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0. Resumen

La influenza aviar se presenta en todas Aves silvestres y domesticas en algunas
presentaciones puede afectar a mamiferos menores y llega a afectar a explotaciones de
produccion, también afecta la economia y en gran cantidad el consumo de la
alimentacion en la regién, se procedi6é a tomar muestras de suero e hisopo cloacal para
la revision de bioseguridad y también revision de la normatividad adecuada para
presentar un tema de interés social de la regién que establezca la incidencia de alguna
enfermedad en mayor rango e informarle sobre la importancia de tener monitoreo para
gue una enfermedad no tenga porcentajes altos sobre propagacién. Tomando en cuenta
la seguridad y lo importante que es tener un monitoreo adecuado sobre los distintos tipos
de explotacién de granjas avicolas tomando la Region Lagunera de Coahuila como
principio de revision a supervisar como se previene un posible brote de enfermedad y
llevando las muestras allaboratorio para confirmar sospechas con la prueba de inhibicion
de la hemaglutinacién (IA) y como proceder en caso de un posible brote y como actuara
la granja y CPA.

Palabras Clave: influenza aviar, monitoreo, granjas avicolas
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1. Introduccidén

La influenza aviar, causada por el virus de la influenza aviar tipo “A” puede afectar varias
especies avicolas para el consumo (pollos, pavos, codornices, gallina de guinea, etc.),
asi como aves de compainiia y aves silvestres y algunas cepas pueden ocasionar altas
tasas de mortalidad. El virus también se ha aislado en algunas especies de mamiferos
incluidos humanos, ratas y ratones, comadrejas y hurones, cerdos, gatos, tigres y perros.
(OIE., 2014).

En 1997 se identificaron en Hong-Kong varios casos de infeccion del tracto respiratorio
superior en seres humanos. El progreso de la infeccién fue refractario a muchas formas
de aproximacion terapéutica y usualmente era letal. El agente causal fue un virus,
sorprendentemente un virus de la gripe, y asombrosamente era un novedoso virus de la
gripe aviar (gripe aviar altamente patdgena H5N1), el cual desempefiaba el papel
principal en esta ocasion. Para controlar esta infeccién los criadores rurales sacrificaron
mas de 100 millones de péjaros (P.K. Chan., 2002).

Existen varias cepas de virus de la influenza aviar que suelen clasificarse en 2 categorias:
influenza aviar poco patdégena, que produce pocos signos clinicos o ninguno en las aves;
e influenza aviar altamente patdgena, que produce signos clinicos graves y/o de alta
mortalidad (Swayne DE., 2008).

La influenza aviar esta incluida en la lista de enfermedades del Codigo Sanitario para los
Animales terrestres de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal. La declaracion
obligatoria a la OIE concierne dos subtipos en particular: HSN1 Y H7N1 conforme al
Caodigo Sanitario para los Animales terrestres de la OIE (P. Fernandez, W. White; Ed.:
2011).

El virus de la influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae y se clasifica con base a
sus diferencias antigénicas en la nucleoproteina (NP) y en la proteina matriz (MA) en los
tipos: A, B,y C. Las particulas de los virus estan constituidas por una bicapa lipidica que

se deriva de la célula huésped, en donde se encuentran embebidas las glicoproteinas



HA (en mayor proporcién), NA y la proteina MA, la proteina Matriz forma una capa interna
(Memorias, 8 Reunion AVEM, Queretaro, Mex. 2015)

Segun las recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud, la muestra éptima
para la deteccion del virus de la gripe A es un aspirado nasofaringeo obtenido en el plazo
de tres dias desde el inicio de los sintomas. Hay tres métodos principales para detectar
particulas o la infeccién viral en un individuo determinado: la deteccion del antigeno, el
cultivo del virus y el analisis de la reaccion en cadena de la polimerasa (en tiempo real)
(Montalvo-Corralv., et. al. 2009).

Las explotaciones avicolas en la region lagunera son de mucha importancia, por el gran
nimero de granjas avicolas con las que cuentan porlo que tener un control sobre estas
granjas es lo justifica este muestreo en dichas granjas. Se realiz6 un muestreo en granjas
avicolas en los municipios de Francisco |. Madero, Viesca, Torredn. San pedro y

Matamoros con el fin de confirmar la posible presencia del virus de influenza aviar
2. Antecedentes de la enfermedad

Elvirus H5NL1 de la peste aviar o influenza aviar altamente patdogena (HPAI) existe desde
1996. Sin embargo, la verdadera crisis en Asia comenzé a principios de 2004, cuando
se declaré en forma casi simultanea en mas de 10 paises, provocando la muerte de
cientos de miles de pollos y patos. Hasta la fecha se han registrado mas de 100 casos
en seres humanos y mas de 140 millones de muertes o descartes de aves. En 1997 se
identificaron en Hong-Kong varios casos de infeccion del tracto respiratorio superior en
seres humanos. El progreso de la infeccion fue refractario a muchas formas de
aproximacion terapéutica y usualmente era letal. El agente causal fue un virus,
sorprendentemente un virus de la gripe, y asombrosamente era un novedoso virus de la
gripe aviar (gripe aviar altamente patdgena H5N1), el cual desempefiaba el papel
principal en esta ocasion. Para controlar esta infeccién los criadores rurales sacrificaron

mas de 100 millones de pjaros (P.K. Chan., 2002).



Durante el siglo XX la aparicion de nuevos subtipos de virus de gripe A causé tres
pandemias, las cuales se extendieron por todo el mundo antes que transcurriera un afio

de haber sido detectadas:

* 1918-19: La “gripe espanola” [A (H1N1)], provocé la mayor cantidad de muertes por
gripe que se conoce: mas de 500,000 personas murieron en los Estados Unidos y puede
gue hasta 50 millones de personas hayan fallecido en todo el mundo. Muchas personas
murieron durante los primeros dias después de infectarse mientras que otras fallecieron
posteriormente como consecuencia de complicaciones. Aproximadamente el 50% de los
muertos eran adultos jovenes y sanos. Los virus de la gripe A (HLIN1) aun circulan hoy

dia después de su reintroduccion en la poblacion humana en la década de 1970.

» 1957-58: La “gripe asiatica” [A (H2N2)] provoco aproximadamente 70,000 muertes en

los Estados Unidos vy entre uno a cuatro millones en el mundo. Identificada
por primera vez en China a fines de febrero de 1957, la gripe asiatica llegé a los Estados
Unidos en junio de 1957.

* 1968-69: La “gripe de Hong Kong” [A (H3N2)] provocd aproximadamente 34,000
muertes en los Estados Unidos y aproximadamente 700,000 en el mundo. Este virus fue
detectado por primera vez en Hong Kong a comienzos de 1968y llegd a los Estados
Unidos un poco después ese mismo afio. Los virus de gripe A (H3N2) aun circulan
en la actualidad. (Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades, CDC, 8 de
marzo de 2006)

La enfermedad no tiene precedentes en cuanto a su difusiébn geografica y su enorme
impacto social y econdémico. Las pérdidas econdémicas del sector de las aves de corral
en Asia se estiman aproximadamente en 10.000 millones de ddlares EE.UU. (FAO, 2018,

Avian issues)



3. Clasificacién de la cepa

3.1 Clasificacién del virus en base a las glicoproteinas

Las dos glico-proteinas de la superficie del virus, hemaglutinina (HA) y neuraminidasa
(NA), son las que permiten su clasificacion, de las cuales se han reconocido hasta el
presente 16 tipos de proteinas de HA (hemagilutinina) y 9 tipos de proteinas NA
(neuraminidasa) distintos antigénicamente, teniendo cada subtipo de virus A, una HA 'y
NA, aparentemente en cualquier combinacion. Para identificar la HA y la NA de un virus,
se somete el aislamiento a pruebas de inhibicion de la hemoaglutinina (IH) e inhibicion
de las neuroaminidasas (IN) con el uso de un panel de antisueros especfficos para los
distintos subtipos. Casi todos los virus de Influenza A conocidos, han sido aislados de
las aves y algunos de mamiferos. Estudios filogenéticos y de ecologia de los virus de
Influenza tipo A demuestran que las aves acuaticas silvestres son el reservorio y la fuente

de estos virus para las otras especies. (PANAMA, 2007).

3.2 Clasificacion del virus en base a su patogenicidad

Esta clasificacion se da en base al grado de morbilidad que se presenta en un brote de
IA, esta se divide en Influenza Aviar de alta patogenicidad o de Influencia Aviar de baja
patogenicidad. La expresién IAAP indica la patogenicidad en los pollos e implica la
intervencion de cepas del virus altamente patdgenas. Se utiliza para describir una
enfermedad de las aves plenamente susceptibles con signos clinicos que pueden
consistir en uno 0 mas. La expresion utilizada clasicamente “peste aviar’ se ha
abandonado para dar paso a la expresion mas exacta de IAAP. Dado que todos los virus
naturales de la IAAP conocidos hasta hoy han sido de los subtipos H5 y H7, y que
estudios genémicos han determinado que los virus de la IAAP derivan de una mutacién
de los virus de la IALP H5/H7, todos los virus de la IALP H5/H7 (Manual terrestre OIE,
2015).

La OIE ha adoptado los siguientes criterios para determinar la patogenicidad de virus de
la influenza tipo A: a) Se utiliza uno de los dos métodos siguientes para determinar la

patogenicidad en los pollos. Un virus influenza tipo A de alta patogenicidad es:



b) Cualquier virus influenza tipo A que sea letal para seis, siete u ocho pollos susceptibles
de 4-8 semanas de edad dentro de los 10 dias posteriores a la inoculacion intravenosa
de 0,2 ml de una dilucién a 1/10 de liquido alantoideo infectivo libre de bacterias o ii)
Cualquier virus que tenga un indice de patogenicidad intravenosa (IPIV) de 1,2 o

superior. El procedimiento de calculo del IPIV es el siguiente:

e Sediluye a 1/10 en solucién salina estéril isotdnico el liquido alantoideo infectivo fresco

con un titulo de HA >1/16 (>24 o > log2 4 expresado como el inverso).

e Se inyectan por via intravenosa 0,1 ml del virus diluido a diez pollos susceptibles SAN
de 6 semanas de edad; siempre que sea posible deben utilizarse pollos SPF (libres de

patdgenos especificos).

e Las aves se examinan en intervalos de 24 horas durante 10 dias. Durante cada
observacioén, cada ave se puntia como O si se encuentra normal, 1 si esta enferma, 2 si

esta muy enferma, y 3 si se ha muerto.( http:/iwww.offlu.net/fileadmin/home/en/resource -

centre/pdf/influenza A Cleavage Sites.pdf )

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 actian como enzimas que rompen el acido
neurominico, dando asi el fenbmeno 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 unidn, lo cual se lleva a
cabo por medio de las proteasas, depende directamente del nimero de aminoacidos y
son sensibles a enzimas similares a la tripsina, limitAndose asi al tracto respiratorio y

digestivo (Pearson, 1994)
4. Descripcion del virus

El virus de la influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae, es un virus RNA
segmentado y envuelto. De acuerdo a sus nucleoproteinas y proteinas matrices se
clasifican en tres tipos: A, By C. A su vez, atendiendo a sus dos antigenos de superficie,

hemoaglutinina (H) y neuraminidasa (N), se clasifican en subtipos. Los virus de la


http://www.offlu.net/fileadmin/home/en/resource-centre/pdf/Influenza_A_Cleavage_Sites.pdf
http://www.offlu.net/fileadmin/home/en/resource-centre/pdf/Influenza_A_Cleavage_Sites.pdf

influenza aislados de aves pertenecen sin excepcion al tipo A y contienen todos los
subtipos hasta ahora conocidos (16 H y 9 N) en las mas variadas combinaciones. Entre
los virus de la influenza de las aves y de los mamiferos existen relaciones de parentesco
antigénico. Estos virus exhiben una gran variabilidad antigénica y capacidad de
mutacién, asi como un amplio espectro de virulencia. No hay correlacion entre la
virulencia y el subtipo antigénico, porque las formas virulentas y avirulentas pueden
pertenecer a un mismo subtipo. Las variaciones de los antigenos principales Hy N son

las causas de los cambios en la epizootiologia de la influenza tipo A. (Senasa, 2018)

5. Transmision del virus

El reservorio natural del virus influenza A H5N1 son las aves migratorias (en particular,
los patos), en las que la infeccidén por este virus no suele producir ninguna enfermedad.
Las aves migratorias infectadas acarrean el virus en el aparato digestivo, desde donde
se elimina por la saliva, las secreciones nasales y por las heces. Las aves domeésticas
de corral (pollos, gallinas, pavos) se infectan con el virus influenza A H5N1 al entrar en
contacto con las heces y las secreciones de las aves migratorias (Calnek B. W., 1999.)
El virus influenza A H5N1 es muy contagioso para las aves domésticas entre las que
produce verdaderas epidemias con una elevadisima mortalidad. Es durante estas
epidemias entre las aves domésticas cuando el virus H5N1 puede infectar a los
humanos. De hecho, todos los casos de gripe aviar en humanos por el virus influenza A
H5N1 han coincidido en el tiempo con epidemias de infeccion de las aves domésticas
por este virus. Varios factores pueden contribuir a la diseminacién de los virus de la
influenza aviar, entre ellos, la mundializacion y el comercio internacional (legal e ilegal),
las practicas de comercializacion (mercados de aves vivas), las practicas ganaderas y la
presencia de virus en las aves silvestres (Oie, 2018). El periodo de incubacion transcurre
desde la infeccidon hasta la presentacién de signos clonicos, esta 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).

Las caracteristicas que debe cumplir un indicador para poder ser monitoreado incluyen:

1) ser suficientemente sensible para detectar sefiales de cambio, 2) estar distribuido



sobre una amplia area geografica, 3) que al ser medidos se puedan obtener valores
continuos sobre un amplio rango de estrés, 4) que sea factible implementar en el métodos
relativamente independientes del tamafio de la muestra, 5) que las mediciones, colectas,
experimentaciones y/o calculos que se le apliquen sean faciles y econémicos y 6) que su
estudio permita diferenciar entre ciclos naturales y tendencias. En este sentido las aves
han sido utilizadas desde hace mucho tiempo como indicadores por excelencia,
precisamente porque cumplen la mayoria de esas exigencias, ademas de ser facilmente

manejables (Ortega, A. et al., 2010).

Todas las parvadas en las que se obtengan resultados positivos en las pruebas
serolégicas seran objeto de investigaciones. La situacion de cada parvada en la que se
obtengan resultados positivos de infeccion por el virus de la IA se documentara con los
resultados de las investigaciones epidemiolégicas y de las investigaciones

suplementarias en laboratorio (OIE, Cédigo Sanitario para los Animales Terrestres 2017).

6. Signos clinicos de la enfermedad

En su forma leve, los signos de la enfermedad puedan manifestarse con plumaje erizado,
reduccién de la produccion de huevos o efectos leves en el sistema respiratorio. En su
forma grave, el virus no solo afecta al tracto respiratorio, sino que también invade varios
organos Y tejidos y puede producir hemorragia interna masiva. Las aves infectadas con
la influenza aviar altamente patdégena (incluida la cepa H5N1) pueden presentar los
signos clinicos siguientes o al menos algunos: Postracion y depresion extrema, caida
repentina de la produccion de huevos, alto porcentaje de huevos con cascara blanda o
sin cascara (en farfara), edema y congestion de carinculas y crestas, edema de la piel
debajo de los ojos, tos, estornudos, cuellos torcidos, ataxia, diarrea, hemorragias en el
jarrete. hemorragias equiméticas, particularmente en la unién de la molleja, erosiones y
hemorragias en el epitelio de la molleja, hemorragia en tonsilas cecales, enteritis catarral
o fibrinosa , nefritis con congestidn severa, congestion grave de musculatura, petequias
en el interior del esterndn, en la grasa serosa y abdominal, en la superficies serosas de
la cavidad corporal, peritonitis fibrosa o producida por la ruptura de évulos, inflamacién

de senos orbitarios, exudacion mucosa excesiva en el lumen de la traquea o traqueitis



hemorragica grave, traqueitis congestiva, edema con exudado seroso o0 caseoso en la
mucosa de la traquea Se pueden producir algunas muertes durante varios dias, seguidas
de una difusion rapida y una tasa de mortalidad cercana al 100% dentro de las 48 horas
(Manual de Procedimientos, 2004). Ocasionalmente se han registrado infecciones en
humanos por los virus de la influenza aviar. Tanto los nifios como los adultos sanos, al
igual que aquellos que padecen enfermedades crénicas, han sido afectados. Algunas
infecciones han sido limitadas a conjuntivitis y/o sintomas de influenza tipica; otros casos,

especialmente los causad (The Center for food security & public healt, 2010)

7. Patogeniade la enfermedad

Los virus de la influenza tienen dos caracteristicas: a) gran capacidad de mutacion (de
modificar parte de su dotacion genética), por lo que varian rapidamente, y por lo que las
vacunas deben "actualizarse” con frecuencia b) capacidad de recombinarse (de
intercambiar entre si fragmentos de RNA). Hasta la fecha todos los virus altamente
patégenos aislados han sido virus A de influenza, subtipos H5 y H7. Las puertas de
entrada del virus son la via respiratoria y la oral. El virus se multiplica inicialmente en las
mucosas conjuntival, respiratoria e intestinal y, tras ello, se disemina en la sangre
(viremia) (Corral M et al, 2009). Se produce una multiplicacibn secundaria en los
organos, principalmente en el tracto respiratorio y digestivo. Las cepas altamente
patdgenas se replican en todo el organismo. Las aves enfermas eliminan el virus por las
secreciones de narinas, boca, ojos, y por las heces. Los virus altamente patdgenos
pueden seguir activos durante largo tiempo en heces infectadas, tejidos y agua. El virus
altamente patdogeno se ha encontrado principalmente en gallinas y pavos. Las aves
silvestres son reservorios de virus, pudiendo llevarlo normalmente en el tracto
respiratorio o] intestinal, pero no suelen contraer la infeccion.
(http://Amwww.cresa.es/granja/gripe-aviar.pdf). Debido a la gran variedad de signos que se

pueden presentar enla IA, es necesario hacer notar que existen otras enfermedades que
presentan algunos signos que son muy similares a esta, por lo que hay que realizar
pruebas para la diferenciaciéon con enfermedades como cdlera 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


http://www.cresa.es/granja/gripe-aviar.pdf

gue se pueden realizar para su identificacion como son la inhibicion de hemaglutinina,
por medio de cultivo, aislamiento del virus en embridon de pollo, inmunofluoresencia y
ELISA (Calnek et al., 2000)

8. Importancia a nivel mundial

Los virus de la influenza aviar son virus sumamente contagiosos y extremadamente
variables dispersos entre la poblacion de aves. Se cree que las aves silvestres en
habitats acuéaticos son sus hospedadores reservorios, pero las aves domesticadas y
otras aves también pueden infectarse. La mayoria de los virus no causan mas que un
cuadro clinico leve en las aves, y se denominan virus de influenza aviar poco patdgenos
(LPAI). Los virus de influenza aviar altamente patégenos (HPAI) pueden desarrollarse a
partir de algunos virus de influenza aviar poco patogenos (LPAI), por lo general mientras
se encuentran circulando entre las bandadas de aves. Los virus de la HPAI pueden matar
entre el 90 al 100 % de la bandada, y causar epidemias que podrian llegar a propagarse
rapidamente, asolar la industria avicola y producir graves restricciones al comercio

internacional. (Highly Pathogenic Avian Influenza, 2015)

En las aves, la presencia de virus de LPAI capaces de convertirse en virus de HPAI
también puede afectar el comercio internacional. Los virus de influenza aviar pueden
llegar a afectar a los mamiferos, incluidos los seres humanos, por lo general después de
un contacto cercano con aves infectadas. Aunque las infecciones en las personas suelen
limitarse a conjuntivitis y leve infeccion respiratoria, algunos virus pueden causar un
proceso patologico grave. En particular, los virus HPAI H5N1 de cepa asiatica han
provocado infecciones raras, pero potencialmente mortales que alcanzan ya la cifra de
850 casos confirmados por el laboratorio desde 1997

(cdfa.ca.gov/ahfss/Animal_Health/Avian_Influenza, 2018).

Cualquier programa de bioseguridad ha de contemplar los siguientes aspectos:

Localizacion de la granja, caracteristicas de la construccion de los galpones, control de
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animales extrafios a la explotacién ( animales salvajes, insectos, ratas, ratones, etc.),
limpieza y desinfeccion de la granja en general ( incluye galpones, bebederos,
comederos y ademas utensilios que se utilicen en la granja.), utilizacion de lotes de la
misma edad o de dos edades, control de las visitas y personal ajeno a la explotacion,
evitar el estrés en aves encasetadas, evitar contaminacion del pienso, controlar los
programas de vacunacion y medicacion de la parvada, control de las deyecciones,
cadaveres, manejo de compost, etc., tratamiento y floculacion del agua, localizacion de
la granja ( lo mas alejada de otras granjas avicolas ) distancia minima de 500 metros o

de distinta especie ( distancia minima 5 km.). (Ricaurte G., Sndra L., febrero 2005)

Los patos migratorios es la especie animal donde los virus de la gripe aviar se encuentran
con mayor frecuencia, y son estas aves las mas resistentes a la infeccion. En cambio,
las aves de corral como pollos, gallinas y pavos, son particularmente las mas
susceptibles y en ellas se presentan altas mortalidades cuando un virus de alta
patogenicidad las infecta. La causa mas frecuente de estas epidemias es, por tanto, un

contacto directo entre las aves migratorias y las de corral. (Rivera, O., 2014.)

Zonas donde actualmente hay brotes de gripe aviar en las aves de corral. En lugares
donde se practica la cria doméstica, la costumbre de sacrificar, desplumar y eviscerar a
los animales en el propio domicilio, combinada con la venta de aves vivas, favorece una
exposicion extensa y recurrente a ciertas partes de las aves que pueden estar
contaminadas. Estas practicas entrafian un importante riesgo de infeccién. Por lo que
se sabe hasta ahora, en muchos casos de infeccion humana confirmada el contagio se
produjo durante el sacrificio y la subsiguiente manipulacion de aves enfermas o muertas
antes de cocinarlas. Para sacrificar, desplumar y eviscerar a las aves en casa sin peligro
alguno es menester que la persona trabaje con el equipo de proteccion completo y tenga
perfecto conocimiento de las medidas de prevencion. Por tal motivo conviene poner fin
a esas practicas con animales muertos o atodas luces enfermos, como ocurre en medios

rurales tradicionales de Asiay otras regiones (INFOSAN., 2005.)

El virus del linaje asiatico HPAI H5N1 siguié siendo notificado en paises de Asiay Affica
en aves de corral y aves silvestres. Elvirus se volvio enzootico en Asiay Africay contintia

causando brotes en aves de corral e infecciones humanas esporadicas. A partir de
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febrero de 2018, 860 infecciones humanas han sido reportadas a la OMS en 16 paises
y territorios. Todos casos de infeccion por H5N1 en humanos se han asociado con el
contacto cercano con personas infectadas o aves muertas, o ambientes contaminados
con H5N1. Los paises afectados deberian centrarse en fortalecer las medidas de
bioseguridad para prevenir la introduccion de enfermedades en las bandadas y evitar
contacto entre aves silvestres y aves de corral. (OIE Situation Report for Avian Influenza,
2018).

9. Materiales y métodos

El estudio se realiz6 dentro de los limites que comprenden la Region Lagunera de
Coahuila, localizado en la parte oeste del sur del estado de Coahuila, tomando en cuenta
los municipios de Torredn (25°32'40"N 103°26'30"0),Francisco |. Madero
(25°46'31"N 103°16'23"0), Viesca (25°20'33"N 102°48'24"0),San Pedro
(25°45'32"N 102°59'04"0O) y Matamoros (25°31'59"N 103°15'00"O), que se encuentran
consideradas la regién lagunera es el nombre dado a una zona que esta conformada por
5 municipios del estado de Coahuila dentro de esta area. Las muestras fueron tomadas
en aves de granjas tecnificadas que estan dentro de las demarcaciones de los municipios
antes mencionados con el fin determinar si las aves presentan el virus de la Influenza

Aviar.

Poblacion a muestrear: 70 granjas avicolas de pollo y postura comercial el nUmero de
muestras por nave avicola que se tomaran son 30 hisopos cloacales y 30 suero

sanguineo

Se realizd6 un muestreo donde se obtendra la toma de suero e hisopo cloacal de una
parte representativa de la poblacion de la granja avicola con: a) Un ciclo de muestreo en
granjas de pollo de Mes y medio. b) Un ciclo de muestreo de 30 dias en granjas de

postura comercial.

Usando jeringas de 5ml. 0 10ml. Se procedera a tomar la muestra de suero sanguineo
tomando de 3 a 5 ml. de sangre, esto para que podamos obtener 50 microlitros de suero.

Las muestras obtenidas con una aguja son mas limpias que las obtenidas con un


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Francisco_I._Madero_(Coahuila)&params=25.77527778_N_-103.27305556_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Viesca&params=25.3425_N_-102.80666666667_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=San_Pedro_(Coahuila)&params=25.758888888889_N_-102.98444444444_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Matamoros_(Coahuila)&params=25.533_N_-103.25_E_type:city
https://es.wikipedia.org/wiki/Coahuila
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escalpelo. No dafiar las muestras al forzarlas por la aguja hacia el tubo de coagulacion,
hacer que la sangre corra por las paredes del tubo de coagulacion y posicione los tubos
horizontal-mente hasta que el coagulo esté formado. No agitar las muestras y Manejarlas
con cuidado. Las muestras obtenidas de sangre se tendran que centrifugar a 2,500-3,000
RPM durante 15-20 minutos para obtener el suero de manera mas eficiente, una vez
terminado el proceso de centrifugado se tomaran los tubos con el suero sanguineo y se
pasaran a unos viales asi podremos numerar las 30 muestras de suero y registrarlas en

el SINEXE poniendo el registro obtenido en una bola de sellado hermético

Las muestras de hisopo se pueden aplicar en la cloaca o de forma traqueal, usamos el
método de hisopado cloacal por el hecho de que algunas aves jovenes se pueden asfixiar
o lastimar cuando se aplica el muestreo y de forma cloacal es mas rapido y es un método
menos rudo en el ave, las muestras se colocan en tubos falcon llenado con 5ml. De PBS

como conservador, se colocan 5 hisopos cloacales por tubo falcén.

Se mandaran las muestras tomadas al laboratorio en un lapso no mayor a 24 hrs. Con
hieleras marcadas con su numero de registro, selladas y enviadas a los distintos
laboratorios que colaboran con CPA uno para las muestras de suero y otro para las

muestras de hisopos cloacales.
Se realizara la prueba de PCR a tiempo real para detectar positivismo a influenza aviar
Los resultados del laboratorio se tendran en 5 dias.

10. Norma para la toma de muestras

La Influenza Aviar es una enfermedad de reporte obligatoria, y se encuentra regida por
la NORMA Oficial Mexicana NOM-044-ZO0O1995, “Campafia Nacional Contra la
Influenza Aviar’. La cual exige realizar cuando menos dos muestreos por afio y las
muestras deben ser recolectadas para su envi6 y analisis al laboratorio de tres formas,
para pruebas seroldgicas se pueden obtener sueros, por medio de tubos de ensaye 0 a
través de papel filtro y para la realizacion de aislamiento viral se toman érganos y/o

hisopos con muestras traqueales o cloacales.



13

11. Acuerdo para la toma de muestras

ARTICULO 1. El presente Acuerdo tiene por objeto establecer la campafa y medidas

zoosanitarias para el diagndstico, prevencion, control y erradicacionde la Influenza Aviar
Notificable en las zonas del territorio nacional en las que se encuentre presente esa

enfermedad.

ARTICULO 2. Para los efectos del presente Acuerdo, ademas de las definiciones

establecidas en la Ley Federal de Sanidad Animal

ARTICULO 3. Estaran obligadas a cumplir con lo dispuesto en el presente Acuerdo,

las personas fisicas y morales que produzcan, procesen, manejen, movilicen o

comercialicen lo siguiente:
I.  Aves de corral, y
Il.  Los productos y subproductos derivados de las aves.

ARTICULO 4. El presente Acuerdo es de observancia obligatoria en todo el territorio

nacional. La Secretaria aplicaray vigilara el cumplimiento a lo dispuesto en este Acuerdo
através del SENASICA y de sus Delegaciones Estatales.

ARTICULO 5. EI SENASICA, reconocera y determinara respecto de una Zona, los
siguientes estatus zoosanitarios, dependiendo del nivel de incidencia del virus de

Influenza Aviar Notificable:

I.  De escasa prevalencia; .  En erradicacion, o lll.  Libre.

ARTICULO 6. Para fines de reconocimiento de un determinado estatus zoosanitario, se
aplicaran las herramientas de zonificacién y compartimentacion. La bioseguridad y la
vigilancia epidemioldgica, tanto activa como pasiva y el control de la movilizacion, seran

componentes esenciales para la zonificacion y la compartimentacion.
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12.Procedimiento para la toma de muestras de aves

12. 1 Consideraciones generales para el sangrado de las aves

Para la realizacion de este trabajo se optd por la toma de sangre completa, y realizar la
prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion, ya que es una forma mas rapiday segura

gque por medio de tubos de ensaye, la cual se describe mas adelante.

En muchas ocasiones, se requiere muestras para llevar a cabo pruebas serolégicas 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 cuanta: * Edad de las
aves. * Volumen de sangre requerido. « Destino posterior del ave, dentro del cual puede

contraerse reingreso a la parvada.
12. 2 Técnicas parala puncién de la vena braquial

Seleccione aves representativas normales (30 muestras de suero), a menos que esté
trabajando en un diagnostico. Tome de 2.0 a 3.0 ml de sangre de cada ave. Las muestras
gue se toman con una aguja son mas limpias que con un bisturi. No dafie las muestras
forzando El Paso de la muestra de sangre de la aguja al tubo sin anticoagulante.
Asegurese que la sangre corra por un lado del tubo y coloque los tubos casi planos hasta
gue se forme el coagulo. Deje la sangre en el tubo de 10 a 12 horas a una temperatura
aproximada de 80°F (27°C). La sangre no debe manipularse o agitarse bruscamente
mientras se forma el coagulo o va a ocurrir la hemdlisis. Remueva el coagulo
cuidadosamente, o saque el suero. No envie las muestras sin remover antes el coagulo.
Mantenga las muestras de suero frias y envielas inmediatamente al laboratorio en un

paquete con hielo o en un paquete frio.

No envie al laboratorio muestras de suero que: * Contengan menos de 0.25 ml de suero
* Con hemodlisis excesiva (rojas) ¢ Con lipemia excesiva (grasa) « Con coagulos -«

Gelificado viscoso o con particulas parecidas al queso
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12. 3 Seleccién de las aves a muestrear

Se efectuara el muestreo seroldgico de acuerdo con el acuerdo establecido por la

Direccion General de Salud Animal, Direccién de Campafias Zoosanitarias.

13.Extraccion de muestras

Una vez que se ha obtenido la sangre en la jeringa, se debe colocar cuidadosamente
dentro de un tubo para permitir que se coagule (tubo de coagulacion). Un coagulo ocurre
cuando todas las células de la sangre se unen por el proceso de coagulacién y se separa
de la porcion liquida de la sangre (suero). La aguja debe ser removida de la jeringa antes
de que la sangre sea vertida en el tubo de coagulacion. El forzar la sangre a través de la
aguja puede dafar las células de la sangre y resultar en una muestra de mala calidad.
Para limitar el dafio de los glébulos rojos de la sangre, se debe inyectar la muestra de
sangre lentamente en el tubo para que corra hacia abajo por la pared del tubo. La sangre
se debe poner en el tubo de coagulacion antes de que empiece la coagulacion. No toque
los tubos mientras que el proceso de coagulacion esté ocurriendo. Los tubos se deben
mantener en una posicion casi plana (horizontal) para maximizar la superficie del area
del coagulo mientras que éste se forma. La cantidad de suero que se obtiene de la sangre
coagulada depende de la superficie del area del coagulo. Un tubo que se sostiene en
posicion vertical tiene una superficie muy pequefia y produce solamente una pequefia
cantidad de suero. Un sostenedor de tubos es de gran ayuda para mantener los tubos
en esta posicion plana. Sino se tienen disponibles los sostenedores de tubos, entonces
se puede usar un pedazo de madera al que se le taladran agujeros del tamafio apropiado.
El tiempo que se requiere para la coagulacion depende de la temperatura del aire en
donde se mantienen los tubos. La temperatura ideal para la formacion de la coagulacion
es de 80 a 100 °F. En esta temperatura la separacion del suero sera completada en 12
a 18 horas. En temperaturas mas frescas, el proceso de coagulacién es mas lento y la
extraccion del suero es reducida. Si las muestras de sangre son expuestas a altas
temperaturas por largos periodos de tiempo pueden ser dafiadas y estan sujetas a una

mayor contaminacion bacteria. Esto puede ocurrir dejando las muestras de sangre enun
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auto cerrado durante los meses de calor. El suero contaminado con bacteria o con moho
tiene apariencia nebulosa, pegajosa y con particulas soélidas caseosas. Estos
microorganismos se alimentan de los anticuerpos en el suero y pueden reducir
significante-mente la cantidad de anticuerpos medidos en el laboratorio. Las muestras
de sangre no deben ser expuestas a la luz directa del sol. La sangre coagulada no se
debe congelar. Las muestras de sangre no se deben de agitar ni de rodar. Si las muestras
de sangre son manipuladas sin cuidado, el suero contendra pigmentos de glébulos rojos
rotos. Este proceso se llama hemdlisis y hace que el suero se vea de un color rojo o
rosado. La hemolisis interfiere con las pruebas de laboratorio que miden los anticuerpos.
Después de que la sangre se ha coagulado, se puede vaciar el suero del tubo de
coagulaciéon a otro tubo, o se puede sacar el coagulo cuidadosamente del tubo con un
palillo, dejando solo el suero en el tubo. El codgulo se debe manipular cuidadosamente
durante el proceso de la separacion del suero. Una muestra de suero de buena calidad
debe ser clara con un ligero color amarillo. Las muestras nebulosas, pegajosas, o con

hemolisis no se deben mandar al laboratorio

14.Formade envio

» Una vez que se ha separado el suero del coagulo, se debe de mantener fresco y debe
mandarse inmediatamente al laboratorio. El suero no debe ser congelado si las pruebas
de laboratorio van a hacerse en unos dias. Los tubos que contienen muestras de suero
de aves individuales deben estar bien tapados, y organizados por lote, en bolsas de
plastico con cierre hermético. Para enviar las muestras por correo se deben usar
contenedores de espuma de polietileno que contengan bolsas de enfriamiento. Es mejor
no enviar las muestras por correo los jueves o los viernes para evitar que la entrega al
laboratorio sea durante el fin de semana. El suero que va a ser almacenado por largos
periodos de tiempo, debe ser congelado. La calidad de las muestras de suero recibidas
por el laboratorio son el primer paso importante para obtener resultados serolégicos
precisos, que ayudan al avicultor a tomar decisiones con respecto a las practicas de

manejo y a los programas de vacunacion. Muchas veces la mala calidad de las muestras
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afecta en forma adversa la precision de los resultados del laboratorio, lo cual es una
pérdida de tiempo, dinero y esfuerzo ya que causan interpretaciones incorrectas. Para
su envié al: LABORATORIO DE LA C.P.A EN LA CIUDAD DE MEXICO. Para al andlisis
de las pruebas se debe realizar una prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion en los
laboratorios de la C.P.A, CENASA o los laboratorios aprobados por SAGARPA.

15.Descripcion de la prueba de laboratorio

La inhibicion de la hemaglutinacion, es la interaccion de anticuerpos especificos con la
hemaglutinina homologa del virus de la Influenza Aviar evitando la aglutinaciéon de los
eritrocitos del pollo. La deteccion de anticuerpos contra el virus de la IA en las a ves, es
un indicador confiable de que las aves han sido expuestas a antigenos propios del virus,
ya sea mediante de infeccidén natural o promedios 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 aves expuestas y se deben realizar con
4 unidades hemaglutinantes (UHA) del antigeno viral, utilizando exclusivamente las

técnicas y los reactivos de diagnosticos autorizados por la SAGARPA.

16.Equipo, instrumentos, reactivos requeridos para el diagnéstico
16. 1 Equipo e instrumentos

Agitador para microplacas, Lector para microplacas, potenciometro, contenedores para
reactivos, jeringas de 5y 10 ml, Microplacas con fondo de “V”, puntas para micropipeta,
Micropipeta multicanal con volumen ajustable de 25 a 50 microlitros, centrifuga clinica,

Tubos de centrifuga.
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16. 2 Reactivos

1. Preparacion de la solucién 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) 2000ml.

Solucion de trabajo: preparar una disolucion 1:20 de la siguiente manera: 50 ml de
solucién 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 emplee la solucion 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 4.2g.

Agua destilada 1000 ml. Esterilizar en autoclave 100°C, 15 minutos y posteriormente
almacenar en refrigeracion a 4°C a hasta su uso.

4. Eritrocitos de pollo lavados a una concentracién 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).

b) Se lava los editorcitos 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 sobre nadante y la capa de leucocitos (capa blanca).

f) Llenar nuevamente el tubo con PBS.

g) Repetir el ciclo de lavado y centrifugar 2 veces mas, posteriormente, diluir los
eritrocitos a una concentracion final de 1% (v/iv) en PBS.

5. El suero testigo positivo contra el subtipo H5N2 del virus de IA ser& proporcionado por
la CPA.
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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.

17. 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 antigeno 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 si antigeno para
que sirva 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 titilacion 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 hemaglutinacion. Se
considera que en esta dilucion existe una unidad hemaglutinante (UHA). La dilucién
conteniendo las HUA deseadas del antigeno, se determina dividiendo el punto final de la
hemaglutinacion entre 4 para obtener 4 UHA en 25 microlitros de suspension del

antigeno.
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18. Procedimiento de la prueba de inhibicién de la hemaglutinacion

a) Preparaciony acondicionamiento de la muestra:
- ldentificar con exactitud las muestras de suero a analizar.

- Enel 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 y7

mantener en agitacion durante una 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 micro placa 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 las que las muestras han sido identificadas.

- Mezclar las muestras de suero y PBSy hacer 4 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 IA con un titulo previamente determinado, asi como un suero testigo
negativo que no posea anticuerpos contra ningan virus IA, ambos diluidos de manera

similar a los sueros a analizar en la prueba.

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

previamente ajustado a 4 UHA en 25 microlitros.
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- Cubrir la placa, agitarla gentilmente e incubar a temperatura ambiente durante 30

minutos.
- Agregar 25 microlitros de la suspension 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 boton bien delimitado (30 a 45 minutos).

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

considerados como una reaccion de inhibicion de la hemaglutinacion.

- Parala validacién 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 previamente establecido o tener un titulo con una diferencia no mayor a

una dilucién (l6g. base 2) de titulo previamente establecido.

19. Interpretacion de resultados

Se consideran positivos los sueros que produzcan inhibicion de la hemaglutinacion
franca de una dilucién 1:10. Se deberé efectuar la titilacion de las muestras que resulten
positivas en la prueba para determinar el punto final de la reaccién de inhibicién de la
hemaglutinacion, realizando la prueba nuevamente con un nimero mayor de diluciones

dobles seriadas (l6g. base 2).

Se considera sospechosos los sueros que produzcan inhibicion de la hemaglutinacion
franca en la dilucién 1:10 (23 o I6g. 23). Se considera negativos los sueros que no

produzcan inhibicién de la hemaglutinacién o que la produzcan en diluciones iguales o
menores a 1:4 (>22 o l6g. 2). La sensibilidad de la prueba de IH es de 80%.
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21. Resultados y discusion

Serealiz6 un monitoreo en aves de granjas de reproductoras pesadas, postura comercial
y pollo de engorda en la Regidén Lagunera de Coahuila para el diagnostico serolégico de

la enfermedad de Influenza Aviar por medio de la técnica de la hemaglutinacion.

Durante el proceso del trabajo de campo se realizaron muestreos en las granjas que
corresponden a los municipios de Francisco |. Madero, Viesca, Torredn, San pedro y
Matamoros. Se recolectaron en el mes de abril del 2018, un total de 70 granjas con 6,300
muestras de sueros e 6,300 muestras de hisopos traqueales y cloacales. En cada granja
a muestrear se toma un total de 30 hisopos cloacales y 30 muestras de suero por granja, durante
el mes de enero se llevd un total de 70 Granjas totales a muestrear de la Regién Lagunera de
Coahuila que se dividio en 5 semanas dando un resultado de 2,100 hisopos cloacales y2,100 de

sueros en el mes de enero (figura 1).

Enero

52 Semana lerSemana.
17% 17%

42 Semana 22 Semana.
23% 23%

ler Semana. 22 Semana. M 3er Semana. 42 Semana 52 Semana

Se tomd un total de 30 hisopos cloacales y 30 muestras de suero por granja, durante el mes de
febrero se llevd un total de 70 Granjas totales a muestrear de la Region Lagunera de Coahuila
que sedividié en 5 semanas, pero en diferente orden que en el mes de enero dando un resultado
de 2,100 hisopos cloacales y 2,100 de sueros en el mes de febrero (figura 2).
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Febrero

52 Semana lerSemana.
17% 17%

49 Semana 22 Semana.
23% 23%

ler Semana. 22 Semana. M 3er Semana. 42 Semana 52 Semana

Se tomd un total de 30 hisopos cloacales y 30 muestras de suero por granja, durante el mes de
marzo se llevé un total de 70 Granjas totales a muestrear de la Region Lagunera de Coahuila que
se dividié en 5 semanas, pero en diferente orden que en el mes de febrero dando un resultado
de 2,100 hisopos cloacales y 2,100 de sueros en el mes de febrero (figura 3).

52 Semana lerSemana.
17% 17%

42 Semana 22 Semana.
23% 23%

ler Semana. 22 Semana. M 3er Semana. 42 Semana 52 Semana

Todas las muestras fueron analizadas en laboratorio a través de la prueba de inhibicion
de la hemaglutinacion.
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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 que se encuentran
en las granjas tecnificadas de la Region Lagunera de Coahuila; Francisco I. Madero,
Viesca, Torreon, San pedro y Matamoros. Se encuentran libres del virus de la Influenza
Aviar H5 y H7

22. Conclusiones

1.- De la investigacion realizada durante el periodo de abril en la Region Lagunera de
Coahuila en los municipios de Francisco |. Madero, Viesca, Torreén, San pedro y
Matamoros se concluyd en base a los resultados obtenidos que no hay positivos al virus
de la influenza aviar
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