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I. INTRODUCCION

La Influenza Aviar es una enfermedad viral de tipo respiratorio que pertenece a la
familia Orthomyxoviridae, afectando a las aves de todas las edades y provocando

importantes pérdidas sanitarias, sociales y econémicas.

Esta enfermedad es de notificacion obligatoria de acuerdo con el Cédigo Sanitario
para Animales Terrestres de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), y se
caracteriza por alta morbilidad y mortalidad en aves, posee un caracter
transfronterizo y de riesgo zoonético. La introduccién del virus en diversas zonas
geograficas mediante el comercio internacional, ingreso ilegal y la migracion de

aves silvestres, son situaciones que implican un riesgo a nivel internacional.

En marzo del 2000 fue diagnosticada por primera vez el virus de Influenza Aviar en
Guatemala, aislando una cepa de baja patogenicidad H5N2 en el laboratorio de
Ornitopatologia y Avicultura de la Universidad de San Carlos de Guatemala. Este
brote afecté la produccion avicola nacional sobre todo a pequefios productores y

el desarrollo de ésta industria a nivel regional.

Estudios previos han reportado que el virus de influenza tipo A de alta
patogenicidad no se aisla de la carne congelada en aves desafiadas con este virus,
por lo que en este estudio se pretende demostrar que no hay persistencia del virus
de baja patogenicidad H5N2 en la carne de canal (pierna y pechuga) limitando el

riesgo de contagio a través del consumo de carne de pollo.



I1. HIPOTESIS

Ho. No hay presencia del virus de Influenza Aviar HSN2 en pierna y pechuga

congelado de pollos desafiados vacunados y no vacunados.



111. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Aislar el virus de Influenza Aviar H5N2 de pierna y pechuga de pollo congelado

para determinar si el virus persiste en masculo.

3.2. Objetivos Especificos

e Comprobar la presencia del virus de Influenza Aviar HSN2 en carne de piernay
pechuga congelada, de aves vacunadas y no vacunadas que posteriormente

seran desafiados con el virus.



IV. REVISION DE LITERATURA
4.1. Definicion

La influenza aviar (1A), es una enfermedad de reporte obligatorio a nivel mundial.
Se define como una infeccién o sindrome de enfermedad, ocasionada por cualquier

virus de influenza tipo A, miembro de la familia Orthomyxoviridae. (11)

4.2. Sinbnimos

Peste Aviar, Influenza Aviar Altamente Patégena, Influenza Letal, y lo mas reciente
Gripe de Pollo. (17)

4.3. Historia

El virus de influenza aviar lo describié Perroncito como una enfermedad grave de
pollos en Italia en 1878, y como ocasionada por un agente filtrable Centanni y
Savunozzi en 1901. (11)

Los primeros casos caracteristicos de Peste Aviar, fueron muy severos, que

originaron una mortalidad alta en pollos, pavos y otras especies. (21)

En Alemania, Shafer en 1955 determiné que el agente era el virus de influenza tipo
A, y que emparentaba con otros virus de influenza que causaban infecciones

respiratorias en humanos, cerdos y caballos. (19)

Los primeros aislamientos fueron obtenidos en abril de 1983, de pollos que
experimentaban enfermedad respiratoria aguda. Este mismo afio se reporta un

brote en la ciudad de Pennsylvania que deja enormes pérdidas econdémicas. (11)



Durante 32 afios ocurrieron 10 brotes de cepas altamente patdogenas de IA tipo A,
siendo estos en Australia (1975 y 1985), Inglaterra (1979), E.U.A. (1983 y 1984) e
Irlanda (1983 y 1984); en el afio de 1997 se presentaron 3 brotes en los paises de
Italia, Australia y Hong Kong, incrementando la frecuencia de ocurrencia. (11,17,
14)

El virus tipo A/H5N1 ha sido incriminado en epidemias de IA en aves domésticas y
silvestres en varios paises de Asia, con alta patogenicidad y consecuencias
econdmicas sanitarias importantes. Los brotes ocurridos en el afio 2003 en esta
regién afectaron a personas causando hasta un 33% de mortandad. Estos casos
provocaron un alerta internacional ante la posibilidad de la presencia de una
pandemia de IA en humanos causada por esta variedad de virus (A/H5N1). (3,
14,19)

Del afio 2004 al 2009 se han reportado 8 brotes de A/H5N1 en los paises de
Nigeria, Egipto, Canada, E.U.A., Indonesia y Pakistan.

El riesgo de diseminacion del virus es béasicamente debido a la trayectoria
intercontinental de las aves migratorias (Europa, Asia y Oceania), extendiéndose

asi el virus a nivel mundial. (3, 15, 19)



4.4, Etiologia

4.4.1 Clasificacion

El virus de Influenza Aviar pertenece a la familia Orthomyxoviridae de un
segmento en sentido negativo del ARN, el cual se divide en cinco diferentes

géneros incluyendo el virus influenza tipo A, B y C, Isavirus y Thogotovirus. (19)

e Influenza tipo A: afecta las aves, humanos, equinos, suinos, vison, focas,
ballenas (agente zoonético).

¢ Influenzavirus tipo B: humanos solamente.

¢ Influenzavirus tipo C: humanos y suinos (rara enfermedad seria)

e lsavirus: incluye patégenos infecciosos en peces como el virus de la anemia
en el salmon. (19)

e Thogotovirus: arbovirus aislado en humanos y vida libre transmitido por

garrapatas. (19)

4.4.2 Nomenclatura

Los virus tipo A se dividen en 144 subtipos distintos clasificados con base en

diferentes combinaciones de 16 hemaglutininas y 9 neuraminidasas y dos

patotipos diferentes: baja patogenicidad (LP) y alta patogenicidad (HP). (11)

-| Con formato: Espacio

Los virus de Influenza Aviar de baja patogenicidad se conservan en las aves® | pespués: 10 pto, Ajustar
. . . . espacio entre texto latino y
silvestres y deben sufrir una adaptacion para pasar a la aves domesticas. Los de asidtico, Ajustar espacio entre

texto asiatico y nimeros

alta patogenicidad surgen en la poblacién avicola e histéricamente no se
transmiten a aves silvestres. Sin embargo, el virus de Influenza Aviar de Alta
Patogenicidad Asiatico H5N1, se readapté a algunas especies de aves silvestres

creando un nuevo mecanismo de diseminacion. (19)



La nomenclatura utilizada para describir el virus de influenza ha sido estandarizado
de la siguiente forma:

1) El nombre del virus de IA incluye el tipo antigénico (A, B o C);

2) Huésped de origen (con excepcién al humano);

3) Origen geografico que puede ser ciudad, estado, provincia, o pais;

4) Numero de cepa (si existe), y

5) Afio de aislamiento, seguido por el subtipo (H) y NA (N) en paréntesis. (19)

Por ejemplo en Guatemala en el afio 2000 fue nombrado de la siguiente forma:
A/Ck/Guate/01/00/H5N2. (7)

4.4.3 Estructura del Virus

4.4.3.1 Morfologia

La morfologia del virus puede ser muy variable. Los viriones pueden ser esféricos
con un diametro de 80 a 120 nm, no obstante, a menudo hay formas filamentosas
del mismo didmetro con longitudes variables. (11)

Los viriones estdn rodeados de una envoltura de naturaleza fosfolipidica
procedente de la membrana citoplasmatica de la célula que infectan. En la
envoltura se encuentran ancladas dos glicoproteinas, la hemaglutinina (HA,
mayoritaria) y la Neuraminidasa o sialidasa (NA). (11,16)

Ademas de la HA y la NA, en la envoltura se integra un numero limitado de
proteinas M2. Tapizando la cara interna de la envoltura del viribn se encuentra la
proteina M1 que forma una matriz proteica la cual da consistencia a la estructura

de la particula virica. (16)
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4.4.3.2 Organizacion del Genoma

Los ocho segmentos de ARN, que constituyen el genoma de los virus influenza A
(se nombran del 1 al 8 y de mayor a menor tamafio), codifican once polipéptidos
reconocidos: PB1, PB1-F2, PB2, PA, HA, NA, M1, M2, NP, NS1 y NS2.

Cada uno de los segmentos de ARN virico existe como un complejo de

ribonucleoproteina (RNP) individual. (16)

La organizacion del genoma se da de la siguiente manera:

PB2. La proteina PB2 esta codificada por el segmento 1 de ARN. Interviene en el

inicio de la sintesis de ARNm virico.



PB1. La proteina PB1 esta codificada por el segmento 2 del ARN virico. Forma
parte del complejo ARN polimerasa dependiente de ARN, como la proteina
responsable de la elongacion del ARNm virico. También interviene en la sintesis
de ARN complementario y en la sintesis de ARN virico. La PB1 se localiza en el

nucleo de las células infectadas.

PA. La proteina PA esta codificada por el segmento 3 de ARN virico. Se localiza en
el nucleo de las células infectadas y, al igual que PB2 y PB1, forma parte del
complejo ARN polimerasa dependiente de ARN. Probablemente actla como una

proteina quinasa o como una proteina de desdevanar la hélice.

NP. La proteina NP esta codificada por el segmento 5 de ARN virico. La NP es
transportada al nucleo de la célula infectada, donde se une y encapsida
individualmente a cada uno de los segmentos que forman el ARN virico. Es una
proteina fosforilada y constituye uno de los principales blancos de la respuesta
inmunitaria del hospedador mediada por linfocitos T citotdxicos. Las diferencias
antigénicas en la proteina NP sirven de base (junto con la proteina M1) para

distinguir los géneros Influenzavirus A, By C.

M1. La proteina M1, proteina matriz, esta codificada por el segmento 7. Es la méas
abundante en las particulas viricas, formando una cubierta alrededor de las

nucleocapsides de los viriones, e inmediatamente por debajo de la envoltura virica.

M2. La proteina M2 se transcribe también a partir del segmento 7 del ARN virico.
Esta es una proteina no glicosilada y forma tetrdmeros que constituyen un canal
ibnico dependiente del pH del medio. Se activa con el bajo pH de la vacuola
endocitica (endosoma) y asi se acidifica el interior de los viriones facilitando la

descapsidacion de los mismos.



10

HA. La HA es una glicoproteina de tipo | con el extremo C-terminal insertado en la
envoltura de los viriones y que constituye el principal antigeno de superficie de los
virus influenza. Tiene forma alargada y esta constituida por un trimero, en el que
cada monémero acaba en una cabeza globular. Esta codificada por el segmento 4
del ARN virico. La HA es responsable de la union de los viriones a los receptores de
la célula hospedadora y de la fusién de la envoltura del virus con una membrana
intracelular de las células infectadas.

La HA es el principal antigeno de superficie de los virus influenza e induce la
formacion de anticuerpos neutralizantes, que son muy importantes en la

proteccién del hospedador frente a la infeccién.

NA. La neuraminidasa, también llamada sialidasa, es una glicoproteina de tipo Il
gue contiene su extremo N-terminal insertado en la envoltura de la particula virica
y el extremo C-terminal distal de la superficie de la misma.

Esta codificada por el segmento 6 del ARN virico, es el segundo antigeno
superficial, en importancia, del virion y los anticuerpos sintetizados contra ella son
importantes en la proteccién del hospedador.

Es una sialidasa que hidroliza el &cido sialico terminal de glicoproteinas y
glicolipidos y de este modo, contribuye a la liberacién de las particulas viricas de
los receptores de las células infectadas permitiendo que la progenie virica escape

de la célula en la que se forma y facilitando su diseminacion.

NS1 y NS2. Las proteinas no estructurales NS1 y NS2 estan codificadas por el
segmento 8 del ARN virico. La NS1 ocupa un marco de lectura continuo y es
traducida de un ARNm equivalente en longitud con la porcion del ARN virico
correspondiente. Sin embargo, la proteina NS2, de menor tamafio, se traduce a
partir de un ARNm que ha sufrido un procesamiento con eliminaciéon de algunos

nucledtidos y en un nuevo marco de lectura (+1 respecto al de NS1).
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La NS1 se localiza fundamentalmente en el nlcleo, mientras que la NS2 se
encuentran en el citoplasma principalmente. La proteina NS1, Unica proteina no
estructural de los virus influenza A, tiene varias funciones: unién a ARN de doble
cadena, modulacién de la replicacion virico y bloqueo de la respuesta celular a la

infeccidn, que esta mediada por interferén. (16)

Segmento |Tamafo(nt) | Polipéptido(s) Funcién
1 2341 PB2 Transcriptasa: cap binding (capuchén)
2 2341 PB1 Transcriptasa: elongaciéon
3 2233 PA Transcriptasa: actividad de la proteasa (?)
4 1778 HA Hemoaglutinina
Nucleoproteina: RNA de unién; parte del complejo de la
5 1565 NP transcriptasa; transportador citoplasmatico del nucleo del
VRNA
6 1413 NA Neuraminidasa: Liberacion de virus
M1 Proteina Matriz: Componente mayor del virién
7 1027
M2 Proteina de la membrana integral: canal del ion

No estructural: Nucleo, efectos en el RNA de transporte
NS1 . . . S )
8 890 celular, splicing, translation. Proteina Anti-interferon.

NS2 No estructural: nucleo+citoplasma, funcién desconocida

Genetics of influenza viruses. Ann Rev Genet. 2002 36: 305-332
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Organizacion del genoma del virus de Influenza Aviar

4.5 Patotipo

La Organizacion Mundial de Salud Animal (anteriormente OIE) define la
patogenicidad de la 1A en:

1) Virus de influenza aviar notificable de alta patogenicidad (HPNAI), tienen un
indice de patogenicidad intravenosa (IVPI) en pollos de 6 semanas de edad mayor
de 1.2, causa por lo menos el 75% de mortalidad en pollos de 4-8 semanas de
edad infectados intravenosamente. Virus H5 y H7 que no tienen un IVPI mayor de
1.2, o que causan una mortalidad menor del 75% en un test de letalidad
intravenosa, debe ser secuenciado para determinar si multiples bases de
aminodcidos estan presentes en el sitio de escision de la molécula de
hemoaglutinina (HAO); si el motivo de aminoacido es similar al observado para los
otros aislados de HPNAI, el aislado que est& siendo probado debe ser considerado

como un HPNAI;
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2) Virus de influenza aviar notificable de baja patogenicidad (LPNAI) son todos los
virus influenza A del subtipo H5 y H7 que no son virus HPNAL.

El Patotipo LPAI puede incluir los subtipos de virus IA de cualquiera de las 16 HA
(H1-H16) y 9 NA (N1-N9), mientras que los virus LPNAI son un subgrupo de virus
LPAI: ej. Solo los virus LPAI H5 y H7. (11,19)

4.6 Patogenia

El periodo de incubacién varia segun la especie, vias de exposicion y dosis del
virus, de 3 horas a 3 dias; la patogenicidad varia de inaparente a 100% de
mortalidad. (15)

La infeccién inicia con la destruccidon de células que cubren el tracto respiratorio,
incluidos traquea y bronquios; el virion penetra principalmente por via aerégena
hasta la nasofaringe y se disemina por el tracto respiratorio infectando células
susceptibles. El virus debe primero atravesar las secreciones respiratorias, que
contienen una gran cantidad de mucoproteinas, la cual es hidrolizada por la

neuraminidasa viral. (20)

La adhesion del virus a la célula susceptible se produce por la interaccion entre la
hemaglutinina y los receptores de acido sialico. (11)

La HA tiene un sitio especifico de reconocimiento muy conservado en su cabeza
globular a modo de una pequefa hendidura donde alberga al acido sidlico de la
glicoproteina receptora de la célula hospedadora. La proteina NA también puede

reconocer al receptor mediante un sitio analogo. (16)

El ingreso del virus dentro de la célula es dado por endocitosis. En la vacuola
endocitica se produce una disminucion drastica del pH (acidificacion) que induce
un cambio conformacional de la HA, dando lugar a la fusion de la membrana del

endosoma y la envoltura virica. (6)
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Dentro del endosoma, el canal i6nico, formado por la proteina M2, expone al
interior del virus a un pH bajo, lo que favorece la disociacion de la proteina M1 del
complejo ribonucleoproteinas viricas (VRNPs), quedando libres en el citoplasma.
Las VRNPs son transportadas al nucleo de la célula por sefiales de localizacién
nuclear, contenidas en el complejo RNP (PB1, PB2 y NP), donde tiene lugar la

transcripcion. (16,19)

El primer paso del proceso de transcripcién consiste en la ruptura, mediante una
endonucleasa codificada por el virus, de una regién del extremo 5 del ARNm
donador de 10 a 13 nucleétidos corriente abajo del “capuchon”. Aunque las
ribonucleasas dejan generalmente en el extremo 3' un grupo fosfato en sus
productos de digestién, la endonucleasa de los virus influenza genera productos
con un grupo hidroxilo en dicho extremo. De esta forma, el oligonucleodtido
resultante puede actuar directamente como iniciador o “primer” sin necesidad de

desfosforilacion. (16,19)

La sintesis de los distintos ARNm se lleva a cabo por el complejo ARN polimerasa,
dependiente de ARN del virus. Cinco de los ocho segmentos de ARN virico se
transcriben de forma monocistronica y se traducen en las proteinas HA, NA, NP,
PB2 y PA, sin embargo, tres de los segmentos de ARN virico se transcriben, cada
uno de ellos, en dos ARN mensajeros mediante un mecanismo de procesamiento
del transcripto. Los genes M, NS y PB1 son traducidos en diferentes marcos de
lectura generando M1 y M2, NS1y NS2, y PB1 y PB1-F2, respectivamente.

La NP y la NS1 son proteinas tempranas que se sintetizan en los primeros
momentos de la infeccién (transcripcién primaria). La sintesis de ARNm celular

gueda bloqueada. (16)

La NP y la NS1 migran al nucleo. Se cree que un incremento en la concentracién
de la NP libre cambia la sintesis de ARN mensajeros viricos por ARNc y ARNv. Los

ARN viricos sintetizados de nuevo son encapsidados con la NP en el nlcleo y sirven
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como molde para la transcripcién secundaria de los ARN mensajeros viricos. Los
productos mayoritarios de la traduccién, en esta fase tardia de la infeccién, son
M1, HA y NA. (16)

El ARN del viridn unido a las nucleoproteinas abandona el nicleo celular y se dirige
hacia la membrana junto con proteinas viricas transmembranares (hemaglutinina,
neuraminidasa y proteinas M) y una capa subyacente de proteina M1 que se
acumulan en determinadas regiones de la membrana celular y protruyen sobre la
membrana en esas zonas, liberando finalmente un nuevo virus completo, con

envoltura, en el fluido extracelular. (6,16)

fijacion

liberacion

(6)
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Durante la infeccion el epitelio ciliado de las vias respiratorias altas son las
primeras células infectadas. Poco después de la infeccion sobreviene la necrosis de
estas. En esta fase puede haber una descamacion extendida del epitelio
respiratorio con lo que se presentan los primeros signos respiratorios de la
enfermedad. El virus se disemina facilmente a otros 6rganos, pudiendo afectar
incluso al SNC. (20)

El virus se elimina a través de cualquier secrecion y de heces fecales, por lo tanto,
las formas probables de transmision incluyen tanto contacto directo entre las aves

infectadas y susceptibles como contacto indirecto, con aerosoles y fémites.

Via aerégena — Inicio de infeccidn

v

Virus atraviesa secreciones respiratorias

i

5¢ afecta el epitelio ciliado de vias
Respiratorias altas

'

Necrosis de células infectadas

i

Primeros signos ” Se produce una descamacidn
de la enfermedad extendida del epitelio
respiratorio

Viirus se elimina a través de
secreciones y de las 44—  Viremia
heces fecales

Wirus en otros 6rganos
afectdndose hasta el Sistema Nervioso
Central

(20)
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El virus H5N1 altamente patdégeno puede vivir en las heces de las aves durante al
menos 35 dias a baja temperatura (4°C). A temperaturas mas altas (37°C), se ha

mostrado que puede sobrevivir, en muestras fecales, durante 6 dias. (3)

Para la inactivacion del virus puede someterse a temperaturas de 56°C por un
periodo de 3 horas o a 60°C por 30 minutos. En general la OMS recomienda
cocinar las aves de corral hasta que todas las partes alcancen una temperatura
interna de 70°C. (10)

Es vulnerable a pH &cido y a agentes oxidantes (dodecil sulfato de sodio), y
disolventes de lipidos (B-propialactona), se inactiva por la accién de la formalina y
compuestos de yodo. En cuanto a su supervivencia permanece por un largo

tiempo en los tejidos, heces y agua. (7)

4.7 Signos Clinicos

Los siguientes factores influyen en los signos clinicos de la influenza aviar: la cepa
del virus (alta o baja patogenicidad), la especie, edad y estado inmunitario del
huésped contra el virus y contra los otros agentes de enfermedades concomitantes
(E. Coli, Mycoplasma y NDV), condiciones deficientes y factores ambientales.
(4,13)

En su forma leve, (baja patogenicidad) los signos de la enfermedad puedan
manifestarse con plumaje erizado, reduccién de la produccion de huevos o efectos
leves en el sistema respiratorio.

En su forma grave, (alta patogenicidad) el virus no sélo afecta al tracto
respiratorio, sino que también invade varios érganos y tejidos y puede producir

hemorragia interna masiva.
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Las aves infectadas con Influenza Aviar altamente patdgena (incluida la cepa

H5N1) pueden presentar los signos clinicos siguientes o al menos algunos: (3)

Muerte repentina ausente de sintomas clinicos;

Postracion y depresion extrema;

Huevos deformes o con céscara blanda y con poca coloracion;

Edema y congestion de carinculas y crestas;

Edema de la piel debajo de los ojos;

Decoloracion morada en la barba, cresta, y patas;

Tos, estornudos, Edema traqueal,

Signos nerviosos, incoordinacion;

Diarrea acuosa verde brillante, que puede pasar a ser totalmente blanca;

Hemorragias en tarsos;

Se pueden producir algunas muertes durante varios dias, seguidas de una difusion

rapida y una tasa de mortalidad cercana al 100% dentro de las 48 horas. (3,4,5)

4.8 Lesiones Macroscopicas

Cuando la enfermedad es producida por cepas de baja patogenicidad se observan

las siguientes lesiones:

En los senos infraorbitarios se pueden encontrar inflamacién catarral, fibrinosa,
serofibrinosa, mucopurulenta

Rinitis

Sinusitis

Secrecion nasal descargas de mucoso a mucopurulento

Edema y congestién traqueal, ocasionalmente hemorragica, con exudados que
pueden ser serosos y tornarse caseosos

Bronconeumonia fibrinopurulenta
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Aerosaculitis que va de catarral a fibrinogena y llega a ser fibrinopurulenta
segun el transcurso de la enfermedad

Peritonitis causada por la ruptura de las yemas

Salpingitis

Catarro visceral provocado por fallo renal

Enteritis, tiflitis, proctitis puede observarse en pavos

Palidez del pancreas, y moteado con hemorragias. (19)

Cuando la enfermedad es producida por cepas de alta patogenicidad se pueden

observar las siguientes lesiones:

Edema periorbital e intermandibular

Hiperemia y edema en el &rea de parpados, conjuntiva

Edema, hemorragias y necrosis en todos los o6rganos viscerales, sistema
cardiovascular, sistema nervioso y tegumentario.

Inflamacion de cabeza, cara, cuello, piernas y patas, acompafiado de
hemorragias petequiales y equiméticas principalmente en el area sin plumas.
Cianosis de cresta y barbillas

Hemorragia en epicardio y coronarias

Hemorragias en serosas y mucosas de proventriculo, ventriculo, musculos
pectorales;

Hemorragias ocasionales en esternén, tonsilas cecales y diverticulo de Meckel,
Coloraciones variables del pancreas y necrosis

Ruptura de las yemas,

Hemorragias en placas de Peyer;

Edema y hemorragia pulmonar;

Edema cerebral,

Focos necroticos en higado y rifiones

Depdsitos de uratos en rifiones pueden presentarse,

Focos neumonicos intersticiales y difusos en pulmones,



20

En aves jovenes atrofia de la bursa y el timo y pueden presentar hemorragias,

Esplenomegalia, con focos necréticos y parénquima palido. (19)

4.9 Lesiones Microscépicas

Las cepas de baja patogenicidad se caracterizan por ocasionar lesiones

microscopicas como:

Neumonia linfocitica

Edema capilar

Nefritis y nefrosis

Necrosis de ascinis pancreaticos

Pancreatitis comUnmente en pollos y menos frecuente en pavos

Deplecidn linfocitica, necrosis o apoptosis de bursa, timo, bazo y otras &reas de

acumulaciones linfociticas.

Las cepas de alta patogenicidad ocasionan:

Procesos inflamatorios y necroticos, ocasionando cambios en piel, cerebro,
corazon, pulmones, péncreas, glandulas adrenales y 6rganos linfoides
Meningoencefalitis con necrosis neuronal, neurofagia, gliosis focal edema y
hemorragia

Degeneracion focal a multifocal difusa, necrosis coagulativa, miositis cardiaca,
acompafada de inflamacién linfohistiocitaria

Microtrombosis de las areas desplumadas de la piel, vasculitis, edema
generalizado perivascular, edema subcutaneo, y necrosis del endotelio capilar
acompafado de vesiculas epidermales

Necrosis en las fibras del musculo esquelético, tubulos renales, células
vasculares endoteliales, células corticotropicas de la glandula adrenal y del
epitelio ascinar pancreatico

Deplecion de linfocitos y necrosis o apoptosis de la bursa, timo y bazo

Neumonia intersticial. (19)
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4.10 Diagn0stico

ldentificacion del agente:

Inoculacion de huevos de gallina embrionados de 9-11 dias de edad seguida

por:

e Prueba de la hemaglutinacion

e Prueba de inmunodifusién para confirmar la presencia del virus de la
influenza A

e Determinacion del subtipo con antisueros mono especificos

e Evaluacion de la virulencia de la cepa: evaluacién del indice de

patogenicidad intravenoso en gallinas de 4-8 semanas de edad. (12)

Pruebas serologicas

o Hemaglutinacion y prueba de inhibicién de hemaglutinacién

e Inmunodifusion en Agar gel. (12)

4.10.1 Aislamiento del virus de la influenza aviar

El aislamiento viral se logra normalmente inoculando extractos de &rganos
(pulmoén, tradquea, intestino, cerebro) y heces de aves muertas o hisopados de
cloaca y/o traquea de animales vivos en huevos embrionados de pollo de 9 a 11
dias, o bien en células fibroblasticas de cultivo primario derivadas de embrién de

pollo, aunque esta técnica es menos utilizada. (18)
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Los embriones se deben obtener de gallinas SPF (libres de patdgenos especificos).
Antes de inocular los embriones, se deben revisar los huevos embrionados en
camara oscura con el ovoscopio, para certificar la edad, la viabilidad y la
localizacion del embrién. Tras delimitar la camara de aire se define el punto de
inoculacion, que debe estar localizado a una distancia aproximada de 3 mm por
encima de la cdmara de aire y en el extremo opuesto a donde se encuentra el
embrion. Los embriones SPF, no menos de cuatro por muestra, se inoculan en la
cavidad alantoidea y se incuban a 35-37° C durante seis dias. Los embriones que
mueran en las primeras 24 horas no se tomaran en consideracion siempre y
cuando se demuestre que el liquido alantoideo no presenta actividad

hemaglutinante. (18)

Generalmente el virus de la IA mata a los embriones entre los dos y cuatro dias
postinoculacion, aunque la cepa H5N1 altamente patdgena puede matar al

embrién en menos de 20 horas.

Se recoge el liquido alantoideo de todos los embriones muertos y de los que
gueden hasta el término del periodo de incubacién, para la realizacién de la prueba
de hemaglutinacién (HA). Si no se detecta HA se debe repetir el procedimiento
anterior utilizando fluido alantoideo sin diluir como indculo. El fluido amnio-
alantoideo de los embriones infectados por el virus de IA tiene una concentracion
suficiente de hemaglutininas para producir la aglutinacion de eritrocitos de pollo.
Esta propiedad del virus permite en forma facil, rpida y sencilla identificarlo
mediante la hemaglutinacién en placa. En todos los casos donde se demuestre la
presencia de hemaglutininas en embriones inoculados, se debera descartar la

presencia de otros agentes hemaglutinantes como los Paramyxovirus aviares. (18)
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Ante una HA positiva del fluido alantoideo, existen varias técnicas que permiten
confirmar la presencia de un virus Influenza A, (inmunodifusién en gel de agar

(AGID), ELISA o técnicas moleculares). (18)

4.10.2 Técnicas de tipificacion de virus de la influenza aviar

Una vez detectado el virus influenza, es necesario determinar a qué subtipo
pertenece. La determinacion clasica se basa en el uso de antisueros especificos. La
técnica empleada para tipificar la hemaglutinina de superficie del virus, conocida
como Inhibicién de la Hemaglutinacion (IHA), consiste en medir la inhibicién de la
capacidad hemaglutinante del virus con diluciones de antisueros de especificidad
conocida frente a los 16 distintos subtipos de virus IA, H1-H16. Para tipificar la
neuraminidasa de superficie se emplea asimismo una técnica serolégica
equivalente, la inhibicién de la neuraminidasa (INA) que mide la capacidad de
inhibir la actividad enzimatica de la neuraminidasa viral por medio de la adicién de
antisueros especificos preparados frente a los nueve distintos subtipos de
neuraminidasa existentes, N1-N9. Estas técnicas requieren que la preparacién de
virus a tipificar tenga una cierta concentracion, que solo se alcanza normalmente
cuando se multiplica el virus por inoculacion en huevos embrionados de pollo, o

bien en cultivos celulares. (18)

4.10.3 Pruebas Seroldgicas

Estas pruebas se utilizan para demostrar la presencia de anticuerpos especificos.
Estos pueden detectarse aproximadamente 7 dias después de la infeccion.

Con los estudios serologicos se pueden poner en evidencia tanto los anticuerpos
de grupo (frente a virus Influenza A, sin discriminar el subtipo) como los

anticuerpos especificos frente a las distintas HA y NA. (18)
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Las técnicas mas utilizadas son la Inmunodifusién doble en gel de agar (AGID) y la
prueba ELISA:

a) AGID: Para la realizacion del AGID se utiliza como antigeno el liquido alantoideo
de embriones infectados que contiene tanto proteina NP como proteina matriz. El
AGID sirve para detectar anticuerpos en gallinas y pavos, pero no para las demas
especies ya que no todas las especies aviares producen anticuerpos precipitantes,
especialmente los patos.

b) ELISA: Es una técnica mas sensible que el AGID. Los disponibles hasta ahora
eran ELISAs indirectos para la deteccidn de anticuerpos en gallinas y pavos, lo que
dificultaba la realizaciéon de investigaciones serol6gicas en otras especies, patos y
aves silvestres, por ejemplo. Actualmente se han desarrollado y se estan
evaluando ELISAs de competicién que permiten la deteccion de anticuerpos frente

a Influenza A, independientemente de la especie de la que se trate. (18)

4.10.4 Métodos Moleculares Acido/Base

RT-PCR es la técnica de eleccion para la deteccion de virus de influenza aviar. Este
es un método eficaz que es dirigido a la amplificacién especifica de una regién del
gen de la nucleoproteina muy conservada entre virus influenza tipo A, por lo que
detectara todos los virus pertenecientes a este género.

Recientemente se han desarrollado métodos de RT-PCR en tiempo real (RRT-PCR)
basados en sondas fluorogénicas hidrolizables, tipo «Tag-Man», para la deteccion
de virus influenza, que conjuntamente con sistemas automatizados de extraccion
de &cidos nucléicos permiten aumentar enormemente la capacidad de analisis de
muestras por PCR. (18)

Se han desarrollado kits comerciales de deteccion de los antigenos del virus
basados en técnicas de inmunocromatografia en papel, dichos kits utilizan
anticuerpos monoclonales contra las nucleoproteinas de la capsida, por lo que son

capaces de detectar la presencia del propio virus de la influenza A. (1)
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4.11 Diagn6stico Diferencial

Enfermedad de Newcastle en su presentacion velogénica, laringotraqueitis
infecciosa, cOlera aviar, peste de los patos, envenenamiento como las
enfermedades que cursan con inflamacién de crestas y barbillas, colera aguda,
septicemias, celulitis bacterianas de crestas y barbillas, clamidiasis vy

micoplasmosis. (11,18)

4.12 Toma De Muestras, Conservacion Y Transporte

En las aves vivas se deben tomar hisopos traqueales/ bucofaringeos e hisopos
cloacales.

En el caso de aves muertas y dependiendo del tiempo transcurrido desde la
muerte y el estado del cadaver, se deben tomar al menos las mismas muestras
gue en el caso de los animales vivos, hisopos traqueales/bucofaringeos e hisopos
cloacales 0 heces (contenido intestinal) y ademas se pueden tomar muestras de
trdquea, pulmoén, sacos aéreos, intestino, bazo, rifién, cerebro, higado y corazén.
Las muestras, sobre todo los hisopos, deben introducirse en tampoén fosfato-salino
a pH fisiolégico (PBS) con antibidticos (con el fin de evitar la proliferacion
bacteriana), en cantidad suficiente para cubrir la muestra pero no en exceso para
no diluir el posible virus.

En el caso de que el envio se realice en menos de 48 horas, las muestras deben
ser conservadas a 4° C desde su obtencién hasta la llegada al laboratorio. También
es importante que los hisopos se transporten en posicion vertical con el fin de que
el algodon siempre vaya incluido en el PBS. En el caso de que no sea posible
garantizar el transporte al laboratorio en menos de 48 horas desde la toma, las
muestras se deben congelar a 70° C y ser transportadas sin romper la cadena de
frio. (18)
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4.13 Tratamiento

En la actualidad no hay tratamiento especifico practico para las infecciones por
virus de influenza aviar. El clorhidrato de amantadina y el clorhidrato de
rimantadina son eficaces en la profilaxia de las infecciones por influenza humana.
También se sabe que la amantadina es eficaz contra la infeccion con virus de

influenza A en pollos, codornices y pavos. (11)

4.14 Prevencion Y Control

4.14.1 Sacrificio sanitario

El sacrificio sanitario, como medio de lucha contra un foco de influenza aviar,
debera efectuarse en condiciones decentes y tomando en cuenta los principios de
bienestar animal. (12)

Se ha prohibido la vacunacién en brotes en los que hay virus altamente patégenos,

cuando el objetivo es la erradicacion. (11)

4.14.2 Descontaminacion y eliminacion

Las estrategias para la eliminacion de aves muertas deben preverse con suficiente
antelacion antes de la apariciéon de cualquier foco. Entre los principales factores a
considerar cabe mencionar el nUmero de aves implicadas, el desplazamiento de los
animales infectados o expuestos, asi como también de las personas y de los

equipos, las cuestiones ambientales, etc. (12)
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4.14.3 Vacunacion estrategica

La lucha contra la influenza aviar es un problema cada vez mas complejo que
exige elaborar estrategias de control como complemento del enfoque tradicional
de sacrificio sanitario. La vacunacién tiene como objetivo proteger a la poblacion
de aves susceptibles de una eventual infeccion reduciendo asi la incidencia o la
gravedad de la enfermedad. Las estrategias de vacunacion pueden resultar Utiles
en situaciones de emergencia ante un foco o como medida de rutina en zonas

endémicas. (12)

En el caso de virus de patogenicidad de grado bajo o moderado, se permite la
vacunacion con el empleo de vacunas inactivadas monovalentes y polivalentes, con
adyuvantes que tienen la capacidad de inducir anticuerpos y dar proteccién contra
morbilidad, mortalidad y baja en la produccion de huevo. Estas vacunas pueden
reducir en potencia la intensidad de la enfermedad y la propagacién de virus en la

situacién de campo, pero el virus no sera eliminado de la poblacion. (11)

4.14.3.1 Vacuna en emulsion oleosa

Vacunas que generalmente son elaboradas mediante emulsificacion en aceite
mineral con el virus inactivado contenido en liquido alantoideo, colectados en
huevos embrionados inoculados. Las vacunas en emulsién oleosa también pueden
ser elaboradas usando sélo el antigeno hemoaglutinina (HA) del virus. Esta puede

ser administrada por via subcutanea en el tercio medio posterior del cuello. (2, 21)
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4.14.3.2 Vacuna recombinante

Vacuna liofilizada (elaborada en membrana y embrién de pollo) que contiene el
virus recombinante de Viruela Aviar que contiene el virus de viruela como vector,
expresando la hemoaglutinina H5 del virus de Influenza Aviar. Esta vacuna puede
ser administrada por puncion en el ala o via subcutanea en el tercio medio y
posterior del cuello en el primer dia de edad en pollos, pollas de reemplazo de
ponedoras y reproductoras sanas y en aves que no estdn en produccion como

auxiliar en la prevencion de la Viruela Aviar y la Influenza Aviar (Al).

4.15 El Virus De Influenza Aviar En Carne Congelada

La mayoria de las cepas del virus de influenza aviar se encuentran en el tracto
respiratorio y gastrointestinal de aves infectadas, y no en el tejido muscular. Sin
embargo, varios estudios indican que el virus de influenza aviar de alta
patogenicidad H5N1, se replica en todo el organismo incluyendo musculo. El virus
de influenza aviar sobrevive en carne cruda contaminada, productos vy
subproductos el cual puede ser distribuida al area comercial, como también en
carne fresca y congelada.

El virus puede sobrevivir en heces fecales hasta 35 dias a bajas temperaturas
(4°C), y 6 dias a 37°C. También puede mantenerse en superficies ambientales por
varias semanas.

Los procesos comunes de preservacion de los alimentos como la refrigeracién y
congelacién no reducen sustancialmente la concentracion o viabilidad del virus en
carne contaminada. Aunque la coccion normal (temperaturas a 70°C o0 mas en
todas las partes del producto) inactivaran el virus. A la fecha no hay evidencia
epidemioldgica de personas infectadas por consumo de carne de aves cocinada

adecuadamente. (22)



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Recursos Humanos

Estudiante investigadora
Tres Médicos veterinarios asesores

Personal de laboratorio

5.1.2 Recursos de Campo

Agua

Bata

Bebedero

Bolsas plasticas
Camara de desafio
Comedero

Comida balanceada fase iniciador
Desinfectante organico
Guantes

Lampara infrarroja
Lampara ultravioleta
Libreta de notas
Mascarillas

Papel periddico

5.1.3 Materiales y equipo de Laboratorio

Alcohol
Agar macconkey

Agar sangre

29



Asa bacteriolégica
Algoddn

Antibidtico

Bolsas plasticas estériles
Campana bacteriologica
Campana de flujo laminar
Congelador

Frascos para colecta de muestras
Gasas estériles

Goteros

Gradillas

Incubadora de 37°C
Jeringas de 1, 3, 5 ml
Marcadores

Mechero de bunsen
Papel de aluminio
Maskin tape
Micropipetas

Perforador

Morteros

Ovoscopio

Palillos de dientes

Pinzas estériles

Pipetas graduadas 5, 10 ml estériles

Pipetas Pasteur estériles
Pipeteador eléctrico

Pistilos

Placa de vidrio cuadriculada

Refrigerador

30
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e Sellador de huevos

e Separador de huevos

e Solucién PBS estéril (solucién buferada de fosfatos)
o Tijeras estériles

e Tubos de ensayo con tapa rosca estériles

e Viales de vidrio estériles

5.1.4 Recursos biologicos
e 20 pollos de engorde variedad hubbard de 1 dia de edad
e Huevos embrionados de pollo de 9-11 dias
e Virus de Influenza aviar de baja patogenicidad H5N2 aislado en Guatemala,
tipificado en el USDA
e Vacuna recombinante de 1A

e Globulos rojos lavados al 5%

5.2 Métodos

5.2.1 Manejo del Lote Experimental

Se Utiliz6 para el estudio una camara de desafio de acero inoxidable, en la cual
fueron alojadas 20 aves divididas en dos grupos, el grupo A vacunado con
recombinante al dia de edad; y el grupo B sin vacuna (10 aves por grupo). La
vacunacion se realizd por medio de puncién alar.

Las aves permanecieron dentro de la camara durante 28 dias, con comida y agua
ad libitum.

El dia 21 se inocul6 el virus reactivado con una gota al o0jo; se observaron las aves

y se registraron distintas sintomatologias hasta concluir los 28 dias de estudio.
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5.2.2 Reactivacion del virus

Se reactivo la cepa del virus de Influenza Aviar de baja patogenicidad H5N2
mediante la inoculacion de 0.1 ml de virus en la cavidad alantoidea de huevos
embrionados de pollo de 9-11 dias. Los huevos inoculados fueron observados
diariamente por ovoscopia para confirmar vivos y muertos. Después de 72 horas
de inoculacion se colecté el liquido alantoideo y se realizd la siembra en
AgarSsangre y MacConkey para comprobar la esterilidad. Luego se refrigeré el

virus hasta antes de la inoculacion de las aves a 4°C.

5.2.3 Inoculacion del virus

Se realizaron diluciones del virus inoculando 1ml de virus en 9 ml de PBS en el
primer tubo, para hacer la dilucion 10%, de esta solucién se extrajo 1ml para
diluciones consecutivas hasta alcanzar el titulo 10* DIE s, /ml, la cual se utilizd

para inocular a las aves con una gota (0.03ml) al ojo a los 21 dias de edad.

5.2.4 Reaislamiento viral

El dia 28 se sacrifico todas las aves, tomando muestras de pierna y pechuga (1gr)
de cada uno que posteriormente se congel6 por un periodo de una semana. Se
realizaron macerados agregando 5ml de PBS al gramo de muestra, agregando 2mi
de antibiético (Penicilina- estreptomicina 1gr/200ml) dejandolo reposar con una
gasa estéril cubierto por 30 minutos en refrigeracion a 4°C. Luego se colect6 el
liquido del macerado y se inoculé 0.1ml en la cavidad alantoidea de huevos
embrionados de 9 dias de edad. A las 72 horas se colect6 el liquido alantoideo de

los huevos inoculados.
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5.2.5 Prueba de Microaglutinacion

Se prepar6 una solucion de glébulos rojos al 5%. Se colocé una gota (0.03ml) del
liquido alantoideo en una placa de vidrio adicionando el mismo volumen de
glébulos rojos; homogenizando la muestra con un palillo de madera directamente y
luego se realizaron movimientos de rotacién durante un minuto, dando asi la

lectura. Se considera positiva la muestra que presente aglutinacion.
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V1. RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados del aislamiento viral de influenza aviar H5N2 en huevos

embrionados (9 dias de edad) de pechuga y pierna de pollo congelado

Cuadro No. 1

MUESTRA No. VACUNADOS MUESTRA No. | NO VACUNADOS
(macerado de pierna (macerado de pierna y
y pechuga) pechuga)
1 Negativo 11 Negativo
2 Negativo 12 Negativo
3 Negativo 13 Negativo
4 Negativo 14 Negativo
5 Negativo 15 Negativo
6 Negativo 16 Negativo
7 Negativo 17 Negativo
8 Negativo 18 Negativo
9 Negativo 19 Negativo
10 Negativo 20 Negativo

En el cuadro No. 1, se observa que tanto el macerado de pierna y pechuga
inoculados en embriones de 9 dias para los grupos de pollos vacunados y no
vacunados fueron negativos al aislamiento del virus de Influenza Aviar H5N2,

después de que éste fue inoculado al ojo, en pollo de 21 dias de edad.
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Estudios previos evidencian que el virus de influenza aviar de alta patogenicidad
H5N1, se replica y es posible aislarlo en todo el organismo incluyendo musculo,
sin embargo en el presente estudio se confirma que el virus de Influenza Aviar de
baja patogenicidad H5N2 no se aisla a partir de muestras de musculo de pechuga
y pierna. Al evaluar el liquido alantoideo extraido de los huevos previamente
inoculados con el virus 1A H5N2, no se evidencié reacciéon de microaglutinaciéon en
placa de vidrio, por lo que se consideran negativos a la presencia del virus. Los
hallazgos coinciden con reportes de Olsen y Swayne, que indican que el virus de
influenza aviar de alta patogenicidad se encuentra en el tracto respiratorio
(traquea y bronquios) y tracto gastrointestinal de aves infectadas, y en el tejido
muscular, a diferencia del virus de baja patogenicidad que no es asilado de

musculo.

Es importante hacer mencion que OMS reporta que el virus de influenza aviar
sobrevive en carne cruda, productos y subproductos; por lo que es importante
someter a proceso de coccién a temperaturas mayores de 70°C para inactivar el

virus.

En ambos grupos, aves vacunadas y no vacunadas los resultados a la
microhemoaglutainacion en placa de vidrio fueron negativos, por lo cual podemos
decir que no existe ninguna diferencia de comportamiento de replicacion del virus

después de ser desafiadas con un virus de influenza aviar de baja patogenicidad.
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Sintomatologia observada 7 dias post desafio del virus H5N2 en aves
vacunadas y no vacunadas de 3 semanas de edad.

Cuadro No. 2
SINTOMA DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIAG | DIAY
1 2 3 4 5

SINUSITIS - + + + " n "
INFLAMACION DEL SENO

INFRAORBITARIO - - N * + + +
EDEMA PERIOCULAR - + + + + T "
CONJUNTIVITIS - + A + " n "
SECRECION OCULAR - . - - _ : .
SECRECION NASAL - : - - - : .
ESTORNUDOS - + T n + n "
ESTERTORES - . . B 5 : .

En el cuadro No 2 se observa que a partir del segundo dia post inoculacion, las
aves de 21 dias de edad mostraron sintomatologia clinica caracteristica del virus
influenza aviar de baja patogenicidad tales como sinusitis, conjuntivitis,
estornudos, edema, etc., lo que comprueba que el virus antes mencionado se

replica en tracto respiratorio y no en musculo.

Segun los resultados obtenidos el analisis estadistico no aplica.
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VII. CONCLUSIONES

. No existe diferencia en el aislamiento del virus H5N2 de baja patogenicidad

en musculo de aves vacunadas y no vacunadas.

. Se coincide con otros autores que el virus de influenza aviar HSN2 de baja
patogenicidad no se replica en musculo de pierna y pechuga, a diferencia

del virus H5N1 de alta patogenicidad.

. Segun la sintomatologia observada durante el estudio se confirma la
presencia del virus de influenza aviar de baja patogenicidad, en tracto

respiratorio de aves vacunadas y no vacunadas.

. El virus de influenza aviar H5N2 de baja patogenicidad presente en
Guatemala no representa riesgo de contagio al humano por consumo de

carne de pollo.
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VIIl. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda que durante la faena la carne no tenga contacto con

2.

3.

visceras para evitar la contaminacion.

Se recomienda utilizar temperaturas mayores a 70°c en la coccion de carne
de pollo y subproductos para consumo humano para inactivar el virus que

contamina la carne por contacto con visceras.

Realizar estudios para determinar la viabilidad del virus en visceras

(proventriculo) frescas y congeladas.
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IX. RESUMEN

Con el objeto de aislar el virus de Influenza aviar de baja patogenicidad H5N2 de
tejido muscular de pierna y pechuga congelada, se inocularon 20 aves SPF dentro
de una camara de desafio. Las aves se dividieron en dos grupos vacunadas (A) y

no vacunadas (B) el estudio se realizé6 durante 28 dias.

La cepa del virus de Influenza Aviar de baja patogenicidad H5N2 se reactivd
mediante inoculacion de 0.1 ml de virus en la cavidad alantoidea de huevos
embrionados de pollo de 9-11 dias, luego se refrigerd el virus hasta antes de la
inoculacion de las aves a 4°C.

Se realizaron diluciones del virus hasta alcanzar el titulo 10* DIE s, /ml, la cual se
utilizé para inocular a las aves mediante una gota (0.03ml) al ojo a los 21 dias de
edad.

Al dia 21 se inocul6 el virus reactivado mediante una gota al ojo, se observaron las
aves y se registraron los signos hasta concluir los 28 dias de estudio.

El dia 28 se sacrificaron todas las aves, tomando muestras de pierna y pechuga
(1gr) de cada uno que posteriormente se congeld; luego se realizaron macerados y
se dejaron reposar con una gasa estéril cubierto por 30 minutos en refrigeracion a
4°C. Se colect6 el liquido del macerado y se inocul6 0.1ml en la cavidad
alantoidea de huevos embrionados de 11 dias de edad. A las 72 horas se colectd
el liquido alantoideo de los huevos inoculados.

Para la prueba de hemoaglutinacién se utiliz6 una gota del liquido alantoideo
colectado y el mismo volumen de una solucién de glébulos rojos homogenizados

en placa de vidrio, dando resultados negativos.
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