AlID ; en los fosos
periféricos los sueros, en la siguiente forma : en el foso 1 se deposité 0.30 mi de

suero control positivo ; en los S fosos restantes se depositaron 0.30 ml. de cada
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suerc problema, utilizando diferentes pipetas. Se incubaron a temperatura
ambiente (20-22°C) por 24 horas y luego se realizé la lectura con una lampara

de 60 watts a contra luz.

b. Prueba de Inhibicion de la Hemoaglutinacién (HI).

Para realizar esta prueba se identificé una microplaca como Placa de
Dilucién, en la cual se deposité 0.100 ml. de PBS con albiimina en todos los
fosos ; luego siguiendo un orden secuencial se depositaron 0.025 ml. de cada
suero a evaluar (ejemplo : foso A1 el suero 1, el foso Al12 el suero 12 ; foso B1
el suero 13, v asi sucesivamente hasta llegar al foso H12 donde quedé el suero
96), obteniendo una dilucién de 1:5.

En otra microplaca “ Placa para la Prueba” se deposité 0.025 ml. de PBS
con albimina a todos fosos ; luego con una micropipeta de 12 canales se
transfirieron 0.025 ml de los sueros de 1a linea A (A1-A12) de la placa de dilucién
a la linea A de la placa para la prueba , se mezclaron y se transfirieron 0.025 ml. a
la linea B de esa misma placa, se volvié a mezclar y se descarté 0.025 ml. La
dilucién resuttante en la linea A sera de 1:10 , mientras que en la linea B fue de
1:20. Esta operacion se repiti6 con los demds sueros, dejando en cada
microplaca empleada un suero control po’sitivb y un control de eritrocitos.

Una vez efectuadas las diluciones, se agregé a cada foso 0.025 mi. del
antigeno de AlHI conteniendo 4 DHA |, se cubrié y agité la placa para incubarla a

temperatura ambiente (20-22°C) por 30 min. Luego se agregé 0.05 ml. de la
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suspension de eritrocitos al 0.5% a cada foso, se cubri¢ y agité de nuevo la placa
para volver a incubar a temperatura ambiente por 30-45 min. Se realiz6 la

lectura.

c. Prueba de Inmunoabsorcién con Enzimas Asociadas (ELISA).

Con los sueros recolectados y almacenados se realizaron diluciones (1:50)
con solucién buffer, antes de iniciar la prueba. Asi mismo con los demés reactivos
se prepararon y se lievaron a temperatura ambiente antes de utilizarlos.

El procedimiento de la prueba fue:

Paso 1. marcar la plantilla de acuerdo a cada suero a evaluar. (anexo 2)

| Paso 2. agregar 50 pf de solucién buffer a cada foso de la plantilla.

Paso 3. agregar 50 pl de suero control positivo a los fosos A1, A3y H11.

Paso 4. agregar 50 pl de suero control negative a los fosos A2, H10y  H12.

Paso 5. transferir 50 ul de las muestras de suero diluidos en los fosos
restantes.

Paso 6. incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.

Paso 7. sacudir fuertemente la placa sobre papel secante hasta que se
considere libre de cualquier contenido. Este paso es uno de los mas
importantes.

Paso 8. lavar cada foso con 300 ml. de agua destilada de 3 a 5 veces.

Sacudir fuertemente la placa sobre papel secante hasta que

se considere libre de cualquier contenido extrafio.
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Paso 10.
Paso 11.
Paso 12.
Paso 13.

Paso 14.

Paso 15.

Paso 16.
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agregar 100 pl del conjugado diluido cabra-anti-poilo 1Gg peroxidasa
dentro de cada foso.

incubar por 30 min., a temperatura ambiente.

repetir los pasos 7y 8.

agregar 100 ul de la solucion substrato ABTS., dentro de cada  foso.
incubar por 15 min., a temperatura ambiente.

colocar 100 uf de la solucién de biogueo (stop) a cada foso para detener
fa reaccion. La lectura se debe realizar a los  min.

medir y registrar los valores de Absorbancia utilizando un filtro de 410
nm., para las muestras problema, controles positivo y negativos.
efectuar los calculos matematicos de los resultados de acuerdo a las

siguientes formulas:

* Promedic Absorbancia Control Positivo (PCP): A1+ A3+ H11/ 3.

* Promedio Absorbancia Control Negative (PCN): A2 + H10+ H12/ 3.

* Control Positive Correcto (CPC): PCP - PCN.

~ * Calculo de la Muestra Positiva (SP):

SP= (Promedic Absorbancia de la muestra) - (PCN) =
CPC

Si la proporcién SP es menor a 0.300 la muestra se considera como

negativa.

Proporciones de SP igual o arriba de 0.5 indican la presencia de

anticuerpos contra la enfermedad de Influenza Aviar en el suero de las aves ; se

anotaron los resultados en la hoja respectiva. ( anexo 3)
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ANALISIS DE DATOS.

Se estim6 la prevalencia puntual de reactores positivos a la enfermedad de
Influenza Aviar y se determiné la procedencia .

Se midi6 la sensibilidad de las pruebas de Hl y ELISA contra la prueba
de PAG. Los resultados se trabajaron en base a porcentaje (%) de sensibilidad

de estas dos pruebas contra la prueba de precipitacion.
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V. RESULTADOCS Y DISCUSION

En el pericdo de estudio ingresaron al Laboratorio Central de DIGESEPE

‘un fotal de 1754 muestras de sangre de aves (Gaflus gallus); las muestras

procedian en su mayoria de la parte fronteriza con México (Alta Verapaz,
Huehuetenango, otros) ; como parte del Programa de Vigilancia continua que se
realiza para evitar el ingreso de esta enfermedad a nuestro pais que actualmente
$e encuentra libre pero en constante riesgo por la localizacion geografica con el
pais endémico.

A las muestras se les separ6 el suero vy se les comié las siguientes
pruebas : Precipitacién en Agar Gel {(PAG), con antigeno AlID y antisueros
especificos positivo y negativo obteniéndose resuitados negativos a esta prueba.

De los 1754 sueros solo fueron analizados 180 sueros (10.26%), esto
debido a que los demas no llenaron los requisitos exigidos asi: 822 sueros
(46.86%) se descartaron por estar hemolisados, 451 sueros (25.71%) se
perdieron en el proceso de tindalizacion y 301 muestras (17.16%) no tuvieron -
cantidad suficiente de suero

Con los 180 sueros (100%) se realizé la prueba de Inhibicién de la
Hemoaglutinacién (HI) con antigeno de Influenza Aviar tipo A y antisueros
especificos positive y negativo, obteniéndose el 100% de resultado negativos. En
la prueba de Inmunoabsorcion con enzimas Asociadas (ELISA) 152 sueros
(84.45%) fueron negativos y 28 sueros (15.55%) fueron falso - positivo. Debido

a que el método de ELISA es mas sensible a dar falsos - positivos en sueros
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contaminados ¢ hemolisados que el método PAG y Hl; esto hace que los
resultados obtenidos por ELISA no tengan una correlacién directa con los otros
dos métodos serolégicos.

La calidad de los sueros en cuanto a factores como contaminacién ¥
grados de hemélisis influyeron en los resultados de el método ELISA {Grafica 1).

Con respecto a la procedencia de los sueros falso - positivos se determiné
que el 35.72% provenian del departamento de Alta Verapaz, el 21.43% del
departamento de Huehuetenango y el otro 42.85% de diversos departamentos

{Cuadro 1, Gréfica 2).



et it e L At o e Lt el B e P ey

34

VI. CONCLUSIONES

En la presente investigacion las muestras de suero analizadas por medio
de [as pruebas serolégicas de PAG y Hi, fueron negativas en su totalidad ; lo cual
evidencia que no hay presencia de anticuerpos circulantes contra la enfermedad
de Influenza Aviar.

Las pruebas de PAG y Hl son confiables para el diagndstico de la
Influenza Aviar.

El método de ELISA es altamente sensible, pero no especifico por Iﬁ que
las muestras de suero deben ser de alta calidad para evitar obtener resultados
falso - positivos.

México representa un riesgo para la avicultura Centroamericana por ser un
pais endémico a la enfermedad de la Influenza Aviar y por la cercania geografica
a la cual se encuentra.

De acuerdo al estudio realizado en el presente frabajo de investigacion se

a podido demostrar que Guatemala esta libre de Influenza Aviar.
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Vil. RECOMENDACIONES

Continuar con la Vigilancia Epidemiolégica mientras persista e! riesgo de
infeccién con el pais endémico.

Realizar programas de capacitacion sobre Bioseguridad para evitar el
ingreso de la enfermedad de Influenza Aviar a nuestro pais.

Por los resultados obtenidos en esta investigaci6n se recomienda seguir
utilizando los métodos de PAG y H! para el monitoreo de la Influenza Aviar, ya
que son pruebas de alta confiabilidad. |

Por la alta sensibilidad a hemélisis y contaminacién de los sueros el
métodoe de ELISA no se recomienda utilizarlo en ei muestreo epidemiolégico
Nacional para evitar resultados falso - positivo.

Instruir a los técnicos pecuarios en la forma correcta de recoleccion y
envio de las muestras de sangre al laboratorio.

Toda enfermedad exética como la Influenza Aviar debe ser de reporte

obligatorio.
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Vill. RESUMEN

La presente investigacion se realizé en el Laboratorioc Central de
DIGESEPE al cual ingresaron 1754 sueros de aves de traspatio procedentes
del interior de la Republica de Guatemala, para realizarles las pruebas
seroldgicas de PAG ; arrojando el 100% de negatividad a la prueba. De los 1754
sueros se eliminaron un total de 1564 por causas de : 822 sueros hemolisados,
451 sueros se perdieron en la tindalizacién y 301 sueros no tenian [a cantidad
necesaria para realizar las demas pruebas ; quedando solamente 180 suerc;s, a
los cuales se les corrié las pruebas de Hiy ELISA.

Con la colaboracion del Laboratorio de Avicola Villalobos se pude realizar
las pruebas de Hl y ELISA, obteniéndose los siguientes resultados : en la prusba
de HI los 180 sueros fueron negatives, en la prueba de ELISA 152 sueros
(84.45%) fueron negativos y 28 sueros (15.55%) fueron falsos - positivos.

Se determiné que el método de ELISA es altamente susceptible a la
contaminacion y hemélisis de los sueros, en comparacién con los meétodos de
PAG y HI, ya que dichos factores dieron lugar a obtener resultados falso -
positivo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se concluyé que no hay presencia -
de anticuerpos circulantes contra [a enfermedad de influenza Aviar en aves de
traspatio de nuestro pafs. Se deben seguir usando las pruebas de PAG y Hl para
el diagnostico de la enfermedad. Ademés la alta sensibilidad del método de

ELISA establece que para su utilizacién se requieren sueros de alta calidad.
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IX. SUMMARY

The present study was performed in the central laboratory of DIGESEPE,
in which entered 1754 native poultry serum, coming from the interior of
Guatemala Republic, to carry out the serclogical test of PAG, becoming a 100 %
negative. From the 1754 serums were eliminated a totat of 1574 for the following
reasons : 822 serums for hemolysis, 451 serums where lost in the process , and
301 serums did not have enough quantity to perform the other tests ; remaining
only 180 serums, on which were performed the test of Hl and ELISA. |

The method of ELISA could be carry out with the collaboration of the
laboratory of Avicola Villalobos. Obtaining the following results : in the test of HI
180 serums where negative, in the method of ELISA 152 (84.45%) serums where
negative and 28 (15.55%) where false-positive.

It was determined that the ELISA method is highly susceptible to the
contamination and hemolysis of the serum, in comparison to the methods of PAG
and HI, since fve obtained false-positive.

According to the results, it was concluded that there is no presence of
circulating antibodies against the disease of Avian Influenza in poultry of our
country. There should continue to use the method PAG and Hi for the diagnosis
of the disease. In addition to the high sensibility of the method ELISA has

determine that for it's utilization it's required serum of high quality.
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Ficha 1. Temple para la perforacién de rosetas en el medio de agarosa prueba de

PAG. Laboratorio Central de DIGESEPE. Guatemala, enero 1998,
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Ficha 2. Plantitla para la anotacion de la lectura dela absorbancia de los sueros
problema, suerc control positivo, y suero control negativo. Prueba de ELISA.

Laboratorio Avicola Viltalobos. Guatemala, enero 1998
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Cc+ : Suero control positive.

Cc- . Suero control negativo
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Ficha 3. Determinacién de la presencia de anticuerpos contra la enfermedad de

Influenza Aviar. Laboratorio Central de DIGESEPE. Guatemala, enero 1998.
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Cuadro 1.: Procedencia de sueros falso - positivos para la prueba de
ELISA, en los diferentes departamentos para la enfermedad de Influenza

Aviar. Guatemala abril de 1998.

PROCEDENCIA FRECUENCIA PORCENTAJE -
Villa Nueva 2 7.14
Quetzaltenango 1 357
Alta Verapaz 10 35.72
Zacapa 1 3.57
Quiché 2 7.14
Huehuetenango 6 21.43
Suchitepequez 2 714
Chiquimula 2 7.14
isabal 1 357
San Pedro Sacatepequez 1 3.57
TOTAL 28 100%
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Grafica 2. Porcentaje de la procedencia de sueros falso

positivos a la pueba de ELISA.

21 ,43%

ALY Verapaz
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