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“DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL VIRUS DE
NEWCASTLE E INFLUENZA AVIAR EN AVES DE TRASPATIO
DE LA PROVINCIA DE LOJA”



RESUMEN

La enfermedad de Newcastle e Influenza aviar son enfermedades altamente
contagiosas que afecta a muchas especies de aves domésticas ocasionando
altas mortalidades. La presente investigacion se realiz6 en la Provincia de
Loja, sur del Ecuador, para determinar la presencia del virus de (NC) e
Influenza Aviar (IA), se recolectaron 300 muestras de heces frescas e
hisopados cloacales, en aves de traspatio y de rifia, cerca de humedales y
relacionadas con avicultura comercial y de traspatio, para aislamiento viral en
laboratorio. Para el muestreo se utilizé un software académico ARCGIS el cual
permite ingresar datos de humedales, sitios de produccion avicola industrial,
vias de acceso, logrando asi de esta manera representar el area de interés
como de un mapa con su respectiva simbologia expresada en puntos de
muestreo georefenrenciados. Las muestras recolectadas procedieron de aves
sanas y aves con signos de la enfermedad o sintomatologia respiratoria y
digestiva, siendo la mayor cantidad de muestras de aves sanas presuntamente
no vacunadas para NC, el aislamiento viral se realiz6 en huevos embrionados
de 9 a 11 dias, se utilizé el fluido alantoideo de los huevos inoculados para
realizar la prueba de Hemoaglutinacion para determinar la presencia del virus.
Los resultados obtenidos en las pruebas de laboratorio fueron negativos, en el
aislamiento viral y la prueba de Hemoaglutinacion no se presentaron virus de la
enfermedad de NC e IA (0/300), con una prevalencia de 0(0-1,19) el intervalo
de confianza fue de 95 %. Por lo tanto se concluye que las aves muestreadas
en la Provincia de Loja no se encontraban infectadas por estos virus de

Newcastle e Influenza Aviar.

Palabras clave: Enfermedad de Newcastle, Influenza Aviar, aislamiento viral.
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SUMMARY

Avian Influenza and Newcastle disease are highly contagious diseases affecting
many species of poultry causing high mortalities. This research study was
carried out in Loja Province, South of Ecuador, with the purpose of determining
the presence of the Newcastle (NC) and Avian Influenza (Al) virus, so 300
samples were collected of fresh stool and swab sewage of backyard poultry and
cockfight birds that can be found near wetlands and commercial poultry for viral
isolation in laboratory. These data was loaded to an academic software
ARCGIS, updating data of wetland sites of industrial poultry production, access
roads, thus achieving in this way represent the area of interest as a map with
their respective symbols expressed in geo-referenced sampling points. Besides,
the collected samples came from healthy birds and birds with signs of the
disease or symptoms of respiratory and digestive iliness, being the largest
number of samples of healthy birds allegedly not vaccinated for NC, the viral
isolation was performed in 9 to 11 days in embryonated eggs. Also, it was used
the allantoic fluid of the inoculated eggs to the hemagglutination test to
determine the presence of the virus. The results of laboratory tests were
negative, in the viral isolation and Haemagglutination test did not show disease
of NC or Al virus (0/300), with a prevalence of 0(0-1,19), the confidence interval
was 95%. Therefore, it is concluded that the sampled birds in Loja province

were not infected by these viruses of Newcastle and Avian Influenza.

Key words: Virus, Newcastle, Avian Influenza, viral isolation.
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1. INTRODUCCION

La produccion de gallinas de traspatio es una actividad de gran importancia
dentro de las comunidades rurales del Ecuador, al igual que la cria de aves de
rifa por personas aficionadas a los gallos de pelea, la cual se caracteriza por la
baja inversion y la facilidad para llevarla a cabo. Sin embargo, esta produccion
esta seriamente amenazada por la ocurrencia de enfermedades infecciosas,
entre las que se encuentra la enfermedad de Newcastle (NC) e Influenza Aviar
(IA) ocasionando graves pérdidas economicas a los productores. La avicultura
familiar es basica para la seguridad alimentaria en gran parte del mundo FAO
(20013)

La enfermedad de Newcastle es causado por un virus de la familia
Paramixoviridae y se clasifica en tres cepas una de baja virulencia
(lentogénica), de virulencia media (mesogénica), y la cepa de alta virulencia
(velogénica) que se divide en viserotropica y neurotropica. El periodo de
incubacion es de 21 dias. La principal caracteristica de la enfermedad de NC
es la capacidad de aglutinar los glébulos rojos de ciertas especies animales.
Los sintomas no son patognomonicos y para diagnosticar esta enfermedad se

lo realiza por medio de un analisis de laboratorio (Viveros My et al., 2012).

El virus de la Influenza Aviar pertenece a la familia Orthomyxoviridae, al género
influenzavirus y este se clasifica en tres tipos: Influenzavirus A, By C. En las
aves, el periodo de incubacién medio es de 3 a 5 dpi, con un maximo de 21 dpi.
Los sintomas no se consideran patognomonicos y para su diagnéstico se
deben realizar pruebas de laboratorio, cuando esta enfermedad es altamente
patégena puede afectar rapidamente a las aves de corral sin ninguna sefial de
infeccion. Una vez establecida, se puede diseminar rapidamente de parvada en
parvada, para prevenir de estas enfermedades es necesario tener una estricta

bioseguridad y llevar un calendario de vacunacién (Cardona, C. 2003).

El curso de estas enfermedades en las aves puede variar desde forma
subclinica hasta moderado a severo con alta mortalidad dependiendo
principalmente de la virulencia de la cepa circulante y de la susceptibilidad de la

especie infectada.



La enfermedad de Newcastle e Influenza Aviar son problemas sanitarios a
nivel mundial en las explotaciones aviares de distintos tipos, de tal manera que
las aves de traspatio, asi como las aves de rifia probablemente infectadas con
enfermedades virales pueden ser de gran riesgo para facilitar la difusion y
permanencia del virus en la industria avicola, estos virus son de rapida
propagacion, ya que al contaminar otras aves, vehiculos, jaulas, huevos,
cartones y equipo, pueden durar mucho tiempo a temperatura ambiente, uno
de los peligros mas fuertes para la salud de las aves en una granja avicola son
las aves de traspatio, las cuales se encuentran en las casas de las
comunidades, en los alrededores de una granja, o bien en las casas de los
trabajadores de la misma.

El objetivo principal de la presente investigacion fue determinar la presencia del
virus de Newcastle e Influenza Aviar en aves de traspatio incluyendo las de
rifia, criadas cerca de humedales y de granjas avicolas comerciales, los
resultados contribuyen a generar informacion actual sobre la presencia del
virus de la enfermedad de Newcastle e Influenza Aviar en aves de traspatio en
la Provincia de Loja, para llevar a cabo dicha investigacion se han planteado

los siguientes objetivos:

e Aislar el virus de Influenza Aviar en aves de traspatio incluyendo las de
rifa, criadas cerca de humedades y de granjas avicolas comerciales en
la Provincia de Loja.

e Aislar el virus de Newcastle en aves de traspatio incluyendo las de rifia,
criadas cerca de humedades y de granjas avicolas comerciales en la
Provincia de Loja.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

2.1.1. Enfermedad de Newcastle y la Crianza de Traspatio

Venturino (2010), habla sobre la bioseguridad de las granjas avicolas, donde
menciona que las aves de traspatio han sido responsabilizadas de ser los
ndcleos originarios de muchas de las enfermedades que causan
posteriormente un alto impacto en las aves comerciales. Estas aves se
comportan como portadoras pasivas de muchos agentes patégenos, sobre los
gue han generado inmunidad y que cuando se confrontan con un lote comercial

son capaces de manifestarse provocando severas enfermedades.

Segun la FAO (2013), la "avicultura familiar"* es decir, la cria doméstica
tradicional de gallinas, pavos, patos y gansos, gallinitas de Guinea, aves de
rifia, pichones, faisanes y codornices, que utiliza pocos gastos en la produccién
de estas aves; es basica para la seguridad alimentaria en gran parte del
mundo. Muchos paises dependen de las aves de traspatio o crianza en aldeas
para aportar una importante racioén de proteina de origen animal, ya sea en la
forma de huevos o carne, sobre todo a mujeres y nifios. Las pérdidas
constantes a causa de la enfermedad de Newcastle afectan severamente la
cantidad y calidad de los alimentos de personas con dietas marginales.
Célculos recientes, la avicultura en el patio de casa y al aire libre representa
hasta un 70% del total de la produccion de huevos y carne de aves en los

paises de bajos ingresos y con déficit de alimentos.

Los niveles productivos y reproductivos bajo la crianza de traspatio son
relativamente bajos debido a deficiencias en el manejo de la alimentacion y en
el control de las enfermedades. Este tipo de produccion estd seriamente
amenazada por la ocurrencia de enfermedades infecciosas, como la
enfermedad de Newcastle en su forma virulenta, la cual ocasiona graves
pérdidas economicas en aves de produccion y sigue siendo una constante

amenaza para las aves de tras patio (FAO, 2013).



2.1.2. Definicion

La enfermedad de Newcastle es una enfermedad de tipo viral infecciosa y
altamente contagiosa, producida por un Paramixovirus que se reconocié por
primera vez en el afio 1926 cuando se propagd en la costa norte de Inglaterra

alrededor de Newcastle, de alli deriva su nombre (Viveros M y et al., 2012).

2.1.3. Antecedentes Histoéricos

La enfermedad de Newcastle tomo dicho nhombre debido a su propagacién a lo
largo de la costa norte de Inglaterra alrededor de Newcastle, la epizootia fue
descrita por Doyle en 1926. No obstante, antes de 1926 ya existian reportes
de brotes de una enfermedad similar en Corea en 1924 y en Europa Central,
pero se desconocia el agente causal. Para diferenciar de la peste aviar Doyle
realiz6 pruebas de inmunidad y el virus recibi6 el nombre de virus de la

enfermedad de Newcastle por el lugar donde se aislé (Cuello, S. et al., 2011).

A continuacién, esta enfermedad de Newcastle Aviar se transmitio a otros
paises como Filipinas, China, Japén, Corea, Australia, Espafia y parte de
Africa. En 1935, llega a la costa norte- americana del Pacifico y después de
1940 se difunde al resto de América, Egipto y todos los paises de Europa.
Desde entonces se informa la presencia de brotes de la enfermedad en todos

los continentes excepto Oceania (Cuello, S. et al., 2011).

Se estima la presencia de cuatro o mas panzotias de esta enfermedad, la
primera, abarcé desde el brote inicial en 1926 hasta cerca de los afios 60,
originada en el sudeste asiatico con una lenta diseminacion hacia Europa. La
segunda, tuvo una rapida diseminacién a finales de los afios 60 hasta el afio
1973. La tercera panzootia se inicié en medio Oriente a finales de los afios 70,
la primera ave afectada fue la paloma doméstica, facilitando la rapida
diseminacién de la enfermedad a Europa y otras partes del mundo. La cuarta
panzootia algunos autores indican que se inicid desde finales del afio 1996
hasta la actualidad. (Cuello, S. et al., 2011).

2.1.4. Etiologia

La enfermedad de Newcastle es causada por un miembro de la familia

Paramixoviridae del genero Paramixovirus el cual se agrupa en tres
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cepas: la cepa lentogénica (casi avirulenta) la cual es usada
ampliamente como agente vacunal, la cepa mesogénica de virulencia
media y ocasionalmente usada como cepa vacunal y la  cepa
velogénica o cepa virulenta, considerada como cepa de campo. De esta
Gltima se han descrito dos tipos de cepas como son: cepas viscerotropicas,
que producen lesiones patoldgicas en el aparato digestivo y cepas
neurotropicas, que producen lesiones patologicas en el aparato respiratorio
y a nivel neurolégico (Viveros M y et al., 2012).

Segun lo emitido por Rojas, E. (2008) la principal caracteristica de la
enfermedad de NC es la capacidad de aglutinar los glébulos rojos de ciertas
especies animales (hemoaglutinacion). No presenta diferencias antigénicas,
pero si en el grado de patogenicidad; con base en esto, las cepas se han

clasificado, segun el tiempo que tardan en matar al embrion de pollo en:

e Lentogénicas, en 96 horas 0 mas.
e Mesogeénicas, en 72 a 96 horas.

e Velogénicas, en 24 a 72 horas.

2.1.5. Morfologiay estructura

Los virus de la enfermedad de NC son pleomérficos aunque generalmente
adoptan una morfologia esférica con un diametro que oscila entre 100 a 150
nm. Algarib y et al., (2003) menciona que todos los virus de este orden tienen
una simetria helicoidal de la nucleocapside con una cadena Unica en sentido
negativo y lineal en su genoma de acido ribonucleico, el cual codifica para seis

proteinas las cuales se pueden ver en el siguiente diagrama del virus:



Proteina de §1| Hemaglutinina-
la matriz (M) neuraminidasa

(HN)
L— Bicapa
3 Lipidica
; s T ) A .
T ¥ N ' Envoltura

Figura 1. Estructura del Virus de la Enfermedad de Newcastle (Ayllon, 2009)

La proteina M forma un vinculo entre las glicoproteinas en los virus envueltos y
la nucleoproteina en la nucleocapside, estabiliza la estructura viral. Otras dos
proteinas la HN y la proteina F, las cuales forman proyecciones en la envoltura
viral. Calnek B.W. (2000) indica que los Ac formados para la proteina NH son la
base para la serologia en la prueba de Inhibicion de la Hemoaglutinacion (HI).
Al igual que Botero H. L. A. (2006) sefala que la proteina F es la encargada de
mediar la fusion virus-célula y célula-célula. Estas glicoproteinas son
esenciales en la infectividad viral y son los Ag ideales en la induccién de la

inmunidad.
2.1.6. Multiplicacion Viral

El virus se replica en su totalidad en el citoplasma. Luego de la unién del virus
a la célula por medio de los receptores glicolipidicos, se produce la fusion de
las membranas virales y celulares a pH fisiolégico y la nucleocapsida penetra
dentro de la célula, donde permanece intacta con sus tres proteinas asociadas,
inmediatamente se activa la ARN polimerasa ARN dependiente para producir
varios ARN complementarios de polaridad positiva, que actian como ARN
mensajeros Yy utilizan los mecanismos celulares para la produccién de proteinas
virales (Cuello, S. et al., 2011).



Ademas, se sintetiza un ARN completo de polaridad positiva que sirve como
molde para la replicacion del genoma viral de polaridad negativa que se asocia
con la nucleoproteina y la transcriptasa para formar la nucleocpsida. La
maduracion del virion involucra en primer lugar la incorporacion en la
membrana de la célula hospedero de las proteinas virales de la envoltura
sintetizadas, seguido de la asociacion de la proteina M y otras proteinas no
glicosiladas con la membrana celular modificada. A continuacién, se ubica la
nucleocapsida bajo la proteina M y ocurre la formacion y liberacion de los

viriones maduros por exocitosis (Cuello, S. et al., 2011).

Las cepas del virus de la enfermedad de NC tienen la propiedad de
multiplicarse bien en huevos embrionados de gallina y debido a los altos titulos
virales que se alcanzan en ellos, son utilizados para el aislamiento y
propagacion del mismo. Las cepas virulentas se diseminan ligeramente por el
embrion y producen mortalidad en corto tiempo, por lo contrario las cepas
avirulentas no provocan mortalidad y sila producen, ocurre en un lapso mayor
de tiempo después de la inoculacion. No obstante, este comportamiento puede
variar en funcion de la via de inoculacion, pues cepas que no producen
mortalidad embrionaria al ser inoculadas por la cavidad alantoidea provocan la
muerte del embrién al ser inoculadas via saco vitelino. El tiempo que demora
un aislado en producir mortalidad en el embrion de pollo est4 directamente

relacionado con su patogenicidad para el pollo (Cuello, S. et al., 2011).
2.1.7. Epidemiologiay Transmision

La comercializacion legal de aves de jaula, aviario, aves de corral y sus
productos han jugado un papel clave en la difusion del virus de la enfermedad
de Newcastle de paises infectados a paises no infectados, pero con la
aplicacion de rigurosos procedimientos de cuarentena y de procedimientos
diagnésticos antes de ingresar a diferentes paises, dichas introducciones no
son frecuentes. Maclachlan Dubovi (2011), menciona que algunas especies de
psithdcidos pueden llegar a ser permanentemente infectados con el virus
virulento de la enfermedad de Newcastle y excretar de forma intermitente el

virus durante mas de un afio sin mostrar signos clinicos.



La frecuente transmision es de ave a ave mediante aerosoles, al igual las
secreciones nasales que caen en el agua de bebederos también resulta ser un
medio eficaz para la transmision dentro del gallinero, asi mismo existen otras
formas de propagacion del virus tales como: entrada de aves nuevas
portadoras de la enfermedad, entrada del virus mediante el transito de pajaros,
perros, personas Yy vehiculos no controlados sanitariamente. Una vez
contagiado el animal, el virus se replica en células del tracto respiratorio desde
donde alcanza la circulacion sanguinea, para luego replicarse nuevamente en
las células de los 6rganos viscerales produciéndose una nueva liberacién del
virus a la corriente sanguinea, pasando en algunos casos al sistema nervioso
central; su periodo de incubacion puede variar de 2 a 15 dias (Viveros M y et
al., 2012).

Las forma de transmision oral sucede al momento de ingerir alimentos o agua
contaminados con estos virus, o cuando se dan picotazos entre ellas y en su
entorno. También pueden inhalar virus en gotas de aerosol de secreciones
respiratorias, siendo esta una forma de transmision respiratoria. Los virus de
NC e influenza aviar pueden propagarse en fomites y vectores mecanicos

Vivos, incluidos los humanos (De La Sota, 2004; Anis et al., 2013).

King, D. (2002), sefala que el virus vacunal, es decir al momento que se realiza
vacunaciones con vacuna viva, este virus se elimina por el huevo hasta 13 dias
postinoculacion y en las heces 14 a 19 dias post-inoculacién, siendo la
eliminacion del virus mas prolongada en pavos. Ante esta Ultima fuente existe
propagacion de brotes a través de corrientes de aire, evidenciada hasta 8
kilometros de distancia, y a cuya via corresponde especial importancia para la

diseminacién de las cepas viricas velogénicas neumotropicas.
2.1.8. Resistencia del Virus

Segun la OIE (2009), el virus es destruido en 30 min. a 55°C, a 37°C conserva
su actividad después de 24 horas, pero no en 72 h. Sanchez (1990), indica que
todas las cepas tienen el mismo comportamiento antes los cambios de
temperatura, con respecto a esto la, refiere que se inactiva a 56°C durante 3 h

y a 60°C en 30 min., que se inactiva en un Ph acido, que ademas es sensible al



éter, se inactiva con formalina y con fenol. El virus tiene supervivencia,
sobreviviendo durante largos periodos a temperatura ambiente, especialmente

en las heces.

La exposicibn de o6rganos infectados a una hora de insolacion directa es
afectado y destruido el virus. El virus de la enfermedad de NC permanece
viable por lo menos 6 meses en médula 6sea y tejido muscular de cadaver de

gallinas guardadas en enfriamiento comercial (Peeters et al., 1999).

Helm Juliet D. (2003), menciona que su resistencia en el medio ambiente es
limitada y al estar expuesto a los locales contaminados se inactivan por si

solos en un tiempo relativamente breve por Ej.

e La capacidad infectante en las gallinas se pierde entre 14 y 30 dias

e Conserva su virulencia 20 dias a 20°C y humedad de 100%

e Heces de gallina a la luz muere en 14 dias

e El virus es resistentes a bajas temperaturas, pues conserva su poder
infectante durante 1 afio y mas en aves congelados a - 20 °C

e El formol, el Fenol y la propiolactona dafian la inefectividad sin afectar su
inmunogenecidad.

e Se destruye por desinfectantes de uso comuin como: Formalina al 2%,
sosa caustica y lechada de cal al 3% y derivados del amonio cuaternario
al 3%.

En cuanto a la resistencia al calor segin esta misma autora Helm Juliet D.
(2003), indica que existen cepas que han resistido 36°C durante 270 min. y al
cabo de dicho tiempo conserva su poder infectante, sin embargo otras han
tolerado solamente de 15- 30 min esa temperatura. En algunos galpones
contaminados sin limpiar hasta 7 dias en verano, 14 dias en la primavera, y 30

dias durante el invierno se ha observado la sobrevivencia del virus.

2.1.9. Periodo de Incubacién

Rojas, E. (2008), indica que el periodo de incubacion comprende desde los dos

a quince dias, con un promedio de cinco a seis dias y depende de:



e Eltipo de cepa
e Cantidad de virus
e Edad del animal

e Susceptibilidad de la especie.

A efectos del Cédigo sanitario de los animales terrestre de la OIE, el periodo de

incubacion de la enfermedad de Newcastle es de 21 dias (OIE. 2014).

2.1.10. Signos Clinicos

Los signos clinicos y las lesiones patolégicas por si solos apuntan a la
presencia de una enfermedad pero no son patognomonicos Yy requieren
del aislamiento o la demostracion directa de la presencia del virus y posterior
caracterizacion patogénica como diagndstico confirmativo, pero las cepas
mesogénicas se asocian con baja mortalidad, enfermedad respiratoria aguda,
y signos neurolégicos en algunas aves siendo mas complicado su diagnostico
(Anis et al.,2013).

e Newcastle velogénico viscerotropico

La enfermedad de Newcastle velogénico viscerotropico es ocasionado por
cepas virulentas de campo como la Milano, Hertz 33, NY., Parrot 70181 y
ESSEX 70, los signos clinicos que presentan son boqueo, tos, depresion,
inapetencia, caida total o parcial de la postura, huevos farfaras, con cascaras
fragiles y albumina liquida, diarrea grisacea liquida, inflamacion alrededor de

los ojos y cuello (King, D. 2002).
e Newcastle velogénico neurotropico

La enfermedad de Newcastle velogénico neurotrépico es producido por la cepa
Texas GB la cual ha sido utilizada como cepa de desafio. Se puede presentar
como enfermedad respiratoria repentina, seguida por trastornos nerviosos 1 a 2
dias después. Se puede observar alas caidas, patas débiles, torticolis,
depresion, inapetencia, paralisis, caida total o parcial de la postura, huevos
farfaras y fragiles (King, D. 2002)
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e Newcastle mesogénico

Puede alcanzar una morbilidad del 100% y una mortalidad del 50% de las
aves (en las aves jovenes puede llegar al 100% de la mortalidad),
presenta una alta virulencia, forma aguda y letal, de igual forma puede
presentar signos respiratorios, pero en este patotipo predominan los signos
nerviosos. En general se observa tos, jadeo, asi como caida en la produccion
de huevo, y problemas en la calidad de la cascara. Las cepas que ocasionan
estos signos son la Roakin, Komarov, Meekteswar y H, la cuales son usadas
ocasionalmente como sepas vacunales (Villegas, P. 2015).

e Newcastle lentogénico

Se puede presentar en aves de todas las edades, en donde la infeccion es
generalmente inaparente, y es causada por las cepas Hitchner BI, Clone 30, la
Sota y F, las mismas que han sido ampliamente usadas como cepas
vacunales. A veces se puede observar ligera dificultad respiratoria, disminucién
a la produccion de huevo, asi como deterioro rapido de la calidad del cascarén.
Ademas en pollo de engorde es responsable de pérdidas afectando la ganancia

de peso, asi como la viabilidad de la parvada (Calnek, B. 2000).
e Newcastle asintomatico

Algunas cepas que tienen predileccion por el tracto intestinal sobre el
respiratorio, causando una infeccién entérica subclinica.Se detecta unicamente
por medio de pruebas de laboratorio (aislamiento y serologia), y esta asociada

a virus entéricos (Villegas, P. 2015).
2.1.11. Patogénesis e Inmunidad

Cuello, S. et al., (2011), menciona que una vez ingresado el virus al cuerpo del
animal primeramente se replica en las mucosas del tracto respiratorio e
intestinal. La diseminacion de la infeccion en la trdquea ocurre por la accion de
los cilios y por la infeccion célula a célula. Subsiguientemente la diseminacion
del virus depende en gran medida de la virulencia de la cepa, mientras que las

cepas lentogénicas circulan con bajos titulos, las mesogénicas afectan los
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rinones, pulmones, bazo y la bolsa de Fabricio y las velogénicas se encuentran
dentro de las 12-24 horas post infeccion (pi) practicamente en todos los tejidos,

con altos titulos en el timo y mas bajos en los musculos y el cerebro.

Luego de la multiplicacion inicial en el sitio de entrada, las cepas velogénicas
se difunden al bazo, higado, rifiones y pulmones donde se interrumpe la
multiplicacion por 12-24 horas hasta las 36 horas pos infeccion y los titulos
virales disminuyen. Durante la segunda multiplicacion, después de la
interrupcion, el virus es nuevamente liberado al flujo sanguineo, lo cual esta
asociado con la aparicion de los signos generales de la enfermedad y la

excrecion de virus (Cuello, S. et al., 2011).

La secuencia en la cual son infectados los tejidos explica porque los signos
nerviosos aparecen después de la presencia de los signos respiratorios,
intestinales y generales de la enfermedad; sin embargo, en las cepas
velogénicas neurotrépicas el virus puede estar presente al mismo tiempo en el
sistema nervioso central, en el tracto intestinal y respiratorio (Cuello, S. et al.,
2011).

La respuesta inmune inicial a la infeccién con el virus de la enfermedad de NC
es mediada por células y puede ser detectada tan temprano como 2-3 dias pos
vacunacién con vacuna viva lo que explica la temprana proteccion al desafio en
aves vacunadas antes de que puedan ser detectados anticuerpos y evidencia
la importancia de esta inmunidad en la respuesta a la vacunacién. (Cuello, S. et
al., 2011).

Los anticuerpos en el ave afectada aumentan rapidamente, tanto a nivel local
como sistémica, en la respuesta sistémica aparecen en una primera fase los
anticuerpos de tipo IgM seguido por la IgG, los cuales son detectados entre los
4 a 6 dias pos infeccion y persisten de 8 a 12 meses. El nivel de los titulos de
anticuerpos dependen de la cepa de virus que produce la infeccion, pero
generalmente el nivel maximo de la respuesta se alcanza alrededor de la
tercera 0 cuarta semana pos infeccidon, después de la cual los titulos
comienzan a declinar si no se realizan reinmunizaciones, es decir que se debe

tener muy en cuenta el calendario de vacunacion. Estos anticuerpos son
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transmitidos mediante el saco vitelino a la progenie y la protegen de la
enfermedad en las primeras 3-4 semanas de vida sin interferir con el desarrollo

de la respuesta local de anticuerpos (Cuello, S. et al., 2011).
2.1.12. Lesiones Macroscoépicas

Las lesiones que se presentan en la enfermedad no son patognomonicos y
varian de acuerdo a muchos factores como la cepa viral, el huésped afectado,
el grado de proteccién inmunolégica y otros factores, estos pueden variar
de 100% de mortalidad en aves no vacunadas a solo una baja en la
produccion de huevos en ponedoras aparentemente sanas Yy bien
vacunadas. Las lesiones que se pueden encontrar son:
e Edema en tejidos intestinales y peritragueales, especialmente en la
entrada toracica
e Congestidn, y a veces hemorragia de la mucosa traqueal.
e Petequias y equimosis de la mucosa del proventriculo, especialmente
localizado en las glandulas de la mucosa.
e Edema, hemorragias, necrosis o ulceracion del tejido linfoide en la
mucosa de la pared intestinal.

e Hemorragias o degeneracion en ovarios (Miller P.J, 2012).
2.1.13. Diagnostico

Las pruebas de laboratorio son las mas utilizadas para el diagnéstico de esta
enfermedad de NC, sabiendo que desde el punto de vista clinico es dificil llegar
a un diagnostico definitivo, dentro de las pruebas de laboratorio las mas
utilizadas son: el aislamiento viral en donde se hace cultivo del virus en
embrion de pollo, y posteriormente se hace un examen de la actividad de
hemaglutinacion e inhibicién de la hemaglutinacién; identificacién y evaluacion
de los niveles de anticuerpos se puede efectuar con las pruebas de laboratorio
de HI y Elisa; Otras pruebas de diagnéstico que pueden utilizarse son
seroneutralizacion de placas, inmunodifucion, fijacion del complemento e

inmunofluorescencia (Viveros M y et al., 2012).

13



2.1.13.1. Viroldgico

e Aislamiento e Identificacion Viral

Para el diagnostico eficaz y confiable se realiza el aislamiento viral que permite
la caracterizacion del aislado viral. Este método tiene el inconveniente de que
los procedimientos utilizados generalmente son lentos pues requieren de
multiples pasos, lo cual presenta una desventaja para el control de los brotes
debido a la rapidez con que se diseminan las enfermedades virales y el corto
tiempo de vida productiva de la mayoria de las aves comerciales (Li y Zhang,
2004, Tiwari y et al., 2004).

Para efectuar el aislamiento viral en casos de enfermedad severa con alta
mortalidad se utilizan muestras procedentes de aves muertas o recientemente
eutanizadas que incluyen exudado oro-nasal y muestras de 6rganos como,
trAquea, pulmones, intestino, cerebro, bazo, higado, rifiones y corazén. En el
caso que se tomen muestras de aves vivas se utilizan exudados traqueales y
cloacales (OIE, 2014).

De acuerdo a la OIE (2008), para la caracterizacion patogénica de los aislados
del virus de la enfermedad de NC se realiza, por el indice de patogenicidad
intracerebral (IPIC) en pollitos SPF de 1 dia de edad y por la determinacién de
la secuencia de aminoacidos del sitio de escision del péptido conectante de la

proteina F.
e Molecular

La OIE (2008), ha facilitado la introduccion de las técnicas moleculares como
prueba aceptada para el diagnéstico, identificacion y caracterizacién de la
enfermedad la cual permite realizar el diagnéstico de una forma rapida, segura,
sensible y especifica que permita tomar las medidas de control adecuadas para
prevenir la posterior diseminacién y minimizar las pérdidas ocasionadas por la

enfermedad.

Brown y et al., (1999) y Kommers y et al., (2001), utilizaron la hibridacién “in

situ” para detectar la extensién de la replicacion viral en muestras de tejidos de
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pollos infectados con cepas velogénicas, mesogénicas y lentogénicas del virus

de la enfermedad de NC.
e Serolégico

El virus de la enfermedad de NC se puede emplear como un antigeno en una
gran variedad de pruebas seroldgicas, lo que permite que se utilicen las
técnicas de neutralizacion o de enzimoinmunoensayo (ELISA) y HI para valorar
el nivel de anticuerpos en las aves. Actualmente la prueba HI es la mas
ampliamente utilizada para la deteccion de anticuerpos contra la enfermedad
de NC en las aves, aunque muchos productores de aves de corral utilizan kits
de ELISA comerciales para valorar los niveles de anticuerpos tras la
vacunacion (OIE, 2014).

Las pruebas de laboratorio HI y ELISA pueden medir los anticuerpos contra
diferentes antigenos; dependiendo del sistema utilizado, la prueba ELISA
puede detectar anticuerpos contra mas de un antigeno, mientras que el uso de
la prueba HI probablemente se limita a los anticuerpos contra la proteina de la
enfermedad de Newcastle. Sin embargo, algunos estudios de tipo comparativo
han demostrado que los estudios de ELISA son reproducibles y tienen
sensibilidad y especificidad altas; se ha demostrado que correlacionan bien con
la prueba HI (OIE, 2014).

e Prueba Serolégica: Inhibicion de la Hemoaglutinacién

Para demostrar la presencia de anticuerpos se utilizan con mayor frecuencia
las pruebas seroldgicas (Calnek, 2000). Los virus que aglutinan eritrocitos de
aves incluyen Enfermedad de Newcastle, Influenza Aviar, Bronquitis infecciosa
y Adenovirus. La inhibicién de la hemoaglutinacion por anticuerpos especificos
es la base para la prueba de HI. Los componentes basicos de la prueba Hl son,
el antigeno hemoaglutinante (HA), el suero en diluciones seriadas y la
suspension de eritrocitos. La prueba se puede hacer en tubos o en placas de
micropruebas, los paramixovirus aviares se detectan y cuantifican mediante la

prueba HI (Asociacion Americana de Patélogos Avicolas (AAAP), 1989).
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La actividad HA mostrada en liquidos bacteriolégicamente estériles tomados a
partir de huevos inoculados es posible que pueda corresponder a la presencia
de cualquiera de los 16 subtipos de hemoaglutininas de los virus de la gripe A o
de los ocho restantes serotipos de paramixovirus. El virus de la enfermedad de
NC puede confirmarse empleando antisuero especifico en una prueba de
inhibicién de la hemoaglutinacién (HI). Regularmente se utiliza el antisuero de
pollo preparado contra una de las cepas del virus de la enfermedad de NC
(OIE, 2014).

Para la caracterizacion del virus de la enfermedad de NC han sido utilizados los
anticuerpos monoclonales, por lo cual nos ha permitido determinar la diversidad
antigénica ante los APMV-1. Al utilizar esta diversidad en el diagndstico y
epidemiologia de los brotes de la enfermedad de NC depende en gran medida
de lo estrechamente relacionada que estén la diversidad antigénica con las
propiedades bioldgicas del virus y el mantenimiento de esta antigenicidad
durante una epizootia. Con su empleo se ha logrado realizar una
serotipificacion altamente especifica y diferenciar virus vacunales de aislados
de campo, asi como, establecer la especificidad de la variante paloma del virus
de la enfermedad de NC y su distribucién a nivel mundial (Cuello, S. et al.,
2011).

2.1.14. Tratamiento

La enfermedad de Newcastle aun no tiene un tratamiento especifico, por lo cual
solo se realiza prevencion y control de esta enfermedad con vacunacion y
practicas de bioseguridad. En la mayoria de los paises con produccion avicola
a escala comercial, se practica la vacunacién profilactica (Cuadros, R. J. A.
2011)

2.1.15. Prevencion y Control

Para que un pais se declare libre de Newcastle la enfermedad no se debe
presentar en el mismo como minimo en los 3 Ultimos afos. Los paises en que
se ha llevado a cabo una politica sistematica de saneamiento, con 0 sin
vacunaciones, se estimaran limpios de la enfermedad cuando ha transcurrido 6

meses desde la desaparicion del ultimo caso. (Arenas, M. 2003).
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Cuando han existido brotes del virus de Newcastle se debe controlar algunos
aspectos como el ingreso de nuevas aves mediante cuarentenas y controles de
movimiento, despoblacion de todas las aves afectadas y expuestas, limpieza
profunda y desinfeccion de los locales. Para una desinfeccion eficaz se
recomienda utilizar los desinfectantes como la clorhexidina, hipoclorito de
sodio al 6%, fendlicos y agentes oxidantes. EIl APMV-1 también puede ser
inactivado por calor a 56°C durante 3 horas o 60° durante 30 minutos, acido pH
3, éter y formol; la eficacia del formol varia con la temperatura (Rovid, A. et al.,
2011).

e Vacunacion

Calnek, B. (2000). Menciona que la vacunacion constituye la herramienta
profilactica mas efectiva y menos costosa para el control de las enfermedades
infecciosas y el uso combinado de vacunas vivas atenuadas e inactivadas

induce en las aves una mayor proteccioén frente a los agentes infecciosos.

La inmunizaciéon de las reproductoras mediante la vacunacion reviste una
especial importancia pues estas le confieren a la progenie una inmunidad
pasiva que puede protegerla durante las primeras semanas de vida (Cuello, S.
et al., 2011).

El esquema recomendado para la vacunacion es el siguiente:

Vacuna en ponedoras.- A los 28 dias pos vacunacion se extrae sangre para

prueba de HI (para ver titulos de anticuerpo.)

e Ilra dosis alos 7 dias
e 2da dosis-45-50 dias

e 3radosis alos 110 dias

En reproductoras, la 3ra dosis es con una cepa inactivada y la polivalente (NC;
Bl; Reovirus; AV) a los 110 dias. El uso combinado de vacunas vivas y muertas
produce una proteccién mucho mas sélida para el control del virus velogénico

gue el uso separado (Cardoso, 2000).
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e Control

Cardoso (2000), habla sobre el control de la enfermedad de Newcastle y
menciona que con la aplicacion de las vacunas no estamos 100% libres de esta
enfermedad pues independientemente del programa de vacunacion elegido, el
programa de control debe ser seguido por todos dentro del area de riesgo. Eso
incluye aves de produccion industrial, aves de corral y aves de deportes, (gallos
de pelea). Por un periodo que debe ser definido de acuerdo con el
comportamiento de las epidemias. En el caso de las zonas endémicas, el

tiempo del programa de control debe ser més largo que los brotes.

El objetivo de aplicar un control rigoroso es proteger a las aves de la infeccion
del virus de la enfermedad de NC y por otra parte reducir el nUmero de aves
susceptibles mediante la aplicacion de la vacunacion. Para el control, se tiene
en cuenta como factor primordial la diseminacion de la enfermedad y en
consecuencia, se adoptan disposiciones a nivel nacional e internacional que
regulan el comercio de los productos avicolas, asi como, de aves vivas. No
obstante, los factores mas importantes en prevenir la introduccion de la
enfermedad y su diseminacion en presencia de un brote, son las condiciones
bajo las cuales las aves son criadas y el grado de bioseguridad practicado en

las explotaciones avicolas.

2.2. INFLUENZA AVIAR

2.2.1. Definicién

La OIE (2009), se refiera a la influenza aviar como una enfermedad infecciosa
viral altamente contagiosa causada por algunos de los diversos virus tipo A
miembro de la familia Orthomyxoviridae. Extensos estudios epidemiolégicos
han revelado que el virus de influenza A puede infectar a un gran rango de
huéspedes, incluyendo diversos tipos de aves, seres humanos, cerdos,

caballos, perros, gatos y otros mamiferos (Rimondi, A. 2014).
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2.2.2. Historia

La influenza aviar se reportd por primera vez en 1878 por el cientifico italiano
Edoardo Perroncito, fue reportada como plaga de las aves de corral o
peste aviar, confundiéndose con una forma septicémica aguda de Colera
Aviar Buscaglia (2004). A continuacion fue caracterizada patolégicamente por
Rivolto y Dilprato en 1880, y en 1901 Centani y Savonuzzi determinaron que
la causa del problema era un agente filtrable (Swayne y Halvorson, 2003)

Anteriormente, en el afio de 1941 Hirst descubrié la capacidad hemaglutinante
de los virus de Influenza y en 1943 Lush introdujo la prueba de la Inhibicion de
la Hemaglutinacion para la diferenciacion de los virus de la plaga aviar y de la
enfermedad de Newcastle aviar. Rojas y Moreira (2002), sefalan que en
Sudamérica, la primera vez que ingresd una cepa de alta patogenicidad fue en
Chile en el afio 2002 generado por el subtipo H7N3. En menos de tres meses
fueron controlados los dos focos desarrollados, evitandose la difusion de la
enfermedad al resto del pais. Sélo seis meses después se declard oficialmente
a Chile libre de la enfermedad de influenza aviar.

La OIE (2014) menciona que se han presentado varios casos de Influenza
Aviar en el afilo 2014, en diferentes paises del mundo, principalmente China y
Vietnam, datos que se van actualizando a medida que la OIE recibe
informacion sobre la existencia de nuevos focos. En América se han reportado
brotes de influenza aviar en aves domésticas en México, estos casos han sido
resueltos. Mientras que no es asi en China y Corea, en donde existen brotes no
resueltos, siendo el continente asiatico el que mas casos de brotes de influenza

aviar reporta.

2.2.3. Etiologia

La influenza aviar es producida por los virus tipo A de la familia
Orthomixoviridae, género Influenzavirus A OIE (2009). Estos virus son
también llamados virus de la Gripe A. Segun la OIE (2009) en este género de
Influenza aviar también estan incluidos los virus de Influenza humana, equina,
porcina y canina, todos estrechamente relacionados. Los Influenza virus By C

(o tipo B y C respectivamente) se han encontrado en humanos Yy raras
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veces en focas y porcinos, pero no han sido reportados en aves (Swayne y
Halvorson, 2003).

2.2.4. Clasificacion y Caracteristicas Morfologicas

La enfermedad de influenza aviar esta causada por un virus perteneciente a la
la familia Orthomyxoviridae, y se clasifica en tres géneros: Influenzavirus A, B 'y
C (OIE, 2008). Los virus de la influenza tipo A son los Unicos ortomyxovirus
conocidos que afectan a las aves; no obstante, pueden también infectar a otras
especies como cerdos, caballos, ballenas, lobos de mar y otros incluyendo los
humanos. Mientras que los tipos B y C solo infectan a los humanos (Herrero,
2008).

El virus de IA se presenta estructuralmente como virus esféricos, isométricos y
presentan una envoltura lipoproteica. Presentan un tamafio medio de entre 80 y
120 nm de didmetro. la superficie cuenta con glicoproteinas de membrana,
denominadas hemaglutinina (H) y neuraminidasa (N), de las que se conocen 18
H (H1-H18) y 11 N (N1-N11) diferentes Jurado Tarifa, E. (2016). Estas
glicoproteinas intervienen en la adherencia e invasion celular en el hospedador,
y acttan como los principales antigenos inductores de anticuerpos
neutralizantes. Debido a las multiples combinaciones posibles entre las

diferentes H y N, existen multiples subtipos antigénicos.

El genoma se encuentra en el interior de la capsida virica y esta compuesto por
8 segmentos de ARN, de cadena sencilla y polaridad negativa. Los virus de IA
se caracterizan por su variabilidad genética, producido principalmente por dos
mecanismos: una elevada tasa de mutaciones puntuales, y la capacidad de
recombinar los segmentos del genoma dando lugar a nuevos subtipos durante
las coinfecciones. Las H y N son las glicoproteinas que sufren mayor variacion
antigénica. Los resultados de nuevas combinaciones genéticas pueden llegar a
modificar las caracteristicas del virus, pudiendo incrementar su virulencia e
incluso la capacidad para infectar nuevas especies hospedadoras (Jurado
Tarifa, E. 2016).
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Figura 2. Representacion esquematica del virus de IA. En él se puede observar las
dos principales proteinas de superficie, la hemaglutinina (HA) la cual es
predominante y en menor proporcién la neuraminidasa (NA), también se
puede observar dentro de la bicapa lipidica los ocho segmentos de RNA
(Hilleman M. 2002)

2.2.5. Epidemiologia

El virus de influenza puede estar presente en muchas aves silvestres sin
presentar la enfermedad siendo estas aves reservorios virales asintomaticos.
La principal fuente de trasmision es el animal infectado que elimina el virus por
las heces tomando en cuenta que 1 gramo de estiércol contaminado puede
contener suficiente virus como para infectar a 1 millén de aves. El contagio se
puede dar por contacto directo de los animales, o bien se produce de manera
inmediata a través de vectores. La transmision vertical no tiene mucha

importancia (Cardona, C. 2003).

Las aves domésticas son las mas sensibles a padecer de influenza aviar en
especial las gallinas y los pavos, mientras que con menor frecuencia los patos.
Cuando esta enfermedad es altamente patdgena puede afectar rapidamente a
las aves de corral sin ninguna sefial de infeccion. Una vez establecida, se

puede diseminar rapidamente de parvada en parvada (Cardona, C. 2003).

Las cepas aviares en algunas ocasiones han infectado mamiferos, como los
brotes producidos en focas, en las aguas del noreste de los Estados Unidos en
el invierno de 1979-1980 y en afios posteriores, que produjeron una elevada
mortalidad. Ademas existe evidencia de que los pavos se pueden infectar con
virus de cerdos (Cardona, C. 2003).
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2.2.6. Excrecion Viral

Las aves infectadas por este virus de influenza aviar empiezan a secretar el
virus antes de la aparicion de signos clinicos y puede durar mas que la
enfermedad aparente Swayne y Halvorson, (2008). Segun la OIE (2009), la
excrecion viral puede comenzar 1 6 2 dias después de la infeccion. Luego de la
infeccion, los anticuerpos especificos en suero pueden ser detectados a los 5-8
dias post infeccion (dpi), con un pico maximo a los 10-14 dias. La eliminacion y
excrecion del virus en el hospedador infectado se realiza a través de saliva,
secreciones nasales y heces. En patos, se empieza a excretar los virus
después de por via cloacal después del primer dia y por via oral después del
segundo dia. La cantidad de particulas viricas eliminadas varia segun la
especie de ave, por lo tanto los reservorios naturales eliminan una menor
cantidad de particulas viricas en comparacion con otras especies de aves,

como gorriones o gallinas.

Swayne y Halvorson (2008), han realizado estudios experimentales
demostrando que el virus de IA se replica y se excreta de pollos individuales
hasta un maximo de 36 dias y pavos llega hasta 72 dias. Sin embargo, el virus
IA se puede mantener durante periodos de tiempo mucho mas largos, por lo
cual, cuando una parvada se ha infectado por el virus IA, se debe considerar
como reservorio hasta que las aves sean eliminadas y la granja se limpie y

desinfecte, sea nuevamente repoblada y no se hallen valores de IA.
2.2.7. Persistencia Viral

La supervivencia del virus de influenza aviar en el medio ambiente es minima y
se inactivan rapidamente por los rayos ultravioletas. Es poco resistente a altas
temperaturas, es por ello que los brotes son més frecuentes en invierno por las
bajas temperaturas y humedad Buscaglia (2004), pudiendo inactivarse al
aplicarle 56°C/3 horas o 60°C/30 minutos. Los virus de IA pueden sobrevivir en

las heces por al menos 35 dias a 4°C (Cordero, 2014).

Los virus de influenza aviar son relativamente estables con un pH comprendido
entre 6 y 8. Por lo tanto los virus son sensibles a pH acidos, ademas son

sensibles a los desinfectantes viricidas tales como agentes oxidantes y
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disolventes lipidicos, también se inactivan por la accion de la formalina y
compuestos de yodo (SENASA-Argentina, 2009).

La Organizacion Mundial de Salud (OMS), menciona que el virus de IA es
sensible al calor (70°C) por lo cual se descarta la transmision por carne de ave
0 sus productos si estan debidamente cocinados. Por el contrario, el virus es
estable a bajas temperaturas llegando a sobrevivir hasta un mes en la carne
congelada o refrigerada. Por eso, es necesaria una buena higiene al preparar
alimentos con carne de ave provenientes de lugares donde han ocurrido brotes
de IAAP, ya que seria facil que se diera una contaminacién cruzada entre

organos afectados con el virus y los no afectados (Cordero, 2014).

Las temperaturas altas eliminan los virus de IA, por tanto los brotes de la
enfermedad se producen mas en invierno Buscaglia (2004). Algunos datos
implican bajas humedades relativas (20 - 35%) producidas por calentamiento
interno y temperaturas frias (5°C) como se produce en invierno a favor de la

dispersién de los virus (Lowen et al., 2007).
2.2.8. Transmision

La transmision por medio de las aves silvestres, en especial aves acuaticas
han sido puntos clave para la transmision e infeccion para las aves domésticas
por la industria avicola, ya que aunque estén clinicamente normales pueden

introducir el virus en las granjas avicolas (Milton y Franson, 1999).

La entrada del virus de IA a las explotaciones avicolas se produce por:
e Traslado de aves, personas, vehiculos, equipos, piensos y jaulas
contaminados.
¢ Movimiento de aves acuaticas y marinas.
e Transporte de huevos (el virus puede estar en la superficie).
e Infeccion de pollitos en la planta de incubacién por huevos rotos
contaminados.

Dentro de la explotacion, la transmisién se produce por:

e Contacto directo entre aves sanas Yy enfermas (secreciones,

especialmente heces).
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e Contacto con materiales, piensos, agua, equipo y ropa contaminados.

e Via aerbgena.

La dispersion entre paises se produce por el trafico internacional de aves vivas

y por las aves migratorias (su posible papel no esté claro).

2.2.9. Signos Clinicos

Los sintomas clinicos que presentan las aves infectadas por el virus de 1A
varian dependiendo del subtipo implicado, la cepa del virus, la dosis, la especie
afectada, la edad y los factores ambientales. En las aves, el periodo de
incubacion medio es de 3 a 5 dpi, con un maximo de 21 dpi. En las aves
inoculadas por via intravenosa tiene una duracion de pocas horas y 24 horas

en los pollos inoculados por via intranasal (Swayne y Halvorson, 2008).

Buscaglia, (2004) y Martin et al., (2007) mencionan que los sintomas en aves
domeésticas principalmente en pollos y pavos, los virus de IA con alta, mediana
y baja patogenicidad puede presentar los siguientes signos clinicos:

e Morbilidad y mortalidad del 0 al 100% (dentro de las 24 a 48 horas 6
hasta una semana) sobretodo en los cuadros altamente patdégenos.

e Disminucién en la produccién de huevos (perdida de la pigmentacion,
huevos deformes 0 fragilidad de la cascara).

e Problemas respiratorios (sinusitis, tos, estornudos, estertores y
lagrimeo).

e Edema peri orbital, de la cara, cresta, y barbillas cianéticas (sobre todo
en pavos).

e Depresion (hacinamiento, inactividad).

e Anorexia y emaciacion.

e Desordenes nerviosos.

e Diarreas (verdosas 0 blancas en algunas aves).

e Equimosis en zancas y patas.

2.2.10. Lesiones Macroscopicas

Las lesiones macroscopicas se presentan dependiendo el grado de

patogenicidad del virus. En pavos se presenta especialmente enteritis catarral
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fibrinosa a nivel de ciego, intestino o ambos sitios Calnek, B. (2000). La
patogenicidad de los virus determina su ubicacion en el organismo (Buscaglia,
2004).

Cuando la afeccion se presenta en su forma altamente patdgena, las lesiones
macroscopicas son:

e Deshidratacion.

e Severa congestion de la musculatura.

e Hinchazén de la cabeza y cresta.

e Hemorragias en tarsos patas y cabeza.

e Necrosis de cresta y barbas.

e Petequias en 6rganos viscerales.

Cuando la enfermedad es producida por cepas de baja patogenicidad se puede
observar:
¢ Inflamacion catarral, fibrinosa, serofibrinosa, mucopurulenta o caseosa a
nivel senos.
e Engrosamiento y exudado fibrinoso o caseoso en sacos aéreos.
e Peritonitis catarral fibrinosa y peritonitis por ruptura de yema.

e Exudado en oviductos de aves ponedoras

2.2.11. Diagnostico Clinico

Para realizar un diagndstico clinico se puede realizar tomando en cuenta los
signos clinicos, lesiones macroscépicas pero no es un diagnéstico preciso.
Dado que la sintomatologia producida por los virus de IA puede variar
dependiendo de los factores anteriormente mencionados, los signos clinicos no
pueden considerarse patognomonicos. Por este motivo, la sospecha de un

brote de IA debe ser confirmada mediante el analisis de laboratorio (OIE 2015).
2.2.12. Diagnostico de Laboratorio

Para realizar el analisis en laboratorio es muy importante tener en cuenta el
transporte de las muestras, para mantener las muestras en buen estado se

utiliza los UTM Medio de Transporte Universal.
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El Medio de Transporte Universal (UTM), esta disefiado para la recoleccion,
transporte, mantenimiento y almacenamiento en congelacion (-70°C) de virus
como el de la gripe H1N1, Chlamydia, Mycoplasmas y Ureaplasmas. Ademas
es eficiente para pruebas rapidas de antigeno, DFA, y ensayos moleculares. Es
un medio estable a temperatura ambiente. Garantiza una rapida liberacion y
dispersion de la muestra (particulas virales) durante la agitacion debido a la
presencia de tres perlas de vidrio en cada tubo.

2.2.12.1. Aislamiento del virus de la influenza aviar

El aislamiento consiste en inocular extractos de 6rganos (pulmon, traquea,
intestino, cerebro) y heces de aves muertas o hisopos 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 embrion de pollo. Estos
embriones se deben obtener de gallinas SPF (libres de patdégenos especificos).
Las muestras de aves vivas deben incluir hisopos orofaringeos y cloacales
(OIE, 2015).

Primeramente se deben revisar los huevos embrionados en camara oscura con
el ovoscopio, para certificar la edad, la viabilidad y la localizacion del embrién,
esto se debe hacer antes de inocular los embriones. 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 camara de aire y en el extremo
opuesto a donde se encuentra el embridon. 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. Generalmente el virus de la
IA mata a los embriones entre los dos y cuatro dias postinoculacién, aunque la
cepa H5N1 altamente patdgena puede matar al embrion 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 incubacioén, para la realizacion de la

prueba de hemaglutinacion (HA). Si no se detecta HA se debe repetir el
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procedimiento anterior utilizando fluido alantoideo sin diluir como in6culo. 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, rapida y
sencilla identificarlo mediante la hemaglutinacion en placa. En todos los casos
donde se demuestre la presencia de hemaglutininas en embriones inoculados,
se debe descartar la presencia de otros agentes hemaglutinantes como los

paramyxovirus aviares.

Al encontrar resultados positivos en una prueba HA del fluido alantoideo,
existen varias técnicas que permiten confirmar la presencia de un virus
Influenza A, inmunodifusibn en gel de agar (AGID), ELISA o técnicas
moleculares (Comision de las Comunidades Europeas, 2006, Con sello de la

Union Europea, 2005, Oficina Internacional de Epizootias, 2005).

2.2.12.2. Diagnostico serolégico

a. Pruebas de hemaglutinacién y de inhibicién de la hemaglutinacion

Existen diferentes protocolos para realizar las pruebas HA y HI. Capua et al.,
(2003) recomiendan el siguiente protocolo utilizando ejemplos que se basan en
el uso de placas de micropocillos de plastico con el fondo en V, y en las que el
volumen final para ambas pruebas es de 0,075 ml. Los reactivos necesarios
para realizar estas pruebas son PBS isotonico 0,01 M, pH 7,0-7,2, y eritrocitos
obtenidos a partir de un minimo de tres pollos SPF o SAN y combinados en un
volumen igual de solucion de Alsever. Las células deben lavarse tres veces en
PBS antes de emplearse como una suspension al 1% (concentrado de células
v/v). Deben utilizarse en cada prueba antigenos y antisueros control positivos y

negativos, segun corresponda.

e Prueba de la Hemaglutinacion
i. Se depositan 0,025 ml de PBS en cada pocillo de una placa de
microtitulacién de plastico con fondo en V.
ii. Se depositan 0,025 ml de la suspension virica (es decir, liquido
alantoideo infectivo) en el primer pocillo. Para una determinacion precisa

del contenido de HA, esta prueba debe realizarse a partir de un intervalo
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Vi.

Vii.

estrecho de una serie inicial de diluciones, es decir, 1/3, 1/4, 1/5, 1/6,
etc.

Se preparan y depositan en toda la placa diluciones a la mitad de
volimenes de 0,025 ml de la suspension virica.

Se depositan 0,025 ml méas de PBS en cada pocillo.

Se depositan 0,025 ml de eritrocitos de pollo al 1% (v/v) en cada pocillo.

Se mezcla cuidadosamente sellando la placa con cinta y se dejan
sedimentar los eritrocitos durante 40 minutos a temperatura ambiente,
es decir, a unos 20°C, o durante 60 minutos a 4°C si la temperatura
ambiente es elevada; en este tiempo los eritrocitos control deben haber
formado un boton nitido.

La HA se determina inclinando la placa y observando la presencia o
ausencia de arrastre de los eritrocitos con forma de gota. La titulacion
debe leerse a la diluciobn méas alta que da lugar a una HA completa
(ausencia de arrastre); esto representa 1 unidad HA (UHA) y puede

calcularse de manera precisa a partir del intervalo inicial de diluciones.

2.2.12.3. Pruebade inhibicién de la hemaglutinacion

Vi.

Se depositan 0,025 ml de PBS en cada pocillo de una placa de
microtitulacién de plastico con fondo en V.

Se depositan 0,025 ml de suero en el primer pocillo de la placa.

Se preparan diluciones a la mitad de volumenes de 0,025 ml del suero
en toda la placa.

Se afladen 4 UHA de virus/antigeno en volumenes de 0,025 ml a cada
pocillo y se dejan durante un minimo de 30 minutos a temperatura
ambiente (es decir, a unos 20°C) o 60 minutos a 4°C.

Se afiaden 0,025 ml de eritrocitos de pollo al 1% (v/v) en cada pocillo y
se mezcla cuidadosamente, se dejan sedimentar los eritrocitos durante
unos 40 minutos a temperatura ambiente, es decir, a unos 20°C, o
durante 60 minutos a 4°C si la temperatura ambiente es elevada; en este
tiempo los eritrocitos control deben haber formado un boton nitido.

El titulo de HI es la dilucion mas alta de suero que ocasiona la inhibicién

completa de 4 UHA de antigeno. La aglutinacion se valora inclinando las
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placas. Solamente debe considerarse que presentan inhibiciéon aquellos
pocillos en los que los eritrocitos se arrastran en la misma proporcion
que los pocillos control (que contienen solo 0,025 ml de eritrocitos y 0,05
ml de PBS).

vii. La validez de los resultados debe evaluarse frente a un suero control
negativo, el cual no debe producir un titulo >1/4 (>22 o >log2 2
expresado como el inverso), y un suero control positivo en el que el titulo

debe encontrarse dentro de una dilucion del titulo conocido.

Esta prueba es utilizada especialmente para comprobar si los anticuerpos que
indican infecciones por virus de influenza A son de subtipo H5 o H7. Los titulos
resultados de las pruebas HI pueden considerarse positivos si existe inhibicion
a una dilucion del suero de 1/16 (24 o log24 expresado como el inverso) o mas
alta frente a 4UHA de antigeno. En cada lote de pruebas de HI debe incluirse

un control del virus y del antigeno, suero control positivo y eritrocitos control.
b. Enzimoinmunoanalisis (ELISA)

Este método de diagnostico nos sirve para detectar anticuerpos contra las
proteinas virales de la nucleocapside (NP y M). Existen varios kits comerciales
de ELISA dispuestos a la deteccion de anticuerpos especificos contra el virus
de IA en suero, plasma y yema de huevo de pollos. En caso de obtener
resultados positivos se recomienda realizar pruebas de Inmunodifusién en Agar
Gel, para una mayor seguridad. Una de las ventajas de este tipo de pruebas es
gue se puede analizar una gran cantidad d muestras en poco tiempo, mientras
gue sus desventajas es su baja sensibilidad y que no se consigue el subtipo del
virus (OIE, 2009).

2.13. Tratamiento

No existe un tratamiento especifico para esta enfermedad de IA. Cuando se
confirma un foco de la enfermedad, se sacrifican y destruyen todas las aves
infectadas y expuestas, al igual la desinfeccion debe realizar muy

minuciosamente.
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2.14. Prevenciony Control

La bioseguridad es fundamental para prevenir todo tipo de enfermedades.
También es importante poner en practica sistemas de deteccion y alertas
precoces y medidos de prevencion como una estrategia eficaz frente a la
influenza aviar.

En diferentes paises han adoptado programas de vigilancia y lucha y sistemas
de deteccion y alerta precoces durante los Ultimos afos, dentro de estas

tenemos para prevenir la introduccion en las explotaciones:

Evitar el contacto entre aves de corral y aves salvajes.
— Controlar el acceso del personal y los equipos.
— Limpiezay desinfeccién de locales y equipos.
— No introducir aves de estatus sanitario desconocido.
— Declarar los casos de enfermedad y muerte de las aves.
— Eliminar adecuadamente el estiércol y las aves de corral muertas.
Ante un foco:
— Sacrificio y destruccion de todos los animales infectados y expuestos (y
sus productos).
— Vigilancia de aves potencialmente infectadas o expuestas (y sus
desplazamientos).
— Estricta cuarentena.
— Control de vehiculos.
— Descontaminacion de establecimientos infectados.

— Esperar al menos 21 dias antes de repoblar.

Otra medida de prevencion es la vacunacion que puede ser eficaz como
medida de emergencia ante un foco o como medida de rutina en una zona

endémica, para reducir la incidencia o la gravedad de la enfermedad.

Existen las llamadas “zonas de riesgo” que se estab

lecen basadas en la abundancia de aves silvestres o de pasos migratorios,
densidad de explotaciones de aves domésticas, dificultades para lograr el
correcto aislamiento entre ambas, etc., donde las medidas preventivas se
realizan con mayor rigor, y zonas de especial vigilancia, sometidas a medidas

muy similares aunque de menor intensidad (Programa Vigilancia 1A, 2016).
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2.15. TRABAJOS RELACIONADOS SOBRE EL TEMA

Thomazelli,et al., (2012) realizo la Vigilancia Molecular del Virus de la
Enfermedad de Newcastle en Aves Domésticas y Silvestres de la Costa
Nororiental y Bioma Amazoénico De Brasil en la que indica: Brasil es uno de los
paises mas grandes del mundo con una rica diversidad de vida silvestre,
incluyendo aves silvestres residentes y migratorias, que pueden ser reservorios
naturales del virus de la enfermedad de Newcastle (NC). Debido a que Brasil
es un importante exportador mundial de carne de pollo, la apariciéon de tal
enfermedad puede tener un enorme impacto negativo no solo en la economia
debido a restricciones comerciales y embargos, sino también a la calidad de
vida de la poblacién. Se tomaron muestras de 1.022 aves domeésticas y
silvestres asintomaticas de la costa brasilefia y de la regidbn amazdnica
utilizando hisopos traqueales/cloacales y analizados por RT-gPCR. Los
resultados mostraron que 7 (0,7%) aves fueron positivas para el virus de NC. A
continuacion, las muestras positivas se aislaron en huevos de pollo
embrionados y sus genes de proteina de matriz se secuenciaron parcialmente,
revelando un virus de NC con baja patogenicidad. Este estudio confirma el

mantenimiento del estado libre de virus de Newcastle velogénico de Brasil.

Valladares Gago, J. G. (2015). “Deteccion del virus de influenza aviar en patos
domésticos de crianza familiar en las Provincias de Huaral y Huaura” nos
menciona que: Influenza Aviar impacta en la salud publica debido a que
representa un potencial riesgo zoonético. Ademas, es una amenaza para la
industria avicola debido a que puede causar una elevada morbilidad y
mortalidad en las aves afectando la economia y el comercio. El virus de
Influenza Aviar ha sido aislado de una amplia variedad de especies aviares
como por ejemplo los patos domésticos que pueden ser posibles portadores
silenciosos del virus. El objetivo del presente estudio fue evaluar la presencia
del virus de Influenza Aviar en patos domésticos de crianza familiar en las
provincias de Huaral y Huaura. Se colectaron 600 muestras de hisopado
cloacal de patos domésticos de traspatio sin distincion de sexo o edad, las
cuales fueron analizadas mediante aislamiento viral en huevos embrionados de

pollo SPF. La presencia del virus de la Influenza Aviar fue determinada por la

31



actividad hemaglutinante del fluido alantoideo, y confirmada mediante un kit de
diagnéstico rapido, que utiliza anticuerpos monoclonales. El 100% (600/600) de
las muestras analizadas fueron negativas al virus de Influenza Aviar en este
estudio con una prevalencia deterministica de 0%. Se concluyé que las aves
incluidas en el muestreo no se encuentran infectadas con el virus de Influenza

Aviar.

Buendia Endara, R. A. (2015). Realizé un trabajo de investigacion en la que
consistia en la Deteccion del virus de la enfermedad de Newcastle en patos
criollos (Cairina moschata) de traspatio. El objetivo del presente estudio fue
determinar la presencia del virus de la Enfermedad de Newcastle (PMAV-1) en
patos de traspatio en dos provincias del departamento de Lima (Huaral y
Huaura), en el departamento de Lima. Seiscientas muestras de hisopado
cloacal de patos de traspatio fueron colectadas desde febrero hasta julio del
2012. Dichas muestras se analizaron mediante aislamiento viral en huevos
embrionados SPF. La presencia del virus de Newcastle fue determinada por la
actividad hemaglutinante del fluido alantoideo, y confirmada mediante la prueba
de Inhibicion de la Hemaglutinacion utilizando anticuerpos especificos. El total
de las muestras analizadas en este estudio fueron negativas a la presencia del
virus de la Enfermedad de Newcastle. La técnica de evaluacion de riesgo
mediante simulacion de Monte Carlo (programa @Risk) indico que la
probabilidad de encontrar el virus de la enfermedad de NC en patos de
traspatio fue de 0.1% con un intervalo de confianza de 0.004 a 0.6%. La
prevalencia encontrada fue muy baja para considerar a estas aves como

posible fuente de infeccién hacia las aves domésticas.

Armijos (2014) y Guaya (2015). Realizaron trabajos sobre el aislamiento del
virus de la enfermedad de Newcastle en gallinas domesticas en el Cantén
Zapotillo Provincia de Loja. En los cuales se tomaron muestras de hisopados
cloacales distribuidos estas muestras procedieron de aves que presentaron
signos clinicos de la enfermedad, pero la mayor cantidad de muestras se
obtuvieron de aves sanas, las cuales fueron utilizadas para realizar aislamiento
viral en huevos embrionados de 9 a 11 dias, se utilizé el fluido alantoideo para
comprobar la presencia del virus de los huevos inoculados a través de la

prueba de Hemoaglutinacion y confirmada mediante la técnica de RT-PCR la
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cual ademas de determinar la presencia del virus, puede identificar su
patogenicidad, utilizando primers especificos que reconocen el sitio de corte de
la proteina F. Los resultados obtenidos fueron positivos a la Enfermedad de

Newcastle

Buscaglia, C. (2004). En su articulo publicado sobre Influenza Aviar menciona
que: La influenza aviar (IA) de alta patogenicidad (IA AP) es extremadamente
contagiosa, multisistémica, conduce a elevada mortandad y es causada por
algunos H5 y H7 subtipos del tipo A del virus de influenza. Es una enfermedad
de la lista A de la OIE (Office International des Epizoties) y no se conoce un
reservorio del virus en aves silvestres como en los virus de baja patogenicidad.
La prueba de inmunodifusion en agar gel se convirtio el standard internacional
para el diagnostico serologico y vigilancia. En 1972, se demostré que el
principal reservorio y el huésped natural para virus de Influenza aviar
moderadamente patdgena o baja patogenicidad (IA MP) eran aves acuaticas
silvestres del orden Anseriformes. En 1979, el clivaje de la hemaglutinina se
identific6 como el mayor determinante de la virulencia de virus de IAAP. La
primera vez que se comprob6 que la IA, produjo muertes humanas, fue en
1997 en Hong Kong lo que la convierte no solo en una amenaza para la
economia y bienestar animal sino mas importante aun, para la salud publica.
En nuestro pais la IA es considerada una enfermedad exética. La manera que
se manejan las explotaciones en Argentina alejadas de lagunas con aves
silvestres y/o migratorias y de criaderos de pavos y la escasa presencia de
mercados de aves vivas, hace casi imposible un brote de IA por lo que es
imprescindible continuar con excelentes medidas de bioseguridad y el control

por parte de las autoridades.

Guevara Oquendo, V. H., & Salazar Medina, E. F. (2013). El trabajo realizado
fue sobre "Determinacién de anticuerpos séricos contra Newcastle en aves de
pelea de veinte criaderos ubicados en la Ciudad de Riobamba“ en el cual se
evallan los resultados de la prueba ELISA para la enfermedad de Newcastle,
resultados correspondientes a muestras de suero sanguineo de 98 aves de
pelea adultas, en veinte criaderos de la ciudad de Riobamba. Se identificaron

titulos de anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle y se realiz6 una
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caracterizacion de los predios. Para realizar el estudio de investigacion se
utilizé un muestreo aleatorio estratificado de una poblacién en estudio de 130
aves de pelea adultas, siendo el tamafo de la muestra correspondiente a 98
casos. Las muestras de sangre fueron tomadas de la vena braquial del ala. Se
utilizaron técnicas de procesamiento estadisticas descriptivas mediante
cuadros y tablas. Se realiz6 una comparacion de titulos de anticuerpos por
género y por caracteristicas de los criaderos en cuanto a ubicacion, manejo e
infraestructura, de lo cual se observa que todas las aves muestreadas
presentan anticuerpos frente a la enfermedad de Newcastle, un criadero
implementa vacunacion y que las diferentes caracteristicas de los criaderos

influyen en la mayor o menor presentacion de anticuerpos.
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3. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Materiales de Campo

Mapa ArcGIS con los puntos de muestreo

300 muestras de heces aves traspatio incluidas las de rifia
Tubos UTM (medio de transporte universal)

Hisopos

Jeringas

Guantes de latex descartables

Cooler de transporte de muestras

Libreta de campo

Materiales de Laboratorio

Cajas Petri

Gradillas

Tubos de ensayo

Mechero

Cabina de bioseguridad

Placa de 96 wells fondo en U limpias
Pipetas pasteur plastica

Reactivos

Solucién de antibiéticos (Penicilina y estreptomicina)
Muestras fecales

Huevos embrionados SPF

Camara de flujo laminar tipo I

Congeladora menos 80 °C

Material descartable (guantes y mascarillas)
Mandil

Tips amarillos (hasta 200 pl)

Tips azules (hasta 1000 ul)

Agujas hipodérmicas



Jeringas de 5mi

Laminas portaobjetos

Cubetas descartables

Centrifuga

Ovoscopio

Microscopio

Incubadora

Micropipeta hasta 200ul (tolerancia maxima admitida: 5ul)
Micropipeta hasta 40ul (tolerancia maxima admitida: 0.4ul)

Micropipeta hasta 1000 ul (tolerancia maxima admitida: 10ul)

YV V.V V V V V V V VYV V

Registro de laboratorio

3.1.3. Materiales de Oficina

» Computadora
» Internet
Flash memory
Impresora
Esferografico
Lapiz

Hojas Inen A4
Marcadores
Carpetas
Camara fotogréfica
Calculadora
Cuaderno

V V V V V V V V V VYV VY

Tijeras

3.2. METODOS

3.2.1. Delimitacion del Area de Estudio

La presente investigacion fue en la Provincia de Loja, ubicada entre las

latitudes Sur: 03°19'49" y 04°45'00", constituye la provincia mas austral del
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Ecuador. Tiene una superficie aproximada de 10.790 km2 equivalente al 4% de
la superficie del pais, una altitud media de 2060 msnm y temperatura media de
18 °C.

La provincia de Loja limita con las provincias de ElI Oro al oeste; con la
provincia de Zamora Chinchipe al este; con la provincia del Azuay al norte; y al
sur con la Republica del Peru (Wikipedia, 2016).

Zamora
Chinchipe

Figura 3. Provincia de Loja (Villavicencio, 2009)

3.2.2. Tamafo y Seleccién de la Muestra

Las muestras fueron tomadas en la Provincia de Loja, de preferencia en las
zonas donde existe avicultura comercial y cerca de humedales, se utilizd

como guia el Censo Nacional Agropecuario realizado en el afio 2012.
» Tamaio de la muestra:

El tamafio de la muestra para una unidad de inferencia se determiné al aplicar
la formula de prevalencia limite (Gonzalez, 1986). La prevalencia limite implica
que la probabilidad de encontrar al menos un positivo es igual a a si es que la
prevalencia de la unidad muestral es igual o mayor que la prevalencia limite.

Para el caso, se decidid emplear 1% para influenza aviar, toda vez que la
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prevalencia de NC en la zona es igual a 9,85 % Villacis et al. (2015). Se
determiné un tamafio muestral minimo para una unidad muestral de al menos

298 muestras (n = 298). La férmula usada fue:

Donde:
log o

n= n = nlmero de muestras
Log (1-p)

p=prevalencia limite (1%)
g=1-p (1-1%=0.99)
a= confianza (0.05)
log a
n=————
log (1 -p)

log 0,05

= —2 "> _ 798 (300
"= 1og (0.99) (300)

3.2.3. VARIABLES

> Presencia del virus de la enfermedad de Newcastle e Influenza Aviar a
través del aislamiento viral.
» Determinar la patogenicidad del virus

» Caracterizar los patotipos
3.2.4. RECOPILACION DE LA INFORMACION

Para la ejecucion de la presente investigacion se realizé un trabajo de campo
apoyado de un mapa georreferenciado de la Provincia de Loja, y un trabajo de

laboratorio para realizar los andlisis de las muestras.

3.2.4.1. Trabajo de Campo

3.2.4.2. Procedimiento para generar los puntos de muestreo

Para la obtencion de los puntos de muestreo se utilizd un software académico

ArcGIS el cual es un Sistema de Informacion Geografica, que permitio ingresar
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datos georreferenciados logrando representar el area de interés en forma de
un mapa con su respectiva simbologia. Cabe recalcar que en este sistema
podemos integrar la parte grafica con su base de datos (atributos) y de esta
forma podremos realizar consultas, y generar informacion nueva a partir de
estas consultas. ArcGIS cuanta con varia herramientas pero para nuestro

estudio se utilizé la herramienta ArcMap.
3.2.4.3. Resultados del Sistema de Informacion Geogréafica ArcGIS

Una vez aplicado el sistema ArcGIS y utilizando sus respectivas herramientas
se obtuvo un total de 6150 sitios de muestreo en toda la zona 7 que consta de
Loja, El Oro, y Zamora Chinchipe. Realizando la operacion de spatial join
location herramienta de ArcMap quedaron alrededor de 816 puntos posibles
gue cumplen las condiciones ingresadas en el programa como son las vias de
acceso, ubicacién de humedales y ubicacion de granjas avicolas en la Region

7. En la provincia de Loja se obtuvieron 318 puntos de muestreo.

Figura 4. Mapa de distribucién de sitios de muestreo en la Provincia de Loja
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3.2.4.4. Puntos de muestreo en la Provincia de Loja

Para realizar el estudio en la provincia de Loja se dividio en tres zonas, para de

esta manera obtener el niUmero de muestras a recolectar por sitio.

Figura 5. Division de la Provincia de Loja por zonas

. PROVINCIA DE LOJA

YTt

itz

Fuente: El Autor (2017)
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En el siguiente cuadro nos indica el total de puntos que se debe muestrear por

zona, llegando a un total de muestras que son 300.

Cuadro 1. Puntos de muestreo por zona

ZONA Numero de Porcentaje Total Muestras a Total de
puntos por puntos de recolectar muestras
zona muestreo  por punto
Zonal 89 27.98 % 24,92 2,79 70
Zona 2 118 37.10% 43,78 2,79 122
Zona 3 111 34.90 38,74 2,79 108
TOTAL 318 100% 107,44 300

Fuente: Investigacion directa
Elaboracion: El Autor (2017)

3.2.45. Técnicas de Recoleccion de las Muestras de Heces

Se realizaron visitas a las viviendas donde se encontraban las aves de
traspatio a partir de las 8 am hasta las 5 pm, con el fin de poder muestrear la
mayor cantidad de viviendas. Una vez que se nos permitia el ingreso al predio,
se procedia a la captura al azar del ave o se capturaban aves con sintomas de

enfermedad e inmediatamente se tomaba la muestra.

Para la recoleccion, transporte, mantenimiento y almacenamiento de las
muestras se adquirié un medio de transporte universal UTM, el cual cuenta con
una formulacion adicionada con antibidticos para impedir el crecimiento de
bacterias y flora fangica en las muestras tomadas y solamente mantener
viables las células que contiene el virus. En este UTM viene incorporado un

hisopo de recogida de muestras estériles.
La formulacion de Copan (UTM) es la siguiente:

e Sales balanceadas de Hank
e Albumina de suero bovino
e L-cisteina

e Gelatina
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e Sacarosa

e Acido L-glutamico
e Tampon HEPES
e Vancomicina

e Anfotericina B

e Colistin

¢ Phenol Red

La toma de muestras se la realizé directamente de la cloaca de las aves para
evitar que se contaminen con elementos extrafios que puedan impedir su
interpretacion. De no lograr extraerlas directamente del recto, se tomaron las
materias fecales logradas al momento de la deposicion o en caso extremo las
materias frescas encontradas en el piso, libres de cuerpos extrafios, de tierra o

de heces de otros animales.
Para la toma de muestras se realizaron los siguientes pasos:

1. Se tomo6 las aves de traspatio utilizando el equipo de proteccion
personal, esto se realizd con la ayuda de propietarios de las aves.

2. Para realizar el hisopado cloacal se sostuvo el mango del hisopo para
introducirlo en la cloaca teniendo cuidado de no topar la punta del hisopo
con las manos ni en otro objeto que pueda alterar la muestra.

3. Para introducir el hisopo al UTM se rompié justo donde se encuentra el
eje del punto ruptura.

4. Inmediatamente después, el hisopo fue insertado hasta el fondo del tubo
con el medio de transporte UTM, y se realiz6 un movimiento circular
para homogenizar la muestra.

5. Seguidamente se cerr6 la tapa del UTM y se rotulo el envase

Para el estudio se utilizaron 300 muestras de heces frescas e hisopados

cloacales, las cuales fueron recolectadas en un tiempo de 43 dias.
3.2.4.6. Transporte, almacenamiento, y envio de las muestras.

Inmediatamente después de la recogida de las muestras, se colocaron en un

cooler para mantenerlos a una temperatura de 2-8 °C, temperatura
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recomendada por Copan UTM para evitar el deterioro de las muestras durante

el transporte al laboratorio donde se almacenaran.

Una vez recolectadas las 300 muestras fueron almacenadas en refrigeracion
manteniendo la temperatura de 2-8 °C, en las instalaciones del Departamento
Diagnostico Veterinario de la Carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNL, para luego de haber terminado con la recoleccion de las muestras realizar

él envié de las mismas.

Para él envi6 de las muestras primeramente se puso en contacto con el
Laboratorio de Patologia Aviar de la Universidad Mayor de San Marcos Perd,
lugar donde se realizaron los andlisis de las muestras recolectadas. El envi6 se
lo realiz6 por medio de un cooler para mantener la temperatura, y con los UTM

en posicion vertical evitando que tengan movimientos bruscos.
3.2.4.7. Analisis de Laboratorio

Para realizar el andlisis de laboratorio, las muestras fueron enviadas al
Laboratorio de Patologia Aviar de la Universidad Mayor de San Marcos Peru
debido a que este laboratorio es especializado en el diagndstico aviar. Los

protocolos tomados para el andlisis son descritos a continuacion.
3.2.4.8. Preparacion de muestras para aislamiento viral

Las muestras como heces, secreciones respiratorias y tejidos estan
contaminadas con flora normal y pueden contener detritus celulares que
pueden interferir en la multiplicacion viral, por lo que deben tratarse con
antimicrobianos y clarificarse por centrifugacién antes de la inoculacién en

huevos embrionados.

e Procedimiento
1. Primeramente se homogenizaron las muestras individualmente por 15
segundos.
2. Se colecta 500 ul de cada muestra para formar grupos de 10 muestras,
haciendo un volumen total de 5 ml aproximadamente por grupo, se
marca cada uno con el coédigo correspondiente se centrifugd las

muestras a 1000 rpm por 10 minutos
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3. Posteriormente retiramos los tubos de la centrifuga cuidadosamente y se
colecta el sobrenadante en otro correctamente rotulado

4. Luego de haber colectado el sobrenadante aplicamos una solucién de
antibiotico en un volumen de 0.05 ml de penicilina - estreptomicina al
20% por ml de muestra se incubaron las muestras de 2 a 3 horas a 4 °C.

5. Se procedié a recolectar las muestras en jeringas individuales estériles
para posteriormente ser filtradas

6. Para filtrar utilizamos filtros millipore de 0.22 um, aperturandolos
cuidadosamente para evitar su contaminacion. Este procedimiento se
realiza para cada grupo formado individualmente, finalmente se colecto

el liquido filtrado en un vial estéril con un volumen minimo de 2 ml.

3.2.4.9. Aislamiento viral de huevos embrionados de gallina

Cabe recordar que el aislamiento en cultivos celulares o huevos embrionados
SPF y la subsecuente identificacion mediante técnicas inmunoldgicas o
genéticas son los métodos mas sensibles para el diagnostico de infecciones
virales cuando se dispone de muestras de buena calidad. Una de las mayores
ventajas es que se dispone del virus a nivel del laboratorio para futuras
investigaciones sobre la composicion antigénica y caracterizacion geneética,

preparacién de vacunas y estudios de resistencia antiviral.

e Procedimiento

Para realizar el aislamiento se utilizaron huevos embrionados de 9-11 dias
Se Observé en el ovoscopio si el huevo es fértil o infértil.

Seguidamente se determiné la edad del embrion.

Se localiza la cAmara de aire y se la marca.

Luego Marcamos 0.2 mm sobre la linea a lado contrario del embrion.

o gk w0 DN RE

Se desinfecta los huevos con alcohol al 70% y se abrié un pequefio orificio
perforando la cascara a nivel de la camara de aire.

7. Se Inoculo 0,8ml del sobrenadante de la muestra.

8. Tapamos el agujero con parafina (o cera de vela).

9. Se incubo los huevos inoculados a 33-34°C por 2-3 dias.

10.Se control6 y se observo dos veces al dia, para percatarse si estan vivos o

muertos.
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3.2.4.10. Cosechade los liquidos amnidético y alantoideo

Para realizar la cosecha de los liquidos se ubico los huevos inoculados a
4°C durante toda la noche.

Luego se marcé un tubo de 15 ml por cada huevo con el nimero de la
muestra inoculada.

Se desinfecto los huevos con alcohol al 70%

Seguidamente se rompi6é y removid la cascara del huevo en la camara
de aire, esto se lo realizo usando pinzas estériles.

Remover la membrana alantoidea.

Se aspir6 el liquido alantoideo usando una pipeta de 10 ml y se transfirid
al tubo de 15 ml previamente rotulado.

Aspiramos el liquido amniético usando una jeringa y aguja para
transferirlo a un tubo previamente rotulado.

Luego se centrifug6 los liquidos cosechados a 3.000 rpm por 5 minutos
para remover exceso de sangre o tejido

Finalmente se evalu6 el crecimiento viral usando la técnica de

hemoaglutinacion (HA).

3.2.4.11. Prueba de HA para determinar el titulo del antigeno

Se distribuyeron 25 ul de PBS en todos los pocillos de una placa de
microtitulacién de plastico y fondo en U.
A la primera fila de los pocillos se afiadieron 25 pl de la suspension

virica (es decir, liquido alantoideo infectivo o inactivado).

3. Alo largo de toda la placa se practicaron diluciones (96 pocillos)

Luego en cada pocillo se dispensan 25 ul de solucion de glébulos rojos.

La solucion se mezclé golpeando suavemente la placa. Se dejaron
reposar los eritrocitos durante unos 40 minutos a temperatura ambiente.

La HA se determind inclinando la placa en un angulo de 40° y
observando la presencia 0 ausencia de botones claramente
diferenciados. Tomando en cuenta que debe leerse la titulacion a la
dilucion mas alta a la que se dé una HA completa, esto representa 1
unidad HA (HAU) y puede calcularse de forma precisa a partir del rango

inicial de diluciones.
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4. RESULTADOS

4.1. PRESENCIA DEL VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE
NEWCASTLE E INFLUENZA AVIAR EN LA PROVINCIA DE
LOJA

4.1.1. Aislamiento Viral de aves de Traspatio de la Provincia de Loja
Zonal

Cuadro 2. Resultados pertenecientes a la Zona 1 de la Provincia de Loja

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE HEMOAGLUTINACION HA
ZONA 1 AVES DE TRASPATIO EN LA PROVINCIA DE LOJA

Cantoén Sector/sitio Muestras Positivos  Tipo de
Analizadas ENCI/IA Aves
Catamayo Ing. Monterrey, H. Monterey 6 0/0 Gallinas
Catamayo San pedro 12 0/0 Gallinas
Catamayo Chinchas 3 0/0 Gallinas
Catamayo Arenal 3 0/0 Gallinas
Catamayo Culanga 3 0/0 Gallinas
Catamayo Patacorral 3 0/0 Gallinas
Catamayo San agustin 3 0/0 Gallinas
Catamayo Santa rita 3 0/0 Patos
Espindola El sango, El Tambo, El Laurel 12 0/0 Gallinas
Espindola El faical 3 0/0 Gallinas
Espindola San carlos 3 0/0 Gallos de
Pelea
Gonzanama Sunamanga 3 0/0 Gallinas
Gonzanama B. Trinidad 3 0/0 Gallinas
Loja El Carmelo 3 0/0 Patos
Loja Chillipacocha 3 0/0 Gallinas
Loja Celen 4 0/0 Gallinas
TOTAL 70 0/0

Fuente: Investigacion directa
Elaboracién: El Autor (2017)

Como se muestra en el Cuadro 2 de la Zona 1 se tomaron 70 muestras de
heces frescas e hisopados cloacales, de las cuales todas fueron negativas, no
dieron resultados positivos en la prueba de hemoaglutinacion contra el virus de

Newcastle e Influenza Aviar.



4.1.2. Aislamiento Viral de aves de Traspatio de la Provincia de Loja

Zona 2

Cuadro 3. Resultados pertenecientes a la Zona 2 de la Provincia de Loja

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE HEMOAGLUTINACION HA

ZONA 2 AVES DE TRASPATIO EN LA PROVINCIA DE LOJA

Canton Sector/sitio Muestras Positivos Tipo de
Analizad ENC/IA Aves
as
Olmedo Las Pefas 3 0/0 Gallinas
Chaguarpam Chaguarpamba, Huanga 6 0/0 Gallinas
ba
Paltas Veracruz 3 0/0 Gallinas
Paltas Santa Lucia 3 0/0 Gallinas
Paltas Santa Cecilia 3 0/0 Gallinas
Paltas San Pablo 3 0/0 Patos
Paltas Sacaplanga, Jatumpamba 6 0/0 Gallinas
Paltas La Merced 3 0/0 Gallinas
Paltas Playas 3 0/0 Gallinas
Paltas Languicha 3 0/0 Gallinas
Celica La Sangui 3 0/0 Gallinas
Celica Suhgsho, Paltahuayco 6 0/0 Gallinas
Celica Celica 3 0/0 Gallinas
Celica San Jose, Cango Nuevo, Alahumbo, 12 0/0 Gallinas
Guahinche
Macara Tangula 3 0/0 Gallinas
Macara Naranijito, Numbiaranga 6 0/0 Gallos
de pelea
Macara Matadero, Guallanama, Cerro De La 9 0/0 Gallinas
Mina
Macara Macara 6 0/0 Gallinas
Macara Achima, Bellavista 6 0/0 Gallinas
Macara La Comendera 3 0/0 Patos
Gonzanama  Chiriguala 3 0/0 Gallinas
Cariamanga  Agua Dulce, San Antonio 6 0/0 Gallinas
Cariamanga Ardanza 3 0/0 Gallinas
Cariamanga San Pedro Martir, San Juan 6 0/0 Gallos
de pelea
Gonzanama  Cusure, Yaruca 6 0/0 Gallos
de Pelea
Sozoranga Los Pozos, Sozoranga 6 0/0 Gallinas
TOTAL 122 0/0

Fuente: Investigacion directa
Elaboracién: El Autor (2017)

En el Cuadro 3 se representa la Zona 2 donde se tomaron 122 muestras de

heces frescas e hisopados cloacales, de las cuales todas fueron negativas no

dieron resultados positivos en la prueba de hemoaglutinacion contra el virus de

Newcastle e Influenza Aviar.
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4.1.3. Aislamiento Viral de aves de Traspatio de la Provincia de Loja
Zona 3
Cuadro 4. Resultados pertenecientes a la Zona 3 de la Provincia de Loja

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE HEMOAGLUTINACION HA
ZONA 3 AVES DE TRASPATIO EN LA PROVINCIA DE LOJA

Cantén Sector/sitio Muestras  Positivos ENC/IA  Tipo de Aves
Analizadas
Loja Hda. Cachaco 3 0/0 Gallinas
Loja Masanamaca 3 0/0 Gallos de pelea
Loja Vilcabamba 3 0/0 Gallos de pelea
Loja Taxiche 3 0/0 Gallinas
Loja Cajanuma 3 0/0 Gallinas
Loja El Capuli 3 0/0 Gallinas
Loja Chontacruz 3 0/0 Patos
Loja Carigan, Yanacoche 3 0/0 Gallinas
Loja Motupe, Salapa Bajo, Shucos 9 0/0 Gallinas
Loja Salapa Alto 3 0/0 Gallos de pelea
Loja Solamar 2 0/0 Gallinas
Quilanga La Elvira 3 0/0 Gallinas
Quilanga El Guabo, Consahuana 6 0/0 Gallinas
Puyango La Soledad, San Jose 6 0/0 Gallinas
Puyango El Derrumbo, Valle Nuevo 6 0/0 Gallinas
Puyango Puyango Nuevo 3 0/0 Gallinas
Puyango Puyango 3 0/0 Gallinas
Celica San Agustin 3 0/0 Gallinas
Celica Balzones 3 0/0 Gallinas
Celica Curiachi 3 0/0 Gallinas
Celica Celica 3 0/0 Gallinas
Celica Roblones 3 0/0 Gallinas
Celica Quillusara 3 0/0 Gallinas
Pindal Higuerillas 3 0/0 Gallinas
Pindal Las Cochas 3 0/0 Gallinas
Pindal El Huasimo 3 0/0 Gallinas
Zapotillo Bolsa Real 3 0/0 Gallinas
Zapotillo Portachuelo 3 0/0 Gallinas
Zapotillo Linderos 3 0/0 Gallinas
Zapotillo Garza Real 3 0/0 Gallinas
Zapotillo Zapotillo 3 0/0 Gallinas
Zapotillo Pampa Blanca 3 0/0 Gallinas
Zapotillo Hulsimo 3 0/0 Gallinas
TOTAL 108 0/0

Fuente: Investigacion directa
Elaboracién: El Autor (2017)
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Como se observa en el Cuadro 4 que representa la Zona 3 donde se tomaron
108 muestras de heces frescas e hisopados cloacales, de las cuales todas
fueron negativas no dieron resultados positivos en la prueba de
hemoaglutinacion contra el virus de Newcastle e Influenza Aviar.

4.2. DETERMINACION DE LA PATOGENICIDAD DEL VIRUS

No fue posible realizarlo debido a los resultados negativos obtenidos por la

prueba HA
4.3. CARACTERIZACION DE LOS PATOTIPOS.

No fue posible realizar esta variable debido a los resultados negativos

obtenidos por la prueba HA.

4.4. PREVALENCIA DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE E
INFLUENZA AVIAR TOTAL Y POR ZONAS

En el siguiente cuadro podemos observar la prevalencia de la enfermedad de
Newcastle e Influenza aviar en la Provincia de Loja, la cual se la dividido en

tres zonas con una confianza del 95%.

Cuadro 5. Prevalencia de la enfermedad de Newcastle e Influenza aviar en la
Provincia de Loja

TOTAL MUESTRAS

ZONA MUESTRAS POSITIVAS PREVALENCIA
ZONA 1 70 0 0(0-5,10)
ZONA 2 122 0 0(0-2,92)
ZONA 3 108 0 0(0-3,30)
TOTAL 300 0 0(0-1,19)

Fuente: Investigacion directa
Elaboracién: El Autor (2017)
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La prevalencia por Zonas con un 95% de confianza fue cero siendo en la Zona
1 la prevalencia 0 y con un intervalo entre 0 y 5,10 con un tamafio muestral de
70; Zona 2 prevalencia 0 y con un intervalo entre 0 y 2,92 con un tamafo
muestral de 122; y la Zona 3 prevalencia 0 y con un intervalo entre 0 y 3,30
con un tamafio muestral de 1108; siendo el total del tamafio muestral
prevalencia 0 y se encuentra con un intervalo entre 0 y 1,19 con un tamafio
muestral total de 300. Cabe recalcar que todas estas aves que fueron tomadas
para realizar la presente investigacion, nunca fueron vacunadas contra la

enfermedad de Newcastle e Influenza Aviar.
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5. DISCUSION

Los resultados del analisis de las muestras fueron negativos en su totalidad, lo
cual indica que durante el periodo de estudio realmente el virus no estuvo
presente, resultados similares al trabajo realizado por Valladares Gago, J. G.
(2015) el cual consistio en la deteccion del virus de Influenza Aviar en patos
domeésticos en Lima, donde menciona que los resultados negativos obtenidos
en su estudio concluyen que el virus no estuvo presente en patos de traspatio
en las provincias evaluadas, sin embargo, existe la posibilidad de que no
coincidiera el tiempo de eliminacioén viral con el periodo en el que se tomaron
las muestras o que no se haya logrado aislar el virus debido a una baja carga

de eliminacién viral.

La ausencia del virus de Newcastle es causada por algunos factores como
menciona (Alexander, 1997), la infectividad del virus puede ser eliminada por
tratamientos fisicos y quimicos tales como el calor, radiaciones, procesos de
oxidacion, efectos de pH, solventes lipidicos y varios compuestos quimicos. La
velocidad a la cual es destruida la misma depende de la cepa de virus, el
tiempo de exposicion, concentracion viral, la naturaleza del medio de

suspension y las interacciones entre los tratamientos.

Se debe tomar en cuenta que la aves de traspatio incluidas las de rifia tienen
una alta rusticidad por lo cual el sistema inmune de este tipo de aves es otro de
los factores muy importantes para que exista una erradicacion de este
enfermedad, investigaciones realizadas por (Alexander, 1997) en las que
menciona que la produccion de anticuerpos es rapida, tanto a nivel local como

sistémica.

De igual manera investigaciones realizadas por Guevara (2013) en criaderos
ubicados en la ciudad de Riobamba menciona que el 100 % de la poblacion
muestreada presento anticuerpos séricos frente a la enfermedad de Newcastle.
Bricefio et al.,, (2012) también determina una seroprevalencia para la
enfermedad de Newcastle en gallos de pelea del municipio de Saboya
(Boyacd) utilizando la prueba de Inhibicion de Hemaglutinacion del 96.4 %.lo

que indica actividad viral, inmunizacion u otro tipo de exposicion al virus. Lo



cual no concuerda con los resultados negativos obtenidos en este estudio. Sin
embargo, aun con la negatividad de las muestras analizadas, no es
conveniente descartar definitivamente a estas aves como reservorios de estas
dos enfermedades en la region, esto se apoya con estudios como el de Vickers
y Hanson en 1982, los cuales sugieren que la posible seroprevalencia
reportada puede no ser indicativa de la verdadera prevalencia de las

infecciones.

Las investigaciones realizadas por Armijos (2014); Guaya (2015) determinan la
presencia de Newcastle en la provincia de Loja, demostrandose
posteriormente que se trataba de virus de baja patogenicidad o vacunales
Mufioz et al., (2016), lo que determina que en la presente investigacion no se
encontré la presencia del virus ni de campo ni vacunal. En todos los casos la
prueba de hemaglutinacion no produjo resultados positivos. Otros autores
como Sakai et al.,, (2006) ya han descrito la dificultad de aislar el virus de
Newcatle en especimenes clinicos de aves adultas sanas, especialmente las
de baja virulencia. Segun Kubista et al. (2006), la concentracién viral es tan

baja que solo la gPCR es capaz de detectarla.

En el Ecuador existen trabajos realizados sobre la prevalencia y el aislamiento
del virus de Newcastle en aves de traspatio presentando resultados positivos
en sus trabajos los mismos que al ser serolégicos no confirman ser de campo o
vacunales solo indican circulacion viral, pero existen estudios viroldgicos en
aves silvestres realizados en otros paises en la que no se logré aislar el virus
de NC. Mendoza (2012), evalud el virus de Newcastle en aves silvestres de la
laguna “Albufera” ubicada en Perd mediante aislamiento viral obteniendo
resultados negativos. Asi mismo, el Servicio Agricola Ganadero de Chile,
analizo 346 muestras de aves migratorias y silvestres para la enfermedad de
NC obteniendo resultados negativos al aislamiento viral en su totalidad. En
otros estudios de tipo seroldgico realizados en el Pertd, Chang (1998), no
encontré niveles de anticuerpos compatibles con la enfermedad de NC en aves
silvestres paseriformes y columbiformes, similar a lo encontrado por Carrion et

al., (2014), en aves columbiformes en Peru provincia de Huaral.
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La recoleccion de las muestras de heces se las realiz6 en temporada de verano
siendo otra limitante para la presencia de estas enfermedades, Buscaglia
(2004), seinala que los virus de Influenza Aviar no resisten altas temperaturas,
por tanto los brotes de la enfermedad se producen mas en invierno. Helm Juliet
D. (2003) indica que su resistencia en el medio ambiente es condicionada a
que en los locales contaminados se inactivan por si solos en un tiempo
relativamente breve y en las gallinas pierde su capacidad de infectante entre 14
y 30 dias.
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6. CONCLUSIONES

En el presente estudio se analizaron 300 muestras de hisopado cloacal y
heces frescas procedentes de aves de traspatio de la Provincia de Loja,
no se logro aislar el virus de las enfermedades de Newcastle e Influenza
Aviar mediante la técnica de aislamiento viral, la prevalencia estimada
fue de 0% con una confianza del 95% pero con un intervalo de 0 a
1.19%.

Las aves muestreadas no se encontraban infectadas con este virus,
pero aun asi no es prudente descartar a las aves de traspatio y gallos de
pelea como posibles reservorios y acarreadores de estas dos
enfermedades en la Provincia, ya que existe la posibilidad minima que
sea, pues el grado de confiabilidad alcanzado fue de 95%, teniendo un
margen de error de 5%.

Los factores ambientales son muy importantes para que no exista la
presencia de estos virus, al momento de la recolecta de las muestras la
Provincia de Loja cruzaba por la temporada de verano siendo estos dias

los mas calurosos del afio, por lo cual estos virus son eliminados.



7. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar investigaciones subsecuentes al presente, que
puedan abarcar la temporada de verano e invierno y descartar con mas
firmeza la existencia de la enfermedad de Newcastle e Influenza Aviar
Para obtener resultados precisos en el diagndstico de laboratorio, las
muestras deben ser recolectadas de forma minuciosa evitando su
contaminacion, para el trasporte, almacenamiento y envido de las
muestras se lo debe realizar evitando las variaciones de temperatura y
todas las medidas de seguridad posible.

Para mantener un mayor control de estas enfermedad de Newcastle e
Influenza Aviar se deben monitorear con mas frecuencia todas las
especies de aves incluidas aves silvestres, aves traspatio, aves de rifia 'y
las granjas avicolas comerciales, en especiales cuando estas aves

presentas sintomas de enfermedad.
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9. ANEXOS
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Figura 6. Herramienta ArcMap, trabajo con capas

Fuente: El Autor (2017)

Figura 7. Recoleccion de hisopados cloacales en gallinas traspatio



Figura 9. Recoleccién de hisopados cloacales en aves de rifia
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Figura 11. Recoleccién de muestras de heces frescas en aves de traspatio
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Figura 12. Recoleccién de muestras en patos.

Figura 13. Instalaciones del Laboratorio de Patologia Aviar de la Universidad Mayor
de San Marcos Perd.
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Cuadro 6. Registro de la recoleccién de muestras en el campo.

DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL VIRUS DE NEWCASTLE E INFLUENZA AVIAR EN AVES DE TRASPATIO EN LA PROVINCIA DE ZAMORA CHINCHIPE

RESPONSABLE: NIXON HERNAN GAONA CASTILLO

PROVINCIA EN ESTUDIO: |LOJA

TIPO DE MUESTRA: HECES

PARTE DE LOJA ZONA #1
N°de | Fechade . , . Punto de . Coordenadas GPS Numero de .
Provincia | Canton Sector/sitio Cuadrante Propietario .| Vacunacion

muestra| colecta muestreo X Y fotografia
1 17/01/2016 LOJA Catamayo | Ing. Monterrey 492 620 Angel Torres 649408,11 | 9563588,34 574 NO
2 17/01/2016 LOJA Catamayo | Ing. Monterrey 492 620 Angel Torres 649408,11 | 9563588,34 575 NO
3 17/01/2016 LOJA Catamayo | Ing. Monterrey 492 620 Angel Torres 649408,11 | 9563588,34 576 NO
4 17/01/2016 LOJA Catamayo H.monterrey 525 620 Carmen Calva 678490,03 | 9561209,52 577 NO
5 17/01/2016 LOJA Catamayo H.monterrey 525 620 Carmen Calva 678490,03 | 9561209,52 578 NO
6 17/01/2016 LOJA Catamayo H.monterrey 525 620 Carmen Calva 678490,03 | 9561209,52 579 NO
7 17/01/2016 LOJA Catamayo San pedro 523 659 Germania Celi 674999,53 | 9564148,06 580 NO
8 17/01/2016 LOJA Catamayo San pedro 523 659 Germania Celi 674999,53 | 9564148,06 581 NO
9 17/01/2016 LOJA Catamayo San pedro 523 659 Germania Celi 674999,53 | 9564148,06 582 NO
10 17/01/2016 LOJA Catamayo Chinchas 522 658 Julio Tinoco 668726,49 | 9562087,06 583 NO
11 17/01/2016 LOJA Catamayo Chinchas 522 658 Julio Tinoco 668726,49 | 9562087,06 584 NO
12 17/01/2016 LOJA Catamayo Chinchas 522 658 Julio Tinoco 668726,49 | 9562087,06 585 NO
13 17/01/2016 LOJA Catamayo Arenal 433 533 Manuel Cérdova 631354,02 | 9545810,91 586 NO
14 17/01/2016 LOJA Catamayo Arenal 433 533 Manuel Cérdova 631354,02 | 9545810,91 587 NO
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