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. RESUMEN

Con el objetivo de determinar la presencia o no de anticuerpos de Influenza Aviar
por medio de ELISA indirecto en sueros sanguineos de pollos de combate y gallinas
de traspatio se realiz6 un estudio seroldgico en el area integrada del departamento
de Santa Cruz. El &rea de estudio comprendio las Provincias: Warnes, Ichilo, Sara,
Florida, Obispo Santiesteban y Andrés Ibafiez, la unidad muestral estuvo
conformada por un total de 210 muestras de sangre de gallinas de traspatio y pollos
de combate. Previamente fue realizado un sorteo de la zona integrada del
departamento de Santa Cruz en la Asociacion Departamental de Avicultores (ADA),
procediendo a dividir el &rea en cuatro cuadrantes. De cada cuadrante, se eligieron
40 aves al azar, 20 fueron pollos de combate y 20 gallinas de traspatio,
adicionalmente se tomaron 50 muestras de Marirana y sus cantones , las muestras
gue se tomaron de sangre de la vena braquial fueron depositada en tubos de
ensayo tipo Eppendorf, debidamente identificados que posteriormente fueron
trasladadas bajo refrigeracion al laboratorio de Patologia Aviar de ADA. El 100% de
las muestras resultaron negativas a la deteccion de anticuerpos del virus de
Influenza Aviar. Bajo las condiciones del presente estudio se concluye que la
Influenza Aviar no esta presente en el area donde se desarroll6 el estudio.
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Il. INTRODUCCION

La Influenza Aviar (1A) es una enfermedad altamente infecciosa y contagiosa
cauada por el virus de la Influenza tipo A, que afecta a las aves y mamiferos,
incluido el hombre. El Virus pertenece a la familia Orthomyxoviridae, basados
en los antigenos de superficie hemaglutininas(H) y neuraminidasas (N), han
sido aislados de aves domeésticas y silvestres (PRONESA, 2006).

(Ver cuadro 2)

Infecciones entre aves domésticas confinadas han sido asociadas a una
variedad de sintomas que van desde una enfermedad subclinica, problemas
respiratorios leves y disminucion de la produccion de huevos hasta una
infeccion respiratoria aguda, de caracter grave, que puede llevar a altas
mortalidades.

La distribuciébn de los virus de Influenza Aviar es mundial, habiéndose
reportado infecciones en una gran variedad de especies de aves incluyendo
tanto las especies de aves de explotacion comercial y aves de traspatio. En
muchos paises, el problema de IA no es endémico en aves comerciales,
aunque esporadicamente se presenta brotes, usualmente asociados a la
presencia de cerdos o de aves acuaticas migratorias (Cofre, 2005).

Es muy dificil hacer previsiones sobre las consecuencias de un brote de
influenza, debido al gran nimero de factores que influyen la variacién de las
caracteristicas biologicas del virus. Los virus de influenza son aislados de las
aves acuaticas migratorias, particularmente patos y gansos silvestres
alrededor del mundo (PRONESA, 2006).



Las aves acuaticas migratorias son el principal reservorio del virus IA, las
medidas de bioseguridad son fundamentales para su control y se comparten
para el control de todas las enfermedades. Las gallinas de traspatio son
vulnerables a la infeccion del virus de IA, ya que no existe un control sanitario
obligatorio, no debe permitirse la convivencia de aves de traspatio alrededor
de establecimientos avicolas, porque se incrementa el riesgo de las
introduccion de la enfermedad a las granjas avicolas y los pollos de combate
tienen una circulacién internacional siendo estos expuestos a la infeccion por

el virus de IA.

La influenza aviar impide y limita el comercio internacional, pues es una
enfermedad viral aguda altamente patdégena que se encuentra en la lista de
la Organizacion Internacional de Epizootiologia (OIE) y es de notificacion
obligatoria; siendo todas las especies aviares susceptibles a la enfermedad
(Cofre, 2005).

La Influenza Aviar se reconocié por primera vez hace mas de cien afnos,
durante un brote que hubo en lItalia, desde entonces la enfermedad se ha
presentado en intervalos irregulares en muchas regiones del mundo (Cofre,
2005).

La experiencia de varios paises ha puesto de manifiesto la necesidad de

prepararse para alos brotes de Influenza Aviar.

Segun datos Estadisticos obtenidos por la Asociacién de Avicultores de
Santa Cruz, en el afio 1985 la produccion avicola intensiva era de 4.656.000
y al afio 2004 la produccion en nuestro departamento fue de 27.168.275
aves. Mostrando un crecimiento del 583,51% alcanzando aproximadamente
230 millones de dodlares mostrando esto la importancia socioeconémica del

sector avicola.



Por los motivos expuestos se vio la necesidad de ejecutar el presente trabajo
de investigacion que tiene como objetivo la realizacion de un estudio
serolégico de Influenza Aviar, por medio de ELISA indirecto en sueros
sanguineos en pollos de combate y gallinas de traspatio, cuyos datos
serviran para generar informacién al sistema de vigilancia epidemioldgica en
el area avicola de Santa Cruz (area integrada) y de esta forma determinar la
presencia 0 no de anticuerpos de Influenza Aviar y difundir los datos
obtenidos entre los organismos pertinentes llamados a preservar la sanidad

avicola de Santa Cruz.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. HISTORIA

La peste aviar, es originada por cepas altamente patdgenas de virus
influenza, fue descrita por Perroncito como una enfermedad grave de pollos
en ltalia en 1878; ocasionada por un agente filtrable (virus) por Centanni y
Savunozzi en 1901. No obstante, fue hasta 1955 cuando se demostré que el
virus de Influenza tipo A es el que se encuentra en las aves. Los virus
relacionados con los aislamientos originales de peste aviar (antigenos de
superficie H7N1 y H7N7) originaron una mortalidad elevada entre pollos,
pavos y otras especies. Se han comunicado brotes de enfermedad
implicando a estas cepas en particular en muchas areas del mundo durante
este siglo, que incluye América del Norte y del Sur, Africa del Norte, Oriente
Medio y Lejano, Europa y Gran Bretafia (Easterday y Hinshaw, 2000;
Whiteman y Bickford, 1983).

3.2 DEFINICION

La influencia aviar (IA) es una enfermedad altamente infecciosa y contagiosa
causada por un virus de influenza de tipo A, que afecta a las aves y
mamiferos, incluido el hombre (Cabrera, 2006).

Se sospecha que los caballos, cerdos y algunas aves pueden ser infectados
con algunas cepas del virus de la IA ya que puede existir un ciclo entre las
aves y los mamiferos (Easterday y Hinshaw, 2000; Whiteman y Bickford,
1983).



Aunque todas las especies de aves son consideradas susceptibles, las
parvadas de aves domésticas son especialmente vulnerables a la infeccién
(Swayne, 2003).

La Influenza Aviar afecta al sistema respiratorio, nervioso y digestivo de una
gran variedad de especies de aves (Whiteman y Bickford, 1983).

La enfermedad en aves tiene dos formas de presentacion:

¢ Influenza aviar de baja patogenicidad que causa enfermedad leve, a
veces expresada por el mal aspecto del plumaje o reduccién de la

produccién de huevos.

e La influenza aviar de alta patogenicidad, de mayor preocupacién por
ser altamente contagiosa entre las aves y causar mortalidad al 100%

de las aves infectadas (Swayne, 2003).

3.3. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La IA fue comunicada por primera vez como altamente patégena en 1878
por Perroncito en lItalia. En 1955 el virus fue identificado y clasificado como
un virus de IA. Desde ese afio hasta el 2000 se han registrado dieciocho
brotes de Influenza Aviar Altamente Patdégena (IA AP) en pollos y pavos en
diferentes paises como Escocia (H5N1), Sud Africa (H5N3), Inglaterra
(H7N3), (H7N7), (H5N1), Canada (H5N9),Australia (H7N7), (H7N3), Estados
Unidos (H5N2), Irlanda (H5N8), Méjico (H5N2), Pakistan (H7N3), Hong Kong
(H5N1), Italia (H5N2), (H7N1) (Buscaglia, 2004).



En 1972, se demostré que el principal reservorio y el hospedero natural para
virus de Influenza Aviar Medianamente Patégena (IA MP) eran aves

acuaticas silvestres (Buscaglia, 2004).

Histéricamente el virus de IAAP mas conocido es un subtipo H7, que ha
causado pérdidas de aves desde fines de 1800 en muchas partes del mundo,
pero las epizootias en el noreste de los Estados Unidos de Norteamérica
durante 1983-84, Reino Unido durante 1991 y Méjico en 1994-95, fueron

causados por un subtipo viral H5 (Buscaglia, 2004).

En Argentina al igual que en la mayoria de los paises de América del Sur, la
IA es considerada una enfermedad exética, por lo que el brote originado en
Chile por el virus H7N3 durante el afio 2002, incremento la preocupacién del
sector avicola y se establecieron estrictas medidas de control y bioseguridad
(Buscaglia, 2004).

El brote en el pais vecino fue manejado implementando diferentes formas de
articulacion publico-privadas, complementadas con politicas definidas para
las diferentes areas estratégicas que participan en la industria avicola. Este
comportamiento al igual que el compromiso asumido determind que se

erradicara la enfermedad (Buscaglia, 2004).

Recientemente, se han detectado brotes de Influenza Aviar en Corea,
Vietnam, Japoén, Taipei, Tailandia, Camboya, Hong Kong, Laos, China e
Indonesia (Buscaglia, 2004).

El interés global en IA ha resultado en la organizacién de simposios en 1981,
1986, 1992, 1997 y 2002 para tratar distintos aspectos de la enfermedad. La
Influenza Aviar, es un problema internacional y la solucién requiere de

esfuerzos de cooperacion internacionales (Buscaglia, 2004). (Ver cuadro 1)



3.4. IMPORTANCIA ECONOMICA

Las pérdidas economicas por IA han variado dependiendo de la cepa viral,
especie de ave infectada, numero de granjas involucradas, métodos de
control usados y rapidez de implementacién del control o estrategias de
erradicacion. Las cifras, por ejemplo, varian desde 1 millon de ddlares
durante 1924 -1925 en USA a 63 millones de ddlares en 1983-1984 también
en USAy en el brote de Italia de 1999-2000 las pérdidas indirectas fueron de
500 millones de délares (Swayne y Halvorson, 2003).

3.5. IMPORTANCIA EN SALUD PUBLICA

La Influenza Aviar se encuentra incluida en la definicion de zoonosis propuesta
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Acha, 1986).

La primera vez que se comprob6 que la Influenza Aviar (H5N1), produjo
muertes humanas, fue en 1997 en Hong Kong, repitiéndose en afo
sucesivos. Durante el Ultimo simposio de Influenza Aviar se presentaron los
resultados obtenidos después de analizar muestras de cadaveres de
personas fallecidas durante la pandemia de gripe espafiola de 1918; se
sugiere que la misma fue producida por un virus de origen aviar
(Taubenberger, 2003).

3.6. ETIOLOGIA

Los virus de Influenza Aviar, taxondmicamente se encuentran clasificados en
la familia Ortomyxoviridae, y consta de tres géneros también denominados
tipos; Influenzavirus A, Influenzavirus B e Influenzavirus C (Easterday y
Hinshaw, 2000).



Por su importancia epidemiolégica, en este trabajo solo se hara referencia a
los virus de Influenza tipo A. Los virus miden 80 a 120 nanémetros de diametro
y son particulas de forma pleomoérfica a esférica. Poseen dos glicoproteinas de
superficie denominadas hemoaglutinina  (HA) y neuroaminidasa (NA)
(Easterday y Hinshaw, 2000).

Se reconoce a la fecha 16 diferentes subtipos de HA (H1, H2, H3, ....H16) y 9
subtipos de NA (N1, N2. ...N9). La combinacién de un subtipo de cada una de
estas proteinas en la envoltura viral, nos indica la vasta cantidad de virus que
pueden encontrase en la naturaleza. El genoma viral consta de ocho genes
gue contienen (codifican) la informacién para la sintesis de 11 diferente
proteinas (Easterday y Hinshaw, 2000).

La proteina de matriz y la nucleoproteina contienen antigenos de grupo y
sirven para la identificacion del tipo del virus de influenza de que se trata (A, B
0 C). El virus es relativamente estable a un pH 7 — 8 y son labiles en pH &cidos
(Garcia, 2005).

Las caracteristicas fisico-quimicas del virus son :

Temperatura . Inactivacion por 56°C / 3 horas; 60 °C/30 min.

Productos Quimicos : Inactivado por agentes oxidantes dodecilsulfato de
sodio, disolvente de Lipidos, B- propiolacina.

Desinfectantes . Inactivado por formalina y compuesto de yodo.

Supervivencia . Sigue siendo viable durante mucho tiempo en los

tejidos, las heces y el agua.
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Los tipos B y C se encuentran tipicamente sélo en humanos. Los virus de

influenza tipo A se hallan en las aves (Easterday y Hinshaw, 2000).

3.7. HOSPEDEROS

Muchas especies aviares domésticas y silvestres son susceptibles a los virus
de IA, pueden ser infectadas pero puede o no producir la enfermedad.
Ciertas cepas aisladas pueden ser patogénicas para los pavos y no para los
pollos u otras especies aviares (Echaniz-Aviles, 2004).

3.7.1. Aves domésticas

Pavos, pollos y patos son las especies de aves infectadas cominmente bajo
condiciones naturales. Muchas otras especies de aves pueden ser infectadas
con virus de IA incluyendo la gallineta, ganso doméstico, codorniz, faisan,

perdiz, periquitos (Echaniz-Aviles, 2004).

3.7.2. Aves silvestres

La poblacion de aves silvestres (migratorias), aves acudticas incluyendo
gansos, patos, cisnes, aves de la costa y del mar actian como reservorios
del virus (Echaniz-Aviles, 2004).

3.8. EPIZOOTIOLOGIA

La mayoria de especies de aves domésticas parecen ser susceptibles a IA.
La poblacion de aves silvestres (migratorias): Aves acuaticas (incluyendo
gansos, patos, cisnes, aves de la costa y el mar) constituyen el reservorio de
los virus de IA Medianamente Patégena y a través del mundo “transportan” el
virus, pero los signos clinicos de la enfermedad son suaves o no evidentes;

es decir que actian como reservorio llevando el virus en el tracto intestinal.
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Se ha determinado la presencia de virus de IA en avestruces y emues (Brugh
y Johnson, 1986).

Las infecciones en aves domésticas pueden ser mas severas y los pavos son

mas comunmente infectados que los pollos (Buscaglia, 2004).

La transmisién se realiza a través de las descargas nasales y de las heces.
El virus no resiste las altas temperaturas por lo que los brotes son mas
frecuentes en invierno por las bajas temperaturas y humedad (Buscaglia,
2004).

La transmisién mas comun es la intraespecies, ej. Porcino a porcino, aves a
aves, etc. Ocasionalmente es interespecies e intraclases, ej. Porcinos a
humanos, patos silvestres a pavos domésticos, etc. y recientemente, pero
muy raro se ha comprobado interespecies e intraclases, ej. aves a humanos,

aves a porcinos, etc (Buscaglia, 2004).

Las heces y secreciones respiratorias de aves infectadas (ej. aves acuaticas,
en las dos primeras semanas de infeccidon) pueden producir grandes
cantidades de virus frecuentemente defecadas directamente en el agua. Por
eso la contaminacién del ambiente acuatico parece ser el método mas
eficiente de transmision del virus. La transmision también puede producirse

por:

» Equipos, calzados y ropa contaminados (transmisién mecanica)
= Aire
= Aves en mercados, exhibiciones, traspatio (avicultura rural), diversiéon

(gallos de rifia) y aves comerciales.
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Por tal razén la exposicion de las aves comerciales a aves acuaticas
migratorias y movimientos internacionales de aves, equipo de granja y

personas incrementan el riesgo para la introduccion de cepas de IA.

Los mercados de aves vivas son un reservorio de infeccién porque sirven
como un punto focal para juntar y alojar muchas especias de aves
(Pearson,1992).

3.9. PERIODO DE INCUBACION

Los periodos de incubacion para la Influenza Aviar, pueden ser breves como
de unas cuantas horas, hasta 3 dias en aves individuales y hasta 14 dias en
una parvada. Otro factor que influye en el periodo de incubacion es la dosis
de virus, la via de exposicion, las especies expuestas y la capacidad para
detectar signos clinicos (Easterday y Hinshaw, 2000; De Souza y Pippi Salle,
2000).

3.10. SIGNOS CLINICOS

Los signos de la enfermedad son en extremo variables y dependen de la
especie afectada, edad, sexo, infecciones concomitantes, virus y factores
ambientales (Easterday y Hinshaw, 2000).

La patogenicidad del virus de influenza va a determinar su ubicacion en el
organismo. Los menos patdgenos van a atacar el aparato respiratorio
superior y a medida que aumenta la patogenicidad se distribuira en el tracto
digestivo, pudiéndose aislar hasta del tejido muscular (Easterday y Hinshaw,
2000).
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Las infecciones pueden variar clinicamente en: subclinicas (no patogénicas),
respiratoria aguda y/o urogenital (baja patogenicidad) y enfermedad
sistémica severa (alta patogenicidad). Por lo tanto la IA puede manifestarse
como una enfermedad respiratoria, entérica, reproductiva o neuroldgica
(Easterday y Hinshaw, 2000).

Los signos clinicos descritos pueden incluir descenso en la produccion de
huevos, huevos en farfara o deformados, hinchazén de la cabeza, parpados,
cresta, barbillones y garrones; cianosis de los barbillones, crestas y patas,
problemas respiratorios con descargas nhasales claras, mucopurulentas o
sanguinolentas, tos, trastornos nerviosos, incoordinacion, plumaje erizado,
inapetencia, depresién y diarrea. Cualquiera de estos signos se puede
producir sélo o en varias combinaciones (Easterday y Hinshaw, 2000).

Los signos clinicos en la IA medianamente patégenos que se observan
frecuentemente comprenden: descarga ocular, rinitis y traqueitis, diarrea,
bajas en la produccion de huevos e incremento moderado en la mortalidad.
Los mismos se presentan acompafiados de las siguientes lesiones
macroscopicas: aerosaculitis, involucion ovarica y hemorragias, peritonitis por
ruptura ovarica e inflamacién renal con presencia de uratos (Easterday y
Hinshaw, 2000).

Los signos clinicos de la IA Altamente Patdégeno pueden ser:
= En caso de explotaciones de aves a piso, con aparicion repentina de

mortalidad elevada, transmision rapida dentro del galpén y depresién

severa sin consumo de alimento.
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= En caso de explotaciones de aves en jaula, se observa una transmision
lenta dentro del galpon, mortalidad del 100% en 10 a 15 dias y depresion

severa.

En ambos tipos de explotacion se observa signos nerviosos como torticolis,
opistétonos, imposibilidad de pararse, temblor de cabeza y cuello, cresta y
barbillones edematosas a necréticos, edema en cabeza y patas.

En algunos casos, la enfermedad es rapidamente fulminante y se encuentran
las aves muertas sin signos previos. En condiciones experimentales algunos
virus ocasionan enfermedades graves en una especie e infecciones
inaparentes en otras. De manera similar, virus que son idénticos
antigénicamente pueden tener caracteristicas bioldgicas muy peculiares y
producir una enfermedad grave en una especie y una infeccion inaparente en

otra (Easterday y Hinshaw, 2000).

3.11. MORBILIDAD Y MORTALIDAD

Los indices de morbilidad y mortalidad son tan variables como los signos y
dependen de la especie y el virus, asi como la edad, ambiente e infecciones
concurrentes. Los indices de morbilidad en general estdn mal definidos, en
parte debido al tamafio muy grande de parvadas afectadas a los signos mal
definidos de enfermedad en muchos de los brotes. Por otra parte en el caso
del virus de alta patogenicidad, la mortalidad y morbilidad pueden alcanzar
100%, con el de patogenicidad moderada tenemos una mortalidad entre 50 a
70% vy una alta morbilidad (Easterday y Hinshaw, 2000).

En infecciones causadas por virus de baja y mediana patogenicidad es
frecuente observar una alta morbilidad y una baja mortalidad; en el caso de
virus altamente patégenos, la morbilidad y la mortalidad pueden alcanzar el
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100%. La muerte puede ocurrir entre las 24 a 48 horas después de la
presentacion de los primeros signos clinicos o prolongarse una semana
(PRONESA, 2006).

3.12. LESIONES MACROSCOPICAS

La lesiones macroscopicas que se observan en varias especies aviares han
sido en extremo variadas en lo referente a su localizacion e intensidad,
dependiendo mucho en la especie y la patogenicidad del virus infectante
(Easterday y Hinshaw, 2000).

En muchos casos hay pocas lesiones notables debido a que la enfermedad
es leve. Las lesiones leves se pueden observar en los senos nasales,
caracterizados como inflamacion catarral, fibrinosa, serofibrinosa,
mucopurulenta o caseosa. Puede haber edema de la mucosa traqueal con un
exudado que varia de seroso a caseoso. Los sacos aéreos pueden estar
engrosados y pueden tener un exudado fibrinoso o caseoso. Puede

observarse peritonitis catarral o fibrinosa (Easterday y Hinshaw, 2000).

En el caso del virus altamente patégeno, pueden haber lesiones notables ya
gue las aves mueren muy rapidamente antes de que se desarrollen lesiones
macroscopicas. Sin embargo, se han descrito una diversidad de alteraciones
congestivas, hemorrégicas, trasudativa y microbiéticas (Easterday y Hinshaw,
2000).

Las lesiones clasicas del virus de alta patogenicidad incluyen edemas y
cianosis de la cabeza, vesiculas y ulceraciones en la cresta, edema en las
patas, manchas amarillentas en las piernas, petequias en la grasa
abdominal, necrosis y hemorragias en la mucosa de la molleja y del
proventriculo (Easterday y Hinshaw, 2000).
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Las lesiones macroscopicas que se observan son hemorragias en diversos

organos viscerales, focos necréticos en higado (Mosqueda y Lucio, 1985).

Frecuentemente se observaron focos necroticos en el higado, bazo, rifiones
y pulmones en pollos infectados de manera experimental con el virus de la

peste aviar (Easterday y Hinshaw, 2000).

Las lesiones de las crestas fueron muy notables, variando de vesiculas e
hinchazén y cianosis intensa, equimosis y necrosis franca. A veces habia
hinchazon de las patas con decoloracion equimética. Las lesiones viscerales
incluyeron hemorragias petequiales en diversas superficies serosas y
mucosas, en particular en la superficie mucosa del proventriculo cerca con la
unién con el ventriculo. El pancreas frecuentemente tuvo areas de manchas
de color amarillo claro y rojo oscuro a lo largo de su extensién en algunas
aves. Los hallazgos en la necropsia son tan variables como los signos
clinicos dependiendo de la cepa de virus y las especies involucradas. Puede
observarse congestion cambios hemorragicos y necroticos en las partes sin
plumas de la piel. Existen exudados en senos y sacos aéreos y la peritonitis
derivada de postura abdominal es comun; (Easterday y Hinshaw, 2000; De
Sousa Yy Pippi Salle, 2000).

No todas las cepas altamente patdégenas originan las mismas lesiones
macroscopicas, cuando se examinan las aves para observar lesiones
macroscopicas es importante considerar que la infeccion con el virus de
influenza puede estar acompafada con afecciones bacterianas por lo cual las
lesiones pueden reflejar los efectos tanto de los virus como de las bacterias
(Easterday y Hinshaw, 2000).
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3.13. LESIONES MICROSCOPICAS

La peste aviar clasica, como la describieron en 1976 estaba caracterizada
por edema, hiperemia, hemorragias y focos de manguitos linfoides
perivascular, principalmente en el miocardio, bazo, pulmones, encéfalo,
barbillas y en menor grado, higado y rifion. Se presentaba degeneraciéon y
necrosis parenquimatosa en el bazo, higado y rifidn (Easterday y Hinshaw,
2000).

Las lesiones encefalicas comprendian focos de necrosis manguitos linfoides
perivasculares, focos gliales, proliferacion vascular y alteraciones neuronales.
Los pollos que mueren después de la inoculacion intravenosa del virus de
peste aviar altamente virulento, tienen edema, hiperemia, hemorragias
generalizadas, y ademas focos de necrosis en el bazo, higado, rifion,
pulmones, intestino y pancreas, en orden decreciente de frecuencia. Las
lesiones histopatologicas ocasionadas por otro virus de influenza altamente
patégeno en diversas especies en particular pollos y pavos, tienen algunas
semejanzas asi como diferencias, a las originadas por los virus de la

Influenza aviar (Easterday y Hinshaw, 2000; De Souzay Pippi Salle, 200l).

3.14. DIAGNOSTICO

En virtud de que los signos clinicos son tan variables, el diagnéstico clinico
s6lo se puede considerar como presuntivo, excepto claro esta, en el caso de
una epizootia. El diagnostico definitivo de infeccion por virus de influenza tipo
A requiere hacerse en el laboratorio, con métodos viroldgicos y seroldgicos,
considerdndose positivo al aislamiento y la caracterizacion del virus
(Easterday y Hinshaw, 2000).
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Los virus se pueden recuperar de la trdquea y/o cloaca de las aves vivas 0
muertas; también se los puede recuperar de tejidos, secreciones 0
excreciones de los tractos respiratorio e intestinal. Cuando se trata de virus
altamente patégenos, que causan infecciones sistémicas, se les puede aislar
de casi todos los 6rganos (Easterday y Hinshaw, 2000; De Souza y Pippi
Salle, 2001).

Los métodos para el aislamiento e identificacion de los virus de Influenza se
han descrito con bastante detalle por varios autores. Para el aislamiento del
virus se utilizan huevos embrionados de 9 a 11 dias de edad, inoculados en
la cavidad amnioalantoidea con 0.1 ml de la muestra. Después de las 72
horas o al morir los embriones, se recolectan los fluidos alantoideos. La
demostraciéon de que el virus se replicé se reconoce por la actividad
hemoaglutinante de eritrocitos en el fluido alantoideo. Este fluido alantoideo
positivo a la hemoaglutinacién, es el que se emplea para la identificacion del
virus (Whiteman y Bickford, 1983).

Se debe tomar en consideracion que otros virus, como el de la enfermedad
de Newcastle, también presentan actividad hemoaglutinante, por los que, el
aislamiento se debe probar con antisueros de Newcastle; si resulta negativo,
se determina la presencia de virus de Influenza tipo A (Whiteman y Bickford,
1983).

Ante cualquier infeccion, el sistema de defensa del organismo reacciona
produciendo anticuerpos contra el virus, en el caso de infecciones por
influenza los antisueros se pueden detectar de 7 a 10 dias posinfeccién. Las
pruebas que se utilizan para la deteccion de anticuerpos son las de inhibicion
de la hemoaglutinacién (IH) y precipitacion en agar gel (PGA), existen otras
pruebas serologicas pero las mds comiunmente usadas son las anteriores y
recientemente la de ELISA y RT-PCR (Easterday y Hinshaw, 2000).
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Todas estas pruebas se emplean con un doble propdésito: en primer lugar,
para el diagnéstico de la enfermedad y en segundo, como una herramienta
eficaz en los programas de vigilancia epidemiolégica (Easterday y Hinshaw,
2000).

3.15. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Debido al amplio espectro de signos y lesiones comunes con infecciones por
virus de influenza aviar en distintas especies, el diagnostico definitivo debe
establecerse por medio de métodos viroldgicos y serologicos. Entre las
enfermedades que también causan muerte subita estd también la
enfermedad de Newcastle y las enfermedades septicémicas. Ademas deben
tomarse en cuenta especialmente en pavos jovenes la clamidia, micoplasma

y coOlera aviar y las enfermedades respiratorias especialmente

laringotraqueitis infecciosa (http://www.oie.int.2002; Easterday Yy Hinshaw,
2000).

3.16. TRATAMIENTO

En la actualidad no existe ningun tratamiento especifico practico para las
infecciones por virus de la influenza aviar (Easterday y Hinshaw, 2000).

3.17. PREVENCION Y CONTROL

La avicultura de traspatio es una actividad muy comun en todo el pais, tanto

para aquellos que viven en la ciudad como para quienes viven en el campo.
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Independientemente de la cantidad de aves que se crien, es importante que
las personas dedicadas a esta actividad tomen las medidas necesarias para
evitar que sus aves contraigan y transmitan enfermedades (Buscaglia, 2004).

Para los avicultores la salud de las aves es la prioridad namero uno. Por lo
tanto, es necesario hacer todo lo que esté a su alcance para proteger a las
aves de posibles enfermedades. A través de una serie de medidas simples,

se podra proporcionar seguridad y buena salud a las aves (Buscaglia, 2004).

El brote de cualquier enfermedad avicola, como la gripe aviar altamente
patdgena podria, ademas de dafiar a sus aves, provocar la muerte de otras
aves que se encuentren cerca y diseminarse rapidamente contagiando al
resto de la parvada. Para evitar que esto ocurra, es importante que los

productores tomen las medidas que se detallan a continuacion:

Practicar la bioseguridad de traspatio. En pocas palabras, la bioseguridad se
trata de sentido comun. No acerque gérmenes a sus aves ni acerque aves a
donde hay gérmenes. Para mantener alejadas las enfermedades, restrinja el
transito en su propiedad y desinfecte el calzado, la ropa y las manos. Las
practicas de bioseguridad no tienen por qué ser engorrosas ni caras. De
hecho, con sélo asegurarse de que usted y las visitas lleven ropa y calzado
limpios, ya estara protegiendo a sus aves de posibles enfermedades.

Su propiedad debe ser un area segura y las practicas de bioseguridad
funcionaran como barrera contra las enfermedades (Buscaglia, 2004).

Elaborar un plan de control:
Para proteger a sus aves de traspatio, los avicultores deben elaborar un plan

de control que garantice la buena salud de las aves. Seguir unos pocos
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pasos sencillos puede reducir el riesgo de que las aves contraigan gripe aviar

y otras enfermedades (Direccién de Salud Animal de Minnesota , 2006).

A continuacién presentamos algunos puntos que debera tener en cuenta al

elaborar un plan de control para la parvada.

Practique bioseguridad de traspatio

Un programa de bioseguridad efectivo debe impedir el ingreso de aves
silvestres, predadores y roedores, reducir al minimo el ingreso de visitas y
mantener limpios los corrales. Lo ideal es que las aves se crien en

instalaciones cubiertas.

Mantenga el lugar en buenas condiciones de higiene

Algunos organismos que provocan enfermedades pueden sobrevivir
largos periodos de tiempo. Evite que las aves, incluso los pollitos, tengan
contacto con excremento, plumas, polvo y desechos que dejen otras
aves. No utilice equipamiento ni vestimenta que haya estado en contacto

con aves que no pertenezcan al lugar.

Deshagase de las aves muertas de manera apropiada

Las aves muertas pueden transmitir enfermedades y atraer predadores a
su corral. Es importante que los avicultores retiren las aves muertas
rapidamente y las trasladen hacia otro lugar, las quemen, entierren,

utilicen como abono organico o envien a un relleno sanitario.

Las aves nuevas pueden portar enfermedades

Aisle a las aves nuevas por un periodo de 10 a 30 dias. Si separa a estas
aves del resto y resultan ser portadoras de alguna enfermedad, podra
detectarlo antes de que los demas animales queden expuestos.
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= Observe si hay sefales de enfermedad
Las sefales pueden incluir secrecion nasal, decaimiento inusual de las
aves, pérdida del apetito, disminucion en la produccion de huevos y una
mortandad inusitada (Direccion de Salud Animal de Minnesota , 2006).

Las medidas de bioseguridad son fundamentales para su control y se
comparten para el control de todas las enfermedades. A pesar de que el virus
puede recobrarse de la yema, cascara y albumina de los huevos, la
transmision vertical no ha sido demostrada (Buscaglia, 2004).

Préacticas apropiadas de bioseguridad son la llave para prevenir la infeccién
con virus de IA. No deben permitirse el contacto de lotes de aves con aves
migratorias, silvestres ni de traspatio y deben mantenerse lejos de fuentes de
agua que puedan haber estado contaminadas con aves silvestres. El
personal y los equipos que entran y salen de las instalaciones deben estar
desinfectados en forma apropiada a la entrada y salida y no deben
intercambiarse entre instalaciones (Buscaglia, 2004).

La prevencion de la exposicion al virus y la erradicacion son dos métodos

aceptables para hacer frente a la IA AP al igual que la educacién de los
avicultores y métodos de monitoreo. La aplicacion de programas de control,
cuya légica admite la presencia de la infeccién a niveles bajos de incidencia,
no constituye un método de gestién aceptable en este caso, aunque ello no
ha impedido recurrir a programas de ese tipo ante algunos brotes de IA AP.
Una estrategia adecuada para hacer frente a la 1A (en cualquiera de ambas
formas) debe comprender medidas de vigilancia y diagnostico, seguridad

biolégica, formacion, cuarentena y sacrificio sanitario (Buscaglia, 2004).

Los virus de IA son sensibles a la mayoria de los detergentes y
desinfectantes. El aumento de temperatura y secado los inactivan, pero la



23

materia organica como las heces, van a proteger al virus de IA de la
inactivacion y un virus activo puede recobrarse de estas fuentes por mas de
105 dias. Instalaciones y equipamientos deben limpiarse y desinfectarse
después de la remocidn del lote infectado. La cama y materia fecal debe ser

compostada antes de su uso o enterrada (Buscaglia, 2004).

Lo enumerado en los parrafos anteriores es lo que se hace en paises donde
se ha detectado la enfermedad (Buscaglia, 2004).



Cuadro N°1: Situaciéon Mundial

Brotes de gripe aviar hiperpatogénica en todo el mundo
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ANO PAIS/ZONA AVES DOMESTICAS CEPA
AFECTADAS
1959 Escocia Pollo H5N1
1963 Inglaterra Pavo H7N3
1966 Ontario (Canadd) Pavo H5N9
1976 Victoria (Australia) Pollo H7N7
1979 Alemania Pollo H7N7
1979 Inglaterra Pavo H7N7
1983-1985 | Pennsylvania (EEUU)* Pollo, pavo H5N2
1983 Irlanda Pavo H5N8
1985 Victoria (Australia) Pollo H7N7
1994 Inglaterra Pavo H5N1
1992 Victoria (Australia) Pollo H7N3
1994 Queensland (Australia) Pollo H7N3
1994-1995 | México* Pollo H5N2
1994 Paquistan Pollo H7N3
1997 Nueva Gales del Sur (Australia) | Pollo H7N4
1997 Hong Kong (China)* Pollo H5N1
1997 Italia Pollo H5N2
1999-2000 | ltalia* Pavo H7N1
2002 Hong Kong (China) * Pollo H5N1
2002 Chile Pollo H7N3
2003 Paises Bajos* Pollo H7N7
2004 China Pollo H5N1
2004 China ( Camboya) Pollo H5N1
2005 Jordania Pollo H5N1
2006 Reino Unido. Pollo H5N1
26abril 2006 | Reino Unido. Pollo H7N1

Fuente: Lista de Difusion OIE-Info ,26 de abril, 2006



Cuadro NP° 2:
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Focos de Influenza Aviar en Humanos reportados hasta el 26 de abril

del 2006.

2004 2005 2006

Casos Muertes Casos Muertes Casos Muertes
Camboya 4 4
China 8 5 7 5
Indonesia 17 11 11 10
Iraq 2 2
Tailandia 17 12 5 2
Turquia 12 4
Vietham 29 20 61 19
Total 46 32 95 41 32 21
Fuente: Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Informe de enfermedades

Transmisibles
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3.18. TECNICAS O METODOS DE ELISA PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS PARA INFLUENZA AVIAR UTILIZADO EL KIT DE
IDEXX.

Para realizar la prueba de ELISA indirecto se procedié de la siguiente

manera.

1. Dilucion de la muestra (1:500): A un microlitro de suero sanguineo de
pollo se adicionara 500 microlitros del diluyente.

2. Procedimiento.
Colocar los controles negativos y positivos sin diluir en los primeros
posillos de la placa con el antigeno de influenza aviar, luego colocar 100
microlitros de la muestra diluida (1:500) en los siguientes posillos de la
placa, incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente, transcurrido
este tiempo lavar la placa cuatro veces con agua desionizada, luego
secar bien con papel absorbente.

3. Adicion del Conjugado.
Agregar 100 microlitros del conjugado a los pocillos bien lavados, luego
incubarlo durante 30 minutos a temperatura ambiente, después de haber
transcurrido los 30 minutos lave las placas cuatro veces con agua

desionizada.

4. Adicién del Sustrato.
Agregar 100 microlitros del sustrato a los pocillos lavados y bien secados
interiormente, luego incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente,
agregar 100 microlitros de solucién de deteccion de la reaccidén a todos
los pocillos, después tome la lectura a la absorcion a 650 nanometro.
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5. Calcular los resultados (valor de la solucion SP).
6. Interpretacion de los Resultados.

7. Es rapiday sirve para screning

Las muestras con una relaciéon S/P inferiores o iguales a 0,499 se
consideran negativas. Las muestras con una relaciéon S/T superiores o
iguales a 0.50 se consideran positivas.

(Laboratorio IDEXX, 2005).
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IV. MATERIAL Y METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. Localizacién del area de estudio

El presente trabajo de investigacion se realizd en pollos de combate y
gallinas de traspatio ubicadas en el area integrada del Departamento de
Santa Cruz, Bolivia, que incluye las provincias: Andrés lbafiez, Sara, Ichilo,
Obispo Satiesteban, Warnes, Sara ademas de la participacion de la
provincia Florida (Mairana).

El &rea integrada geograficamente se encuentra situada en la parte central
del Departamento de Santa Cruz desde 17° 00’ y 19° 00’ de latitud sur , 62°
40" y 63° 50’ longitud Oeste, tiene una altitud aproximada de 415 m.s.n.m. El
clima es considerado subtropical humedo, con una temperatura media anual
de 23,4 C con una precipitacién pluvial de 1,200 mm/afio y humedad relativa
del 68,3% (Instituto geografico militar y Catastro Nacional, Distrito de Santa
Cruz, 2002, AASANA, Viru Viru, 2002). Con 30.831km2, con una poblacion
de 1.509.206 habitantes (Instituto Nacional de Estadistica,2001).

El area de trabajo se dividié en cuatro cuadrantes a saber:

CUADRANTE 1| : Cotoca, Mineros ,Warnes, Saavedra.

CUADRANTE Il : Palmar del Oratorio, Peji, Pedro Lorenzo, Km.9 antigua

carretera a Cochabamba.



CUADRANTE lll: Montero, Portachuelo, Buena Vista, Yapacani.

CUADRANTE IV: La Guardia,El Torno, San José, Angostura y Mairana.

(Ver anexos de distribucion de nimeros de muestra por zona ).

4.2. UNIDAD MUESTRAL
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Estuvo conformada por un total de 210 muestras de sangre tomadas de

gallinas de traspatio y pollos de combate, del area avicola de Santa Cruz

(Area Integrada). ( Ver mapa area de muestreo).

Cuadrante I: Fueron 20 muestras de pollos de combate y 20
gallinas de traspatio.

Cuadrante I Fueron 20 muestras de pollos de combate y 20
gallinas de traspatio.

Cuadrante 11 Fueron 20 muestras de pollos de combate y 20
gallinas de traspatio.

Cuadrante 1V: Fueron 20 muestras de pollos de combate y 20
gallinas de traspatio. Adicionalmente se tomaron
muestras de Mairana y sus cantones de gallinas
traspatio.

de

de

de

de

50
de
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MAPA AREA DE MUESTREO
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4.3. METODOS

4.3.1. Método de Campo

El muestreo se llevé a cabo en pollos de combate y gallinas de traspatio.
Previamente fue realizado un sorteo en la Asociaciéon Departamental de
Avicultores de la zona integrada del departamento de Santa Cruz,
procediendo a dividir el area en cuatro cuadrantes (I, Il, I, V)

De cada cuadrante se eligieron 40 aves al azar, de las cuales 20 fueron
pollos de combate y 20 gallinas de traspatio, se tomaron muestras de sangre
de la vena braquial. Adicionalmente se tomaron 50 muestras de Mairana y

sus cantones de gallinas de traspatio.

La sangre fue depositada en tubos de ensayo tipo Eppendorf, debidamente
identificadas que posteriormente fueron trasladadas bajo refrigeracion al
laboratorio de Patologia Aviar de ADA.

El muestreo a nivel de campo se inicio en el mes de febrero y culmino en el

mes de junio.

4.3.2. Método de Laboratorio.

En el Laboratorio de Patologia Aviar de la Asociacion Departamental de
Avicultores (ADA) se realizd la prueba de ELISA indirecta para Influenza
Aviar utilizando el kit de IDEXX para la deteccidén de anticuerpos de IA en el

suero de las aves. (Ver cuadro numero3).
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4.3.3. Método Estadistico

Debido a que el 100% de las muestras resultaron negativas, no se realizo

ningun analisis estadistico.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Bajo las condiciones en las que fue desarrollada la investigacion, se obtuvo
como resultado que el 100% de las 210 muestras de suero sanguineo de
pollos de combate y gallinas de traspatio, del area integrada de Santa Cruz,
fueron negativas a la presencia de anticuerpos reaccionantes al virus de

Influenza Aviar empleando la prueba de ELISA indirecto.
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CUADRO 3:

RESULTADOS DE ELISA INDIRECTO PARA INFLUENZA AVIAR
REALIZADOS EN SUEROS EN POLLOS DE COMBATE Y GALLINAS DE
TRASPATIO DEL AREA AVICOLA DE SANTA CRUZ
(AREA INTEGRADA).

N° DE SUEROS | N° DE SUEROS
ANALIZADOS POSITIVOS

MUETRA

SUERO
SANGUINEO 210(100%) 0
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACION

Completado el estudio serolégico de Influenza Aviar, por medio de ELISA
indirecta, en sueros sanguineos de pollos de combate y gallinas de traspatio
en el area integrada de Santa Cruz, Bolivia (Provincia: Warnes, Florida,
Ichilo, Sara, Santiesteban y Andres Ibafiez), se concluye que:

La enfermedad de Influenza Aviar no esta presente en el area donde se
desarroll6 el estudio.

Recomendaciones

Se recomienda ejecutar estudios similares o complementarios en otras areas
avicolas del departamento de Santa Cruz y otros departamentos del pais que
incluyan aves de postura planteles reproductivos, aves exoticas, de ornato,
aves migratorias y aves de traspatio con la finalidad de detectar en forma
precoz la enfermedad como también diferenciarla de otras enfermedades que

presenten similar cuadro clinico patolégico.
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ANEXO 1:

DISTRIBUCION DE NUMEROS DE MUESTRAS POR ZONAS

ZONAS NUMEROS | PORCENTAJE
COTOCA 10 21%
MINERO 10 21%
WARNES 10 21%
SAAVEDRA 10 21%
PALMAR DEL RATORIO 10 21%
PEJI 10 21%
PEDRO LORENZO 10 21%
Km.9 10 21%
MONTERO 10 21%
PORTACHUELO 10 21%
BUENA VISTA 10 21%
YAPACANI 10 21%
LA GUARDIA 10 21%
TORNO 10 21%
SAN JOSE 10 21%
LA ANGOSTURA 10 21%
MAIRANA 50 10,5 %
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