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1. RESUMEN

A fines de 1993 y principios de 1994 avicultores y médicos veterinarios
especialistas observaron en varias areas avicolas del pais problemas respiratorios
atribuidos a: enfermedad de Newcastle, coriza infecciosa, sindrome de la cabeza hinchada,

bronquitis infecciosa y otros, sin embargo no se llego a un diagnostico conclusivo.

Fue el 23 de mayo de 1994 que se notificod oficialmente la presencia de Influenza
Aviar (IA) en México, con el aislamiento de 3 cepas de virus procedentes de granjas
avicolas de los estados de Querétaro, Hidalge y México que fueron tipificados en el
Laboratorio Nacional de Servicios Veterinarios (NVSL), en Ames, lowa, EU.A,, como
H5N2 tipo A; posteriormente las pruebas de patogenicidad demostraron que se trataba de

un virus de baja virulencia.

El hallazgo de IA en nuestro pais obligé a las autoridades sanitariag en materia
veterinaria a efectuar un monitoreo serologico y virolégico en todos los estados, para
detectar la presencia de este virus; entre junio y diciembre de 1994 se confirmé Ia

presencia de 1A de baja patogenicidad, en 11 estados de la Republica Mexicana.

El 13 de enero de 1995 se identificd un virus de 1A pero ahora mutd a un virus de
alta patogenicidad en tres granjas de postura comercial de Tehuacan, Puebla;
posteriormente se confirma el 20 de enero de 1995 otro aislamiento viral de alta

patogenicidad en el municipio de Villa del Marqués, Querétaro.

El presente trabajo se realizé en el municipio de Allende, Nuevo Leon, y consistio
en tomar muestras de sangre al azar a las aves, de 80 granjas de postura comercial,
iniciando en encro de 1995 y terminando en diciembre de 1996; durante este lapso se
tomaron aproximadamente 3,207 muestras trimestralmente a las 80 granjas. Se tomo una
muestra por cada 1,000 aves, y el municipio se dividi6 en 5 zonas geograficas que

contienen cada una, granjas muy proximas entre si, pero separadas entre las distintas dreas,



posteriormente se enviaron a un laboratorio oficial 0 aprobado para ser procesadas bajo la

prueba de Inhibiciéon de la Hemoaglutinacion (IH).

Después de ésto el resultado obtenido fué de 31 granjas positivas (38.75 %) y 197
muestras (6.14 %) positivas en distintas diluciones, que abarca de la menor 1:10 hasta
1:640, las aves con serologia positiva no mostraron algin signo o lesion de esta

enfermedad, por lo cual no fué posible el aislamiento viral.

En la granja que resulté con serologia positiva se permitié la vacunacion por Gnica
ocasion, con el fin de evitar la dispersion del virus para posteriormente despoblarla.

En las granjas vacunadas se dejaron aves centinelas, (50 por caseta) previamente
identificadas, a fin de realizarles remuestreos periodicos; una vez despoblada la granja, la
Comision México — Estados Unidos para la prevencion de la fiebre aftosa y otras
enfermedades exdticas en los animales (CPA) constaté las medidas de bioseguridad, para

asi proceder al levantamiento de la cuarentena para su posterior repoblacion.



2. INTRODUCCION

Desde hace un par de afios a la fecha se ha hablado mucho sobre Influenza Aviar
(IA) debido al problema que se estd experimentando actualmente en México. La A
produce en pollos y gallinas una gama de sindromes, de una enfermedad respiratoria leve

en su forma menos patdgena, a una altamente agresiva y mortal (2).

Aunque la enfermedad grave se restringe a las aves de corral, muchas de tipo
silvestres pueden estar infectadas. Estas se consideran una importante fuente viral (9) y no
muestran signos de la enfermedad, pero si se infectan puede transmitirla al medio ambiente
por grandes distancias, como resultado de la migracién (31). De hecho se han aislado
millares de virus, pertenecientes a multiples subtipos antigénicos basados en antigenos de
superficie de hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), de especies aviares tanto

domeésticas como silvestres de todo el mundo (7).

En la mayor parte de los casos no se pueden predecir las pérdidas cuando se
presentan brotes ya que hay muchos procesos que influyen en los resultados de la
infeccion. Estos factores abarcan la variacion en las caracteristicas biolégicas del virus,
infecciones intercurrentes, estrés, edad y sexo, entre otras. Lo que resulta en que los
indices de morbilidad y mortalidad varian de insignificantes hasta cerca del 100%. El
impacto econdmico no se limita a pollos, durante vartos afios los productores de pavo han

sufrido pérdidas en varios paises del mundo (7).

Para demostrar la presencia de anticuerpos existen pruebas serologicas que pueden
detectarlos de los 7 a 10 dias post- infeccion. Se emplean varias técnicas para la vigilancia
y diagnostico, la mas comunmente utilizada en México es la de inhibicion de la
hemoaglutinacién (IH). Otras incluyen la neutralizacion del virus, precipitaciéon agar gel
(AGP), fijacion de complemento, mas recientemente se ha desarollado la prueba de ELISA

(del inglés Enzyme Linked Immunosorbent Assay) (35).



Para el diagndstico serologico es importante que se obtenga suero de la fase aguda

o convaleciente de la enfermedad (31).

2.1. JUSTIFICACION

La industria avicola genera 115,000 empleos directos y 575,000 indirectos, siendo
el consumo per capita anual nacional de: 16.7 Kgs. de huevo, 15.8 Kgs. de pol]-o y 111grs.
de pavo, por otra parte esta industna es una actividad cuya rentabilidad depende mucho de
la salud de las aves, y la influenza aviar es una enfermedad de gran importancia para la

poblacion aviar, ya que puede ser severamente mortal y lesionar seriamente la poblacion

avicola.

2.2. OBJETIVOS

1. Determinar la presencia de anticuerpos, contra IA en granjas de postura
comercial en la zona de Allende, N.L., y definir la proporcion de granjas positivas, titulos
viraies a partir de Enero de 1995, a Diciembre de 1996.

2. Comparar la incidencia de anticuerpos de influenza aviar observada en Allende,
N.L. con la que se ha presentado en otros estados y/o municipios, en los cuales existe o

padecieron la enfermedad.

2.3. HIPOTESIS

En el mes de mayo de 1994 se notificé oficialmente la presencia de 1A, con el
aislamiento de 3 cepas de baja virulencia en los estados de Querétaro, Hidalgo y México,
En enero de 1995 se confirma IA de alta virulencia en 3 granjas de postura comercial en
Tehuacan, Puebla (2,3). ’

En esta investigacion se plantea la posibildad de que las aves, de dicha zona

pudieran presentar esta enfermedad, ya que existen vinculos comerciales y de intercambio

de utensilios avicolas.



3. ANTECEDENTES

3.1. HISTORIA

La peste aviar, que en la actualidad se sabe que la originaron cepas altamente
patogenas de virus influenza, la describio Perroncito como una enfermedad grave de
pollos en Italia en 1878; en 1901 Centanni y Savonuzzi demostraron que era ocasionada
por un agente “filtrable” (virus). No obstante fue hasta 1955 cuando se demostrd que los
virus de la peste aviar era en realidad virus de influenza tipo A. Durante este siglo se
| reportaron cepas altamente patogenas que pertenecen al subtipo HS en pollos de Escocia
(H5N1); se han notificado 5 grandes brotes de 1A en el mundo: en Australia (1975 y
1985), Inglaterra (1979), E U.A. (1929), Irlanda (1983 y 1984) y nuevamente en E U A
(1983 y 1984) (8).

Anteriormente se designaba la forma mas virulenta de IA como “peste aviar”; en el
Simposium Internacional sobre 1A celebrado en E'U.A. en 1981, el término de peste aviar
fue cambiado por el de Influenza Aviar altamente virulenta. La propuesta mas reciente
sugiere que los virus aislados sean designados como IA o Influenza Aviar Altamente

Patdgeno (LIAAP) segiin sea el resultado de la tipificacion agresiva y otras pruebas (39).

En E.U.A. los unicos brotes graves se comunicaron en 1929 y en los aiios de 1983
y 1984; este ultimo ocurrié en Pensilviana en Abril de 1983, y su posterior esparcimiento a
Maryland y Virginia; algunos pollos presentaban enfermedad respiratoria aguda con una
mortalidad de 0 a 15% y disminucion en la produccion de huevo, posteriormente se
identifico que era un virus de IA identificado como H5N2 de baja pafogcnicidad. Este
problema continud por seis parvadas siguientes, hasta Octubre de 1983 cuando la
‘mortalidad aumentd de 50 a 89% con manifestaciones en las aves de depresion intensa,
temblores y un cese completo en la producciéon de huevo; los virus aislados fueron también

HS5N2, pero esta vez se designaron como altamente patogenos con base en la inoculacion



a pollos (17,20). Este cambio aparente en la enfermedad condujo a que el U.S.
Departament of Agriculture de EJU.A. declarara una “emergencia extraordinaria” con el
objeto de erradicarla, en el cual se incluyeron varios puntos como: una estricta cuarentena,
vigilancia total de la poblacidon avicola con destruccion de toda evidencia clinica,
serolégica o wvirologica de influenza HSN2; limpieza ambiental continuada por
descontaminacion y educacion intensiva de bioseguridad, todo ésto con un costo superior

a los 60 millones de dolares y la eliminacion de 17 millones de aves (7,8).

Durante los Ultimos 10 afios, virus aislados tipicamente de especies aviares se han
encontrado en brotes de enfermedades en mamiferos, como focas, mink y ballenas; estos
hallazgos sugieren que el vinculo entre aves y mamiferos en la situacion natural puede

provocar transmision de virus aviares, ocasionando problemas patologicos significativos

(7).

3.2. INCIDENCIA Y DISTRIBUCION

Los virus de LA estan distribuidos por todo el mundo en miltiples aves domeésticas,
incluyendo pavos, pollos, gallina de Guinea, perdiz de la India, codorniz, faisanes, gansos
y patos, en especies silvestres que abarcan patos, gansos, gallinetas, garzas, alcas, aves
frias y gaviotas. Las aves acuaticas migratorias, en particular los patos, han producido con
frecuencia mas virus que cualquier otro grupo, mientras que los pavos y pollos domésticos
han presentado los problemas de enfermedad mas sustanciales (33). También se han
aislado en aves de jaula, incluyendo estornino asiatico, periquitos, loros, cacatuas,
tejedores, pinzones y halcones. Estas aves permanecieron en cuarentena, y el significado
de la infeccion ain no estd claro. Las aves paserinos como el gorrién, la golondrina y
alondra entre otras, han producido relativamente pocos virus influenza. Aunque unos

estudios sugieren que hay transmisién de virus altamente patogenos entre aves domésticas
y paserinas (24).
La distribucion e incidencia precisas del virus influenza aviar (VIA) son dificiles de

determinar debido a las anomalias en el muestreo. La Organizacion Mundial de la Salud ha



estimulado y dado apoyo a programas de vigilancia para incrementar y poder disponer de
estos datos. En los datos de distribucion influyen claramente la distribucion de las especies
tanto domésticas como silvestres y aves de corral, las vias migratorias y los sistemas de
reporte de enfermedades. En la frecuencia también influyen algunos de los mismos
factores, pero los indices precisos son dificiles de determinar debido a la variedad de los
sistemas de vigilancia y procedimientos empleados. Para cualquier episodio de IA la
incidencia y distribucion no son predecibles. Por ejemplo, en pavos en Minnesota, la
incidencia ha sido muy elevada algunos afios y casi inexistentes en otro, la ausencia no se

debe a inmunidad residual sino mas bien a una inexplicable ausencia del virus (5).

Se ha visto a las aves acudticas como una fuente de virus para pavos en pastoreo,
asi los investigadores han aislados multiples VIA de patos silvestres y centinelas durante la
migracion del otofio y han establecido que los brotes de pavo ceoinciden con la presencia
de los patos migratorios. Aun asi es dificil predecir cuales virus se presentaran y

ocasionaran problemas en los pavos en cualquier momento (15).

La vigilancia de las aves acuaticas migratorias en América del Norte ha indicado
que hasta el 60% de las aves jovenes pueden estar infectadas al congregarse en areas de
reunion previa a la migracion, y se ha visto que los patos excretan cantidades altas de virus
en las heces durante un periodo tan prolongado como de 30 dias, produciendo una
contaminacién intensa en el agua de lagos y estanques. Estudios recientes revelan que las
aves que habitan en la playa (como gallinetas, gallinetas pequefias y gaviotas) constituyen
un reservorio significativo del virus (17).

Al considerar la incidencia y distribucion en especies aviares, estd claro que

muchos virus circulan en aves de todo el mundo, en vista de ésto, es enigmatico por qué

los virus de influenza aviar en ocasiones son causantes de problzmas mas extensos de

enfermedades en aves de corral (11).



3.3. ETIOLOGIA

El virus de la IA pertenece al género Influenza virus, de la familia
Orthomyxoviridae. Los virus de esta familia poseen genoma de RNA, ademas son muy
pleomorfos de 100 nm. de diametro. La nucleocapside presenta simetria hélical y en su
envoltura proyecciones de glucoproteina que tienen actividad hemaglutinante (H.A)y de
neuroaminidasa (NA), existen tres tipos antigénicamente diferentes: AB y C. Los tipos B
y C se encuentran tipicamente solo en humanos. El tipo A se éncuentran en seres
humanos, cerdos, caballos y ocasionalmente en otros mamiferos como el mink, focas y

ballenas; y muchas especies aviarias (10).

Los virus tipo A se dividen en subtipos de acuerdo a la naturaleza antigénica de la
HA y la NA, actualmente se conocenl4 HA y 9 NA diferentes. En 1971 se propuso un
sistema de nomenclatura para los virus influenza, e incluye el tipo (A, B 6 C), el huésped
de origen, el origen geografico, el nimero de la cepa, (si existe) y el afio de aislamiento,
seguido por la descripcion antigénica de HA (H) y NA (N) presentes en la envoltura, en
paréntesis. Por ejemplo: A / Chicken / México / 8622-608 / 94 / (HSN2) “Virus de
influenza tipoA aislado de gallina en México en 1994, con nimero de sevie 8622-608,

Hemoaglutina 5 y Neuroaminidasa 2” (5,8).

Especificamente, los virus de IA se han clasificado como de baja, mediana y alta
patogenicidad, para que un virus sea considerado de alta patogenicidad debe producir
mortalidad mayor al 75% en pollos de 4 - 8 semanas a los 10 dias después de una
inoculacion intravenosa con 0.2 ml. de una dilucién de 1:10 de un liquido alantoideo

infeccioso (cultivo en embrion de pollo) libre de bacterias (7).

3.3.1. MORFOLOGIA

Los viriones son aproximadamente esféricos con un diametro de 80 a 120 nm, no
obstante a menudo hay formas filamentosas del mismo diametro con longitudes variables.
La superficie del virion esta cubierta con espigas espaciadas de manera estrecha de 10 a 12

nm. de longitud. Un nucleocéapside helical esta incluido dentro de la envoltura viral Las



espigas superficiales con dos formas distintas son la HA, que es un trimero en forma de

baston, y la NA que es un tetramero en forma de hongo (11).

La HA es causante de la fijacion del viridén a los receptores de la superficie, y de su
acuvidad hemoaglutinante, los anticuerpos contra la HA son muy importantes en la
neutralizacion del virus y proteccion contra la infeccién (25). La enzima NA origina la
liberacion de nuevos viriones, los anticuerpos contra la HA también son significativos en la
proteccién, ya que restringe su propagacion; estos virus cuentan con la siguiente
composicién quimica: 70 a 75% de proteina, 20 a 24% de lipidos, y 5 a 8% de
carbohidratos (11).

3.3.2. REPLICACION VIRAL

El virus se adhiere a los receptores de glucoproteina, que conttene en la  superficie
celular, penetra a la célula por endocitosis, asi la nucleocapside penetra al citoplasma.
Después de la produccion y ensamble de proteinas virales y RNA, el virus sale de la célula
por gemacion de la membrana plasmatica (26). En la etapa de replicacion viral, puede
ocurrir lo que se llama “derivacion antigénica”que se debe a mutuaciones en los genes que
codifican las proteinas -de HA y/o NA y es reflejo de seleccion de variantes en una
poblacion inmune (7). Es decir una mutacion en un solo punto puede alterar la estructura
de la proteina de superficie (HA 6 NA), y por lo tanto sus propiedades antigénicas o

inmunitarias, 0 de ambos tipos, originando una variante antigénica (29,30).

3.3.3. PROPIEDADES BIOLOGICAS

La propiedad biologica de patogenicidad de los virus de 1A es en extremo variable
y no se puede predecir en base al huésped de origen o subtipo antigénico del virus, en
tiempos pasados estos virus aviares de sulIJtipo HS y H7 se han vinculado con enfermedad
grave en pollos, pavos y patos. Sin embargo, hay multiples ejemplos de aislamiento de
virus H5 y H7 que no son patogenos, por lo cual, 1a configuracion antigénica por si sola

no determina la patogenicidad (7).
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La virulencia es una propiedad de la interaccion entre el huésped y el virus, un
virus de influenza que es patdégeno para una especie aviaria N0 necesariamente sera
patogeno para otra (4). Es muy posible que el tropismo tisular esté¢ implicado en su
patogenicidad, pero la base para ésto ain no se define, y como aiin no hay un receptor
celular identificado para los virus influenza, no esta clara la funcion desempefiada por las

interacciones entre virus y receptor en la enfermedad (5).

3.3.4. RESISTENCIA

El virus de influenza aviar tipo "A posee una envoltura, y por lo tanto son
relativamente sensible a la tnactivacion por solventes de lipid.os, tales como detergentes.
La pérdida de infeccidn se logra con productos elaborados a base de: formalina, beta-
propiolactona, agentes oxidanies, acidos diluidos, eter, desoxicolato de sodio,
hidroxilamina, dodeciisulfato de sodio, e iones de amomo. Otras formas de inactivacion se

logra con calor extremo, extremos de pH, condiciones no isotonicas y desecacion (25).

En la situacion de campo, los virus son liberados en secreciones nasales y heces de
aves infectadas, por lo cual presentan una mayor resistencia a la inactivacion por la
presencia del material organico, de esta manera representa un problema especial para su
control, por lo tanto se debe eliminar enterrandose, apilarse para su descomposicion
cubierto con un material plastico, o con tierra, ya que el virus puede sobrevivir durante

periodos prolongados en el ambiente, en particular en condiciones frescas y humedas (39).

3.3.5. CLASIFICACION DE LA CEPA

Esta s¢ basa en el subtipo de HA y NA, en la actualidad se conocen 14
hemoaglutininas y 9 neuraminidasas, todas las cuales se han identificado en varias
combinaciones en aislamientos aviares. Para identificar l]a HA y NA de un virus, el
aislamiento se sujeta a pruebas de inhibicion de la hemoaglutinacion (IH) e inhibicién de
~ neuraminidasa (IN), con el uso de un panel de antisueros especificos para los distintos
subtipos (8,36). La comparacion del virus que pertenece al mismo subtipo se logra a

menudo con el empleo de anticuerpos monoclonales, que ha permitido comparaciones mas
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detalladas de virus relacionados que se presentan en la misma especie, 0 en especies

distintas (7).
'3.4. HOSPEDEROS DE LABORATORIO

3.4.1. EMBRIONES DE POLLO

Todas las cepas de VIA proliferan con rapidez en embriones de pollo, ya que son
muy estables en el liquido alantoideo porque la presencia de proteina protege a los virus,
los embriones de pollo son de 9 a 11 dias de edad, se inoculan via cavidad alantoidea con
0.2 ml. de muestra, haciendo que este método sea el mas empleado universalmente (10).
La inactivacion de estos virus en situaciones de laboratorio puede lograrse con multiples
detergentes y desinfectantes comunes (31). El cultivo de este virus en huevos embrionados

también se usa para la produccion de vacunas en grandes cantidades, y para estudios de

laboratorio (23).

3.4.2. ANIMALES DE LABORATORIO

Los pollos, pavos y patos han sido las especies usadas mas cominmente para
estudios de laboratorio puesto que han sido las especies infectadas con mas frecuencia
bajo condiciones naturales. Aunque los virus aviares también se replican en varios

mamiferos inoculados de manera experimental, como hurones, gatos, ratones, monos,

minks y cerdos (27).

3.5. PATOGENIA Y EPIZOOTIOLOGIA

3.5.1. HUESPED NATURAL Y EXPERIMENTAL

Muchas especies aviares, domésticas o silvestres, pueden infectarse y pueden o no
ser fuente de enfermedad (34). Otras especies de las cuales se han aislado virus incluyen

gallina de guinea, gansos domeésticos, codomniz, faisanes, perdices, estorninos asiaticos,
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pasorinos, periquillos de Australia, gaviotas, aves de playas y marinas. Los pavos han sido

los mds frecuentemente implicados en brotes de la enfermedad, mientras que los pollos lo

han sido, pero con menos frecuencia (5).

Se han reportado dos brotes de enfermedades en focas (Phoca vitulina) en EU A,
Estos animales padecieron neumonia y se provocé una morbilidad y mortalidad
significativa (15). Se han producido dos comunicaciones de aislamiento de virus en

ballenas muy vinculados con virus aviares, ain no se sabe si estos virus estan implicados

en un proceso patoldgico en estos animales (7).

Los virus HIN1 que se alojan tipicamente en cerdos también se han detectado en
pavos en ETJ.A. durante el ultimo decenio, ésto nos indica que los virus de pavo estan
muy relacionados con los que circulan de manera continuea en cerdos, y por lo tanto son de
origen porcino. Pueden infectarse de manera experimental cerdos, hurones, gatos, minks,
monos y seres humanos, con virus originados de especies aviares (7). Aunque como se

menciond en la seccidn de propiedades bioldogicas (3C), en la naturaleza existe

| especificidad entre huésped y virus.

3.5.2, TRANSMISION Y PORTADORES

Las aves infectadas excretan virus de las vias respiratorias, conjuntiva y heces; asi
las formas probables de transmision incluyen tanto contacto directo como el indirecto,
abarcando aerosol o exposicion por fomites. Las aves pueden excretar grandes
concentraciones de virus en las heces, asi la propagacién con facilidad mediante cualquier
contaminante de material fecal. Por lo tanto los virus se transportan con facilidad a otras
zonas .a través de personas y equipo compartido por servicios de apovo y
comercializacion, las investigaciones indican que una vez que el virus se ha introducido en

una parvada, se extiende a otras a través del movimiento de aves infectadas, equipo, cajas,
empaques para huevo o vehiculos (31).
Hay una amplia evidencia de transmision horizontal, pero poca evidencia de que se

puedan transmitir verticalmente. No obstante se debe sefialar que pueden estar presentes

dentro o en la superficie de buevos cuando la gallina estd infectada. Las vias
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experimentales de exposicion en las cuales se tiene éxito incluyen: aerosol, intranasal,
intrasinusal, intratraqueal, oral, conjuatival, intramuscular, intraperitoneal, intracaudal en

el saco aéreo, endovenosa, cloacal y administracién intracraneal (8).

Por otra parte no es muy probable que los embriones infectados puedan sobrevivir
¢ incubarse, ésto no quiere decir que los huevos contaminados no puedan ser fuente de
infeccion a los pollitos después de nacer en la misma incubadora, por lo que los huevos

para incubacién, procedentes de aves infectadas representan un riesgo de consideracion

(12).
3.5.3. PERIODO DE INCUBACION

Los periocdos de incubacion, para las distintas enfermedades ocasionadas por estos
virus, varian de tan breves como de unas cuantas horas hasta 3 a 7 dias (5). El periodo de
incubacion depende de la dosis, la via de exposicion, la especie expuesta, ¢l tipo de virus,

la edad del ave y su inmunidad (39).

3.5.4. PATOGENICIDAD

Hay una gama amplia de patogenicidad entre los virus TA. Las infecciones pueden
no ser aparentes u ocasionar como resultado enfermedades que varian de grado leve,
sindromes transitorios y hasta 106% de morbilidad y/o mortalidad (3). Los signos de la
enfermedad pueden ser evidentes como: respiratorios, entéricos, nerviosos y

reproductivos, y pueden variar con el virus, la especie y estado inmune del huésped (39).

Hay multiples situaciones en las cuales los virus influenza ocasionan una
morbilidad y mortalidad de grado muy manifiesto en condiciones de campo, y sin embargo

parecen no provocar enfermedad en aves inoculadas de manera experimental (6).

3.5.5. SIGNOS

Los signos de la enfermedad son en extremo variables v dependen de la especie
afectada, edad, sexo, infecciones concomitantes, tipo de virus, factores ambientales, etc.

Las infecciones producidas por un virus de baja patogenicidad generalmente se presentan
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en forma asintomatica o con alguna sintomatologia de tipo respiratorio, lo cual se
manifiesta en diversos grados de morbilidad y mortalidad, pero siempre asociados a
infecciones secundarias. Los sintomas producidos por un virus Altamente Patdgeno
pueden reflejar anormalidades respiratorias, entéricas, reproductivas o del sistema
nervioso. Los signos mas comunes abarcan una marcada depresion, plumas erizadas,
inapetencia, sed excesiva, baja en la producciéon de huevo y diarrea acuosa. Las aves
frecuentemente presentan inflamacion de crestas y barbillas, ademas de edema de cara. A
menudo hay cianosis en la punta de las crestas y puede haber vesiculas de plasma o sangre
en su superficie con zonas obscuras de hemorragias equimoticas y focos de necrosis. La
diarrea es acuosa de color verde brillante, modificandose a casi totalmente blanca. La
conjuntiva esta inflamada, congestionada y ocasionalmente con hemorragias. Puede haber
hemorragias difiisas en zonas amplias entre la pata y el tarso. En ocasiones algunas gallinas

afectadas lograran recuperarse. (16).

En aves de engorda, los signos son menos obvios, presentandose severa depresion,
inapetencia y un marcado aumento de la mortalidad, algunos signos neurclégicos son

torticolis y ataxia, asi como edema de la cabeza y cuello (39).

En algunos casos, la enfermedad es rapidamente fulminante y se encuentran las
aves muertas sin signos previos. Cabe sefialar que la especie aviar implicada es muy
significativa en casi todos los casos, en el caso de aves silvestres han sido inaparentes sin

mostrar signos obvios de la enfermedad (4).

En el brote de Pensilvania, hubo al principio una enfermedad respiratoria aguda
con aumento en la mortalidad y declinacion en la praduccién de huevo. Después el virus se
volvio altamente patogeno y hubo otros problemas, incluyendo una mortalidad alta (50 a
89%), declinaciones significativas en el consumo de alimento y agua, y produccion de
huevo. Los trastornos respiratorios fueron menos prominentes, péro las aves estaban
intensamente deprimidas y algunas tenian temblores y posiciones poco comunes de la
cabeza (2). Es importante seiialar que la sintomatologia se presenta de manera diferente en
cada brote, de acuerdo con la virulencia y la patogenicidad de la cepa presente, y la

aparicion secundaria de otros patégenos oportunistas (5).
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3.5.6. MOREBILIDAD Y MORTALIDAD

Los indices de mortalidad y morbilidad son tan variables como los signos, y
dependen de la especie y el virus, asi como de la edad, ambiente e infecciones
intercurrentes. Los indices de merbilidad en general estan mal definidos, en parte debido al
tamafio muy grande de parvadas afectadas y la signologia mal definida de la enfermedad en
muchos de los brotes. Por lo tanto la morbilidad puede llegar ai 100% y la mortalidad del
75 al 100%, en brotes de alta patogenicidad, sin embargo algunos virus solo causan

mortalidad del 10 al 20% ¢ ausencia de ésta (7).

3.5.7. LESIONES

Las lesiones macroscopicas que se han observado en diferentes especies aviares
han sido en extremo variadas en lo referente a su localizacion e intensidad, por lo regular

se describen en pollos y pavos como una infeccion, ya sea natural o artificial (22).

En muchos casos hay pocas lesiones notables debido a que la enfermedad es leve, y
se pueden observar en los senos, caracterizados como inflamacion catarral, fibrinosa,
serofibrinosa, mucoporulenta o caseosa (27). Puede haber edema de la cara y traqueitis
con un exudado que varia de seroso a caseoso, los sacos aéreos pueden estar engrosados y
tener un exudado que varia de Seroso a caseoso, hay una peritonitis catarral a fibrinosa que

se puede manifestar en el ciego, intestino, o ambos sitios, se puede encontrar exudado en

el oviducto de aves ponedoras (7).

En el caso de virus altamente patogenos puede no haber lesiones ya que las aves
mueren rapidamente, antes de aparecer alguna lesion (8). Sin embargo se han descrito
algunos signos como: edema subcutaneo de la cabeza y cuello con inflamacién de senos,
barbillas, crestas cianéticas congestionadés y hemorragicas. También se puede observar
congestion y hemorragia en piernas, al progresar la enfermedaci, las lesiones internas
varian de manera considerable, a veces se observan focos necroticos en el higado, bazo,
rifiones y pulmones en pollos. También hay pequefias petequias en grasa abdominal, en

superficies serosas y peritoneo, que parecen estar rociadas por un atomizador. Los nifiones
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estan seriamente congestionados y en algunas ocasiones los tibulos estan obstruidos por

depositos blancos de uratos (39).

En ponedofas, el ovario puede estar hemorragico con zonas de necrosis, con
frecuencia en el peritoneo se encuentran Ovulos rotos lo que ocasiona una aerosaculitis y
peritonitis, en las aves que sobreviven de 7 a 10 dias. Puede haber hemorragias en la
superficie mucosa del proventriculo, prin¢ipalmente en su unién con la molleja, la cuticula
de la molleja se desprende facilmente. Es factible encontrar zonas hemorragicas en la

mucosa intestinal principalmente en los focos linfoides (39).

En un estudio realizado en la Universidad de Japon, se inocularon unos pollitos de
2 dias de edad libres de patdgenos especificos, se inocularon con el virus influenza tipo A
(A/whistling swan/Shimane/499/83 (H5N3); los pollitos demostraron de poca a severa
diarrea con inflamaci6n y atrofia del pancreas, timo y bolsa de Fabricio, el antigeno viral se
detectd en el pancreas, rifion, higado, pulmoén, sacos aéreos y en la lamina cecal;

posteriormente el virus fu€ recuperado a lo largo del pancreas (32).

Las lesiones observadas en el brote de Pensilvania, se caracterizaron por una
inflamacion intensa de crestas y barbillas, con edema periorbitario, las lesiones en las
crestas variaron de vesiculas e inflamacién con cianosis intensa, equimosis y necrosis
franca. En ocasiones habia edcrha en las patas con decoloracion equimdtica, las lesiones
viscerales incluyeron hemorragias petequiales en diversas superficies serosas y mucosas,
en particular en la superficie del proventriculo cerca de la unién con el ventriculo. El
pancreas tenia areas de manchas de color amarillo y rojo obscuro, en algunas aves las

lesiones se limitaron a la deshidratacion (8).

Al examinar las aves, es importante considerar que la infeccion viral puede estar
acompaiiada con afeccion bacteriana por lo cual las lesiones pueden reflejar efectos tanto

del virus como de bacterias oportunistas (3).

3.5.8. HISTOPATOLOGIA

La peste aviar clasica, como se describié en 1926, estaba caracterizado por edema,

hiperemia, hemorragias y focos linfoides perivasculares, principalmente en miocardio,
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bazo, pulmones, encéfalo, barbillas y en menor grado, higado y niion. Hay focos

necroticos en el bazo, higado, pulmones, rifién, intestinos, y pancreas en orden decreciente

de frecuencia (2).

En el examen histopatologico de pollos infectados en el brote de Pensilvania se
encontraron una encefalitis no supurativa difusa de grado leve a intenso, pancreatitis
necrotizante, difusa de grado muy leve a intenso, y miocitis necrotizante subaguda,
afeccion en multiples muisculos esqueléticos y mas intenso a los musculos oculares
externos. Las lesiones microscopicas fueron mas intensas en pollos de engorda que en
gallinas ponedoras, las explicaciones posibles incluyen la edad, la estirpe, la patogenicidad

del virus o la etapa de la enfermedad (7).

3.8. DIAGNOSTICO

- Un diagnéstico definitivo de virus A de influenza depende del aislamiento e
identificacion. Como los sintomas clinicos pueden variar de manera dramatica, el

diagnostico clinico se considera solamente presuntivo (4).

3.6.1. AISLAMIENTO

Es muy comun poder recuperar virus de la traquea o la cloaca, o ambos sitios, de
aves tanto vivas como muertas, ya que los virus se replican tipicamente en las vias
respiratorias e intestinal, 0 en ambas. Los tejidos, secreciones o excreciones de estas vias
son apropiadas para su aislamiento. Puede emplearse hisopos de algodén para frotar la
traquea o la cloaca, o ambas estructuras. Los hisopos deben colocarse en un medio de
transporte estéril que bontenga concentraciones adecuadas de antibidticos para impedir el
desarrollo bacteriano. Los ¢érganos pueden obtenerse y colocarse en tubos o bolsas
estériles, hay que obtener y almacenar 6rganos internos como los del tejido de las vias
respiratorias e intestinales por separado, va que si se aislara algin virus seria una

indicacion de propagacion sistémica, que se vincula mas a menudo con los virus altamente

patogenos (8).
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Es muy importante conservar muestras en fric (4°C) y hfimedas, antes de su
procesamiento si éste no exceda de 48 horas, pero si la muestra requiere un tiempo

adicional, se recomienda el almacenamiento en congelacion (31).

Los métodos para aislamiento e identificacion viral se han explicado en detalle
cuando se mencionaron los sistemas de huésped de laboratorio; al usar embriones de pollo
y observar la mortalidad embrionaria, se debe obtener liquido alantoideo, la replicacion se

comprueba por actividad hemaglutinante, sobre eritrocitos de pollo en el fluido amnidtico

alantotdeo (10,28).

3.6.2. IDENTIFICACION

Es importante determinar si la actividad hemaglutinante detectada en el liquido
alantoideo se debe al virus de influenza o a otros virus hemaglutinantes, tales como el
paramixovirus. Por lo tanto el aislamiento se prueba en pruebas de HI contra antisuera de
enfermedad de Newcastle, si ésta es negativa el virus se prueba entonces para la posible

presencia de NP tipo A para establecer que existe el virus de influenza A (26).

El siguiente procedimiento de identificacion es determinar el subtipe antigénico de
los antigenos de superficie HA y NA. La HA se reconoce en la prueba de HI con €] uso de
un panel de antisueros preparado's_ contra las 14 HA distintas (7). La tipificacion se facilita
con el empleo de antisueros contra la HA aislada o contra virus redestribuidos con NA

irrevelantes. El subtipo NA suele identificarse con la ayuda de un antisuero preparado
contra las 9 NA conocidas (7).

La tipificacion de este virus podra realizarse en un laboratorio oficial o aprobado,
las pruebas de patogenicidad solo se realizaran en el laboratorio de alta seguridad de la

C.P.A. (39).

3.6.3. PCR

Se ha determinado que existe un marcador de secuencia de ADN para la virulencia
del virus de influenza aviar, por medio de la reaccidn en cadena de la polimerasa, en su

modalidad de transcripcion reversa, es posible determinar rapidamente la presencia de esta
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secuencia marcadora, la secuencia que se amplifica contiene un sitio de restriccion en el
gen de la HA, aun en especimenes que resultan negativos a este virus por las técnicas
convencionales de inoculacion a embrién de pollo. Por lo tanto esta técnica permite

detectar la presencia de una cepa virulenta de influenza aviar de forma sensitiva y rapida

(19).

3.6.4. SEROLOGIA

Se usan pruebas serolégicas para demostrar la presencia de anticuerpos que
pueden ser detectados ya a los 7 a 10 dias posteriores a la infeccién. Existen varias
técnicas para la vigilancia y diagnostico seroldgico. Las mas comunmente utilizada es la
prueba de HI y ésta nos proporciona el grado de aglutinaciéon que sera utilizada en este
estudio, y la inmunodifusion doble para detectar anticuerpos contra la NP. Otras pruebas
serologicas incluyen la neutralizacion del virus, fijacion del complemento, la inhibicion de
la neuraminidasa, la hemolisis radial simple, y mas recientemente se ha desarollado la

prueba de ELISA y PCR (35).

3.6.4.1. INHIBICION DE IA HEMOAGLUTINACION

En la prueba de IH se utilizan 4 unidades hemaglutinantes y seran positivos todos
los sueros que produzcan inhibicion de la hemoaglutinacién franca de la dilucion 1:10 y
continuando las diluciones en logaritmo base dos 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, etc. Los titulos
sospechosos se deberan remuestrear de 14 a 21 dias posteriores al primer muestreo, en el

caso de que las aves no se hayan sacrificado (39).

Para el diagnostico serologico es importante que se obtenga suero de la fase aguda
o convaleciente de la enfermedad, la muestra de sangre debe obtenerse de 14 a 28 dias
post-infeccion. El suero debe conservarse en refrigeracion hasta la prueba, y puede

agregarse azida de sodio (0.01%) como preservativo, solo en caso que no s€ procese

pronto (y mantenerse a una temperatura de -20°C) (31).
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3.6.5. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Debido al amplio espectro de signos y lesiones con infecciones por virus IA en
distintas especies, el diagndstico definitivo debe establecerse por medio de métodos
virologicos y serolégicos; mediante la prueba de IH se puede demostrar la respuesta a
varias enfermedades. Otras infecciones que deben considerarse en el diagnostico
diferenciai incluyen las ocasionadas por agentes como pararrﬁxovirus, clamidia,
adenovirus, bronquitis infecciosa, coriza infecciosa, nﬁcoplasnia, y otras bacterias (36). Se

ha observado comunmente infecciones concurrentes con micoplasma entre otras bacterias

(D.

3.7. PREVENCION Y CONTROL

Un aspecto fundamental para lograr estos objetivos es la educacion en la industria

avicola, con sistemas adecuados de bioseguridad para asi evitar su propagacion (7).

3.7.1.  PREVENCION

Las fuentes mas probables de transmision son el contacto con otras aves
infectadas, por io que los medios bésicos para la prevencion es la separacion de 4reas
contaminadas asi como de sus secreciones y excreciones. La “bioseguridad” debe ser la
primera linea de defensa, puede haber transmision cuando estan en contacto cercano, o
por material infeccioso {31), cuando se introduce en el ambiente. Estas introducciones se
efectian por medio de contaminacion de equipo, zapatos y ropa, vehiculos, alimentos,
agua, étc. La presencia del virus en el material fecal es un medio para trasladar el virus por

medio de equipo y personal (3).

El reservorio son las aves stlvestres, que actian como fuente potencial de infeccion
para aves domésticas, en particular las areas abiertas (17). Los cerdos pueden actuar como

una fuente de virus para pavos con transmisién mecéanica o por medio de personas o

cerdos infectados (39).
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3.7.2. CONTROL

En el caso de un brote de influenza de baja a moderada patogenicidad, los
esfllerzos se centran en contener el problema. En presencia de un virus altamente
patogeno, se emplean procedimiento de erradicacion, {cuarentena, sacrificio, despoblacion
y limpieza) (3). La decision de erradicar se basa en la naturaleza, dimension del problema y
en las propiedades biologicas del virus (2). En el brote de Penéilvar.da, las areas de
cuarentena fueron esenciales para prevenir la propagaciéﬁ y lograr la erradicacion, la

vigilancia epidemiologica fue critica para detectar nuevos brotes y contenerlos (2).

3.7.3. TRATAMIENTO

En la actualidad no hay un tratamiento especifico practico, se ha usado clorhidrato
de amantina y el clorhidrato de rimantadina que son eficaces en la profilaxia de las
infecciones por influenza humana (11). En un estudio reciente, se administro a unos pollos
amantandina y rimantadina en el agua de beber, y redujo 1a mortalidad, no obstante las
aves permanecieron infectadas y dispersando wvirus, posteriormente el virus se hizo
resistente y produjo la muerte a las gallinas tratadas. Actualmente este farmaco no esta

aprobado para usarse en aves para consumo (6,37).

3.7.4. VACUNAS

Se ha demostrado que las vacunas de virus inactivados monovalentes o
polivalentes con adyuvantes, tienen la capacidad de inducir anticuerpos (35) y conferir
proteccion evitando en parte morbilidad, mortalidad y baja en la produccion de huevo
(37). En el caso de vacunacion, si las gallinas estan infectadas excretan virus aunque
muestren o0 no signos de la enfermedad, estas vacunas pueden reducir en potencia la
intensidad de la enfermedad y la propagacion del virus en cémpo, pero el virus no sera
eliminado de la poblacidon (13,21).

La vacuna dispontble de influenza aviar H5SN2, establecido con viruela aviar HS
recombinante previene la eliminacion del virus por las heces y asi evitar la transmision con

otras aves (38).
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En México se usan vacunas cuya adquisicion esta condicionada a la autorizacién
que la Direccion General de Salud Animal otorgue (3); la vacunacion se autorizara a

granjas que justifique su aplicaciéon, considerando los siguientes criterios:

1.- Aislamiento de un virus de baja, mediana o alta patogenicidad o en aquellas

zonas que se considere de riesgo.

2.- Vecindad con una granja positiva, considerando un radio maximo de 10 Kms.

modificable segun las disposiciones de la Direccion General de Salud Animal.

3.7.5. SALUD PUBLICA

Los virus [A. son tipo A, por lo que existe la posibilidad de que se compliquen en
su desarollo con una recombinacion de nuevas cepas, que afecten a los mamiferos. No
existe evidencia que justifique preocupacién de que los virus aviares sean una amenaza
para los humanos, ésto no representa una zoonosis aunque existeé un reporte, de una
persona infectada con un virus de TA pero no hay evidencia que indique, que los humanos
que estuvieron en contacto con grandes cantidades de virus, durante la despoblacion en el
brote de influenza aviar altamente virulento (LA.A'V.) en Pensylvania, se hubiesen

infectado con el virus (3,7).

38. INFLUENZA AVIAR EN MEXICO

En los afios 1980 -1981 el Dr. Lorenzo Tlacomulco, trabajando en el laboratorio
de Patologia Aviar en la UN.A. M. utiliz6 la prueba de precipitacion en agar contra IA en
un nimero considerable dé sueros sanguineos de pollos de engorda, gallinas ponedoras,
reproductoras y progenitoras, de toda la Republica Mexicanfi. En este trabajo no se

encontro un solo animal positivo (39).

En otofio - invierno de 1993 se comenzaron a observar en diferentes areas avicolas
del pais, como: Jalisco, Morelos, Querétaro y Meéxico, entre otros, problemas

respiratorios, baja en la produccion de huevo e incremento en la mortalidad, que por su
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sintomatologia se confundieron con: Newcastle, Bronquitis Infecciosa, Sindrome de la

Cabeza Hinchada y Coriza Infecciosa (18, 39).

Fue el 23 de mayo de 1994 que se notificé oficialmente la presencia de IA a la
Direccion General de Salud Animal, con el aislamiento de 3 cepas de virus procedentes de
granjas avicolas de los estados de Querétaro, Hidalgo y México que fueron tipificados
como H5N2 tipo A de baja virulencia (tipificado en Ames, lowa); posteriormente se les

comunico a la Unién Nacional de Avicultores (UNA), la presencia de 1A en México (3).

En los meses de junio a diciembre de 1994, la SAGAR realizo cursos y examenes
de aprobacion y acreditacion de IA. en diferentes partes del pais, luego se desarollaron
actividades de momitoreo, apareciendo virus de baja patogenicidad en los estados de
Apguascalientes, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Morelos, Puebla,

Querétaro, Veracruz y Distrito Federal (3).

En diciembre de 1994, se deteci6é la presencia de un virus IA. de mediana
virulencia en una granja de Tehuacan, Puebla, habiéndose despoblado la granja, se

reforzaron las medidas de bioseguridad y de vigilancia.

El 13 de enero de 1995 fué confirmado por el laboratorio de la comisién México-
Estados Unidos para la prevencion de la fiebre aftosa y otras enfermedades exoticas en los
animales (CPA), el diagnéstico de 1A, virus H5N2 de alta virulencia en 3 granjas de

postura comercial en Tehuacan, Puebla (2,3).

El 17 de enero de 1995, en el area de Tepatitlan, Jalisco se confirmé el diagnostico
de virus de mediana virulencia en una granja de ponedoras, posteriormente se realizan
monitoreos serclogicos y aislamiento viral, asi como el control de la movilizacion de aves

v sus productos (8).

El 20 de enero de 1995, se reportd, en un nicleo de reproductoras de los
municipios de Villa del Marqués y Atongo en el estado de Querétaro, un cuadro clinico
sugestivo de L A A P. que fué confirmado por el laboratorio de la CPA; en ese lugar se

procediod al sacrificio de 15,000 aves, aplicandose una cuarentena estricta en la zona.
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El 23 de Enero de 1995, la CPA establecié un operativo de emergencia que se
publico en el diario oficial de la federacion, la activacion del dispositivo nacional de
emergencia de sanidad animal (DINESA), al mismo tiempo se establecio la coordinacion
de acciones de control y erradicacion con el gobierno del estado y la delegacién de la

Secretaria, Ganaderia y Desarollo Rural (SAGAR).

El 14 de Agosto de 1996, se publica en el diario oficial de la federacion la norma, a
fin de establecer la campaifia nacional para la prevencion, control y erradicacion de la 1A
uniformando los procedimientos, actividades, criterios, estrategias y técnicas diagnosticas

de esta enfermedad en la avicultura nacional (3).

3.8.1. NUEVO LEON

La avicultura comercial se inici¢ en la década de los afios 60°s, con la explotacion
de aves de postura, actividad que continda y tiene un destacado lugar nacional como
productor de huevo para plato; se cuenta en la entidad con un total de 393 granjas avicolas
de las cuales 201 son de postura comercial, 14 de cnianza, 150 de pollo de engorda, 11 de
reproductoras y 17 de avestruces, con una poblacion estimada de 20°732,791 aves

comerciales.

En el mes de marzo de 1995, se detect6 serologia positiva a influenza aviar, dando
origen el Dispositivo de Eﬁergencia en Influenza Aviar, realizando un remuestreo general
a las granjas de pollo de engorda y postura comercial, se detectaron 49 granjas con
serologia positiva, se realizd despoblacion de las casetas afectadas, posteriormente se
realizaron los trabajos de limpieza, desinfeccion y centinelizacién, en diciembre del mismo
afio solo 5 granjas de postura comercial eran seropositivas.

En el mes de abril de 1996 se llevd a cabo un monitoreo, en el que se encontré que
el nmimero de granjas afectadas habia aumentado, ya que 67 gr;mjas (5.3% en esta zona) de
postura comercial eran seroldégicamente positivas.

El nimero estimado de aves sacrificadas (pollo de engorda y postura comercial)
desde el primer diagnostico de TA hasta la tltima despoblacion realizada en marzo de

1997, alcanza la cifra de 3.5 millones de aves.
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En enero de 1995 Nuevo Leén se ubica en la zona 2 es decir serologia positiva y/o
aislamiento de baja patogenicidad; en diciembre de 1995 habia- pasado a zona indemne; en
el mes de abnl de 1996 presentd serologia positiva; actualmente se encuentra en proceso
de erradicacién con vacunacion, con posibilidades de que sea reconocida como estado

libre en 1998 (12).



4. MATERIAL Y METODOS

La siguiente investigacion se realizd en el municipio de Allende, N.L., el cual esta
situado en el sureste de este estado, y se localiza a 25°17° de latitud norte y 100°01” de
longitud oeste a una altitud de 474 metros sobre el nivel del mar. El clima que predomina
es semicalido subhiimedo con lluvias monzénicas de verano, la temperatura media es de
21°C con una maxima promedio de 40.1°C y una minima promedio de -2.4°C. La
precipitacion media anual es de 1,064.6 mm. (1). Este municipio se dividié en 5 zonas
geograficas que contienen cada una granjas muy préximas entre si, pero separado entre las

distintas zonas.

En el grupo 1 se encuentran las granjas que estan mas cerca de Allende, el grupo 2
se encuentra a una distancia aproximada de 10 kms. rumbo al sur siguiendo la carretera
nacional [85], el grupo 3 esta situado a una distancia aproximada de 4 kms. con direccion
noreste siguiendo por la carretera Allende — Cadereyta, el grupo 4 se encuentra en
direccidon a el grupo 3 pero mas hacia el noreste a una distancia de Allende a 15 kms.
aproximados, el grupo 5 es el mas alejado de Allende se encuentra a una distancia de 30

kms. siguiendo hacia el sur por la carretera nacional (fig. 1).

Durante el periodo de Enero de 1995 hasta Diciembre de 1996, se procedio a
tomar muestras de todas las 80 granjas de postura comercial en dicha area, a cada granja
se le tomaron estas muestras trimestralmente, siempre y cuando no sea diagnosticado la
presencia del virus de IA. En cada caseta de cada granja se tomaron aleatoriamente 1
muestra por cada 1,000 aves, en este grupo de muestras las aves fueron de la misma edad;
de esta forma se tomaron 3,189 muestras de las aproximadﬁmente 3°188,501 aves de esta
region, cada tres meses. Posteriormente se les realizé la prueba de Inhibicion de la
Hemoaglutinacion en un laboratorio acreditado por SAGAR, a fin de detectar anticuerpos
contra IA. Luego con los datos obtenidos se realizé un analisis de distribucion normal

mediante pruebas de Xi cuadrada para comparar las fracuencias esperadas y observadas de
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aves que presenten titulos de anticuerpos contra 1A asi como pruebas de comparacion de
medias para estimar las diferencias entre granjas mediante una prueba de analisis de
confianza (cuadro 1). Se asumid que el municipio de Allende esta libre de 1A, por lo que el
numero esperado de aves infectadas se considera de cero. Por razones obvias e inherentes
a la investigacidén no se mencionan los nombres de granjas, sino que se manejan mediante

la asignacidn de un nimero.

41. TOMA DE MUESTRAS

La obtencion del suero sanguineo se realizo de las siguientes dos formas:

En una forma se tom¢é aleatoriamente una gallina, se procedid a introducir una
jeringa desechable en Ia vena yugular o bien por punciéon del corazén, se tomé una
cantidad aproximada de 3ml de sangre, posteriormente se guardd la muestra para
intoducirla en una estufa bactericlogica, €sto sole en caso necesario, durante 2hr. a 37°C;

con el fin de separar el suero del coagulo, el tiempo varia segun lo requira la muestra.

Cuando se separd el suero se obtuvo de 0.7 a 1.0 ml; esta cantidad se pasd a un
tubo de ensaye, luego se puso a refrigerar a fin de evitar su descomposicion y se procedio
posteriormente a enviarlo al laboratorio con una previa identificacion (nombre del
propietario, direccion y nombre de la granja, numerc de casetas, poblacion y edad de las

aves y su numero de parvada).

En otra forma fué la obtencién de sangre por la técnica de puncién a la vena
humeroradiocubital, con el fin de que salga un poco de sangre, para posteriormente
impregnar perfectamente de sangre un papel filtro, solo hasta la mitad, éste se clasifico y

se guardd para su posterior analisis en el laboratorio.

Cualquiera de estas formas son correctas y confiables ya que no se ha visto

diferencias significativas entre estas técnicas.



| \t@ereyta \
onterrey |
P {
7 k

4 GRUPO
¥ GRUPO

s ‘? =

‘._ 2 }’f

FIG. 1.- Ubicacion Geografica de los Cinco Grupos.

CUADRO No.1
FORMULA PARA CALCULAR LOS LIMITES DE CONFIANZ A,

Limite Inferior =P —( 1.96 ) (VP [1-~P}/n)(¥N-n/N-1)
Litite Superior =P +{ 1.96) (Y P [1 - *P]/n) (NN -n/N - 1)

DONDE:
P = Proporcion
Vv = Raiz Cuadrada
Tamafio de la Muestra

N = Tamaiio de la Poblacion
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4.2. METODO DE LABORATORIO

En el laboratorio las muestras fueron procesadas por la técnica de inhibicidn de la
hemoaglutinacién (IH.) ya que éste se considera un método adecuado para determinar la
presencia de anticuerpos especificos en suero de los animales convalecientes, v
posteriormente se utiliza la dilucion del suero, para determinar la cantidad relativa de
anticuerpos. Cuando se ponen en contacto algunos virus con eritrocitos de pollos, se
produce aglutinacion de estos ultimos, a este fendmeno se le conoce como
hemoaglutinacion (HA) y el fendmeno puede impedirse afiadiendo antisuero homologo,
como en la reaccion IH. Esta reaccion forma parte de muchas pruebas diagnosticas para

las infecciones virales, tanto de animales como de humanos (25).

Para confirmar la identidad del subtipo de este virus, se emplea la prueba de
inhibicion de la hemoaglutinacion, utilizando antisueros especificos de referencia. La IH se
emplea también para detectar y cuantificar anticuerpos especificos presentes en sueros de

aves, después de una infeccion ¢ vacunacion con virus de Influenza Aviar.

4.3. MATERIAL DE CAMPO

El material que se utilizo para la obtencion del suero es:
e Jeringas dese(.;hables de 3ml. 216x 32 mm.

e Gallinas

e Tubo de ensaye

_e Estufa bacteriologica

. Refﬁgerador

e Cinta adhesiva (identificar)

e Tiras de papel filtro de 5 x 1 cms. Wattman #12

e Lancetas para puncién
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4.4 MATERIAL DE LABORATORIO

.Una vez obtenido la muestra deseada fué llevada a un laboratorio aprobado por la

SAGAR,; en el cual se utiliza el siguiente material:
1. Microplacas de 96 pozos con fondo en U y tapas para las microplacas.

2. Micropipetas o microdiluidores de 25, 50 y 100 microlitros (0.025, 0.050 y 0.100 ml)

4.5. REACTIVOS

1.- Solucion salina fosfatada (PBS) pH 7.3

Solucion A

Nap HPO4 anhidro 0.15 M 21.30 g.

NaCl 850¢g.
Agua destilada c.b.p. 1,000 ml.
Solucién B

Nap HPO4 anhidro 0.15 M 190 g.

NaCl ' 8.50 g.

Agua destilada c.b.p. 1,000 ml.

Solucién de trabajo

Sol. A 80.00 ml.
Sol. B 20.00 ml

La mezcla de las soluciones A y B se ajusta a un pH 7.3, a esta solucion se agrega

0.02 g de albiimina sérica bovina (cuando se diluya el virus).
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Anticoagulante de Alseaver:

Dextrosa 205 g.
Citrato de sodio 80g.
Acido citrico 0.55 g.

Cloruro de sodio 42g.

Agua destilada 1,000 mi.

Esterilizar en autoclave 121°C, 15 minutos a 15 Ibs. de presion.

3 -

4.-

5.-

Sangre de pollo colectada en solucion de Alseaver.

Lavar los eritrocitos colocando en un tubo de centrifuga un volumen de sangre

con Alseaver y llenar el tubo con PBS.

Invertir el tubo varias veces para suspender los eritrocitos.

- Centrifugar la sangre a 800 gravedades durante 10 minutos.

Quitar el PBS y la capa de células blancas.
Llenar nuevamente el tubo con PBS.
Repetir el ciclo de lavado y centrifugacion 2 veces mas.

Diluir los eritrocitos a una concentracion final de 0.5% en PBS, sin albumina.

Antisuero positivo y negativo para el serotipo de virus que se emplea.

Antigeno viral inactivado (H5N2).
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4.6 TITULACION DE ANTIGENO.

1. Poner 0.5 ml. de PBS con albiimina a dos filas de 12 pozos en una microplaca.

. Agregar 0.05 ml de antigeno en el primer pozo de cada fila.

3. Utilizando micropipetas o microdiluidores de 0.05 mi, se efectian diluciones dobles

seriadas (1:2 a 1:1024) del antigeno, dejando los dos dltimos pozos de cada fila sin
antigeno para que sirvan como control de células.
. Agregar 0.05 ml. de suspension al 0.5% de eritrocitos a cada pozo y agitar la
microplaca para mezclar los reactivos.
. Cubrir la microplaca e incubar a temperatura ambiente hasta que se forme un botén
bien delimitado en el fondo de los pozos para control de células.
Ejp: en la fig. 2 se observa que la titulacion del antigeno es de 256, ya que el
botoén rojo se presento en la fila No. 8 y secuentemente; En la parte inferior se

observan los eritrocitos y su buen estado para relizar la prueba.

Fig. 2.- Ejp. de una titulaci6n del antigeno.



33

4.7. CONTROL DEL ANTIGENO.

La dilucién conteniendo las unidades deseadas del antigeno, se determinarén

dividiendo el punto final de la HA entre el nimero de unidades.

Ejp: titulo del antigeno 256, unidades deseadas 4 ( 256/4 = 64 ) existiran 4
unidades hemoaglutinantes por cada 0.025 ml. (Fig. 3). Después de agregada la dilucion

del antigeno se comprobé del nimero de unidades en la prueba.

Fig.3.- Ejp. donde se representan las 4 unidades hemoaglutinantes.
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4.8. PASOS PARA EFECTUAR LA PRUEBA DE INHIBICION DE
LA HEMOAGLUTINACION (IH).

Deteccidn de anticuerpos en sueros. (Prueba tamiz)

1.- Identificar y hacer una relacion exacta de los sueros que se sometieron a la
prueba.

2.- En una micropiaca identificada como placa de la dilucién inicial, se deposita en
todos los pozos 0.100 ml de PBS con albumina.

3.- Siguiendo un orden secuencial, depositar 0.25 ml de los sueros que se van a
probar. Ej. en el pozo Al se deposita el suero 1, en el pozo Al2 el suero 12, en el pozo
B1 depositar el suero 13 y asi sucesivamente hasta el pozo H12, en el que se depositara el
suero $6.

La dilucion restante sera 1:5, esta microplaca con la dilucién inicial puede sellarse

y conservarla en congelaciéon para efectuar pruebas posteriores.

4.- En otra microplaca, se efectuara la dilucion para ia prueba, agregando 0.025

ml. de PBS con albumina a todos los pozos de la microplaca,

e Con una micropipeta de 12 canales, transferir 0.025 ml de los sueros en la linea
de pozos Al - Al2 de la microplaca de la dilucién inicial {1:5), a la linea A de

pozos de la microplaca en que se efectuara la prueba.

¢ Los sueros se mezcla y se transfiere 0.025 ml. de los pozos de la linea B, se

mezcla y se descartan 0.025 ml.
¢ En lalinea A la dilucidn sera 1:10 y en la linea B la dilucién es 1:20.

Esta operacion se repite con los demas sueros empleando 2 pozos por cada suero,

en cada microplaca se debe poner un suero positivo, negativo y un control de eritrocitos.

5.- Una vez efectuadas las diluciones agregar 0.025 ml del antigeno de Influenza
Aviar conteniendo 4 unidades hemoaglutinantes, cubrir y agitar la microplaca incubar a

temperatura ambiente durante 30 minutos.
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6.- Agregar 0.05 ml de suspension de eritrocitos al 0.5% a cada pozo, cubrir y
agitar la placa, incubar a temperatura ambiente hasta que los eritrocitos en el control de

células se sedimenten. (30 - 45 minutos).

4.9. INTERPRETACION DE LA PRUEBA.

La lectura de la prueba se realiza cuando los eritrocitos del control de células se
sedimenten, formando un boton circular con bordes bien delimitados en el fondo del
pozo. La inhibicién de la hemoaglutinacion producida por los sueros positivos tiene un
patron semejante al control de células, un botén circular con bordes definidos que se
desliza tomando la forma de una lagrima en el fondo del pozo, si la placa se inclina en un
angulo de 45 grados. Los sueros negativos no alcanzan a inhibir la hemoaglutinacién,
todos los sueros que produzcan inhibicion de la hemoaglutinacién franca de Ia dilucién
1:10 se consideran positivos.

Ejp: enla fig. 3 se observan 4 pruebas de IH, la linea A y B resultaron negativas
mientras que las lineas C y D resultaron positivas ambas en la dilucién 1:160, ya que en

los pozos 6C y 6D no hubo hemoaglutinacion, en la parte inferior estan los eritrocitos.

Fig.4.- 4 pruebas de [H, 2 negativ (Ay ) 2 positivas en dilucionl: 160 (CyD).



5. RESULTADOS

5.1. RELACION ENTRE LA SEROPOSITIVIDAD CONTRA lA.
Y LA CANTIDAD DE GRANJAS POR GRUPO GEOGRAFICO.

En total se analizaron 80 granjas, divididos en 5 grupos o zonas geogréficas; a
continuacién se muestra un andlisis por grupo del numero de granjas, poblacidn awviar,

nimero de aves muestreadas, de muestras positivas y porcentaje de positividad.

De las granjas analizadas del grupo 1 se observaron 23 granjas con un promedio de
28,590 gallinas en cada granja, (cuadro 2) en ellas se observaron rangos variables, el
mayor de 115,000 aves en la granja y el menor de 9,793. En este grupo existieron 56
sueros positivos en 11 granjas, presentindose con un mayor porcentaje en la granja No.
36, y el menor porcentaje en la granja No.15 entre las granjas positivas. El porcentaje
de positividad total fué de 8.4% y el promedic de muestra: positivas para este grupo fué

2.43.

De las granjas que se analizaron en el grupo 2, existieron 22 granjas, (cuadro 3)
presentandose un promedio de 42,183 gallinas con rangos de 196,484 a 10,500 por granja.
En total se presentaron 33 sueros positivos en 6 granjas, con un porcentaje de positividad
de 3.52% en la granja No. 67 se observd el mayor porcentaje y en la granja No.52 el

menor, con un promedio de 1.5 muestras positivas en este grupo.

En el grupo 3 se analizaron 31 granjas con una poblacion total de 1'504,831
gallinas, con un promedio de 48,220 (cuadro 4); la mayor poblacion aviar se presentd en la
granja No.4 con 210,751, vy la menor de 7,267 en la graﬁja No.10. En este grupo

existieron 99 sueros positivos en 12 granjas, el porcentaje de positividad fué de 6.73 % y

un promedio de 3.29 muestras positivas en este grupo.

En el grupo 4 existieron solo 3 granjas (cuadro 5) con una poblacién total de

74,530 y un promedio de 24,843 aves. En este grupo existieron 2 granjas positivas y un
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total de 6 sueros positivos, el porcentaje de positividad fué de 8.0 %, con un promedio de

2 sueros positivos por granja para este grupo.

En el grupo 5 (cuadro 6) solo existid 1 granja con una poblacion de 23,540 y
debido a diferentes factores y a la exigente bioseguridad que se manejo, en todos los

analisis que se le practicaron dieron resultados negativos.

5.2. ANALISIS DE LOS CINCO GRUPOS.

Con estos datos recolectados se observd que; el grupo 3 presentd la mayor
cantidad de granjas con 31, y el grupo 5 presenté el menor nimero con solo 1 granja
(cuadro 7, fig. 2). Asi mismo el grupo 3 presentd la mayor cantidad de granjas afectadas,
siguiéndole el grupo 1, y el grupo 5 no present® serologia positiva; en conjunto los 5
grupos representaron un total de 80 granjas con una poblacién de 37188,501 aves. El
porcentaje de granjas afectadas fue mayor para el grupo 4, y menor para el grupo 5 ya que
no existio serologia positiva. En el presente estudio se obtuvo un total de 38.75 % de
granjas positivas. Una vez obtenidos los resultados de las muestras positivas se observé
que el grupo 3 obtuvo la mayor cantidad con una y del grupo 5 no se obtuvieron granjas
positivas por lo tanto los datos no pudieron ser procesados. El nimero de muestras
positivas fué analizado mediante la prueba de x? encontrandose diferencias altamente
significativas en los grupos 1,2 y 3. Lo antertor nos indica que en esos grupos el nimero

de muestras positivas es muy alto para ser producido al azar o por errores de método.

Siguiendo con el andlisis estadistico, se realizo una prueba de limites de confianza
de las muestras positivas con una confiabilidad del 35%. representando en forma total en
este estudio el limite inferior fué de 0.053 y 0.069 para el limite superior (cuadro 8). Esto
nos indica los porcentajes de muestras positivas minimo y maximo por grupo, siendo el

total de 5.3%.
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CUADRO 2 .- Relacion de la seropositividad contra IA en gallinas del grupo 1.

CLAVE DE AVES POR AVES POSITIVAS PORCENTAIJE
GRANIJA GRANIJA MUESTREADAS DE
POSITIVIDAD

8 32,773 33 0 0 %

11 13,291 14 0 0%

12 9,793 10 0 0%

13 18,261 19 0 0 %

14 21,923 22 0 0%

15 24,500 25 1 4.0 %

16 20,500 21 7 33.3 %
19 21,200 22 1 4.5 %

20 20,000 20 1 50%

22 14,000 14 0 0 %

23 115,000 116 16 13.7 %
25 18,000 18 5 277 %
26 62,442 63 7 11.1 %
27 15,335 16 0 0 %

34 29 400 30 6 20 %

36 16,000 16 6 37.5%
38 30,000 30 3 10 %

39 30,655 31 0 0%

40 15,400 16 3 18.7 %
43 40,000 40 0 0%

71 33,878 34 0 0%

72 25,733 26 0 0%

77 29,487 30 0 0%
TOTAL 657,571 666 56 8.4%

PROMEDIO 28,590 25 2.43



3%

CUADRO 3.- Relacion de la seropositividad contra [A gallinas del grupo 2.

CLAVE DE AVES POR POSITIVAS PORCENTAIJE
GRANIJA GRANIA MUESTREADAS DE
POSITIVIDAD

14,000 14 0 0 %
54,000 54 0 0 %
38,468 39 0 0%

28 196,484 197 0 0%

30 38,285 39 6 153 %

31 20,000 20 0 0%

32 21,370 22 0 0%

33 32,800 33 6 18.1 %

42 11,600 12 3 25 %

45 60,000 60 0 0%

50 19,000 19 0 0%

51 40,287 41 0 0%

52 72,830 73 3 41%

53 17,380 18 0 0%

63 18,000 18 0 0%

64 36,000 36 0 0 %

65 10,500 11 0 0 %

66 74,800 75 5 6.6 %

67 12,618 13 10 76.9 %

69 40,746 41 0 0 %

75 16,490 17 0 %

78 82,371 83 0%

TOTAL 928,029 935 33 3.52 %

PROMEDIO 42,183 43 1.5
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CUADRO 4.- Relacion de la seropositividad contra IA en gallinas del grupo 3.

CLAVEDE  AVESPOR AVES POSITIVAS PORCENTAIJE
GRANJA GRANJA  MUESTREADAS DE
POSITIVIDAD

210,751 211 7 33 %
12,422 13 0 0 %
35,700 36 0 0 %

10 7,267 8 0 0 %

17 21,000 T 21 3 142 %

18 15,092 16 0 0%

21 21,000 21 0 0%

24 13,000 13 0 0%

29 77,450 78 o 11.5 %

35 10,000 10 4 40.0 %

37 17,300 18 16 88.8 %

a1 7,700 8 0 0 %

44 20,000 20 0 0%

46 51,895 52 0 0%

47 99.000 99 10 10.1 %

48 130,160 131 7 539%

49 27,800 28 13 46.4 %

54 19,000 19 0 0%

55 37,728 38 0 0%

56 17,780 18 0 0%

57 64,700 65 6. 9.2%

59 68,600 69 0 0 %

60 8,250 9 0 0%
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CUADRQ 4 CONTINUACION

CLAVE DE AVES POR AVES POSITIVAS PORCENTAIJE
GRANJA GRANJA MUESTREADAS DE
POSITIVIDAD
61 120,300 121 11 9.0 %
62 46,954 47 1 2.1%
70 22,000 22 0 0%
73 14,400 15 0 0%
74 109,792 110 12 10.9 %
76 44,679 45 0 0%
79 138,111 139 0 0%
80 15,000 15 0 0 %
TOTAL 1'504,831 1515 102 6.73 %
PROMEDIO 48,220 49 3.29

CUADRO 5.- Relacion de la seropositividad contra LA en gallinas del grupo 4

CLAVE DE AVES POR AVES POSITIVAS PORCENTAIE

GRANJA GRANJA MUESTREADAS DE
POSITIVIDAD
7 16,530 17 2 11.7 %
58 31,000 31 4 12.9 %
68 27.000 27 0 0%
TOTAL 74,530 75 6 8.0 %

PROMEDIO 24 843 25
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CUADRUO 6.- Relacion de la seropositividad contra TA en gallinas del grupo 5

CLAVE DE AVES POR AVES POSITIVAS PORCENTAJE
AT GRANJA MUESTREADAS DE
GRANJA | | POSITIVIDAD
1 23,540 24 - 0 0%

CUADRO 7.- Relacion del total de seropo.sitividad contra IA en los cinco grupos.

No. DE GRANJAS 23 22 31 3 1 80

No. DE GRANJAS 11 6 12 2 0 31
POSITIVAS

PORCENTAIJE 4782% 2727% 387% 66.6% 0% 3875 %
DE GRANIJAS

AFECTADAS

AVES TOTALES 657,571 928,029 1'504,831 74,530 23,540 3°188,501

AVES 658 935 1,515 75 24 3.207
MUESTREADAS

MUESTRAS 56 | 33 2 102 3 64 03 197
POSITIVAS

1.-X*=4029P <0.01
2-X*=38.93P<0.01
3.- X? =50.89 P <0.01
4.- X2 = 9.21 No significativo

5.- X2 = No computable
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CUADRO 8.- Analisis de los limites de confianza*

1 56 666 8.4 %
2 33 935 3.52%
3 102 1,515 6.73 %
4 6 75 8.0 %
5 0 24 0%
GLOBAL 197 3,215 6.12 %

1 0.063 6.3 % 0.105 10.5 %
2 0.023 23 % 0.047 4.7 %
3 0.054 5.4 % 0.079 7.9 %
4 0.018 1.8 % 0.141 14.1 %
5 _ — e —_—
GLOBAL 0.053 53 % 0.069 6.9 %

* Limite superior e inferior con una confiabilidad del 95 %
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5.3. RELACION DE LOS SUEROS POSITIVOS

Después de realizar [a prueba de laboratorio, v al resultar positivo la muestra se
procede a conocer su dilucion y posteriormente juntarlas por grupo y hacer el analisis
estadistico.

En ¢l Gpo.1l se obtuvieron 56 sueros, de los cuales 32 resultaron en la dilucion

1:10, en este grupo se presentd 1 suero positive en la dilucidén 1:640 (cuadro 9).

En el Gpo. 2 se recolectaron 33 sueros y siguié prevaleciendo la dilucién 1:10

con 21 sueros; la dilucién mas alta fué de 1:320 con 1 suero (cuadro 9),

En el Gpo. 3 existieron 102 sueros positivos, alcanzando titulos altos en 1:320,
pero siguid predominando la dilucién mas baja de 1:10, ya que se recolectaron 48 sueros,
este grupo alcanzo el porcentaje de seropositividad en cada dilucion por grupo mas alto
en casi todas las diluciones (cuadro9 y 10).

En el Gpo. 4 solo existieron 6 sueros positivos con diluciones de 1:10 a 1:40,

predominando la dilucion de 1:20 (cuadro 9).

En este trabajo se recolectaron 197 sueros presentandose en varias diluciones, la
diluciéon mas alta fué la de 1:640, pero se presentd solo en una ocasidn, la dilucion que
predomind fué la de 1:10 con un total de 103 sueros, lo que nos indica que predominé una

baja seropositividad en esta zona (cuadro 9).

5.4. FECHAS DE GRANJAS POSITIVAS

De las 80 granjas estudiadas 31 salieron con titulos positivos en distintas
diluciones, éstas fueron apareciendo en diferentes fechas, las primeras aparecieron en
febrero de 1996, y las Gltimas en febrero de 1997, presentandose mas granjas positivas en
el mes de agosto. En el cuadro 11 se observa a detalle el nimero de granjas positivas por
mes, asi como también de que grupo salieron positivas. Se puede observar que la primera

granja positiva que aparecid fue perteneciente al grupo numero 3, seguida por el grupo 2,
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Para mayo de 1996 todos los grupos a excepcion del 5 habia mostrado positividad. Sin
embargo para esta fecha ya no existian granjas positivas en el gpo. 2, y no ¢s hasta agosto
del mismo afio en que se detectaron muestras positivas en los grupos 1,2,3 y 4; después de
lo cual, los grupos 3 y 4 se mantuvieron negativos. En general se observd mayor '
incidencia de IA en los grupos 1 y 3, los cuales estan muy proximos entre si, mientras que
el grupo mas alejado { grupo 5 ) no se encontré IA. Lo anterior podra indicar que la

proximidad geografica es un factor para la dispersion de IA.



CUADRO 9.- Relacion de las muestras positivas.

1:10
1:20
1:40
1:30
1:160
1:320
1:640
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» o1 8 o 103

17 7 29 3 >0

" 4 17 1 26

5 0 5 0 7

0 0 2 0 2

0 1 1 Y B

1 0 0 0 !

56 33 102 6 ... 197 ..

CUADRO 10.- Porcentaje de seropositividad de cada dilucion en cada grupo.

1:10
1:20
1:40

1:80
1:160
1:320
1:640

31.067 %
30.357 %
1538 %
2857 %
0%
0%
100 %

20.388 %
12.5 %
15.38%

0%
0%
50 %
0 %

46.601 %
51.785 %
65.38 %
71.42 %
100 %
50 %
0%

1.941 %

5357 %

3.84%
0%
0%
0%
0%

99.99 %
99.99 %
9998 %
99 98 %
99.99 %
100 %
100 %
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CUADRO 11.- Relacion de las granjas positivas y la fecha de aparicion.

Gpo. 1 Gpo. 2 Gpo. 3 Gpo. 4
Feb. 1996 0 0 I 0 1
Abril 0 2 5 0 7
Mayo 1 0 1 | 1 3
Junio 1 Q 2 ] 3
Julio 1 0 0 0 1
Agosto 7 1 3 1 12
Septiembre 0 1 0 0 1
Noviembre 1 1 0 0 2
Feb. 1997 0 1 0 0 1
11 6 12 2 i""s‘f"_i




6. DISCUSION

En México se ha encontrado 1A, en 1994 se detectd en los estados de Querétaro,
Hidalgo y México, la cepa encontrada fué la HSN2 tipo A, y en 1994 se enconird en
Aguascalientes, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Ja.lisco, Meéxico, Maorelos, Veracruz,
Distrito Federal y Puebla (12).

En el presente estudio se detectd un brote de IA durante ios meses de febrero de
1996 a febrero de 1997, varias granjas presentaron serologia positiva, en la prueba de IH;
Garcia M., Crawford JM y otros reportaron 18 aislamientos en un periodo de 15 meses

(octubre 93 a enero 95) de 6 estados del centro de la Republica (14).

Respecto a la virulencia, se reportd IA de baja a mediana patogenicidad en
Diciembre de 1994, continuando asi hasta el mes de enero de 1995 donde se reportd TA
altamente patdgeno en algunos estados de la Republica, er este estudio la enfermedad se
presento en la forma de baja patogenicidad, ya que se reporto serologia positiva sin llegar

a confirmarse la muerte a causa de 1A (12).

Estudios recientes reportan brotes de 1A altamente patdgeno en estados del centro
de la Republica Mexicana, se ha sugerido que estas cepas virulentas surgieron a partir de
cepas no virulentas, en este estudio no se identificé la cepa de baja patogenicidad, sin
embargo dada la posibilidad de mutacion del virus se tomaron medidas de bioseguridad

para el control y su posterior erradicacion.

A principios de 1995 las autoridades sanitarias permitieron la produccion y empleo
de una vacuna inactivada emulsionada, en aves de aquellas zonas consideradas de riesgo,
en este estudio se permitid la vacunacion a lag aves por Unica ocasidén en las granjas que
resultaron positivas, con ¢l fin de evitar la dispersién del virus para posteriormente

despoblar la grama.
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En grahjas con serologia sospechosa, se efectuaron remuestreos periodicos a fin de

obtener certeza de su condicion.

En enero de 1995 fué confirmado el diagnostico de IA, virus H5N2 de alta
virulencia en 3 granjas de postura comercial en Tehuacan, se procedio a la despoblacién;
en este caso se otorgé un plazo razonable para la despoblacion total de la granja, en

aquellas que se autorizoé la vacunacion, ya que solo existio serologia positiva (39).

Al sacar aves vacunadas, de las granjas se hizo una previa notificaciéon a C.P A
para que el vehiculo fuera custodiado por personal autorizado por este organo oficial, y ast

checar la documentacion correspondiente y su movilizacion de la granja al rastro.

Una vez despoblada la granja, CPA constaté las medidas de bioseguridad, para asi

poeder levantar la cuarentena para su posterior repoblacion.

En las granjas vacunadas se dejaron aves centinelas, (50 por caseta) previamente

identificadas, a fin de realizarles remuestreos pericdicos.
Se establecid un programa oficial de certificacion de granjas libres de [A.

En el presente estudio se observd un 38.75 % de granjas afectadas, por falta de

estudios en otros brotes no se pudo comparar este resultado.



7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permitieron conocer, la forma en que
fué apareciendo la enfermedad llamada Influenza Aviar (IA), asi como su proceso de
infeccion y su posterior ausencia en muestras sanguineas.

Este trabajo se sujetd a la prueba serologica Inhibicion de la Hemoaglutinacién
([H), va que es un método adecuado para determinar la presencia de anticuerpos
especificos en el suero, y si se diluye el suero se puede determinar la cantidad relativa de
anticuerpos.

Toda granja que resultd con serologia positiva en dilucion 1:10 o mayor se
procedid a utilizar la vacuna inactivada emulsionada, la cual protegio a estas aves de los

efectos letales y lesiones que ocasiona este virus.

En general se encontraron 31 granjas positivas de un total de 80 (38.75 %) y 197
muestras positivas, de las cuales las pertenecientes al grupo 3 tuvieron titulos mas altos y
mayor porcentaje de seropositividad en distintas diluciones, ademas el grupo 3 fué el
primero en mostrar seropositividad, por lo cual en esta zona se inicio la epizootia y de ahi

se disperso a los grupos mas cercanos, aunque con menor patogenicidad.

Después de despoblar la gramja que resultd positiva, y al realizar las
correspondientes medidas de bioseguridad, se procedioé a dejar aves centinelas, el 100% de

éstas, resultd con serologia negativa por lo que se deduce que no existi¢ contaminacion

viral,

No se detecto en ninguna granja signos o lesiones, de esta enfermedad por lo tanto

no fué posible realizar ningiin aislamiento virologico.
El Gnico subtipo identificado en México, hasta la fecha de este trabajo fué HSN2.

El por que IA afect6 solo a unas granjas y no desarollé un problema mayor es aun

tema de discusion.
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De no presentarse una contingencia, la avicultura mexicana podria quedar libre de

IA de baja patogenicidad durante 1999,
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