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RESUMEN

Se realiz6 un monitoreo en aves de traspatio para verificar si estas eran
portadoras del virus de la Influenza Aviar y ser posible fuente de infeccion para
las aves en granja. El estudio se realizé en las comunidades ejidales de los
municipios de Torredn, Coahuila, Gémez Palacio y Cd. Lerdo, Durango que
forman parte de la Region Lagunera, las muestras fueron obtenidas a través de
la puncién de la vena braquial en el ala y recolectadas en papel filtro para su
posterior analisis de laboratorio por medio de la prueba de Inhibicién de la
Hemaglutinina (IH), se tomaron un total de 2,810 muestras divididas en dos
partes, la primera constd de 1450 muestras realizadas entre los meses de
agosto-noviembre de 2004 y la segunda se realizd durante los de meses
febrero-mayo de 2005 con un total de 1,360 muestras. Las muestras fueron
tomadas en los tres municipios con un resultado total de 600 muestras
provenientes de Torreon, Coahuila, 1,310 y 900 muestras tomadas en Goémez
Palacio y Cd. Lerdo, Durango respectivamente. Los datos obtenidos en este
estudio por medio de la prueba de Inhibicion de la Hemaglutinacion fueron
negativos en todas las muestras, lo que indica en este estudio que las aves de
traspatio en la region de estudio no son consideradas como posible fuente de

infeccion de Influenza Aviar para las granjas avicolas.
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l. INTRODUCCION

La Influenza Aviar es una enfermedad que se presenta en las aves silvestres y
domésticas, aunque en algunas formas de presentacion puede afectar al humano
y algunos mamiferos menores. Antiguamente se le conocié como “plaga aviar”. La
Influenza Aviar es una enfermedad de la lista A de la OIE (OIE, 2004)

Es causada por un virus de la familia Orthomyxoviridae, su forma de presentacion
es de dos formas: una de baja patogenicidad y la altamente patdgena; la primera
se presenta con algunos signos respiratorios leves y poca mortandad, y la
segunda se presenta con signos digestivos y nerviosos graves, pudiendo llevar al
100% de mortalidad. La patogenicidad del virus se establece en base a los
antigenos de superficie de hemaglutinina (HA) y neuroamidasa (NA). De estas se
derivan diferentes cepas las cuales varian en el grado de patogenicidad
(Calnek et al., 2000)

Esta enfermedad se ha descrito desde hace mas de un siglo. La Influenza Aviar ha
sido reportada en varias partes del mundo, el primer caso descrito de esta
enfermedad fue realizada por el cientifico italiano Edoardo Perroncito en 1878, en
Turin, Italia. Se han tenido reportes de brotes en Alemania, Irlanda, Africa del Sur,
Hungria, Corea, China, Hong Kong, Iran, Pakistan, Estados Unidos, Australia y
paises del medio oriente y esto ha representado grandes pérdidas econémicas

para estos paises (Cox y Subbarao, 2000)

En México se observaron signos clinicos compatibles con los de la Influenza Aviar
en 1993, y en 1995 se identifico como virus de la Influenza Aviar con antigenos de
superficie HSN2, considerados como de Baja patogenicidad. A nivel nacional, una
investigacion seroldgica determind que se encontraba infectadas las parvadas de
11 estados de la parte central de Meéxico, en ese entonces resultaron

serologicamente negativos las parvadas del sur y norte del pais (Gurria, 2000)



Esta enfermedad ha adquirido gran importancia en México por el gran impacto que
ha representado en la industria avicola, en el modo en que se han incrementado el
desplazamiento las aves, ya que la forma anterior de infeccion de aves silvestres a
las domesticas ha cambiado en esta época, como por ejemplo por huevos

contaminados, personas, aviones, equipos, biologicos, etc. (Cedo, 2001)

En la regién lagunera la explotacion avicola es de suma importancia ya que se
cuenta con grandes granjas tecnificadas y por ello la importancia de mantener libre
de Influenza Aviar a esta zona, por ello la importancia de mantener libres a las
aves de traspatio porque pueden ser fuente de infeccién para las granjas. Se han
realizado muestreos serologicos para la identificacion de virus de la Influenza
Aviar, y los resultados han sido negativos, por lo que se ha mantenido el estatus

libre en la region lagunera.

Para esto se realizard un monitoreo en aves de traspatio en las comunidades
ejidales de los municipios de Torredén, Coahuila, Gémez Palacio y Cd Lerdo,
Durango, con el fin de descartar que estas aves sean una posible fuente de

infeccion de la Influenza Aviar para las aves que se encuentran en las granjas.




Il. REVISION DE LITERATURA

La Influenza Aviar es un modelo de enfermedad de tipo peste, que ha causado
grandes estragos, en la avicultura mundial, teniendo un gran impacto econémico

en el pais o region afectado.

La infeccion en aves puede ser inaparente o variar de manifestaciones clinicas
desde trastornos respiratorios leves hasta infecciones generalizadas con elevada
morbilidad y mortalidad (Garcia et al., 2002)

2.1. Antecedentes de la enfermedad

Uno de los primeros casos que se reportaron fue en 1878 por el italiano Edoardo
Perroncito, el cual lo describe como una septicemia en pollos que no era causada
por bacterias y la denomina “peste aviar". En 1901 Centanni y Savunozzi
describen que la enfermedad es causada por un agente filtrable y demostraron
que la enfermedad podia ser reproducida en el laboratorio administrando
homogenizados ultrafiltrados obtenidos de aves muertas. No fue si no hasta 1955
cuando el Dr. Schafer en Alemania demuestra que la enfermedad es producida
por un virus semejante al virus de la influenza que causa la enfermedad en los

humanos, cerdos y caballos (Garcia et al., 2002)

En América sé diagnodstico por primera vez en el afio de 1924 en Nueva York
diseminandose a varios estados hasta Missouri, volviendo a reaparecer en el

condado de Morris, Nueva Jersey en 1929 (Meede et al., 2001)

Siempre se ha tenido que lidiar con este virus, en especial en los lugares donde se
tienen grandes cantidades de aves para produccion pero se han reportado casos
de aislamientos de virus de la Influenza Aviar (lA), altamente patégenos desde
1959, algunos paises donde se han reportado casos son: Escocia, Inglaterra,

Irlanda, México, Pakistan y recientemente en Asia (Calnek et al., 1995)



Se cree que la primera observacion de los signos compatibles con IA en México
fue durante el otofio de 1993. En la primavera de 1995, el virus se identificd como
IA con antigenos de superficie HSN2, en ese momento se clasificd como de baja
patogenicidad y se determindé que se encontraban parvadas de 11 Estados del
centro del pais, los Estados del sur y del norte resultaron serolégicamente

negativos (Jordan y Pattison, 1998)

Cuadro 1. Brotes documentados causados por virus altamente patogenos de
IA, reportados desde la identificacion del agente causal de Influenza Aviar de
1955-2004 (OIE, 2004)

Virus de la Influenza Aviar Subtipo Pais
Pollos/Escocia/55 H5N1 Escocia
Golondrina de mar/Africa del sur/61 H5N3 Africa del sur
Pavos/Ontario/66 H7N3 Canada
Pollos/V ictoria/76 H7N7 Australia
Pollos/Alemania/79 H7N7 Alemania
Pavos/Inglaterra/79 H7N7 Inglaterra
Pollos/Pennsylvania/83 H5N2 EE UU
Pavos/Irlanda/83 H5N8 Irlanda
Pollos/Victoria/85 H7N7 Australia
Pollos/Inglaterra/91 H5N1 Inglaterra
Pollos/Victoria/92 H7N3 Australia
Pollos/Puebla/94 H5N2 México
Pollos/Queretaro/95 H5N2 México
Pollos/Queensland/95 H7N3 Australia
Pollos/Pakistan/95 H7N3 Pakistan
Pollos/Hong Kong/97 H5N1 China
Pollos/New South Wales H7N4 Australia
Pollos/Italia/97 H5N2 Italia




Pavos/Italia/99 H7N1 Italia
Pollos/Chile/2000 H7N3 Chile
Pollos/Netherlands/2003 H7N7 Paises bajos
Pollos/Korea/2003 H5N1 Corea
Pollos/Vietnam/2004 H5N1 Vietnam
Pollos/Japon/2004 | H5N2 Japon
Pollos/Tailandia/2004 H5N1 Tailandia
Pollos/Indonesia/2004 H5N1 Indonesia
Pollos/China/2004 H5N1 China
Pollos/Laos/2004 H5N1 Laos
Pollos/Texas/2004 H5N2 EE UU
Pollos/Canada/2004 H7N3 Canada
Pollos/Pakistan/2004 H7N9 Pakistan

2.2 Descripcion del virus

Los virus de la Influenza Aviar pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, género
lnfluenzawrus y se dividen en tres tipos antigénicamente diferentes de virus de
influenza: A, B y C. Este virus tiene la facultad de hemaglutinar. Los tipos By C se
encuentra tipicamente solo en humanos, los virus de influenza tipo A se hallan en
los seres humanos, cerdos, caballos, ocasionalmente otros mamiferos como el

mink, focas y ballenas y muchas especies aviares (Capua et al., 2000)

El virus de IA son virus con ARN, pleomérficos con un diametro de 80 a 120 nm;
no obstante, a menudo hay formas filamentosas del mismo diametro con
longitudes variables. La superficie del virién esta cubierta con proyecciones o
espigas espaciadas de manera estrecha de 10 a 12 nm de longitud, dentro de la
envoltura estad incluida la nucleocapside helicoidal: contiene proyecciones de
glucoproteinas de la envoltura que tienen actividad hemoaglutinante (HA) y de
neuroaminidasas (NA); la HA es un trimero en forma de baston y la NA es un




tetramero en forma de hongo, las cuales pueden ser identificadas serolégicamente

para la clasificacion final en el diagnostico de laboratorio (NOM-056-Z00-1995)

El virion puede romperse con detergentes, liberando las espigas que retienen sus
actividades respectivas. La HA es causante de la fijacion del virion a los
receptores de la superficie celular y de la actividad hemoaglutinante de los virus.
Los anticuerpos contra la HA son muy importantes en la neutralizacion del virus y
proteccion contra la infeccion. La actividad de la NA libera nuevos virus de la
célula por su accion en el acido neuraminico en los receptores; los antiCuerpos
contra la NA también resultan importantes en la proteccion, parece ser por medio
de la restriccion de la propagacion del virus de las células infectadas
(Cisterna y Barajas, 2002)

2.3 Clasificacion de la cepa
2.3.1 Clasificacion del virus de acuerdo a su base hemaglutinina y neurominidasa

Esta clasificacion se basa en el subtipo de hemaglutinina (HA) y neuraminidasa
(NA). En la actualidad existen 15 HA y 9 NA, las cuales se han identificado en
varias combinaciones en aislamientos aviares. Para identificar la HA y la NA de un
virus, se somete el aislamiento a pruebas de inhibicién de la hemoaglutinina (IH) e
inhibicién de la neuraminidasa (IN) con el uso de un panel de antisueros

especificos para los distintos subtipos (Calnek et al., 1995)

Las HA tienen caracteristicas de combinarse con las NA, en teoria, las
posibilidades de combinacion darian como resultado la formacion de 135 virus
diferentes de IA cada uno con caracteristicas antigénicas diferentes
(Rivera, 2001)



2.3.2 Clasificacion del virus deacuerdo con su patogenicidad

Esta clasificacion se da en base al grado de mortalidad que se presente en un
brote de IA, esta se divide en Influenza Aviar de alta patogenicidad e Influenza

Aviar de baja patogenicidad.

Cualquier virus que inoculado con una dulicion 1:10 de fluido alantoideo o cultivos
de tejidos libres de bacterias, por via intravenosa, en 8 pollos susceptibles de 4 a 8
semanas de edad, cause la muerte en 6, 7 u 8 de ellos, en un término de 10 dias

después de la inoculacion se considera de alta patogenicidad.

Si el virus mata de 1 a 5 pollos y no pertenece a los subtipos H5 y H7, se
requieren las siguientes pruebas adicionales.

¢ Replicacion del virus en cultivo celular, para determinar si produce efecto
citopatico o formacion de placas en ausencia de tripsina.

e Para los virus H5 y H7 de baja patogenicidad o de otro subtipo, si se cultiva
en tejidos, en ausencia de tripsina, se les debe determinar la secuencia de
aminoacidos del péptido conector de la hemoaglutinina. Si dicha secuencia
es similar a la observada en los virus de alta patogenicidad se le considera

en esa categoria (OIE, 2004)

Los cambios en la HA que se asocian a la patogenicidad son dos: uno que permite
cambio en su forma de glicosilacion en el que el rompimiento de la HA1, se
sustituye por otro sin esa capacidad. El otro cambio que ocurre en la estructura
molecular del sitio del rompimiento con cambio en que los aminoacidos de esta
region se sustituye por aminodacidos basicos, el rompimiento de las cadenas se
debe a la accion de las enzimas proteoliticas del tipo de la tripsina que se

encuentran en las células que infectan (Garcia et al., 2002)



La HA en si, es quien determina la patogenicidad viral y con las que el virus se
adhiere a las células, mientras que las NA actlian como enzimas que rompen el
acido neuraminico, dando asi el fenémeno de elusion. La patogenicidad puede ser
determinada por la secuencia de aminoacidos en el punto de union de la HA. La
infectividad del virus depende del rompimiento de este punto de unién, lo cual se
lleva a cabo por medio de las proteasas del huésped, la susceptibilidad de la
hemaglutinina a estas proteasas, depende directamente del numero de
aminoacidos basicos y son sensibles a enzimas similares a la tripsina, limitandose

asi al tracto respiratorio y digestivo (Pearson, 1994)

2.4 Transmision del virus

Las aves infectadas excretan virus de las vias respiratorias, conjuntiva y heces,
por tanto las formas probables de transmision incluyen tanto contacto directo entre
aves infectadas y susceptibles como contacto indirecto, abarcando aerosol
(gotitas) o exposicion a fomites contaminados con virus. Como las aves infectadas
pueden excretar concentraciones elevadas de virus en sus heces, la propagacion
se logra con facilidad mediante practicamente cualquier cosa contaminada con
material fecal, por ejemplo, aves y mamiferos, alimentos, agua, equipo, jaulas,
ropas, vehiculos de entrega, insectos, etc. Por tanto, los virus se transportan con
gran facilidad a otras zonas por medio de personas y equipo compartido por

servicios de apoyo, aves vivas en jaula en venta (Capua et al., 2000)

Las vias experimentales de exposicion en las cuales se tiene éxito incluyen el
aerosol, intranasal, intratraqueal, oral, conjuntival, intramuscular, intraperitoneal,
intracaudal del saco aéreo, intravenosa, cloacal e intracraneal
(Hernandez et al., 2000)



Parte de la evidencia implica a las aves silvestres como fuente circunstancial, y
esta causa es suficiente para ver a estas aves como fuente real. Se ha
considerado importante también a las aves silvestres de los problemas de
influenza en las focas, ya que éstas y dichas aves comparten a menudo el mismo
habitat (Eckroade y Davison, 1990)

Hay una amplia evidencia de la transmision horizontal de virus de influenza, pero
poca evidencia de que los virus se puedan transmitir de manera vertical
(Baez, 1994). No obstante debe sefialarse que los virus pueden estar presentes
dentro o en la superficie de los huevos cuando la gallina esta infectada, como se
demostro en el brote de Pensilvania logrando aislar la cepa H5N2 de huevos de
gallinas. Después de la infeccion experimental de gallinas con el virus, casi todos
los huevos puestos durante los 3-4 dias postinfeccion, contenian el virus
(Eckroade y Davison, 1990)

El periodo de incubacion transcurre desde la infeccion hasta la presentacion de
signos clinicos, ésta puede variar de horas hasta dias y depende de la cantidad de
virus circulante, del estado de salud del ave y de la raza de aves infectadas
(Vui et al., 2002)

La IA altamente patdgena puede atacar rapidamente a las aves de corral sin
ninguna sefal de infeccion; una vez establecida se puede diseminar rapidamente
de parvada a parvada (NOM-EM-016-Z00-2002)

2.5 Signos clinicos de la enfermedad

Los signos de esta enfermedad son en extremo variables y dependen de la
especie afectada, sexo, edad, infecciones concomitantes, virus, factores
ambientales, etc. (Calnek et al., 2000) Los signos pueden reflejar anormalidades
respiratorias, entéricas, reproductivas o del sistema nervioso; los cuales

comprenden depresion, disminucion de la actividad, menos ingestion de alimento y
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emaciacion, aumento de cloquera en las gallinas y baja de la produccién de
huevo, los signos respiratorios van de grado leve a intenso y comprenden tos,
estornudo, estertores y lagrimeo excesivo, acurrucamiento, pluma erizada, edema
de cabeza y cara, cianosis e la piel sin plumas trastornos nerviosos y diarrea;

todos estos signos pueden presentarse solo o combinadas (Schwartz, 1990)

En algunos casos la enfermedad es rapidamente fulminante y se encuentran las
aves muertas sin signos aparentes. De manera similar los virus que son iguales
antigénicamente pueden tener caracteristicas biolégicas muy diferentes; uno
puede producir una enfermedad grave en una especie dada y una infeccién

inaparente en otra (Tamayo et al, 1997)

Las lesiones que provoca esta enfermedad son muy variables pero se pueden
generalizar como lesiones de hemorragia, congestidon y necrosis. Las mas
importantes son, ausencia en los casos de muerte subita, hemorragias
equimaticas, particularmente en la union de la molleja, erosiones y hemorragias en
el epitelio de la molleja, hemorragia de tonsilas cecales, enteritis catarral o
fibrinosa, nefritis con congestion severa, congestion grave de musculatura,
petequias en el interior del esterndn, en la grasa serosa y abdominal, en las
superficie serosas d la cavidad corporal, peritonitis fibrinosa o producida por la
ruptura de o6vulos, inflamacién de senos orbitarios, exudacion mucosa excesiva en
el lumen de la traquea o traqueitis hemorragica grave, traqueitis congestiva,
edema con exudado seroso o caseoso en la mucosa de la trdquea, hemorragias o
degeneracion en los ovarios, exudados en los oviductos, sinusitis, edema
subcutaneo de la cabeza y cuello, secreciones nasal y oral, congestion grave de la
conjuntiva, a veces con petequias, focos hemorragicos en los tejidos linfoides de
la mucosa intestinal. Las lesiones en los pavos son similares al de las gallinas
pero pueden ser menos marcadas. Los patos infectados por IAAP y que excretan

el virus pueden no presentar sintoma clinico ni lesion (Godoy, 1996)
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2.6 Patogenia

Comienza con una infeccién local en el tracto respiratorio superior, el virus se
transmite por via aérea mediante aerosoles, se reproduce en las células de las
vias respiratorias, conduciendo a un rapido desencadenamiento del proceso
inflamatorio local que se activa secuencialmente, con una importante secrecion de
citocinas, especialmente proinflamatorias, responsables en gran medida del

sindrome clinico gripal (Cisterna y Barajas, 2002)

El virus excretado por el animal enfermo penetra por las vias respiratorias
superiores y se multiplica rapidamente en las células que infecta, posteriormente
se dirige hacia los tramos inferiores de las vias respiratorias e infecta a células
bronquiales y lo que provoca diferentes efectos tales como: efecto destructor
sobre el epitelio ciliado, infeccién de leucocitos mono y polimorfonucleares o la
sensibilizacion a las endotoxinas bacterianas. La infeccion del epitelio respiratorio
y digestivo en que se puede observar edema de la traquea, en infecciones
secuenciales con otros microorganismos, se observan tapones de exudados
Seroso O caseoso, se ven los sacos aéreos engrosados y puede haber una
enteritis catarral o fibrinosa. En infecciones con virus de alta patogenicidad
después de que el virus se replica en el tracto respiratorio y digestivo, se inicia
una viremia que le permite al virus viajar e infectar a todas las células del huésped
(Lleonart et al., 1991)

Debido a la gran variedad de signos que se pueden presentar en la IA, es
necesario hacer notar que existen otras enfermedades que presentan algunos
signos que son muy similares a ésta por lo que hay que realizar pruebas para la
diferenciacion contra enfermedades como colera aviar agudo, newcastle en la
presentacion velogénica, cabeza hinchada, laringotraqueitis infecciosa, bronquitis
infecciosa o reaccion postvacunal. Para esto se cuenta con una gran gama de

pruebas que se pueden realizar para su identificacion como son la inhibicién de
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hemaglutinina, por medio de cultivo, aislamiento del virus en embrion de pollo,

inmunofluorescencia y ELISA (Calnek et al., 2000)

2.7 Importancia a nivel mundial

El movimiento del virus de la Influenza Aviar ha cambiado su ritmo de expansion
tradicional, se ha adaptado al ritmo de nuestra época, teniendo el potencial de ser
transportado por personas, aviones, equipos, bioldgicos, huevos y producto
elaborado fresco, todo de manera muy rapida, poniendo de esta manera, que los
virus de alta y baja patogenicidad, incrementen su presencia y su virulencia en la
industria avicola, debido al intercambio comercial que existen entre los paises,
resultado de los tratados de libre comercio entre bloques de paises, no
necesariamente vecinos e igualmente a causa de la globalizacion econémica y
cultural del mundo y a la intensa movilizacion de productos avicolas gracias a los
modernos y rapidos medios de transporte, asi como el desplazamiento de millones
de personas. El cual puede traer como consecuencia si se llegara a presentar la 1A
debido a todo esto, grandes pérdidas econdmicas para el pais o regién afectada
por las limitaciones que esto ocasionaria para la movilizacion de sus productos

avicolas a nivel nacional como internacional (Shane, 1997)
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion geografica

El estudio se realizd dentro de los limites que comprende la Region lagunera,
localizada latitud 26° 23’ N y longitud 104° 47° O, tomando en cuenta los
municipios de Torredn, Coahuila, Gomez Palacio y Ciudad Lerdo, Durango, que se
encuentran consideradas como las ciudades mas importantes dentro de esta area
determinada. Las muestras fueron tomadas en las aves de traspatio, en los ejidos
que estan dentro de las demarcaciones de los municipios antes mencionados. Con

el fin de determinar si las aves presentaban anticuerpos contra la Influenza Aviar.

3.2 Norma para la toma de muestras

La Influenza Aviar es una enfermedad de reporte obligatoria, y se encuentra regido
por la NORMA Oficial Mexicana NOM-044-Z00-1995, Campariia Nacional Contra
la Influenza Aviar. La cual exige realizar cuando menos dos muestreos por afio en
aves de traspatio, y las muestras debe ser recolectadas para su envio y analisis
en el laboratorio de tres formas, para pruebas serolégicas se pueden obtener
sangre completa, por medio de tubos de ensaye o a través de papel filtro y para la
realizacidbn de aislamiento viral se toman hisopos con muestras traqueales o

cloacales.

3.3 Procedimiento para la toma de muestras de aves con papel filtro
3.3.1Consideraciones generales para el sangrado de las aves

Para la realizacion de este trabajo se optd por la toma de sangre completa a
través del papel filtro, y realizar la prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion, ya

que es una forma mas rapida y segura que por medio de tubos de ensaye, la cual

se describe mas adelante.
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En muchas ocasiones, se requieren muestras para llevar a cabo pruebas
serologicas o hematoldgicas, por lo que, es necesario obtener muestras de
sangre. Para seleccionar la técnica mas adecuada en un caso particular, se debe

tener en cuenta:

e Edad.

¢ Volumen de sangre requerido.

e Destino posterior del ave, entre el cual puede contraerse reingreso a la
parvada, conservacion de aquella para obtener muestras subsecuentes o

sacrificio inmediato.

3.4 Técnicas para la puncién de la vena braquial

Esta técnica se emplea rutinariamente en parvadas de traspatio, para detectar
reactoras positivas a Influenza Aviar. Se basa en una prueba de inhibicion de la
aglutinacion con suero, se requiere de una gota de sangre impregnada en una tira

de papel filtro.

Para poder observar la vena braquial, es necesario retirar algunas plumas de la
superficie ventral de la regién del ala. La vena corre a lo largo de la depresion

entre musculos, el biceps braquial y el triceps humeral.

Una vez localizada la vena, se punciona con una lanceta inmediatamente brota
una gota de sangre, la cual se recoge con una tira de papel filtro. Por lo general, la
puncion se realiza en el nivel de la articulacién humeroradiocubital.

3.5 Seleccion de las aves a muestrear

Se efectuara el muestreo seroldgico de acuerdo a la normatividad establecida por

la Direccion General de Salud Animal, Direccion de Camparnas Zoosanitarias.
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3.6 Extraccion de las muestras -

e Las muestras se obtienen en una tira de papel filtro de 5 cm de largo por
0.5 cm de ancho. Estas medidas y el tipo de papel son especificas para
lograr la concentracion de sangre adecuada y poder realizar las pruebas de
inhibicion de la hemoaglutinacién en el laboratorio.

e Se debe escribir con lapiz el nimero de muestra correspondiente
abarcando sélo 1 cm del extremo de cada tira de papel filtro utilizado.

e Una persona sujeta al ave por la parte dorsal y con los dedos indice y
pulgar, debera presionar la vena braquial con la superficie ventral de la
region del ala.

e Con una lanceta estéril se hace una puncién en la vena braquial.

e Se toma la tira de papel filtro por el extremo donde se encuentra la
identificacion 1 cm aproximadamente y se coloca sobre la gota de sangre,
moviéndose o recorriéndose para que la tira de papel filtro quede
impregnada en ambos lados, tanto en lo ancho como a lo largo cubriendo
los 4 cm de la tira.

e No importa que la sangre se difunda hasta el nUmero de identificacion, ya
que ésta fue identificada con lapiz, no se borra y la muestra se trabaja de la
linea a la punta contraria, donde fue colocado el niimero de identificacion.
Se debera marcar con nimero progresivo a cada una de las aves del predio
que se le tome la muestra. Lo anterior, permite identificar individualmente a
cada ave, el numero debera coincidir con el del papel filtro de la muestra.

e Secar la tira de papel filtro al aire libre, agitandolo suavemente, hasta que
no manche al contacto con la mano o dedos.

e Colocar las tiras de papel filtro sobre una hoja de papel e ir doblandola en
pliegues cada vez que se haya formado una nueva hilera de muestras. De
tal forma, que la hoja quede doblada conteniendo las muestras en cada

pliegue que pueden ser de tres a cuatro por cada hoja.
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3.7 Forma de envio

e Las tiras de papel filtro ya impregnadas e identificadas, se ponen en un
sobre pequefio para cada predio, el cual a su vez, se introduce en otro

sobre bolsa tamario carta de papel mas grueso para ser enviados.

e Las muestras deben estar perfectamente secas, o bien, las muestras
colocadas en las hojas dobladas podran ser introducidas en los sobres para

Su envio.

e El sobre o los sobres introducidos en otro sobre de papel para su envio al:
LABORATORIO DE LA C.P.A. EN LA CIUDAD DE MEXICO.

Para el analisis de las pruebas se debe realizar una prueba de inhibicion de la
hemoaglutinacion en los laboratorios de la CPA, CENASA o los laboratorios

aprobados por la SAGARPA. La prueba de laboratorio se describe a continuacion.

La inhibicion de la hemaglutinacion, es la interaccion de anticuerpos especificos
con la hemaglutinina homoéloga del virus de la Influenza Aviar evitando la
aglutinacion de los eritrocitos de pollo. La deteccion de anticuerpos contra el virus
de la |IA en las aves, es un indicador confiable de que las aves han sido expuestas
a antigenos propios del virus, ya sea mediante el proceso de infeccién natural o
por medios artificiales a través de la vacunacion. La técnica de inhibicion de la
hemaglutinacion permite detectar la presencia de anticuerpos contra el virus de IA
en el suero de las aves expuestas y se debe realizar con 4 unidades
hemaglutinantes (UHA) del antigeno viral, utilizando exclusivamente las técnicas y

los reactivos de diagndstico autorizados por la SAGARPA.
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3.8 Equipo, instrumentos, reactivos y condiciones ambientales requeridas

para el diagnéstico
3.8.1 Equipo e instrumentos

Agitador para microplacas, Lector para microplacas, Potenciémetro, Contenedores
para reactivos, Jeringas de 5y 10 ml, Microplacas con fondo en “V”, Puntas para
micropipeta, Micropipeta multicanal con volumen ajustable de 25 a 50 microlitros,

Centrifuga clinica, Tubos de centrifuga.
3.8.2 Reactivos

1. Preparacion de la solucion salina fosfatada (PBS) pH 7.2 a 7.4
Solucion Madre: KH2PO4 anhidro 0.15 M 3.25 g, NaH2PO4 anhidro 0.15 M
10.8 g, NaCl 170 g, Agua destilada (c.b.p. ) 1000 ml.

Solucion de trabajo: Preparar una diluciéon 1:20 de la siguiente manera: 50 ml de
solucion madre mas 950 ml de agua, destilada y ajustar a un pH de 7.2 a 7.4 con
NaOH al 2% en agua destilada.

2. Diluyente para el antigeno: se emplea la solucién de trabajo adicionada con

0.02% de albumina sérica bovina.

3. Anticoagulante de Alseaver para la muestra de sangre de pollo de donde se
obtendran los eritrocitos utilizados en la prueba: Dextrosa 20.5 g, Citrato de sodio
8.8 g, Acido citrico 0.55 g, Cloruro de sodio 4.2 g.

Agua destilada 1000 ml. esterilizar en autoclave 100°C, 15 minutos y

posteriormente almacenar en refrigeracion a 4°C hasta su uso.
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4. Eritrocitos de pollo lavados a una concentracion final de 1% en PBS, los cuales

se deben procesar de la siguiente manera.
a) Se colecta una muestra de pollo sano con el anticoagulante de Alseaver (v/v).

b) Se lavan los eritrocitos en un tubo para centrifuga colocando un volumen de

sangre con Alseaver llenando el tubo con PBS.

c) Invertir el tubo varias veces para suspender perfectamente los eritrocitos.
d) Centrifugar la sangre a 500 G durante 5 minutos .

e) Eliminar el sobrenadante y la capa de leucocitos (capa blanca).

f) Llenar nuevamente el tubo con PBS.

g) Repetir el ciclo de lavado y centrifugacion dos veces mas. Posteriormente, diluir

los eritrocitos a una concentracion final de 1% (v/v) en PBS.

5. El suero testigo positivo contra el subtipo HSN2 del virus de Influenza Aviar sera

proporcionado por la CPA.
6. Antigeno viral (H5N2) inactivado, sera proporcionado por la CPA.

7. Dentro de las condiciones ambientales del laboratorio debe existir una

temperatura de 18 a 20 grados centigrados para su operacion.
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3.9 Titulacién del antigeno

Colocar 25 microlitros de diluyente para el virus en cada uno de los 12

pozos en 2 filas de una microplaca de poliestireno de fondo en “V”.
Agregar 25 microlitros de antigeho en el primer pozo de cada fila.

Utilizando micropipeta de 25 microlitros, hacer diluciones logaritmicas base
2 seriadas de 1:2 a 1:1024 del antigeno, dejando los dos ultimos pozos de

cada fila sin antigeno para que sirvan como control de eritrocitos.
Agregar otros 25 microlitros de PBS en cada pozo.

Agregar 25 microlitros de la suspension de eritrocitos de pollo al 1% en PBS

a cada pozo y agitar la microplaca para mezclar los reactivos.

Cubrir la microplaca e incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Realizar la lectura hasta que se forme un botén bien delimitado en el fondo

de los pozos para control de eritrocitos.

Interpretacion de la titulacion del antigeno: El punto final de la titulacion de
antigeno es la dilucion mas alta del antigeno en la que se observe el 100%
de hemaglutinacién. Se considera que en esta dilucién existe una unidad
hemaglutinante (UHA). La dilucion conteniendo las UHA deseadas del
antigeno, se determina dividiendo el punto final de la hemaglutinacion entre

4 para obtener 4 UHA en 25 microlitros de suspensién del antigeno.
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3.10 Procedimiento de la prueba de inhibicion de la hemaglutinaciéon
a) Preparacion y acondicionamiento de la muestra:
- Identificar con exactitud las muestras de suero y/o papel filtro a analizar.

- En el caso de las muestras de sangre embebida en papel filtro se debe colocar
una tira de papel filtro Whatman 41 o su equivalente y adicionar 40 microlitros de

PBS y mantener en agitacion durante 1 hora.

b) Procedimiento de la prueba. En esta prueba las muestras seran analizadas en

diluciones de 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16, para identificar las muestras positivas.

- Colocar en una microplaca en forma de “V”, 25 microlitros de PBS en cada uno

de los 96 pozos.

- Con una micropipeta, transferir 25 microlitros de cada una de las muestras de
suero o de las muestras de papel filtro previamente resuspendido, a la primera
linea de pozos de la microplaca, en el orden en el que las muestras han sido

identificadas.

- Mezclar las muestras de suero y PBS y hacer cuatro diluciones dobles seriadas
de 1:2 hasta 1:16, con un volumen de 25 microlitros, descartando los ultimos 25

microlitros de la dilucion 1:16.

- En cada prueba se coloca control de eritrocitos con 25 microlitros de eritrocitos al
1% y 50 microlitros de PBS.

- En cada prueba se debe colocar un suero testigo positivo a la presencia de

anticuerpos contra el virus de |A con un titulo previamente determinado, asi como
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un suero testigo negativo que no posea anticuerpos contra ningun virus de IA,

ambos diluidos de manera similar a los sueros a analizar en la prueba.

- Una vez efectuadas las diluciones, agregar 25 microlitros del antigeno de IA,

previamente ajustado a 4 UHA en 25 microlitros.

- Cubrir la placa, agitarla gentilmente e incubar a temperatura ambiente durante 30

minutos.

- Agregar 25 microlitros de la suspensién de eritrocitos al 1% a cada uno de los

poZos.

- Cubrir la placa, agitarla gentilmente e incubar a temperatura ambiente hasta que
los eritrocitos testigos se sedimenten para formar un botdn bien delimitado (30 a

45 minutos).

- Leer y registrar los resultados como hemaglutinacion o inhibicion de la
hemaglutinacion en cada uno de los pozos. Los pozos que se observen con un
aspecto similar al control de eritrocitos (que contiene 25 microlitros de eritrocitos y
50 microlitros de PBS), deben ser considerados como una reaccién de inhibicion

de la hemaglutinacion.

- Para la validacion de la prueba, los resultados del suero testigo negativo no
deben tener un titulo mayor a 1:4 (>22 o log2) de IH, mientras que el suero testigo
positivo debe tener un titulo similar al previamente establecido o tener un titulo con
una diferencia no mayor a una dilucion (log base 2) del titulo previamente

establecido.
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3.11 Interpretacion de los resultados

Se consideran positivos los sueros que produzcan inhibicion de la hemaglutinacion
franca de la dilucion 1:10. Se debera efectuar la titulacion de las muestras que
resulten positivas en la prueba para determinar el punto final de la reaccion de
inhibicion de la hemaglutinacion, realizando la prueba nuevamente con un nimero

mayor de diluciones dobles seriadas (logaritmo base 2).

Se consideran sospechosos los sueros que produzcan inhibicion de la

hemaglutinacion franca en la dilucién 1:10 (23 o log2 3).

Se consideran negativos los sueros que no produzcan inhibicion de la
hemaglutinacion o que la produzcan en diluciones iguales o menores a 1:4 (>22 o
log2). La sensibilidad de la prueba de IH es del 80%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Se realiz6 un muestreo en aves de traspatio para el diagndstico seroldgico de la
enfermedad de Influenza Aviar en la region lagunera por medio de la técnica de

inhibicion de la hemaglutinacion.

Durante el proceso de trabajo de campo se realizaron muestreos en comunidades
ejidales correspondientes a los municipios de Torredn, Coahuila, Gémez Palacio y
Cd. Lerdo, Durango; se recolectaron un total de 2,810 muestras, obtenidas en dos
partes, la primera se realizo entre los meses de agosto a noviembre de 2004 con
un total de 1450 muestras, de las cuales 320 fueron en Torreon, 740 en Goémez
Palacio y 390 en Lerdo; el segundo muestreo se realizé durante los meses de
febrero a mayo de 2005 con un total de 1,360 muestras, de ellas 280 se

recolectaron en Torredn, 570 en Gémez Palacio y 510 en Lerdo.

Todas las muestras fueron analizadas en laboratorio a través de la prueba de

inhibicion de la hemaglutinacion.

Todas las muestras presentaron inhibiciéon de la hemaglutinacion en diluciones
menores a 1:4 por lo que todas las muestras fueron consideradas como negativas

al virus de la Influenza Aviar.

Con el resultado obtenido de este trabajo, se confirma que las aves de traspatio de
las comunidades ejidales de los municipios de Torreén, Coahuila; Gémez Palacio
y Cd. Lerdo, Durango se encuentran libres del virus de la Influenza Aviar por lo
que se descarta la posibilidad de que estas sean una posible fuente de infeccion

para las granjas avicolas que se localizan en esta region.
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos en afios anteriores, ya que estos
monitoreos se han realizado durante cuatro afios consecutivos realizados por la
asociacion de avicultores de la region lagunera sin haberse presentado un caso

positivo durante este lapso.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las aves de traspatio de las comunidades ejidales de Torredn, Coahuila,
Gomez Palacio y Cd. Lerdo, Durango se encuentran libres de Influenza

Aviar.

Las muestras solo se enfocaron a las aves de traspatio y no en aves en

granja.

Realizar muestreos para |A en aves silvestres.

Repetir el muestreo conforme lo establecido a la norma, con respecto a

aves de traspatio que se menciona un minimo de dos veces por afio.
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