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. INTRODUCCION

La avicultura es una rama zootécnica, en la que las aves son criadas y
aprovechados tanto sus productos como subproductos para la alimentacion de
los seres humanos. Es una de las fuentes proteicas con un gran potencial de
crecimiento en el mundo y representa el 22% de la produccion mundial de
carne. En Guatemala la avicultura se inicia durante Ila conquista,
distribuyéndose las gallinas principalmente de razas mediterraneas dentro del
territorio nacional y convirtiéndose en lo que hoy conocemos como avicultura
de traspatio.

La avicultura tecnificada alcanza altos niveles de produccién durante los
anos sesenta, por lo que rapidamente la carne de pollo y huevos pasaron a
formar parte de la dieta diaria del guatemalteco, en especial en centros
urbanos.

La industria avicola guatemalteca tanto tecnificada como de traspatio, es
vulnerable a diferentes agentes infecciosos tanto bacterianos como virales; tales
como los Adenovirus.

Los adenovirus aviares se han aislado en distintas poblaciones de aves, entre
las que se encuentran pollos de engorde, gallinas reproductoras, pavos,
faisanes, aves silvestres como, gallinas de guinea, palomas, patos y pericos.

Los virus tienen distribucion mundial capaces de afectar aves silvestres
y domésticas. De la distribucidn de los virus en las diferentes especies aviares
se puede deducir que la erradicacion es difici. En Latinoamérica se
presentaron tres oleadas de la enfermedad ocasionada por este virus la
primera en 1980, la segunda en 2004 afectando pollos de engorde; y la ultima
y la tercera oleada se reporta del 2015 al 2017 en diferentes paises del mundo
con casos severos de infecciéon y con mortalidades de hasta un 40%. La
literatura refiere que del afio 2008 al 2012 se vieron afectadas las gallinas,
observandose bajas de postura. Los sintomas y lesiones



observados durante las diferentes oleadas fueron postracion, fiebre,
hepatomegalia, nefromegalia, pancreatitis, hidropericardio, erosion y ulceras
en molleja. Aunque se dice que los signos en las aves infectadas con hepatitis
con cuerpos de inclusion no son muy especificos, la transmision puede ser
horizontal y vertical.

El diagnodstico se puede realizar directamente por medio de microscopia
electrénica, inmunohistoquimica, técnicas moleculares, aislamiento viral o
mediante deteccion de anticuerpos séricos con las pruebas de inmunodifusion
o ELISA.

En Guatemala en el 2015; Jazzel Zea y Garcia reportan un 4% de
hepatitis viral en aves domésticas diagnosticadas por medio de histopatologia,
sin definir la etiologia de la misma. En México la enfermedad es endémica
desde su aparicion en 1990 y la vacunacion es permitida. La importancia de
esta investigacion radica, en el impacto que generan las importaciones y
contrabando de aves de América del norte hacia Guatemala.

En la comunidad EI Rincén, viven aproximadamente 73 familias. Segun
el censo realizado por el Ministerio de Agricultura se tienen 222 aves de
traspatio las cuales sirven para alimentacion y venta de subproductos para las
familias. Esta comunidad esta rodeada por granjas tecnificadas, siendo fuente
de trabajo para las personas del area. Las aves de traspatio se mantienen
libres, pudiendo ser una via de contaminaciéon de diferentes enfermedades
hacia las granjas avicolas.

Sin embargo, debido al trasiego o contrabando de pollos de México,
existe la posibilidad que este virus haya logrado atravesar las barreras del
pais. Hasta el momento no existen reportes de la presencia de la enfermedad
en Guatemala. El objetivo de este estudio es determinar por medio de la
prueba de inmunodifusion en agar gel la existencia de anticuerpos contra
Adenovirus tipo |y hepatitis con cuerpos de inclusion en pollos de traspatio,
para finalmente aportar conocimiento del comportamiento epidemioldgico de
este agente. Ya que es una enfermedad capaz de transmitirse rapidamente a

la avicultura tecnificada causando grandes



pérdidas econdmicas por su disminucién en la produccion de huevos y

mortalidades en aves.



II. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Contribuir al estudio serologico de Adenovirus tipo | en Guatemala.

2.2 Objetivos especificos.

Determinar la presencia de anticuerpos contra Adenovirus tipo | por
medio de la prueba de inmunodifusiéon en agar gel, en aves de traspatio
en Caserio El Rincén, en el municipio de Amatitlan, Guatemala.

Determinar el rango de edades en que las aves son mas frecuentemente

afectadas por adenovirus tipo |.



. REVISION DE LITERATURA

3.1 Avicultura de Traspatio

La avicultura de traspatio o familiar como también es llamada es una
fuente importante de alimento para las familias que las poseen. Estas aves que
son sometidas a un tipo de seleccién natural provocada por diversos factores
tales como temperatura, humedad, disponibilidad de alimento y presencia de
parasitos o enfermedades. Estos factores conceden a las aves una mayor
capacidad para adaptarse a agentes con poco o ningun cuidado, (M. Camacho,
et al 2006), sin embargo, durante la etapa de adaptacién pueden convertirse
en un riesgo para la avicultura tecnificada en el caso de la afeccién con
algun agente infeccioso.

La avicultura es una de las fuentes de proteina con mayor crecimiento en
el mundo, representado por un 22% de la produccion mundial de carne.
(Pérez, et al., 1997).

En Guatemala la avicultura en los aios 60°s empezo6 a alcanzar niveles
de produccién muy altos por lo que rapidamente la carne de pollo y huevos
pasaron a formar parte de la dieta diaria del guatemalteco, en especial en
centros urbanos. (Ardén, 2016) El consumo per capita de carne de pollo es de
17.700 kilogramos por habitante. Mientras que el consumo de huevo es de 162
unidades por persona. (Sa, 2018)

En el area rural los pobladores culturalmente mantienen a sus aves
sueltas, obligando a que estas se movilicen para buscar alimento, haciendo
posible la infeccibn con agentes bacterianos o virales con capacidad de
contaminar diversos fomites, convirtiéndose en riesgo para la avicultura
tecnificada.

En el area rural, las familias han encontrado facilidad para la crianza
avicola por las pequefias areas que poseen y la poca inversién inicial que
requieren. Estas utilizan la crianza de las aves para su alimentacion vy
comercializacion, asi como de sus subproductos con lo que generan un ingreso

extra.



3.2 Contrabando

Se han identificado como potenciales riesgos para la industria avicola las
importaciones ilegales de aves de un dia, aves migratorias, contrabando de
aves silvestres y domésticas, productos y subproductos; por la facilidad de
movilizacién de estos por diferentes vias, maritima, terrestres y aéreas. El
sector avicola ha manifestado preocupacion por la cantidad de ingreso de
productos y subproductos avicolas, ya que segun la APH (asociacion de
productores de huevo) el contrabando de huevo es calculado en 7 mil cajas
diarias desde México. Y segun el MAGA (Ministerio de Agricultura Ganaderia
y Alimentacién) se decomisan 2.1 millones en productos avicolas
provenientes del vecino pais por afio. El contrabando ingresa a Guatemala
proveniente de 3 paises, El Salvador, Honduras y México. (Coronado, 2013)
Debido a que el estatus fitozoosanitario de México es distinto al de Guatemala
por la presencia de enfermedades como Laringotraqueitis infecciosa,
Influenza aviar H7N3 vy IBH (Hepatitis con cuerpos de inclusién) que son
incluidas en sus programas profilacticos. (Perozo, et al. 2016).

Segun la camara de la industria de Guatemala (CIG) el movimiento ilegal
de productos donde predominan los alimentos de origen animal, desde México
ha aumentado debido principalmente al cambio de moneda (2.46MXN-Q1) vy la
mayoria de esos productos alcanzan al consumidor, lo que puede llegar a ser
perjudicial para la salud de las personas y animales. (Gamarro, 2019). El precio
al consumidor de un cartdén de huevos oscila entre 24 a 26 MXN, que equivale
en promedio a Q10.16. (Agencia de Servicios a la Comercializacion vy

Desarrollo de Mercados, 2019)

3.3 Historia de la enfermedad:
El primer brote fue identificado en Pakistdn en 1987, en India la primera
documentacion de la enfermedad fue en granjas de Jammuand Kashmir, Punjab, y

Delhi durante 1994. En China, existieron casos esporadicos del



2010 al 2014. Sin embargo, desde 2015 los brotes epidémicos en Henan, Hebei,
Liaoning, Jiling, Heilongjiang, Xinjiang, Anhui, Shandong, Jiangxi, Hubei, and
Jiangsu han sido mas fuertes. Desde la década de 1990, se han reportado varios
brotes importantes de hepatitis con cuerpos de inclusion, (IBH) y Sindrome
hidropericardico, (HPS) en muchos paises de América Latina, incluyendo México,
Chile, Ecuador y Peru. (Zheng et al, 2017).

A partir del afno 1990, han sido reportados varios brotes importantes de
hepatitis con cuerpos de inclusion y sindrome de Hidropericardio en muchos
paises de América Latina incluyendo Ecuador, logrando ser identificado el

serotipo 4, 6 y 11. (De la Torre Duque., et al. 2018)

Caballeros et al. evalud un total de 28 muestras en Peru del afio 1994 al
2017 en donde encontr6 los serotipos 4 (57.1%), 8 y 11 (3.6% cada uno), 7
(32.1%) y 9 (3.6%). En este estudio se mostré una elevada mortalidad del
serotipo 4 mientras que el serotipo 7 no registré mortalidad, pero si una alta
morbilidad. (Caballeros, et al., 2018)

Brotes en los afios 2011 y 2012 de (IBH) han sido descritos en Australia
en aves menores de tres semanas de edad, con mortalidades mayores a 30%,
predominando inclusiones basdfilas en los hepatocitos.
Los serotipos aislados en los brotes de IBH en Nueva Zelanda fueron
principalmente E8 y también E1 y E12. Adicionalmente a las lesiones del rifién
se encontraron predominantemente inclusiones eosinofilicas, atrofia de la
Bursa y del timo, también fueron reportados en conjunto con atrofia de la
médula 6sea. Todos estos aislamientos pertenecen al genotipo E, siendo

distintos al genotipo encontrado en Australia. (Dolz, et al., 2012)

No se ha reportado ampliamente la presencia de Adenovirus aviares en
la region del caribe, aunque en América ha habido reportes en Belice,

Surinam, Guyana y Cuba. En Guyana el virus ha causado severos brotes



entre el 2005-2006. En el 2007 se implemento la vacunacion obligatoria a todos
los pollos antes de salir de la incubadora. En Cuba en 1983 son realizados
aislamientos de adenovirus aviares en casos de sindrome de Hidropericardio
en pollos de engorde. (Brown, et al, 2018) (véase ilustracion 3)

La enfermedad de hepatitis con cuerpos de inclusién fue reconocida hasta
1994 en México por las autoridades del SARH (Secretaria de Agricultura y Recursos
Hidraulicos), debido al incremento en su frecuencia, difusion y severidad
produciendo hasta un 60% de mortalidad en un gran numero de brotes. Algunos
estudios de serotipificacion han reportado los serotipos 1y
4 en brotes de gran severidad de hepatitis con cuerpos de inclusién y sindrome
de Hidropericardio. (Gay, 1996 La enfermedad fue reportada por primera vez
en 1975, posteriormente en 1992 se observaron altas mortalidades en pollo de
engorde con lesiones sugerentes a HPS, la vacuna comercial fue registrada
hasta 1993. A mediados de 2016 un brote afecté a aves reproductoras en la
region central de México, cuatro virus fueron aislados en cultivos de células
hepaticas, la secuenciacion demostré que los serotipos prevalentes en estos
casos fueron 8by 11. (Morales, et al. 2017)

Algunos autores creian que la enfermedad de gumboro era predisponente
para el desarrollo de IBH. Sin embargo, recientes estudios han reportado brotes de

IBH sin evidencia alguna de la enfermedad de gumboro. (Villegas-Narvaez. 2016).

3.4 El higado como érgano blanco de los Adenovirus:

El higado esta ubicado en la cavidad visceral. El tamafio del érgano esta
relacionado con la especie y el estado nutricional. Presenta dos I6bulos
principales, estos estan unidos en la linea media. El parénquima hepatico esta
constituido por laminas de hepatocitos o trabéculas. Los hepatocitos aviares
tienen un tamafo de unas 12 uym. El citoplasma contiene mitocondrias y un

extenso desarrollo de los reticulos endoplasmicos liso y



rugoso junto varios complejos de Golgi. Estas células tienen como funciones
principales la formacién de bilis, almacenamiento de lipidos y glucégeno y la

sintesis de proteinas plasmaticas. (Cano, 2010)

3.5 Hepatopatias aviares

3.5.1 Hepatopatias infecciosas

- Degeneracion:

La degeneracion hepatocelular es frecuente en aves con infecciones
virales al mismo tiempo puede haber hepatocitos necroéticos o apoptoticos. La
hepatitis con cuerpos de inclusion es una enfermedad que causa

degeneracién hepatocelular. (Bickford, 1973)

- Inflamacién:

Este proceso puede observarse en diversos tipos de infiltraciones
heterofilicas, mononucleares y proliferacién de macréfagos. La inflamacién
tiende a ser aguda o hiper aguda cuando el agente causal es algun virus de
alta virulencia como lo son el virus de Newcastle o Influenza aviar. También se
observa en enfermedades parasitarias como Histomona meleagridis y larvas

migrantes de nematodos. (Calnek, 2000)

- Neoplasias:
La causa puede ser diversa, aunque las mas comunes son causadas por el

virus de Marek y Retrovirus. (Calnek, 2000)

- Sindrome de higado graso Hemorragico:
Puede ser el resultado de muchos factores. Entre los que se encuentran:
a) mala alimentacion. b) Intoxicaciones principalmente con micotoxinas. c)

Bronquitis infecciosa. d) Deficiencia de cloruro de Colina. (Merlo, et al,.2006)



3.5.2 Hepatitis virales.

- Sindrome de hepatitis y esplenomegalia:

Causado por el virus de la hepatitis E, afectando a gallinas reproductoras.
Causando hepatomegalia, necrosis hepatica, hemorragias subcapsulares o
del parénquima hepatico, necrosis hepatica difusa y coagulopatias evidentes.

También se observa esplenomegalia. (Zavala, 2018)

Existen otros tipos de hepatopatias no infecciosas como lo son;
- Depositos de proteina amiloide
- Depositos de lipidos
- Uratosis
- Toxicidades
(Zavala, 2018)

3.6 Hepatitis con Cuerpos de inclusion:
Involucra inflamacion severa de los |6ébulos hepaticos, palidez o
decoloracion del higado, necrosis multifocal severa y hemorragias

multifocales.

3.7 Sinonimia:

Enfermedad de Angara (Mejia, 2014), Hepatitis con cuerpos de inclusion (IBH)
(Gonzalez, et al, 2000), Sindrome Hidropericardio (Kikuyasu, et al, 1999), Sindrome
de Angara (Mettifogo et al, 2014).

3.8 Etiologia:

El virus de la Hepatitis con cuerpos de inclusion esta clasificado
actualmente como un Aviadenovirus, (FAdV), el genoma viral esta constituido
por DNA de doble banda y las particulas completas miden entre 80-120 nm de
diametro, la forma del virion es Icosaédrica y la capside formada por 250
capsomeros esféricos y elongados. Los adenovirus son

10



resistentes a muchos desinfectantes y tolerantes al calory a los cambios de
pH, los desinfectantes como iodoforos y aldehidos parecen ser efectivos si se
permite un contacto prolongado con el agente, en el compostaje el virus puede
permanecer hasta 20 dias para inactivarse. El virus sufrié diferentes
clasificaciones desde su descubrimiento, inicialmente fue clasificado por la
técnica de seroneutralizacion; en Europa se describieron 12 serotipos,
mientras que Estados Unidos los clasificé en 11, los primeros cuatro de cada
clasificacion y el 12 son similares, sin embargo, los incluidos dentro del 5 al
11 son diferentes. (De la Torre Duque., et al. 2018) En el afio 2000 el Comité
internacional hace una nueva clasificacion utilizando técnicas moleculares, es
en este momento que la Familia Adenoviridae se clasifica en Mastadenovirus;
Aviadenovirus, en el que esta incluido el virus de la Hepatitis con cuerpos de
inclusiéon; Seadenovirus; Atadenovirus, incluido en este el Sindrome de baja

postura e Ichtadenovirus. (Meumlemans., et al. 2001).

3.9 Estructura viral:

Fiber
Penton

Figura 1 Estructura viral de Adenovirus Obtenido en
https://viralzone.expasy.org/184?outline=all_by species

Se clasifican entonces los Aviadenovirus (FAdV) en serotipos A, B, C, D,
E. El “A” incluye el FAdV1, el B incluye al FAdV5, y el C el FAdV2,39y 11; E
incluye el FAdV6,7, 8a y8b.
Casi todos los serotipos de Adenovirus pueden ser agentes de alguna enfermedad,

incluidos el sindrome de hepatitis hidropericardico, hepatitis

11



por cuerpos de inclusidn, enfermedad de tracto respiratorio, erosion de la molleja,

proventriculitis y tenosinovitis. (Wang et al, 2018, p.171)

3.10 Distribucién

La distribucion es mundial, los 12 genotipos son ubicuos en las gallinas
de forma natural y pueden pasar desapercibidos sin sintomas clinicos,
estudios reportados por Zavala en el 2018 demuestran que la mayoria de los
aislamientos realizados en el mundo pertenecen al Genotipo 1 (35%), el
segundo genotipo mayormente aislado es el 4 (25%) y finalmente el 8b (20%)
de aislamiento. (Zavala, 2018)

En Latinoamérica se refieren tres oleadas de infeccion, la primera de
1980 a 2004, reportada en pollo de engorde donde los tipos encontrados son;
FAdV4 y FadV8; la segunda 2008 al 2012 las mortalidades que alcanzaron el
80% en pollo de engorde; se observa la infeccion en gallinas con bajas de
postura hasta el 10%, los serotipos FadV4 y FadV8 fueron aislados. La ultima
oleada del 2015 al 2017; diferentes paises del mundo reportaron casos
severos de infeccion con  mortalidades hasta de un 40%,
describiéndose como agente principal el FadV8b. Los sintomas y lesiones
observados fueron postracion, fiebre, hepatomegalia, nefromegalia,
pancreatitis, Hidropericardio, erosion y ulceras en el estbmago muscular
(molleja).

Hepatitis con cuerpos de inclusién causada por adenovirus ha sido
descrita en palomas, loros, cacatuas y halcones. Sin embargo, en muchos
casos con algunas excepciones no se sabe si fue causado por hepatitis de

pollo u otro adenovirus. (Yugo et al. 2016).
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3.10.1Distribuciéon de casos de la enfermedad
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confirmados

Figura 2 Distribucion de casos reportados de la enfermedad. Obtenido en
https://academic.oup.com/view-large/fiqure/94199143/pex087fig3.jpg

3.10.2ldentificacion de enfermedades virales prioritarias en la region del
Caribe.

.Avianlnﬂuemavlrus . fecti itis virus | 1 disease virus .Inlealouslaryngouxw!isvkm .Amnpneumovirus -Infecliousbwsaldisemvlms .Avianadencmvus

Figura 3 Enfermedades prioritarias virales del caribe Obtenido en https://www.mdpi.com/2306 - 7381/5/1/14
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3.11 Transmisién
3.11.1 Vertical

Siendo la transmision vertical causada cuando las madres (reproductoras,
abuelas) son infectadas con el virus durante la produccion, transmitiendo hacia la
progenie, observandose la enfermedad entre la semana 1 y 3 de edad. La
transmision vertical es una ruta sumamente importante ya que afectan a la progenie

tan temprano como en la primera semana de edad. (Yugo et al, 2016)

3.11.2 Horizontal

El virus es excretado en las heces y puede estar hasta 6 semanas en
estas. Los Adenovirus son muy resistentes en el medio ambiente, y por esto
fomites contaminados con heces son una causa de la distribucién del virus. La
transmision aérea puede ser probable ya que el virus se ha aislado en
infecciones intratraqueales. La mayoria de las infecciones son endémicas

durante las temporadas de calor y humedad. (Zheng et al,.2017).

3.11.3 Formas de transmision de la enfermedad

Horizontal
transmission

. iy AN
/r“ - a:?-

(5)
Vertical
transmission

Figura 4 Formas de transmision de la enfermedad Obtenido en
https://academic.oup.com/ps/article/96/8/2630/3819190




3.12 Periodo de Incubacién
Estudios mostraron que en la inoculacién de pollos SPF (Specific
Pathogen Free) por via intravenosa o intraperitoneal demuestran signos a las

50 horas postinoculacion. (Villegas-Narvaez. 2016)

3.13 \Virulencia

Existen algunos serotipos que son mas patogénicos a ciertas edades que
otros. Los brotes se presentan en aves de 3 a 5 semanas de edad. Los virus
presentan variacion en virulencia de nula a media y alta. Nakamura, et al.,
realizd un estudio donde fueron inoculados con varios serotipos de
Adenovirus, por via intramuscular a dos grupos de aves de 1 diade edady 3
semanas respectivamente. En el cual demostré que los serotipos con un 100%
de mortalidad en el grupo de 1 dia de edad fueron el 4 y el 8. Mientras las
aves de 3 semanas de edad unicamente presentaron un 20% de mortalidad
con el serotipo 4. (Nakamura, et al., 2000)

Los 12 serotipos han sido asociados en casos de IBH, afectando
mayormente a aves de 3 a 5 semanas de edad ocasionando una mortalidad del
10% y necrosis hepatica. La mayoria de brotes de HPS es causado por el
serotipo 4 caracterizado por acumulo de liquido pericardico y mortalidad del
30 al 70%. (Zhao, et al. 2015)
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3.13.1 Patogenia de Aviadenovirus
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en alimento
Infeccion de aves
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Figura 5 Patogenia de la enfermedad Obtenido

https://pdfs.semanticscholar.org/b796/f294b88daf85df2b09b8b1234233cc3aa839.pdf

3.14 Presentacion Clinica

Hay tres formas de presentacion

1. Ligera: se manifiesta unicamente con erosion de la molleja, se reporta

en

distribuida en Asia y Europa producida por el serotipo 1 y 8 principalmente.

(Shade, et al., 2012).

2. Sindrome de Hidropericardio SH: Distribuido en Asia y Latinoamérica

producido principalmente por el serotipo 4. (Mazaheri, et al., 1998)
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3. Hepatitis con cuerpos de inclusiéon HCI: producido principalmente por
los serotipos 4, 8a, 8by 11. (Choi, et al., 2012)

3.15 Mortalidad

Un estudio realizado por Kim, et al, donde infecté aves libres de
patégenos de 8 y 52 semanas de edad con un virus de campo, demostré una
mortalidad de un 10% al 40%. (Kim, et al., 2008)

3.16 Lesiones en huevos embrionados
Huevos embrionados de aves inoculados con FadV-4 por la via del saco
vitelino tienen una detencion repentina de crecimiento, hemorragia, y muerte

embrionaria. (Zheng et al, 2017).

3.17 Lesiones

Se observan lesiones hepaticas consistentes en hemorragias
subcapsulares, necrosis y cirrosis, cuerpos de inclusion en los hepatocitos.
Las inclusiones pueden ser eosinofilicas, grandes y redondeadas o de forma
irregular, en color claro o en algunas ocasiones basdfilas, lesidon considerada
patognomonica. Lesiones renales severas que incluyen degeneracion,
necrosis, cuerpos de inclusion, infiltracion de células mononucleares. El
pancreas puede presentar inflamacion, atrofia glandular y fibrosis. Pueden
encontrarse cuerpos de inclusién. Las lesiones pancreaticas conllevan a mala
conversion alimenticia, edema pulmonar, el Hidropericardio puede o no
observarse, se han descrito lesiones en Bursa, Bazo y pechuga. También son
descritas erosiones en la molleja y I6bulos atrofiados del timo. (Steer-Cope, et
al., 2017)

3.18 Diagnéstico
Las pruebas seroldgicas son una herramienta valiosa para el diagndstico
y manejo de enfermedades infecciosas. Existen dos tipos de pruebas, directas

que son las técnicas que se basan en la reaccién antigeno-anticuerpo, e
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indirectas que investigan la respuesta inmune evidenciada por la deteccién de
anticuerpos especificos contra el agente o alguno de sus componentes. (Urrego,
1999)

El diagnéstico de Adenovirus puede realizarse por medio de pruebas
serolégicas como; ELISA (ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas),
PGA (Precipitacion en Agar Gel), HI (inhibicion de la hemaglutinacién), REA
(analisis de restriccién enzimatica). Histopatologia por la presencia de cuerpos
de inclusion intranucleares en hepatocitos, la virologia por aislamiento,
purificacion, identificacién con virus suero neutralizacion, reproduccion del
cuadro clinico en aves SPF via intramuscular y pruebas moleculares como
PCR (reaccién en cadena de la polimerasa). Las lesiones en embriones
corresponden a un higado marmoleado, el 80% de las aves mueren luego de

la inoculacion. FadV puede ser aislado en huevos de aves. (Yugo et al,.2016).

El diagnostico indirecto se puede realizar detectando anticuerpos,
aunque estas pruebas dificultan la interpretacion de los resultados, ya que se
pueden encontrar anticuerpos en aves enfermas como en aves sanas.
Adicional a esto las aves pueden estar infectadas con diferentes serotipos.

(Calnek, 2008)

3.18.1 Tipos de diagnéstico para hepatitis por cuerpos de inclusién

Directo Indirecto

= Experimentacon con animales;
Embriones de polko, cultivo de tefidos

Figura 6 Tipos de diagnéstico de Hepatitis por cuerpos de inclusion Obtenido en https://refubium.fu-
berlin.de/bitstream/handle/fub188/14291/85 -92.pdf?sequence=1&isAllowed=y

18



3.18.2 Deteccion serolégica en el ave

Comunmente ha sido utilizado el método de inmunodifusion en agar gel
para detectar grupos especificos de anticuerpos de adenovirus aviares. Es un
meétodo rapido, barato, y simple de usar, pero no es demasiado sensible. La
sensibilidad de esta prueba puede ser mejorada con el uso de tres antigenos
utilizados al mismo tiempo en la prueba. (Mcferran y Adair, 1977) El antigeno
para la Difusiéon en agar gel puede ser preparado inoculando la membrana
alantoidea de huevos embrionados de aves. Esta prueba es capaz de detectar
anticuerpos dirigidos a los antigenos de grupo de la enfermedad. La reaccién
antigeno-anticuerpo se realiza contra las proteinas de la matriz y la
nucleoproteina. Esta es una prueba especifica del 100%, pero con una
sensibilidad baja, del 75% a los 7 dias post infeccion, 87% a los 336 dias.
(Domermuth y Dubose, 1973). Por eso es utilizado como un método de
diagnostico para la determinaciéon de seropositividad en las parvadas y no de
modo individual. (OIE, s/f)

Esta prueba debe su fundamento a la existencia entre la relacion
cualitativa entre las concentraciones de antigeno colocado en los fosos dentro
de las placas de agar, que contienen el antigeno correspondiente, y la banda
de precipitacion resultante. A menudo requiere de 48 a 72 horas de difusion
para poder ser realizada la lectura de la prueba. Este método es usado en todo
el mundo para medir proteinas plasmaticas como albumina e IgG. (Urrego, et
al., 1999).

3.19 Control

Las practicas de bioseguridad son el grupo de medidas primarias y
esenciales para prevenir el ingreso de agentes patolégicos que pueden afectar
la sanidad en las granjas avicolas. (Ricaurte, 2005)

Vacunas autégenas a partir de macerados de higados contra hepatitis con

cuerpos de inclusion causado por adenovirus aviares son utilizadas en
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algunos paises incluyendo México. (Morales, et al. 1996). Sin embargo, una
vacuna inactivada contra adenovirus aviar es comercializada en China y
México. (Yugo et al, 2016).

Se ha visto un uso de vacunas autdogenas donde el virus es inactivado
con formalina, generalmente producidas de aves enfermas. Esto puede
producir la diseminacién de la enfermedad en las parvadas sanas. (Mansoor,
et al, 2011)

Se ha logrado prevenir la enfermedad con el uso de vacunacion de las
madres durante el periodo de crianza, con el objeto de proteger a la
reproductora y a la progenie a través de anticuerpos que son transmitidos
verticalmente. (Yugo et al, 2016).

La vacunacion en Meéxico es permitida, segun el programa de
vacunacion en aves reproductoras se realiza alas 10 0 12 semanas de edad
con los serotipos 4 y 8 que son los que se encuentran en América Latina. (
Villegas- Narvaez, 2016)

Segun Afzal y Ahmed en 1990 sugieren que en los programas de
vacunacion en pollos de engorde vacunar alos 10 y 21 dias de edad. (Hafez,
2011)

Sin embargo, segun Villegas la vacunacién en pollos de engorde en
Ameérica latina ha sido eliminada de la industria avicola ya que provienen de

madres vacunadas. (Villegas-Narvaez, 2016)

A nivel de laboratorio el virus puede ser inactivado al ser calentado hasta
60°C por una hora, 80°C por 10 minutos, 0 100°C en 5 minutos. También puede
ser inactivado al entrar al contacto con 5% de cloroformo o0 10% de éter. (Zheng
etal, 2017).
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IV. MATERIALES Y METODOS

41 MATERIALES

Recurso Humano
e Investigador
e Poblaciéon de la comunidad del Caserio “El Rincén”
e Personal del MAGA

e Asesores de tesis

Recursos de campo
e Vehiculo de transporte
e Computadora
e Boleta de trabajo
e Jeringas de 3ml
e Pajillas plasticas
e Lapicero
e Marcador Permanente

e Tape

Recursos biolégicos

e Suero Sanguineo de 100 aves
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42 METODOLOGIA

La presente investigacién corresponde, a un estudio exploratorio
transversal en la Comunidad EI Rincén, en el municipio de Amatitlan. Sé
utilizaron 100 muestras de aves de traspatio del municipio de Amatitlan, de las
cuales fueron 34 pollos (de 2-7 semanas), 33 aves jovenes (caracterizadas
desde la observacion de la cresta hasta la puesta) y 33 aves adultas (aves
bien desarrolladas con un espacio de tres a cuatro dedos de distancia entre
los huesos del pubis), el numero de aves fue elegido equitativamente

dividiendo la poblacién a muestrear en tres.

421 Area de estudio

El caserio El Rincon se encuentra sobre la rivera del Rio Michatoya, a
20 km hacia el sur del municipio de Amatitlan. Esta estrechamente relacionado
con EIl Cedral, por lo que algunas personas se refieren a “ El Cedral Rincén”.
Segun el Censo Municipal del 2004, el caserio esta integrado por 73 familias.
En este lugar existen 13 colonias, fincas o parajes: La Bendicién, El Arenal,
El Cedral, EI Barro, El Cafetalito, El Rosario, Enmanuel, finca Las Victorias,
La Isla, Las Marias, Santa Isabel, San José, La Esmeralda, Valles del Rincdn,
entre otras. En donde se estima que viven otras 86 familias. Segun la
municipalidad de Amatitlan, estima que existe 159 viviendas para un total de
850 personas. (Fajardo, 2012)

Se escogiod la comunidad EI Rincén, ya que se tiene un censo realizado
por el Ministerio de Agricultura donde estan reportadas 222 aves de traspatio.
Las cuales sirven para alimentaciéon y venta de subproductos para las familias.
Esta comunidad estd rodeada por granjas tecnificadas, siendo fuente de
trabajo para las personas del area. Las aves de traspatio se mantienen libres,
pudiendo ser una via de contaminacion y contagio de diferentes enfermedades

hacia las granjas avicolas.
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4.21.1 Mapa de Municipio de Amatitlan
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Figura 7 Fajardo Gil, O. (2012). La Tierra del Amatle, Monografia Municipio de Amatitlan Guatemala, C.A.1

4.2.2 Recoleccién de muestras

Las muestras fueron tomadas de las aves en forma aleatoria, a manera
de incluir todas las viviendas que aceptaron la toma de muestra. El presente
estudio se realiz6é en colaboracion con el Ministerio de Agricultura Ganaderia
y Alimentacién (MAGA) debido a que la enfermedad no se ha diagnosticado ni
notificado aqui en Guatemala con anterioridad y para tener acceso seguro a
las comunidades. La sangre se extrajo de la vena braquial con una jeringa de
3 ml. Se tom6 aproximadamente 1 ml por ave, inmediatamente la sangre fue
colocada en el interior de una paijilla transparente para facilitar la coagulacién
y separacion del suero. Se colocaron dentro de una hielera sin hielo para que

se desprenda el suero,
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el suero fue trasvasado en viales de 1 ml previa su identificacion con un
marcador permanente y con tape, los sueros fueron tindalizados y congelados,

previo a su envio a solicitud del laboratorio donde se realizaron las pruebas.

4.2.3 Metodologia estadistica

Se determin6 el tamafio de la muestra de acuerdo con la férmula de
Cannon que indica que se deben de muestrear 100 aves, por lo que se tomaron
tres rangos de edades.
Al recibir los resultados se utilizé estadistica descriptiva para el analisis de los

datos.

TAMANO DE MUESTRA NECESARIO
PARA DETECTAR LA PRESENCIA O AUSENCIA DE UNA ENFERMEDAD

TAMARO DE LA POBLACION 222
NIVEL DE CONFIANZA 95%
SENSIBILIDAD 80%
PREVALENCIA ESPERADA 3.00%
TAMANO DE MUESTRA (n) 100

(1-(1-@)"*)(N - V)(seD - 1)
Se

n=

FORMULA SEGUN CANNON (20071)
Sense and sensitivity —designing surveys based on an imperfect test. Prev. Vet. Med. 49: 141-163
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4.2.4 Metodologia de la prueba de Inmunodifusién en Agar Gel

Esta es una prueba de union secundaria donde la reaccion entre anticuerpos
y antigenos da lugar a una manifestacion visible, permitiendo la observacién
macroscopica del resultado. (Tizard, 2009) Es una técnica cualitativa para
determinar inmunoglobulinas (IgG) o antigenos en muestras bioldgicas. En esta
prueba la union molecular entre la region hipervariable del anticuerpo y el antigeno
es observada como una linea de precipitacion en un gel de agarosa. Las
interacciones que se generan entre estos son hidrofébicas, estas constituyen la
mitad de la fuerza total:

- Puentes de hidrégeno

- Fuerzas ldnicas

- Fuerzas de Van Der Waals

Procedimiento

1. La agarosa se disuelve en solucion salina buferada a 90°C y se gelifica
a 45°C dentro de una placa Petri de dimensiones de 100x15 mm.

2. Son perforados 7 pequefios fosos de un diametro de 2.3 mm de la
agarosa, formando rosetas.

3. Se coloca en el centro el antigeno a utilizar y en los agujeros de la
periferia el suero desconocido. Se recomienda la inclusién de 3
controles por roseta.

4. Luego de 24-48 horas se observa la reaccion, se realiza la lectura.

QO
X N
&

5. Interpretar los resultados.

O Suero problema

O Suero control +

O Antigeno
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Ejemplos de posibles resultados

a b ab b

58
N

A AB AB

Esquemas de reacciones de Ouchterlony. a y b, antigenos. A y B,
anticuerpos. | reaccion de identidad. Il, reaccion de no identidad. Ill, reaccion

de identidad parcial

Figura 8 Posibles resultados del uso de la prueba Obtenida en:
http://www.microinmuno.qb.fcen.uba.ar/Inmunologia.htm
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

En el mes de agosto de 2019, con el objetivo de determinar la presencia
de anticuerpos contra Adenovirus tipo | en aves de traspatio en Caserio El
Rincén, en el municipio de Amatitlan, fueron procesadas 103 muestras
mediante la prueba de inmunodifusion en agar gel, obteniéndose los siguientes
resultados: 72 muestras positivas y 31 negativas, lo que corresponde a un
69.90% de casos positivos y un 30.09% de casos negativos; Segovia en 1976
reporta resultados similares en una encuesta seroldgica en Chile, en la que de
un total de 253 aves muestreadas el 78,34% fueron positivas. (Montes, et al.
1978). El presente estudio se constituye en el primer reporte de seropositividad

a Adenovirus tipo 1 en aves de traspatio en la regién Central de Guatemala.

En el presente estudio, las muestras fueron divididas en 3 grupos de
acuerdo a la edad de muestreo de la siguiente manera: a) pollitos menores de
7 semanas, b) aves jévenes (inmaduras sexualmente) y c) aves adultas
(maduras sexualmente). De los 35 pollos menores de 7 semanas, 25 muestras
fueron positivas lo que representa un 71.43% de positividad. Del total de 35
aves jovenes 23 muestras fueron positivas, el equivalente a un 65.71% de
positividad y de las 33 aves adultas muestreadas 24 muestras resultaron
positivas, lo que constituye un 72.73% de positividad. No existié diferencia por
edad entre los porcentajes de positividad detectados por la prueba (ver tabla
2).

Biarnés y Blanco en Espafia. (Biarnés, 2012) al realizar un estudio
serolégico en pollos de engorde durante los afios 2011 -2012, determinan que
el 100% de los pollitos de madres vacunadas nacen con anticuerpos contra
Adenovirus y estos desaparecen alos 21 dias de edad. En el presente estudio
en la Comunidad de El Rincon al ser aves de traspatio y no estar autorizada la
vacuna no se encuentran vacunadas las madres. El porcentaje de positividad

en los pollitos muestreados de aves hasta la
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sexta semana correspondié a un 71.4%. En Guatemala la vacunacién contra
Adenovirus aviar no esta autorizada, por lo que podemos inferir que la
transmision de anticuerpos a la progenie fue producto de la infeccion materna
en forma natural. Debido a que en la presente investigacién no se evalué
exclusivamente el intervalo de edades entre 1 a 3 semanas no es posible
afirmar que en esta region todos los pollitos de esta edad sean
serologicamente positivos, sin embargo, al analizar los resultados de las aves
adultas (72.73%) podemos deducir que un 27.27% de los pollitos naceran sin
anticuerpos.

Villegas (2016) ademas amplia que la infeccién en forma natural ocurre
alos 35 dias de vida producto de la desaparicion de anticuerpos a los 21 dias.

Mosqueda menciona que la enfermedad es mas comun en pollos entre 5y
7 semanas. (Mosqueda, sf), Mientras que en el presente estudio, el
porcentaje de pollitos seropositivos  (71.43%) fue muy similar a los
observados en los otros rangos de edades; superd alos jévenes (65.71%)
en sélo un 5.72% y es un 1.3% menor que el porcentaje detectado en las
adultas (72.73%), se puede deducir entonces que el virus en el Caserio El
Rincdén se encuentra circulando, y que la infeccién no ocurre en un
determinado periodo de vida, sino que los anticuerpos detectados son
producto de diferentes oleadas de infecciones de campo haciendo coincidir
que toda la poblacién de aves se vea afectada en forma similar (69.90%) .
Uswege menciona que la poblacion rural de aves de traspatio constituye el
80% de la poblacién total de pollos en el mundo. En ellos la mortalidad es
muy alta, pudiendo ser el Adenovirus una de las causas de la mortalidad en

esta area de estudio. (Uswege, et al. 2004)

Los serotipos mayormente implicados en la infeccién con Adenovirus son
el 4, 8 y 11 segun Choi, et al (2012). En la presente investigacion se puede
afirmar que los animales muestreados fueron seropositivos a Adenovirus tipo1,

pero la prueba de inmunodifusién no logra determinar el serotipo
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infectante ya que todos los serotipos reconocidos comparten un antigeno
precipitante en comun. También podemos inferir que incluso pudieron ser
afectadas por mas de un serotipo durante su vida. (Mcferran y Adair, 1977).
Mcferran demostré la presencia de un elevado numero de serotipos en una
misma unidad productiva y hasta 3 serotipos en un mismo individuo. (Mcferran
y Adair, 1977).

Phillippe et al, reporta un caso de infeccion con varios serotipos; las
reproductoras fueron infectadas a los 10 dias de edad con el serotipo 2 ; para
determinar una posible infeccion vertical, se realizaron pruebas seroldgicas a
la progenie siendo todas las muestras negativas; como seguimiento se
muestrearon nuevamente a la 8a semana con iguales resultados,
observandose que hasta las 12 semanas seroconvirtieron para el serotipo 2

y a las 33 semanas fueron positivas a los serotipos 2 y 8.

Comparando los métodos de diagnostico AGPT y ELISA. El test de ELISA
detecta de mejor manera la presencia de anticuerpos contra Adenovirus, y es
considerablemente mas sensible que AGPT en estados de infeccion temprana.
(Phillipe, et al. 2007)

El mismo autor refiere que es posible una reinfeccién con todos los

serotipos de Adenovirus, con excepcion del serotipo 1.

Mcferran refiere que en la epidemiologia de la enfermedad juegan un
papel muy importante los pavos, pericos, patos y palomas. Se debe tomar en
cuenta que, por el tipo de crianza en libertad de las aves muestreadas en la
comunidad de El Rincén, el contacto con diferentes especies de aves es muy

comun, lo que puede dar como resultado la infeccién con varios serotipos.
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Tabla 1 Proporcion de resultados positivos y negativos por la prueba de inmunodifusién en agar
gel contra Adenovirus tipo |

NUMERO DE CASOS NEGATIVOS Y POSITIVOS
MEDIANTE LA PRUEBA DE INMUNODIFUSION
EN AGAR GEL

® Total de muestras
M Negativos

1 Positivos

40 60 80
NUMERO DE MUESTRAS RECOLECTADAS
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Tabla 2 Porcentajes de resultados positivos y negativos por la prueba de inmunodifusién en agar
gel por rango de edades

PORCENTAJES DE CASOS NEGATIVOS Y
POSITIVOS MEDIANTE LA PRUEBA DE
INMUNODIFUSION EN AGAR GEL

Negativos | 28%

Positivos I

)
=
=)
o
<

Negativos l

JOVENES

Positivos '

Negativos l

POLLOS

Positivos l

0% 10% 20%
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VI. CONCLUSIONES

Se encontré un 69.9% (n=72) de aves con presencia de anticuerpos
séricos contra Adenovirus tipo 1 de un total de 103 aves de traspatio
muestreadas en el caserio el Rincon, Amatitlan realizado durante
agosto del 2019.

El porcentaje de positividad determinado por rangos de edad fue muy
similar entre los pollos 71.43% (0 a 7 semanas) y adultas 72.73%,
unicamente en las aves jovenes hubo una leve reduccion al 65.71% (ver
tabla 2).
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VI. RECOMENDACIONES

e Realizar estudios similares en otras comunidades de Guatemala para

determinar la presencia del virus.
e Ampliar el estudio para determinar el serotipo o serotipos prevalentes en
Guatemala y especificamente en esta comunidad donde ya se demostro

la existencia de anticuerpos.

e Extremar medidas de bioseguridad en granjas avicolas para prevenir la

difusion del virus a la avicultura tecnificada.
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VII. RESUMEN

La adenovirosis es una enfermedad de distribucion mundial, causada por
un virus con la capacidad de afectar distintas especies y en gallinaceas un
amplio rango de edades, tanto jovenes como adultas, pudiendo llegar a
producir hasta un 40% de mortalidad en los lotes. Un aspecto importante a
considerar es que esta enfermedad tiene capacidad de transmitirse por via

vertical y en aves tecnificadas puede causar elevadas pérdidas econdmicas.

El objetivo general de la presente investigacion fue el contribuir con el
primer estudio serolégico de Adenovirus aviar en Guatemala, por lo que se
decidié determinar la prevalencia de la enfermedad en el area central
especificamente en la comunidad del El Rincdon. Se realizé un estudio

descriptivo de corte transversal.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes; de las 100 aves
muestreadas, un total de 72 dieron resultado positivo a la prueba de AGP para
detectar anticuerpos circulantes contra la enfermedad causada por
adenovirus, lo que equivale a un 69.9% de positividad; 31 muestras fueron
negativas, lo que corresponde a 30.09% de negatividad. Estos resultados
reflejan la presencia de anticuerpos circulantes contra la enfermedad. Con el
presente estudio se concluye entonces que el adenovirus se encuentra
presente en Guatemala y abre un camino para estudios posteriores acerca del

virus y sus enfermedades.
Las recomendaciones dadas incluyen la determinacion del serotipo viral

que afecta las parvadas de aves de traspatio, extremar medidas de

bioseguridad en granjas avicolas y continuar estudios de la enfermedad.
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SUMMARY

Adenovirosis is a disease of worldwide distribution, caused by a virus with the
ability to affect different species and in gallinaceous a wide range of ages, both young
and adult, and can produce up to 40% mortality in flocks. An important aspect to
consider is that this disease has the capacity to be transmitted vertically and in

technical birds it can cause high economic losses.

The general objective of this research was to contribute to the first serological
study of avian Adenovirus in Guatemala, so it was decided to determine the
prevalence of the disease in the central area specifically in the community of El

Rincén. A descriptive cross-sectional study was carried out.

The results obtained were the following; Of the 100 birds sampled, a total of
72 gave a positive result to the AGP test to detect circulating antibodies against the
disease caused by adenovirus, which is equivalent to a 69.9% positivity; 31 samples
were negative, which corresponds to 30.09% negativity. These results reflect the
presence of circulating antibodies against the disease. With this study, it is concluded
then that adenovirus is present in Guatemala and opens a way for further studies

about the virus and its diseases.
The recommendations given include determining the viral serotype that affects

backyard flocks, extreme biosecurity measures in poultry farms, and continuing

studies of the disease.
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Glosario
FadV: adenovirus de pollo por sus siglas en ingles Fowl adenovirus.
IBH: Hepatitis por Cuerpos de Inclusion

HPS: Sindrome del Hidropericardio.

Sujeciéon de ave previo toma de

muestra
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BOLETA DE

ENCUESTA
Fecha: 24
Junio 2019
Comunidad EI  Ubicacién 14°26°38.1"N
Rincén Satelital 90°37°44.7"W
Amatitlan
Guatemala
Numero de integrantes de la Tipo de gallinas E
famlia To que poseen HERO IS To
Nombre del homb | muje tal lineas poll | aves aves | tal
encuestado res res nifios nifias criollas | genéticas | os | jévenes | adultas
Amada Mancilla 1 1 1 1 4 1 13 0 4 17
Soia Yolanda
Davila 1 0 1 3 1 0 0 4 4
Ana Perez 1 0 0 3 1 0 2 0 2
Maria Fontana 0 0 1 1 13 0 2 15
Alexander
Davila 4 3 0 0 7 1 9 0 4 13
Lorena Zuleta 2 2 0 0 4 1 9 7 8 24
Silvia Pacheco 1 2 5 1 2 0 0 2
Maria Tona
Orellana 0 1 0 0 1 1 0 0 2 2
Rosalina Ruiz
Rivera 2 3 3 2 10 1 7 3 1 11
Marié Ramirez 1 1 1 1 4 1 0
Yohana Olmino 1 1 1 3 6 1 4 2 5 11
Estefani Ramos 1 1 1 1 4 1 5 5
Brenda
Gonzales 1 1 0 2 4 1 2 2
Blanca Morales 3 2 1 3 9 1 4 4
Samaria Rivera 1 1 2 1 5 1 1 18 12 30
Flor l6pez 1 1 3 0 5 1 10 20 4 34
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
17
total 21 23 14 17 75 15 2 72 58 46 6

Cuadro de resultados serologicos

No.
Aves Muestras Positivas | Negativas
Pollos 35 25 10
Jévenes 35 23 12
Adultas 33 24 9
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