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“DETERMINACION DE LA PRESENCIA DEL VIRUS DE
NEWCASTLE E INFLUENZA AVIAR EN AVES SILVESTRES
DE HUMEDALES DE LA PROVINCIA ZAMORA CHINCHIPE”



RESUMEN

El objetivo del estudio fue establecer la presencia del virus de Newcastle e
Influenza aviar en aves silvestres de humedales de la provincia Zamora
Chinchipe cercanos producciones avicolas. Para determinar los sitios de
muestreo recurrimos a informacion del censo avicola del 2015 (AGROCALIDAD)
en el cual constan registros del lugar donde existe avicultura, estos datos se
subid a un software académico ARCGIS el cual es un Sistema de Informacion
Geografico para generar informacidn especializada para los puntos de
muestreo. El tamafio muestral se determiné al aplicar la formula de prevalencia
limite (Gonzalez 1986). Se colectaron muestras de heces frescas de diversas
especies silvestres aviares, de las cuales se procesO para aislamiento viral
mediante la inoculacién en huevos embrionados de pollo SPF de 10 dias de
edad. El analisis estadistico se realizo calculando intervalos de confianza al 95
% utilizando el programa estadistico “R”Studio. Se dividio la provincia en tres
zonas, norte, central y sur. Se analizaron 300 muestras, la prevalencia estimada
fue de 0% con un intervalo de confianza de 0 a 1.19%. En el presente estudio no
se logro aislar los virus de la enfermedad de Newcastle e Influenza aviar en
aves silvestres en los meses de Enero a Febrero del 2016, posiblemente las
aves de la provincia no han sido expuestas al virus de estas enfermedades, sin
embargo los factores de riesgo estan enfocados a la presencia permanente de
aves migratorias especialmente en la reserva Podocarpus, otro factor de riesgo
es la movilidad que muestran las aves de combate que pueden transportar a los

virus de un lugar a otro.

Palabras clave: aves, humedales, prevalencia, riesgo, aislar.
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SUMMARY

The objective of the study was to establish the presence of Newcastle virus and
avian influenza in wild birds of wetlands of the province Zamora Chinchipe near
poultry production. To determine the sampling sites, we used information from
the poultry census of 2015 (AGROCALIDAD), which records of the place where
there is poultry production. This data was uploaded to academic software
ARCGIS which is a Geographic Information System to generate specialized
information for the sampling points. El tamafio de la muestra se determind
aplicando la férmula de prevalencia limite 1% (Gonzalez 1986). Samples of fresh
feces were collected from various avian wild species, from which it was
processed for viral isolation by inoculation in embryonated 10-day old SPF
chicken eggs. Statistical analysis was performed by calculating 95% confidence
intervals using the statistical program "R" Studio. The province was divided into
three zones, north, central and south. We analyzed 300 samples, the estimated
prevalence was 0% with a confidence interval of 0 to 1.19%. In the present study
it was not possible to isolate Newcastle disease virus and avian influenza in wild
birds in the months of January to February 2016, possibly the birds of the
province have not been exposed to the virus of these diseases, however the risk
factors are focused on the permanent presence of migratory birds especially in
the Podocarpus reserve, another risk factor is the mobility shown by the birds

that can transport the virus from one place to another.

Key words: birds, wetlands, prevalence, risk, isolate.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Newcastle (ENC) junto con la Influenza Aviar (IA) son
consideradas las enfermedades con alto grado de patogenicidad en la
produccion de aves. Son virus altamente contagioso, que afecta cerca de 250
especies de aves (Romero, 2009). La Organizacién internacional de Sanidad
Animal (OIE, 2008) indica que una de las caracteristicas de las cepas diferentes
del NDV (Newcastle Disease Viruses o Virus de la Enfermedad de Newcastle)
poseen una enorme variacion respecto a la patogenicidad en base a esto se
agrupan en cinco patotipos sobre la base de los signos clinicos observados en
los pollos infectados. Estos son: velogénico viscerotrépico, velogénico

neurotrépico, mesogenico, lentogénico o respiratorio, entérico asintomatico.

La mayoria de los virus encontrados en las aves silvestres son lentogénicos; sin
embargo, los paramixovirus aviar tipo 1 (APMV-1)1 virulentos se han establecido
en algunas poblaciones de cormoranes (Phalacrocorax spp; Orden
Pelecaniformes) y causan enfermedad en aves jovenes (CFSPH, 2008). El
APMV-1 puede ser transmitido por inhalacion o ingestion (via fecal/oral). Las
aves eliminan el virus en las heces y en las secreciones respiratorias. Las
gallinaceas eliminan el APMV-1lpor s6lo 1-2 semanas, pero a menudo las
psitacidas lo eliminan durante varios meses; algunas especies de aves

psitacidas pueden eliminarlo por mas de un afio (CFSPH, 2008).

La Influenza Aviar (IA) provoca un cuadro de tipo respiratorio muy similar al de
un resfriado comun. Sin embargo, cabe anotar que existe un grupo muy
pequefio de cepas del virus, cuya caracteristica principal consiste en producir un
cuadro de enfermedad sistémica que termina con la muerte de las aves (en
algunos casos hasta con el 100% de las aves infectadas). Aunque este grupo de
virus (conocidos como de alta patogenicidad) no son los mas predominantes, sin
embargo su aparicidn genera emergencias en los servicios veterinarios y los
servicios de salud publica, debido a que el virus es de tipo zoondético (Olaya,
Gomez, Alvarez, Soler, Romero y Villamil, 2010).



Cardona, Xing, Sandrock, y Davis, (2009) menciona que el virus de la Influenza
Aviar (IA) pertenece a la familia Orthomyxoviridae, género Influenza virus A, el
cual se puede clasificar por medio de las proteinas hemaglutinina vy
neuraminidasa. Se han registrado 15 diferentes subtipos de hemaglutininas y 9
diferentes subtipos de neuraminidasas, los cuales son importantes para el
desarrollo de estudios epidemioldgicos y la ubicacion de las fuentes de los virus
de IA. Estos virus de IA se pueden categorizar en diferentes tipos patdgenos
denominados de alta patogenicidad y baja patogenicidad, con base en la

capacidad de producir enfermedad moderada o severa en las aves.

El virus de Influenza Aviar puede afectar a muchas especies, entre otros
equinos, ballenas, focas, cerdos y aves. Las aves acudticas representan el
mayor reservorio para este virus y juegan un rol preponderante en la cadena de
transmision de éste, con diseminacion a otras aves y animales acuaticos. En las
aves silvestres, influenza A suele producir una infeccién leve o asintomatica y
s6lo ocasionalmente produce enfermedad con alta mortalidad especialmente

cuando compromete a las aves de corral (Perret y Dabanch 2008).
Para cumplir con esta investigacion se plantearon los siguientes objetivos:

e Determinar la presencia de virus de la enfermedad de Newcastle e Influenza
aviar en aves silvestres migratorias o residentes en humedales de la provincia
de Zamora Chinchipe.

e Aislar el virus de la enfermedad de Newcastle e Influenza Aviar

e Determinar los factores de riesgo de estas dos enfermedades en la provincia

de Zamora Chinchipe



2. MARCO TEORICO

2.1. El ROL DE LAS AVES SILVESTRES EN LA TRANSMISION DE
ENFERMEDADES

2.1.1. Rol de las Aves Silvestres en la Transmisién del virus de Newcastle

Es conocido que los virus APMV-1 infectan a mas de 250 especies de aves en
27 oOrdenes; otras especies aviares también pueden ser susceptibles. Las aves
silvestres, especialmente las acuaticas (orden Anseriformes), tienden a ser
portadoras asintomaticas. La mayoria de los virus encontrados en las aves
silvestres son lentogénicos; sin embargo, los APMV-1 virulentos se han
establecido en algunas poblaciones de cormoranes (Phalacrocorax spp; Orden
Pelecaniformes) y causan enfermedad en aves jévenes (CFSPH, 2010).

Durante las rutas de migracion, existe un estrés asociado, que puede ser un
factor de riesgo para la inmunodepresion, y por ende mayor susceptibilidad al
contagio de enfermedades infecciosas, o la reactivacion de infecciones latentes.
Ademas, en las rutas migratorias, estas aves utilizan ciertos lugares para
descanso y reposicion de energia, lo que favorece el contacto con otras
especies animales (silvestres y/o domésticas) y con humanos (Reed, Meece,
Henkel, y Shukla, 2003).

2.1.2. Rol delas Aves Silvestres en la Transmisién del virus de Influenza

Aviar.

Los virus de la influenza Aviar pueden introducirse a la parvada a través de aves
acuaticas migratorias, aves de corral, aves de compafiia o fomites infectados.
Las aves migratorias, capaces de volar largas distancias, pueden intercambiar
virus con otras poblaciones en los sitios donde realicen escalas o paradas, 0 en
donde pasen el invierno. Las aves silvestres normalmente son portadoras de la

forma de baja patogenicidad de los virus de la influenza aviar (CFSPH, 2010).

Estudios afirman que los virus de Influenza Aviar han convivido en relativa
armonia con las aves silvestres acuaticas durante miles de afios. Los ciclos
mejor estudiados corresponden a aves acuaticas del Hemisferio Norte, en las

cuales los virus se contagian durante la estacion reproductiva, cuando se reunen



millones de individuos. Las aves infectadas descargan el virus a través de sus
heces, que infectan los cuerpos de agua en los que se congregan. Estos
cuerpos de agua suelen congelarse luego de la reproduccion, actuando como
refrigeradores que preservan los virus hasta la primavera siguiente, cuando las
temperaturas se elevan y las aves retornan. En general, las aves que se infectan
diseminan el virus durante un periodo acotado de tiempo. Pero cada afio nacen
millones de nuevas aves susceptibles que se infectan, perpetuando el ciclo del
virus. Ademas, los distintos hospederos (aves o mamiferos) pueden infectarse
con varios serotipos de virus al mismo tiempo. Y los virus de influenza hacen lo
gue suelen hacer normalmente, multiplicandose e intercambiando segmentos de
genes sin control. Asi, constantemente se forman nuevos serotipos de virus, que
son diseminados al ambiente a partir del cual infectan a otros hospederos y
donde se mantienen afio tras afio. Cuando se rompen las barreras naturales y la
influenza aviar se transmite desde las aves silvestres a hospederos "anormales”
como las aves de granja, dependiendo del serotipo el virus es capaz de causar

enfermedad sea grave o leve y hasta la muerte (Uhart, Karesh, y Smith, 2008).
2.2. EFERMEDAD DE NEWCASTLE
2.2.1. Historiay Epidemiologia

Cuello, Vega y Noda (2011) sefialan que en 1926, se reporta una enfermedad
altamente contagiosa y mortal de las gallinas en dos lugares diferentes del
mundo, las Islas de Java, Indonesia y en la localidad de Newcastle-on-Tyne,
Inglaterra. Aunque se desconocia el agente causal, Doyle (1927) pudo
establecer la diferenciacién con la peste aviar mediante el empleo de pruebas
de inmunidad y el virus recibi6 el nombre de virus de la enfermedad de

Newcastle por el lugar donde se aislo.

Posteriormente, la enfermedad se difundi6é con rapidez a Filipinas, China, Japon,
Corea, Australia, Espafia y parte de Africa. En 1935, llega a la costa
norteamericana del Pacifico y después de 1940 se difunde al resto de América,
Egipto y todos los paises de Europa (Schmidt, 1988). A partir de este momento
se notifica la presencia de brotes de la enfermedad en todos los continentes

excepto Oceania (Aldous y Alexander, 2001)



Perozo (2012) menciona que la enfermedad de Newcastle tiene distribucion
mundial, en Latinoamérica los brotes de la enfermedad no son ajenos a la
industria avicola. Existen paises que deben convivir a diario con la enfermedad
como Venezuela, Colombia, Peru, Bolivia, México, Ecuador y algunos paises de
Centro América, mientras otros paises como Brasil, Argentina, Uruguay Yy

Panamaé se declaran libres de la misma.

En Ecuador no hay informacion registrada de los primeros brotes de la
enfermedad. Manuel Acosta, avicultor ecuatoriano alude que pudo ver
personalmente serios brotes de la enfermedad desde la década de los 70, fecha
en la cual se involucro en la crianza de pollos de engorde, a partir de entonces
los brotes se han suscitado periddicamente, originandose en zonas densamente
pobladas en aves de mdltiples edades, orientadas a la produccion de huevos y
carne (Bernal y Gonzales, 2015).

2.2.2. Etiologia

La enfermedad de Newcastle (ENC) es causada por los virus del serotipo
paramixovirus aviar del tipo 1 (APMV-1). Estos virus son miembros del género

Avulavirus en la familia Paramyxoviridae (CFSPH, 2008).

La enfermedad de Newcastle es una de las patologias mas temida por los
productores avicolas, debido a su alta morbilidad y mortalidad, generando en
consecuencia, cuantiosas pérdidas economicas y menor disponibilidad de
alimento a la poblacion. Esta enfermedad afecta notoriamente a las aves de
corral debido a su alta susceptibilidad y a las posibilidades de impacto severo.

Hasta ahora se considera endémica en muchos paises (Araujo, 2011).

Alexander y Senne, (2008) sefialan que una de las propiedades mas
caracteristicas de las distintas cepas del VDN es su enorme variacion respecto a
la patogenicidad en los pollos. Las cepas del VDN se agrupan en cinco patotipos
en base a los signos clinicos observados en los pollos infectados, estas sepas

son:

e Velogénico viscerotropico: es una forma muy patdgena en la que se observan

frecuentemente lesiones intestinales hemorragicas.



e Velogénico neurotrépico: se presenta con mortalidad elevada, habitualmente
después de signos respiratorios y nerviosos.

e Mesogénico: se presenta con signos respiratorios y sSignos nerviosos
ocasionales pero baja mortalidad.

e Lentogénico o respiratorio: se presenta con una infeccion respiratoria leve o
subclinica

e Entérico asintomético: normalmente consiste en una infeccién entérica
subclinica

2.2.2.1. Morfologia del Virus

El virus de la enfermedad de Newcastle (VNC) se trata de un virus con un
genoma no segmentado que codifica para 6 proteinas estructurales:
hemoaglutinina- euraminidasa (HN), proteina de fusion (F), nucleocapsido (NP),
matriz (M) y fosfoproteina (P) y polimerasa (L), la proteina V relacionada con la
inhibicién de la respuesta antiviral se genera a partir del gen P mediante edicion
del ARN y se considera no estructural. Las glicoproteinas HN y F son las
inmunélogicamente mas importantes pues contienen los determinantes
antigénicos responsables del desarrollo de la inmunidad protectora (Perozo,
2012).

Proteina de Hemaglutinina-

la matriz (M) neura(r::‘n)idasa
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; s
i “% L

3 50 g Nucleocapsida

Fuente. (Garcia-Sastre, 1990)

Figura 1. Estructura virus de Newcastle. Micrografia electronica
de un virién de la cepa Clone 30



2.2.2.2. Estructura gendmica del VNC

Consta una cadena de RNA monocatenario de polaridad negativa que porta el
codigo genético del VNC posee un total de 15186 nucleotidos. En sus extremos
dos secuencias extracistronicas, no codificantes, conocidas como “leader” (en
37) y “trailer” o “-leader’(en 5°) (Marcos et al. 2005).Estas dos secuencias de
control que son esenciales para la transcripcion y replicacion, flanquean los seis
genes que codifican las proteinas estructurales del VNC. En los virus RNA(-),
por consenso, el término gen se refiere a la secuencia del genoma que codifica
un Gnico Acido Ribonucleico mensajero (MRNA), incluso si esa secuencia
incluye mas de una fase de lectura abierta (ORF) o puede codificar mas de una
proteina. Entre los genes hay secuencias conservadas que indican a la
polimerasa virica la secuencia final del gen (GE) y el inicio de secuencia del gen
de cada fase de lectura abierta, separadas por regiones intergénicas no

codificantes (IS) de longitud variable en los paramixovirus (Yan y Samal, 2008)

Tiene seis genes NP, P, M, F, HN, L, siendo las mas importantes la
hemaglutinina- neurominidasa (H/N) y la de fusién (F) que confieren al virus
propiedades biolégicas de hemaglutinacion y fusion respectivamente (Buendia,
2015).

La proteina F permite la fusion de la membrana del virus con la membrana de la
célula. Durante la replicacion de los viriones el precursor de esta glicoproteina
(FO) es cortada para producir dos proteinas F1 y F2 las cuales son necesarias

para que estas particulas sean infecciosas (Leon et al., 2009).

Se ha determinado que la patogenicidad de las cepas esta asociada a la
secuencia de aminoacidos en el punto de corte de la proteina. La secuencia
consenso en la regiéon Carboxilo Terminal de la proteina F2 para cepas
velogénicas y mesogénicas es 112R/K-R-Q-K/R-R-116 y una fenilalanina F117
en la terminacién amino de la proteina F1, mientras que las cepas con baja
patogenicidad , lentogénicas poseen la secuencia: 112G/E-K/R-Q-G/E-R116 y
una L (leucina) en el residuo 117 (Ledn et al., 2009).



2.2.3. Resistencia del Virus

Alexander y Senne, (2008) mencionan que la infectividad del virus se elimina
mediante tratamientos fisicos y quimicos tales como el calor, radiaciones,
procesos de oxidacion, efectos de pH, solventes lipidicos y varios compuestos
quimicos. La velocidad de perdida de infectividad depende de la cepa de virus,
el tiempo de exposicion, concentracion viral, la naturaleza del medio de

suspension y las interacciones entre los tratamientos
2.2.4. Transmision

La transmisién ocurre por contacto directo entre las aves a través de la
inhalacion de aerosoles y particulas de polvo, o por medio de la ingestion de

alimentos contaminados y agua (Guevara y Salazar, 2013)

El APMV-1 se transmite facilmente mediante fémites. La supervivencia se
prolonga en las cédscaras de huevo y principalmente, en las heces, si se la
compara con la supervivencia en una superficie inorganica (papel filtro) (CFSPH,
2008)

2.2.5. Patogenia

Las lesiones varian de acuerdo con el patotipo o virulencia de la cepa. Los virus
altamente virulentos que causan la muerte en forma aguda, pueden no
ocasionar lesiones durante las primeras fases de la enfermedad, haciéndose
necesario recurrir al examen de un gran nimero de aves para visualizar las
lesiones. Posteriormente, en la medida en que las aves van respondiendo a los
efectos producidos por el virus, las lesiones pueden hacerse mas evidentes
(Mossos et al.,, 2004). Las lesiones de gran significancia, normalmente se
encuentran solo en aves infectadas con cepas velogénicas. La cabeza o regién
periorbital pueden estar hinchadas, y el tejido intersticial del cuello puede ser
edematoso, en especial cerca de la entrada toracica. Se puede encontrar
congestion o hemorragias en la parte caudal de la faringe y en la mucosa
tragueal y a veces se producen membranas diftéricas en la orofaringe, trdquea y
el es6fago. Petequias y pequefias equimosis pueden observarse en la mucosa
del proventriculo. Las hemorragias, ulceras, edema y/o necrosis a menudo se

producen en las tonsilas cecales y tejidos linfaticos de la pared intestinal



(incluyendo las placas de Peyer); esta lesion es indicativa de la enfermedad de
Newcastle (CFSPH, 2008).

2.2.6. Formas de Presentacion de la Enfermedad de Newcastle.

Segun Mohanty y Dutta (1988), se han descrito 4 formas distintas de esta

enfermedad.
a) Forma Doyle (Asiética).

Esta es una infeccion aguda mortal de los pollos en todas las edades, causada
por ciertas cepas velogénicas viscerotropicas, caracterizada por diarrea verdosa
y teflida de sangre, deshidratacién, temblor, torticolis, y paralisis de patas o alas,
con regiones hemorragicas que destacan sobre todo en el tubo digestivo, la

mortalidad es cerca del 90%.
b) Forma Beach (neumoencenfalica)

Infeccién a menudo mortal, de pollos de todas las edades, causadas por cepas
velogénicas neurotrépicas, caracterizada por lesiones en las vias respiratorias y
sistema nervioso central. Los signos sobre dificultad respiratoria, tos, jadeo
como signo muy notorio, no existen hemorragias en el tubo digestivo. La

mortalidad es del 10 al 15%, pero puede llegar al 90% en crias.
c¢) Forma Beaudette

Infeccion respiratoria aguda ocasionalmente infecciosa nerviosa mortal en
pollitos de 21 corta edad, causada por cepas mesogénicas, Cuyos Signos

clinicos incluyen: tos y anorexia.
d) Forma Hitchner

Infeccion respiratoria de leve o inaparente, causada por cepas lentogénicas.
2.2.7. Signos clinicos

Los signos clinicos y lesiones de la enfermedad no son patognomaonicos, varian
con la cepa viral, el huésped, la edad, el nivel de proteccion inmunolégica
y otros factores, estos pueden variar de 100% de mortalidad en aves no
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vacunadas a solo una baja en la produccion de huevos en ponedoras

aparentemente sanas y bien vacunadas (Miller y Koch, 2012).

CFSPH (2008) sostiene que las cepas velogénicas causan enfermedad grave y
a menudo mortal, en pollos. Los sintomas clinicos son muy variables. La
mayoria de las aves estan letargicas e inapetentes y las plumas pueden estar
erizadas. El enrojecimiento de la conjuntiva y el edema pueden ser un sintoma
temprano. Algunas aves desarrollan diarrea acuosa, verde o blanca, signos
respiratorios (incluyendo cianosis) o inflamacién de los tejidos de la cabeza y el
cuello. También pueden observarse signos neurolégicos tales como temblores,
espasmos clénicos, paresia o pardlisis de las alas y/o patas, torticolis (cuello
torcido) y marcha en circulos. Pueden ocurrir signos nerviosos simultaneamente
con otros sintomas, pero generalmente se veran mas adelante en el curso de la
enfermedad. La produccién de huevos a menudo disminuye drasticamente y los
huevos pueden ser deformes, de color anormal, asperos, o de cascara delgada
y con albumina acuosa. También es comun la muerte subita, con poco o ningan
signo. Las aves que sobreviven mas de dos semanas normalmente viven, pero
pueden tener dafio neurolégico permanente y/o una disminucién permanente en
la produccion de huevos. Los sintomas pueden ser de menor gravedad en las

aves vacunadas.

2.2.8. Diagndstico

2.2.8.1. Diagnéstico clinico

Desde el punto de vista clinico es dificil llegar a un diagnéstico definitivo, casi
siempre es necesario de pruebas de laboratorio que permitan confirmar esta
enfermedad (Viveros et al., 20012).

2.2.8.2. Diagnostico diferencial

Tanto el virus como la enfermedad de Newcastle debe diferenciarse de la
influenza aviar, pues este virus también hemoaglutina los glébulos rojos de pollo
y causa signos clinicos similares a los observados en la enfermedad de

Newcastle. La forma lentogénica del Newcastle puede confundirse con otras
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enfermedades de tipo respiratorio como bronquitis infecciosa, micoplasmosis,

pneumovirosis, etc (Mollinedo, 2006).

2.2.8.3. Diagnoéstico de laboratorio

El diagndstico definitivo de la enfermedad de Newcastle se hace por medio de
aislamiento e identificaciéon del agente infeccioso. Las principales pruebas de
laboratorio son la hemoaglutinacion (HA) y la inhibicion de la hemoaglutinacién
(HI), utilizando el virus. La prueba de virus neutralizacion usando antisuero de
ENC conocido. La prueba de neutralizacién en placa en un sistema de cultivo de
tejido. Inoculacion del virus en aves susceptibles e inmunes. Técnica de
anticuerpos fluorescentes usando un conjugado de antisuero de ENC
(Moncebaez, 2012).

2.2.8.3.1. Identificacion del agente

Las muestras de campo (hisopados cloacales) se colecta en un medio de
transporte universal para virus (UTM), una vez purificados en el laboratorio se
adiciona una solucion de antibidticos que contiene 2.000 unidades/ml de
penicilina; 2 mg/ml de estreptomicina, 50 yg/ml de gentamicina y fluconazol
1mg/ml, con un pH ajustado a 7.4 de toda la solucién de antibioticos, se usa en
proporcion de 1 a 1 (Villacis et al., 2014).

Se inoculan en la cavidad alantoidea de huevos embrionarios de aves de corral
de 9-11 dias de edad. Los huevos se incuban a 37°C durante 4— 7 dias. El
liguido alantoideo de cualquier huevo que contenga embriones muertos o
moribundos, cuando surgen, y todos los huevos al final del periodo de
incubacion se ensayan para detectar actividad hemaglutinante (OIE, 2008).

2.2.8.3.2. Pruebas HAy Hi

En diferentes laboratorios se practican variaciones de los procedimientos para
las pruebas HA y HI. Los siguientes ejemplos recomendados emplean placas de
micro titulacion de plastico y fondo en V en las que el volumen final para ambos
tipos de prueba es de 0,075 ml. Los reactivos necesarios para estas pruebas
son PBS isoténico (0,1 M), pH 7,0-7,2, y RBC procedentes de un minimo de
tres pollos SPF y agrupados en un volumen igual de solucion de Alsever. Si no
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se dispone de pollos SPF, se puede emplear sangre procedente de aves no

vacunadas que se controlen regularmente y muestren estar libres de

anticuerpos frente al NDV). Las células se deberian lavar tres veces en PBS

antes de usarlas como suspension al 1% (células empacadas v/v). Deberia

realizarse en cada prueba, de modo apropiado, un control positivo y negativo de

los antigenos y de los antisueros (OIE, 2012).

a) Pruebas de hemaglutinacion

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

A cada pocillo se adicionan 0,025 ml de la suspension virica (p. ej. liquido
alantoideo infectivo). Para una determinacién precisa del contenido de HA,
se deberia hacer a partir de una serie de diluciones muy cercanas a una
inicial, p. ej. 1/3, 1/5, 1/7, etc.

A lo largo de toda la placa se practican diluciones al doble de la suspension
virica en volimenes de 0,025 ml.

Posteriormente se adicionan a cada pocillo 0,025 ml de PBS.

En cada pocillo se dispensan 0,025 ml de RBC de pollo al 1% (v/v).

La solucion se mezcla golpeando suavemente la placa. Se dejan estaticos
los RBC durante unos 40 minutos a temperatura ambiente, p. ej.
aproximadamente a 20°C, o durante 60 minutos a 4°C si las temperaturas
son altas, considerando que los RBC control deberian sedimentar de una
forma distinta.

La HA se determina inclinando la placa y observando la presencia o
ausencia de una corriente en forma de lagrima de los RBC. Deberia leerse
la titulacién a la dilucion mas alta a la que se de una HA completa (sin
corriente); esto representa 1 unidad HA (HAU) y puede calcularse de forma
precisa a partir del rango inicial de diluciones.

b) Prueba de inhibicién de la hemaglutinacién

Se dispensan 0,025 ml de PBS en cada pocillo de una placa de
microtitulacion de plastico y fondo en V.

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



13

e Ao largo de la placa se realizan diluciones dobles del suero en volumenes
de 0,025 ml.

e A cada pocillo se afiaden 4 HAU de virus/antigeno en 0,025 ml y la placa se
deja durante un minimo de 30 minutos a temperatura ambiente, p. €j. en
torno a 20°C, o 60 minutos a 4°C.

e A cada pocillo se afiaden 0,025 ml de RBC de pollo al 1% (v/v) y, después
de mezclar suavemente, los RBC se dejan estaticos unos 40 minutos a
temperatura ambiente, p. ej. en torno a 20°C, o durante unos 60 minutos a
4°C si las temperaturas del ambiente son altas, considerando que los RBC
control deberian sedimentar de una forma distinta.

e Eltitulo de HI es la dilucibn mayor de suero que causa la inhibicion completa
de 4 HAU de antigeno. La aglutinacién se valora inclinando las placas.
Deberia considerarse que muestran inhibicion solo aquellos pocillos en los
gue la corriente de RBC se produce a la misma velocidad que los pocillos
control (que contienen 0,025 ml de RBC y 0,05 ml de PBS).

e La validez de los resultados deberia evaluarse frente a un suero control
negativo, que no deberia presentar un titulo >1/4 (>22 o >log2 2 cuando se
expresa como el reciproco), y un suero control positivo para el cual el titulo

deberia encontrarse entre una de las diluciones del titulo conocido.

El valor de la serologia en el diagndéstico esta relacionado claramente con el
estado inmune esperado de las aves afectadas. Los titulos de HI pueden
considerarse positivos si hay inhibicién a una dilucion del suero de 1/16 (24 o
log2 4 cuando se expresa como el reciproco) o superior contra 4 HAU de
antigeno. Algunos laboratorios prefieren usar 8 HAU en las pruebas de HI.
Mientras esto se permita, afectara a la interpretacion de los resultados de modo
que un titulo positivo sera 1/8 (23 o log2 3) o superior. Se deberia incluir una
nueva titulacién del antigeno en todas las pruebas para verificar el nUmero de
HAU utilizadas (OIE, 2012).

2.2.9. Control

CFSPH (2008) indica que una buena bioseguridad puede ayudar a prevenir la
enfermedad de Newcastle en las bandadas de aves de corral; estas no deben

estar en contacto con aves de corral domésticas con estado de salud
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desconocido, cualquier ave doméstica (especialmente psitacidas), o aves
silvestres o salvajes (en particular, cormoranes, gaviotas y palomas). Siempre
gue sea posible, los trabajadores deben evitar el contacto con aves fuera de la
granja. Las medidas de bioseguridad incluyen galpones protegidos de aves
migratorias, suministro adecuado de alimento y de agua, reduccion al minimo
de los movimientos dentro y fuera de la instalacién, y la desinfeccion de
vehiculos y equipos que entran a la granja. Las plagas, de insectos y ratones
también deben ser controlados. Si es posible, los empleados deben ducharse y
ponerse ropa exclusiva para ese trabajo. También es aconsejable la cria todo
adentro / todo afuera (un grupo etario por granja), con desinfeccién entre

grupos.

La vacunacion es la herramienta preventiva mas efectiva y menos costosa para
el control, y el uso combinado de vacunas vivas atenuadas e inactivadas
induce en las aves una mayor proteccion frente a los agentes infecciosos. La
inmunizacion de las reproductoras reviste una especial importancia pues estas
le confieren a la progenie una inmunidad pasiva que puede protegerla durante

las primeras semanas de vida (Cuello et al., 2011).

2.3.INFLUENZA AVIAR.

2.3.1. Definicién

El virus de la Influenza Aviar (IA) causa infecciones transitorias e inaparentes en
aves silvestres (predominantemente aves acuaticas) y no plantea serias
amenazas a la salud de la vida silvestre, aves domésticas u otras especies. Sin
embargo, ocasionalmente, una cepa del virus de la IA evoluciona para emerger
como una significativa amenaza a la industria aviar y/o a la salud humana.
Estas cepas son llamadas cepas de “influenza aviar altamente patogénica

(Goodman y Cunningham, 2007).
2.3.2. Historia y Distribucion Geogréfica

CFSPH (2011) menciona que La influenza aviar, o “peste aviar’ como se
conocia anteriormente, fue descubierta en Italia en 1878. Esta enfermedad fue

endémica en ese pais durante los 50 afios posteriores, y se propagd a muchos
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otros paises. Entre 1901 y 1930, se informaron brotes de peste aviar en Europa,
América del Norte y del Sur, Egipto, China y Japén. Algunos de los primeros
brotes fueron autolimitantes porque las granjas solian estar aisladas, y esta
enfermedad generalmente era mortal para la mayoria de las aves. Algunas
veces los gobiernos ordenaban que las aves restantes fueran sacrificadas. En
otros casos, los granjeros las sacrificaban por voluntad propia y luego

repoblaban la granja.
2.3.3. Etiologia

Los virus de la gripe son virus RNA de cepa negativa, segmentados, que se
sitian en la familia de Ortomixoviride en tres géneros: Influenzavirus A, B y C.
Sdélo los virus de la gripe A han sido descritos como causantes de infecciones
naturales en aves. Los virus de la gripe tipo A se dividen ademas en subtipos en
base a sus relaciones antigénicas en las glicoproteinas superficiales:
hemoaglutinina (H) y neuraminidasa (N). En la actualidad se han reconocido 15
subtipos H (H1-H15) y nueve subtipos de la neuraminidasa (N1-N9). Cada virus
tiene un antigeno H y un antigeno N, aparentemente en cualquier combinacion.
Todos los subtipos y la mayoria de las combinaciones posibles han sido aislados

en especies de aves (Alexander, 2008).
2.3.4. Reservorios

Los virus de la gripe pueden infectar una gran variedad de aves y mamiferos, lo
que demuestra amplia gama de huéspedes. Aunque la influenza parece estar
bien adaptada a hospedador natural (Aves acudticas silvestres), causando
poca o0 ninguna enfermedad, cuando los virus de la gripe infectan a las especies
no hospedantes, este puede desarrollar la enfermedad. Los brotes de
enfermedades serias se han presentado en aves de corral, principalmente
pollos y pavos, asi como especies de mamiferos como cerdos, equinos,

visones, focas y humanos (Swayne y Suarez, 2000).
2.3.5. Transmision

Las aves silvestres pueden transportar el virus en su organismo, sin
necesariamente sufrir la enfermedad o morir, haciendo que a gran distancia las

aves domesticas se infecten, se enfermen y mueran a causa de este virus. Las
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aves infectadas expulsan el virus en su saliva, en las secreciones nasales y en
las heces. Las aves susceptibles se infectan cuando tienen contacto con las
secreciones contaminadas o con las superficies que estan contaminadas con

excreciones (Zuluaga, 2016).
2.3.6. Periodo de Incubacion

Segun Rojo (1987) el periodo de incubacion varia de dos a 15 dias

dependiendo de:

o El tipo de cepa.

. La cantidad de virus.

. La edad del animal.

o La susceptibilidad de la especie.

2.3.7. Patologia

En muchos casos, las aves de corral que mueren por una manifestacion aguda
de la enfermedad carecen de lesiones patolégicas visibles. En las infecciones
agudas encontradas en los pollos hay congestion pulmonar grave, hemorragias
y en los pollos muertos, edemas; los otros 6rganos y tejidos tienen una
apariencia normal. Se observan lesiones mas variadas y visibles en pollos que
sobreviven de 3 a 5 dias incluyendo congestién y/o cianosis de la cresta y
barbilla y cabezas hinchadas. Los cambios en las crestas y barbillas
evolucionan desde areas de depresion rojo oscuras a areas azules de necrosis
isquémica. Internamente, las caracteristicas de las infecciones agudas por virus
causantes de la IAAP son cambios hemorragicos, necréticos, congestivos y
trasudados. Frecuentemente, los oviductos e intestinos muestran cambios

hemorragicos severos (Agrocalidad, 2015)

A medida que la enfermedad evoluciona, el pancreas, higado, bazo, rifiones y
pulmones pueden presentar focos necréticos amarillentos. Las hemorragias
(petequiales o equimo- ticas) cubren la grasa abdominal, superficies serosas y
el peritoneo. La cavidad peritoneal frecuentemente se llena con yemas de
huevos provenientes de la ruptura del ovario., asociado con inflamacion severa

de los sacos aéreos y peritoneo en aves que sobreviven de 7-10 dias. Las
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hemorragias podrian estar presentes en el proventriculo, especialmente en la
union con el ventriculo (molleja). En casos producidos por virus de la IA de leve
patogenicidad, se pueden observar lesiones en los senos, caracterizadas por
inflamacion catarral, serofibrinosa, mucopurulenta o caseosa. La mucosa
traqueal puede estar edematosa con exudado variando de seroso 0 caseoso.
Los sacos aéreos pueden estar engrosados y contener exudado de fibrinoso a
caseoso. Puede observarse peritonitis de catarral a fibrinosa y peritonitis por la
presencia de yemas de huevo en la cavidad, enteritis de catarral a fibrinosa en
los ciegos y/o intestino, particularmente en pavos, y exudados en los oviductos
de aves ponedoras. Las lesiones histopatoldgicas previamente descritas no son
definitivas para diagnostico de IAAP, aunque la vasculitis en el cerebro y otros

organos deben hacernos sospechar de la enfermedad (OIE, 2007).
2.3.8. Signos Clinicos

Los signos de la enfermedad son en extremo variables y dependen de la
especie afectada, edad, sexo, infecciones concomitantes, virus, factores
ambientales, etcétera. Las infecciones pueden variar clinicamente en:
subclinicas (no patogénicas), respiratoria aguda Yy/o urogenital (baja
patogenicidad) y enfermedad sistémica severa (alta patogenicidad). Por lo tanto
la 1A puede manifestarse como una enfermedad respiratoria, entérica,
reproductiva o neurolégica. Signos clinicos descriptos pueden incluir descenso
en la produccion de huevos, huevos en farfara o deformados, hinchazén de la
cabeza, parpados, cresta, barbillones y garrones; cianosis de los barbillones,
crestas y patas; problemas respiratorios con descargas nasales claras,
mucopurulentas o0 sanguinolentas; tos; trastornos nerviosos, incoordinacion;

plumaje erizado; inapetencia; depresion y diarrea (Buscaglia, 2004).
2.3.9. Pruebas de Diagnoéstico

Los virus de la Influenza Aviar pueden identificarse a través de las pruebas de
reaccion de cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR), la
deteccion del antigeno o el aislamiento viral en muestras de exudados de las
vias respiratorias y faringeas. La prueba de RT- PCR es normalmente la primera

gue se realiza para detectar la infeccién por virus de linaje asiatico H5N1. El



18

aislamiento viral se realiza en los laboratorios de referencia H5 de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En los EE.UU, los Centros para el
Control y Prevencion de Enfermedades de EE.UU. (CDC) confirman las
muestras que resultan positivas segun las RT-PCR o las pruebas de antigeno.
Las pruebas RT-PCR y de antigeno de los virus de la influenza aviar deben
realizarse en laboratorios con condiciones de bioseguridad de nivel (BSL) 2. Se
necesitan laboratorios con condiciones de bioseguridad de nivel 3+ mejoradas
para realizar el aislamiento de los virus H5N1 de IAAP. La serologia se ha
utilizado para vigilancia. El ensayo de microneutralizacion es la prueba mas
confiable para detectar anticuerpos contra los virus de la influenza aviar
(CFSPH, 2010).

2.3.10. Diagndstico Diferencial

En el diagnostico diferencial de IA con otras patologias hay que tener en cuenta
tanto las enfermedades de aves que cursan con alta mortalidad (enfermedad de
Newcastle en su presentacién velogénica, laringotraquitis infecciosa, Peste de
los patos, envenenamiento) como las enfermedades que cursan con inflamacién
de crestas y barbillas (colera aguda y otras enfermedades septicemias, celulitis

bacterianas de crestas y barbillas) (Sanchez et al., 2006).
2.3.11. Tratamiento

En la mayoria de los paises, incluidos EE.UU. y Canad4, no se trata la influenza
aviar de alta patogenicidad en la aves de corral; los brotes se controlan
mediante erradicacion (CFSPH, 2010).

2.3.12. Medidas de Prevencién y Control

La bioseguridad es fundamental para el control de esta enfermedad. El manejo
de lotes “todo dentro-todo fuera” supone la prevencion de la difusién dentro de
lotes de aves. Por otra parte, todos los equipos, materiales y personal deben ser
desinfectados adecuadamente al entrar y salir de las granjas (Buscaglia, 2004).

La vigilancia contra la IA demanda la organizacion de un sistema estructurado,
gue involucre a todos los productores en cualquier escala, a fin de aumentar la

sensibilidad para la alerta precoz y el inicio inmediato de las acciones de
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respuesta. Por consiguiente en los sistemas de produccion intensiva, el
monitoreo continuo de los indicadores bioproductivos de las aves y de los
factores que en ellos influyen deben constituir un objetivo del sistema de
vigilancia (vigilancia pasiva), para que ante alguna desviacion de sus patrones
normales, se dirijan acciones al diagnodstico de sus causas, y mediante el
empleo combinado de técnicas serologicas y virolégicas aumentar la

detectabilidad de una probable infeccion (Zamora et al., 2008).

La vacunacion contra los virus de |Aen la avicultura de traspatio es dificil de
implementar y mantener a largo plazo. Esto se debe a que la mayoria de paises
en desarrollo afectados por el subtipo H5N1 no tienen los recursos necesarios
para considerar a esta medida como una opcion viable, por lo cual, es un

desafio la proteccién vacunal en este tipo de crianza (Munir, 2009).
2.3.13. Vacunacion

La prevencion y el control de esta enfermedad en los animales en el mundo se
realizan por medio de la inmunizacion con vacunas inactivadas, las que
previenen la gripe en proporcion considerable (reduccion de la frecuencia de
hasta el 70%). Las vacunas monovalentes y polivalentes tienen la capacidad de
proteger contra la mortalidad, morbilidad y baja de postura. Estas vacunas
reducen la severidad de la enfermedad y la diseminacion del virus, pero el virus
no se eliminard de la poblacion avicola (Linzitto, Espinoza, Rodriguez, y
Pecoraro, 2005).

2.4.MEDIO DE TRANSPORTE UNIVERSAL COPAN (UTM-RT)

Es un medio de transporte viral combinado y transporte para clamidias,
micoplasmas y ureaplasma. El sistema Copan Universal Transport Medium
(UTM-RT) esta destinado a la recogida y transporte de especimenes clinicos
gue contengan virus, clamidia, micoplasma o ureaplasma desde el sitio de
recogida hasta el laboratorio de ensayo. Proporciona un transporte viral medio y
un transporte para los organismos mencionados en un sistema. UTM-RT puede
ser procesado usando la clinica estandar de procedimientos operativos de

laboratorio para cultivo viral, clamidial, micoplasma y ureaplasma (Copan, 2009).
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Uno de los procedimientos rutinarios en el diagndstico de infecciones causadas
por virus, clamidias, micoplasmas o ureaplasma es la recogida y el transporte
seguro de muestras biologicas, esto puede lograrse utilizando el sistema Copan
Universal Transport Medio (UTM-RT), pues proporciona un medio de transporte

universal para los cuatro organismos (Copan, 2009).

2.4.1. Caracteristicas

e Incluye un medio de transporte universal que es estable a temperatura
ambiente.

e Designacion RT, que puede sostener viabilidad (e infectividad) de una
pluralidad de organismos que incluyen virus clinicamente importantes,
clamidia, micoplasma y ureaplasma durante el transito al laboratorio de
pruebas.

e La formulacion del medio UTM-RT incluye proteina para estabilizacion,
antibidticos para minimizar la contaminacién bacteriana y fangica, y un
tampdn para mantener un pH neutro.

e El medio del sistema Copan UTM-RT se suministra en tubos con tapa
roscada, diseflados para el transporte de la muestra clinica.

e Copan UTMRT se suministra como un kit de recogida de muestras que
comprende un paquete que contiene un tubo de tapon roscado de UTM-RT
medio y una bolsa de piel que incorpora uno o dos hisopos de recogida de

muestras estériles.
2.4.2. Almacenamiento

Este producto esta listo para su uso y no es necesaria ninguna preparacion
adicional. El producto debe almacenarse en su envase original a 2-25 ° C hasta
su uso. No se sobrecaliente. No incubar ni congelar antes de usar. El
almacenamiento inadecuado resultard en una pérdida de eficacia. No utilizar
después de la fecha de caducidad, que estad claramente impreso en la caja
exterior y en cada unidad de bolsa estéril individual y la etiqueta del tubo de
transporte de la muestra (Copan, 2009).
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2.4.3. Deterioro del Producto

Copan UTM-RT no debe usarse si hay evidencia de dafio o contaminacion del
producto, hay evidencia de fugas, el color del medio ha cambiado de rojo claro
anaranjado, la fecha de caducidad ha pasado, la bolsa del hisopo esté abierta, o
hay otros signos de deterioro (Copan, 2009).

2.4.4. Recoleccion, Almacenamiento y Transporte de las Muestras

Los especimenes para la investigacion de virus, clamidia, micoplasma o
ureaplasma deben ser recolectados y manejados siguiendo los manuales y
guias publicados. Para mantener la viabilidad Optima hasta la llegada al
laboratorio lo antes posible. La mejor recuperacién se obtiene cuando los
especimenes se refrigeran a 2-8 ° C 0 se mantienen en hielo himedo después
de la recogida y durante el transporte. Si se produce un largo retraso antes del
procesamiento, los especimenes deben congelarse a -70 ° C o mas frios y
transportarse sobre hielo seco. Los requisitos especificos para el envio y manejo
de los especimenes deben estar en pleno cumplimiento con las regulaciones
estatales y federales. El envio de especimenes dentro de las instituciones
médicas debe cumplir con las directrices internas de la institucion. Todos los
especimenes deben ser procesados tan pronto como sean recibidos en el
laboratorio (Copan, 2009).

2.3.5. Limitaciones
Segun su fabricante Copan (2009) las limitaciones del producto son:

e Las muestras deberia ser manejada de forma aséptica.

e Condicion, tiempo y volumen de muestra recogida para el cultivo son
variables significativas en la obtencion de resultados fiables de cultivo. Siguen
las pautas recomendadas para la recoleccion de la muestra.

e La congelacion y descongelacion repetida de las muestras puede reducir la
recuperacion de microorganismos viables.

e UTM-RT es para uso como un medio de recogida y el transporte solo para

agentes de virus, clamidias, micoplasmas y Ureaplasma. Este medio puede
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servir como un crioprotector en busca de virus clinicos, incluyendo el
citomegalovirus y el virus varicela zoster.

Debido a que los hisopos de alginato de calcio son téxicos para muchos virus
con envoltura y pueden interferir con las pruebas de anticuerpos
fluorescentes, no deben ser utilizados para la recogida de muestras, hisopos
eje de madera pueden contener toxinas y formaldehidos, no deben ser
utilizados. Poliéster (Dacron) con punta de hisopos y esponjas de Flocked son
adecuados. Cuando la recogida de muestras mediante un hisopo es
apropiado.

Kits UTM-RT estan destinados a ser utilizados con los tubos medianos e
hisopos proporcionados en el kit. El uso de tubos de medio o un trozo de

cualquier otra fuente podrian afectar al rendimiento del producto.

2.5. INOCULACION EN EL EMBRION DE POLLO

El cultivo de virus en el embrion de pollo tiene muchas aplicaciones practicas en

diagnosticos y medicina preventiva. Provee los medios para el aislamiento

directo e identificacibn de algunos agentes etiolégicos de enfermedades

(Cabasso, 1967). El embrién y sus membranas ayudan a proveer la diversidad

de células necesarias para el cultivo de diferentes tipos de virus, depende sobre

todo de varias condiciones:

Via de inoculacion.

Edad del embrion

Periodo de tiempo de incubacién
Volumen y dilucion del in6culo utilizado

Temperatura de incubacién (Ruiz, Santillan y Morales, 2012).

2.5.1. Lugares de Inoculacion

Aycachy (2007) describe algunos lugares de inoculacion:

a. Membrana Corioalantoidea: Se emplean embriones de 10 — 12 dias yla

cantidad de in6culo es de 0.1 — 0.5 ml. Apropiada especialmente para el

aislamiento y cultivo de virus varidlicos; virus de laringotraqueitis aviar y de la
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enfermedad de Beyer (Pseudorrabia); que provocan focos o pustulas
facilmente visibles.

b. Cavidad Alantoidea: Se emplean embriones de 9 — 12 dias y la cantidad de
inoculo es de 0.1 — 0.2 ml. Entre los virus que desarrollan en el endodermo
alantoideo tenemos: peste, Newcastle, virus de la bronquitis infecciosa,
encefalitis equina occidental y oriental Venezuela, parotiditis. Ventaja:
simplicidad de la inoculacion y toma de muestra

c. Cavidad Amnidtica: Se emplean embriones de 7 — 15 dias y la cantidad de
in6culo es de 0.1 — 0.2 ml. la edad de los mismos depende fundamentalmente
del tipo de virus o del estudio que se realiza.

d. Saco Vitelino: Se emplean embriones de 5 — 8 dias de incubacién y la
cantidad de inoculo es de 0.2 — 1 ml. Via es sumamente adecuada para el
aislamiento y cultivo de los virus de enfermedades venéreas, neumonia y
rickettsias. El vitelo es empleado para la preparacion de vacunas y como
antigeno para reacciones seroldgicas de los virus ya mencionados.

e. Via Intracerebral (embrién): Se emplea embriones de 8 - 14 dias,
especificamente para virus que producen alteraciones cerebrales: la rabia,
herpes, etc; 0.01 — 0.02 ml.

Inoculacian en Iz Membrana Cosivalanioidea

Cavidod Amnidtica

-

Membrana del Cascaron

Inocuiacion Ampidtica

[soculacién en ¢l taco
Vilelino

Inoclacion wantoides
Ciavidad Alantoidea

Membrana Coticalantoldea.

Fuente. (Ramirez, 1976)

Figura 2. Partes del embrién de pollo y diferentes vias de inoculacion.
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2.5.2. Procedimiento de Inoculacion.

2.5.2.1. Consideraciones preliminares.

Para usar un huevo fértil en el laboratorio, este no debe ser obtenida de
parvadas infectadas con agentes virales conocidos u otros agentes microbianos.
Después de 4 a 5 dias de incubacion cuando el embrion puede ser observado
facilmente, estos son evaluados para determinar cuéles son fértiles. La
incubacion es alrededor de 37° C y una humedad de 60 a 70% (un alto exceso
de humedad permite un subdesarrollo de la camara de aire, por lo tanto una
baja de humedad permitirdA que haya un desarrollo menor). Los embriones
deben estar en movimiento varias veces al dia, ya sea automaticamente o
manualmente, el periodo de incubacién antes de la inoculacion depende sobre

todo de la via de inoculacion (Ruiz et al., 2012).

EIICA y SENACSA (2001) indica que para las muestras con materia fecal es
necesaria una alta concentracion de antibiéticos en solucion salina bufferada
(PBS) con pH entre 7.2y 7.4. Una mescla tipica consta de Penicilina
(20000Ul/ml), Estreptomicina (10mg/ml), Gentamicina (0.25mg/ml), Micostatina
(5000mg/ml).

Estos niveles pueden reducirse hasta 5 veces cuando se trabaje con tejidos e
hisopados traqueales. Para evitar el crecimiento de Clamydia pueden afiadirse
50 mg de oxitetraciclina.

2.5.2.2. Inoculacion

e Observar en el otoscopio si el huevo es fértil o infértil.

e Determinar la edad del embrion.

e Localizar la camara de aire y marcarla.

e Marcar el embrion.

e Colocar los huevos fértiles en un porta huevos.

e Limpiar la cdscara (con una torunda de alcohol yodado, todo, sobre todo, la
parte donde se va a inocular y luego, limpiar con alcohol).

e Agujerear el cascardn con un taladro (dependiendo de donde se vaya a

inocular).
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e Inoculamos 0.2 ml del virus clarificado en al menos 4 huevos embrionados de
8-10dias de edad.

e Sellamos el agujero con parafina (o cera de vela).

e Luego llevamos a estufa a 37 °C (controlar temperatura y humedad
adecuada).

e Controlar, observar dos veces al dia, para percatarse si estan vivos o
muertos. Descartar los que mueren antes de 24 horas y conservar en
refrigeracion los que mueran después de este periodo de tiempo (Aycachy,
2007; ICCAy SENACSA 2001).

2.5.3. Alteraciones Patologicas en Embrién de Pollo por Virus de Influenza

Aviar y Newcastle

2.5.3.1. Alteraciones patoldgicas en embriones de pollo por virus de
Newcastle.

El virus generalmente mata el embrion entre las 48 y 72 horas después de la
inoculacion, y las lesiones mas constantes son hemorragias en los foliculos de
las plumas, tejido subcutaneo, region occipital, membrana vitelina y congestion

general del embridon (Merchant y Packer, 1975).

2.5.3.2. Alteraciones patolégicas en embriones de pollo por virus de

Influenza aviar.

El aislamiento viral en embrién de pollo considerado como el estandar de oro
para el diagnéstico de influenza aviar debido a su elevada sensibilidad, sin
embargo presenta algunos problemas ya que no siempre provoca mortalidad del
embrién (depende del patotipo) y no produce lesiones caracteristicas del
embrion (Noda, 2006), aunque Merchant y Packer (1975) mencionan que la

lesibn mas comun en los embriones es la hemorragia.

2.6. INDICES DE PATOGENICIDAD.

Debido a la presencia diseminad de cepas lentogénicas del virus de NC en aves
comerciales junto con la amplia utilizacion de cepas lentogénicas en la
elaboracion de vacunas vivas, se hace necesario hacer una mayor

caracterizacion del virus a través de pruebas de laboratorio in vivo (ICA, 2009).
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2.6.1. indice de Patogenicidad Intracerebral (IPIC)
Se diluye liquido alantoideo infectivo y fresco con un titulo HA >24 (>1/16) a 1/10

en solucion salina isotonica estéril sin aditivos, tales como antibidticos. Se
inyectan por via intracerebral 0,05 ml del virus diluido en diez polluelos
procedentes de huevos de un grupo de aves SPF. En el momento de la
inoculacion, estos polluelos deben tener mas de 24 y menos de 40 horas de
vida. Las aves se examinan cada 24 horas durante 8 dias. En cada observacion,
las aves se puntian: O si es normal, 1 si esta enferma y 2 si esta muerta. El
indice de patogenicidad intracerebral (ICPI) es la puntuacién media por ave y
por observacién durante el periodo de 8 dias. Los virus mas virulentos
presentaran indices que se aproximan a la puntuaciéon maxima de 2,0, mientras
gue las cepas entéricas lentogénicas y asintomaticas presentaran valores
proximos a 0,0 (OIE. 2012).

2.6.2. indice de Patogenicidad Intravenosa (IP1V)

El liquido alantoideo infectivo recogido en fresco (que no deberia tener mas de
24-48 horas y que deberia demostrarse que esta exento de contaminacion
bacteriana) con un titulo HA de >24 (>1/16) se diluye 1/10 en solucién salina
isoténica estéril. Se inyecta por via intravenosa 0,1 ml del virus diluido en diez
pollos SPF de seis semanas. Se examinan las aves a intervalos de 24 horas
durante 10 dias y se puntla cada observacion: 0 si es normal, 1 si esta enferma,
2 si esta paralizada o muestra algunos signos nerviosos y 3 si estd muerta. (Los
individuos muertos deben puntuarse como 3 en cada una de las observaciones
diarias siguientes a la muerte). El indice de patogenicidad intravenosa (IVPI) es
la puntuacion media por ave y por observacion durante el periodo de 10 dias.
Las cepas lentogénicas y algunas cepas mesogénicas tendran valores IVPI de
0, mientras que los indices de las cepas virulentas se aproximaran a 3,0. Se han
recomendado algunas variaciones en estas pruebas. El muestreo de la cloacay
de la conjuntiva de pollos de 8 semanas con liquido alantoideo no diluido se ha
sustituido por la prueba IVPIL. La intencidbn es distinguir entre los virus

velogénicos viscerotropico y los velogénicas neurotropicos (OIE. 2004).
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2.6.3. indice de Mortalidad Media Embrionaria (IMME).

El Instituto Colombiano Agropecuario (2009) lo define como el tiempo en horas,
que transcurre para que la dosis mortal minima (DMM) cause la muerte de
embriones de pollos SPF de 9 a 11 dias de incubados, determinando asi su
grado de virulencia. Se inocula 0.1ml de una dilucion entre 10 -5 a 10 -10 del
liquido alantoideo en la camara de aire. Los embriones son observados durante
un tiempo maximo de ocho dias. Para determinar el patotipo del aislamiento viral

se compara de acuerdo a lo siguiente:

Aislamiento Velogénico: menos de 60 horas.

Aislamiento Mesogénico: entre 60-90 horas.

Aislamiento Lentogénico: mas de 90 horas.

Aislamiento Asintomaéatico: mas de 90 horas.

2.7. METODOS DE SECUENCIACION.

Los métodos de diagndstico moleculares como la RT-PCR convencionales o en
tiempo real, estan disefladas para la amplificacién de una region del gen que
codifica en primera instancia la proteina M (region conservada), la cual nos
permitiria establecer la presencia o ausencia del virus en la muestra analizada; o
consecutivamente, la proteina F, lo que permitiria establecer la virulencia del
virus, al estar disefiados los primers de ésta prueba para alinear exactamente en
los residuos del 111 a 119 de la region de la secuencia, posiciones donde varian
las cepas de alta o baja virulencia. (ICA, 2009).

2.7.1. Reaccién en Cadena de la Polimerasa de Transcripcién Reversa—
RT-PCR

La reaccion de RT-PCR se ha convertido en el método de eleccién para el
analisis de la expresion génica debido a su sensibilidad, la velocidad y el tamafio
minimo de la muestra. Ademas, muchas mejoras la han hecho una prueba
cuantitativa. Hoy en dia RT-PCR se ha convertido en una de las técnicas mas
ampliamente aplicadas en la investigacion biomédica. La facilidad con la que la
técnica permite detectar ARNm especifico ha sido un importante aporte en la
investigacion molecular de patogénesis de diversas enfermedades. A su vez, la

variante de RT-PCR convencional, el RT-PCR en tiempo real, ha demostrado
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poseer también una mayor rapidez, menor riesgo de contaminacion, facilidad de

empleo y sobretodo poseer wuna alta especificidad (Castro, 2010).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

3.1.1. De Campo

Mapa ARCGIS con los puntos de muestreo
300 muestras de heces de aves silvestres
300 Tubos UTM Copan (kits)

Guantes de latex descartables

Cooler

Libreta

3.1.2. De Laboratorio

Cajas Petri

Tubos de ensayo

Reactivos

Mandil

Guantes

Muestras fecales

Gradillas

Solucién de Antibioticos

Parafina

Mechero

Portaobjetos

Placa de 96 wells fondo en U limpias

Cubetas descartables

Micropipeta hasta 200pl (tolerancia maxima admitida: 5ul)
Micropipeta hasta 40ul (tolerancia maxima admitida: 0.4ul)
Micropipeta hasta 1000 pl (tolerancia maxima admitida: 10ul)
Tips amarillos (hasta 200ul)

Tips azules (hasta 1000 pl)

Pipeta pasteur plastica

Agujas hipodérmicas
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e Jeringas de 5 ml
e Centrifuga

e Ovoscopio

e Microscopio

e Incubadora o estufa a 99°F

3.1.3. De Oficina

e Computadora

e Internet

e Flash memory

e Impresora

e Hojas Inen A4

e Marcadores

e Camara fotografica
e Calculadora

e Cuaderno

e Tijeras
3.2.METODOS
3.2.1. Delimitacién del Area de Estudio

La investigacion se realizo en la provincia Zamora Chinchipe ubicada en el Sur-
Oriente del Ecuador tiene una extension: 10.556 km?2, limita con la provincia de
Morona Santiago al norte; con la provincia de Loja al oeste; y con Peru al sur y
este. Comprende una orografia montafiosa Unica que la distingue del resto de
provincias amazénicas y cuenta con los siguientes cantones Zamora, Chinchipe,
Palanda, Yacuambi, Yantzaza, El Pangui, Nangaritza, Paquisha, Centinela del
Condor (Wikipedia, 2015). Las caracteristicas meteorologicas de la provincia de

Zamora son las siguientes:

e Altitud: 1000 y 3000 msnm
e Clima: Tropical
e Temperatura: 18°y 22°C

e Humedad relativa: 92 %
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| R

Nioroma
Santiago

Disponible en: https://en.wikipedia.org/wiki/Zamora-Chinchipe Province

Figura 3. Cantones de la provincia de Zamora Chinchipe.

3.2.2. Tamafio y Seleccion de la Muestra

El tamafo de la muestra para una unidad de inferencia se determiné al aplicar la
formula de prevalencia limite, implica que la probabilidad de encontrar al menos
un positivo es igual a a si es que la prevalencia de la unidad muestreal es igual o
mayor que la prevalencia limite. Para el caso 1% para Influenza Aviar, se
decidi6 emplear 1% y para Newcastle es 9.8 % de prevalencia en la zona
(Gonzélez, 1986, Villacis et al., 2015)

Dénde:
_ loga
"o log(1—p) n = ndmero de muestras
_ log0,05 or lencia limi 1%
= log(os9) — 298(300) p=prevalencia limite (1%)

g=1-p (1-1%=0.99)

o= confianza (0.05)
3.2.3. Variables

e Determinar la presencia del virus de Newcastle e Influenza Aviar mediante
su aislamiento
e Evaluar la patogenicidad de los virus.

e Secuenciar las cepas aisladas para evaluar sus relaciones genéticas


https://en.wikipedia.org/wiki/Zamora-Chinchipe_Province
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3.2.4. Establecimiento de los Sitios de Muestreo

Para el muestreo se obtuvo informacion del censo avicola del 2015 en el cual
constan registros del lugar donde existe avicultura. Esta informacion se subi6 a
un programa para generar informacion especializada que trabaja con un

software académico ARCGIS el cual es un Sistema de Informacion Geografico.
3.2.4.1. Ubicacion espacial de los humedales para muestreo

Como habito de desarrollo de las aves migratorias y silvestres se determinara
las zonas conocidas como humedales los cuales se los considera los

siguientes:

e Manglares

e Sistema lacustre natural y artificial
e Embalses

e Area de inundacion

e Cultivos de arrozales

e Represas

e Drenajes naturales y artificiales.

En los siguientes mapas podremos observar la distribucion de los humedales

considerados en este estudio a lo largo de la Region de Zamora Chinchipe.

Fuente: CINFA 2016
Figura 4. Mapa presencia de humedales en la
provincia de Zamora Chinchipe.
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Una vez obtenida la capa de humedales se procede a realizar el cruzamiento
con la capa de puntos o sitios de muestreo que para la zona que salieron
alrededor de 6150 sitios de muestreo. Empleando la opcién de Spatial Join
Location dentro del software ArcGIS (Sistema de informacion geografica),
especificamos 0 seleccionamos la capa de muestreo original y en segunda
instancia la capa de sectores de humedales. La légica de funcionamiento es que
puntos cercanos a los sectores de humedales seran asignados espacialmente
los atributos de esta capa. Posteriormente se seleccionan los puntos que
cumplen con esta relacion llegando a eliminar el resto de puntos que no son

necesarios.
3.2.4.2. Sectorizacion de la zona de estudio

En general el total de 6150 sitios de muestreo realizando la operacion de Spatial
Join Location quedaron alrededor de 78 puntos posibles que cumplen esta

condicion en la provincia.
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Fuente: CINFA 2016
Figura 5. Mapa de distribucion de sitios de muestreo en la

Provincia de Zamora Chinchipe.
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Después de cumplir con el anterior procedimiento se obtuvo el siguiente mapa,
al cual se lo dividié en tres sectores en base al nimero de cuadrantes que
resultaron de norte a sur y se conto el nimero de sitios de muestreo por sector
para determinar el porcentaje de muestras que corresponden a cada sector.

] e PROVINCIA DE
= ! 4 ZAMORA CHINCHIPE

i
)
¥

= A
3 ; N
- 3 !
Fuente: CINFA 2016
Figura 6. Mapa final con los sitios de muestreo por sectores.
Cuadro 1. Numero de muestras por sector
SECTOR CANTIDAD DE PORCENTAJE NUMERO DE
SITIOS DE MUESTRA POR
MUESTREO SECTOR
NORTE 30 38,46 115,38
CENTRO 36 46,15 138,46
SUR 12 15,38 46,15
TOTAL 78 100 300,00

Fuente: El autor
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Una vez determinado el nUmero de muestras por sector, se procedio a extraer
los datos para ubicar los cuadrantes, sitios de muestreo y el lugar aledafo o
lugar donde se encuentra de acuerdo a cada zona. Los sitios de muestreo ya

estan georreferenciados en el mapa.

Cuadro 2. Sitios de muestreo sector norte de la provincia.

Cuadrante Sitio de muestreo Lugar

747 585 Centro Shuar

828 219 Curiaca

948 216 La Hacienda

1104 1213 Bastion

1073 214 Chucar Grande

790 622, 623, 603 Pita

832 La Yona

912 959 Guambime

913 960 El Oso

1039 77 La Argelia

833 624, 606, 625 Muchime, ElI Carmen, Correntada Larga
834 640,626 Pandi Bajo, La Zentza

783 605 Santa Lucia

751 587,563 El Triunfo

752 588,564 Los Almendros, Nueva Esperanza
876 661,641 El Pincho, Achuntza

915 662 Buena Fe

957 217 Machinaza Bajo, Recta del Pangui
999 702,703,717 La Palmira, La Troncal, Guisme
1042 718 Centro Shuar de Pakit

Fuente: El autor

Cuadro 3. Sitios de muestreo correspondientes a la sector sur.

Cuadrante Sitio de muestreo Lugar

143 79, 99

144 100, 258 Tapala

103 255, 253, 256

104 254

74 78 Las Juntas

59 249, 250 Guarimisal

60 252 Canada, Tambo Viejo

Fuente: El autor
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Cuadro 4: Sitios de muestreo correspondientes a la sector central.

Cuadrante Sitio de muestreo Lugar

627 512 Sabanilla

628 479 Velo de Novia

586 480 Sofaderos, Fragancia
587 450 Pueblo viejo

543 449 Jambue Bajo

557 404 Numbami Bajo

588 513 La Quebrada

544 451 Tzunantza Alto

631 74, 482 El Arenal

671 532 Namirez Alto

672 534, 561 Namirez Bajo, Chamico
590 229 Campanillas

545 228 Campamento Viejo
503 226, 230, 227 Via a Nambija

710 560, 562 La Saquea

709 584 Guaguayme, El Progreso
712 75, 586 Zumbi

675 514 El Dorado

593 535 Paquisha

676 515, 71 Conhuime, sisan

549 452, 453, 116, 454, Santa Elena

506 423 Pachicutza

463 406, 405, 70 La Guantza

378 69 Maycu

Fuente: El autor
3.2.5. Técnicas de Recoleccion de Muestras

Se tomaron muestras de heces frescas a primeras horas de la mafiana, para
poder encontrar un mayor numero de aves y de esta manera evitar la exposicion
a la radiacion solar. Se colectaron usando el kit UTM Copan el cual consta de
hisopos para la recoleccién y un medio para trasportar virus, se identifico y se

colocd en un cooler con hielo.
3.2.6. Analisis de Laboratorio

Los andlisis se realizaron en el laboratorio de Patologia Aviar de Universidad
Nacional Mayor De San Marcos de Perd, en donde se realizaron las siguientes

técnicas:

3.2.6.1. Preparacién de las muestras de campo

Las muestras deben colocarse en solucién salina isotdénica tamponada con

fosfato (PBS), pH 7,0-7,4, que contenga una solucion de antibiéticos con,
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penicilina (2.000 unidades/ml); estreptomicina (2 mg/ml); gentamicina (50 pg/ml);
y micostatina (1.000 unidades/ml) para hisopos traqueales y de tejidos, pero a

concentraciones cinco veces superiores para hisopos cloacales y de heces.

Es importante reajustar la solucion reserva concentrada a pH 7,0-7,4 antes de

afadirla a la muestra

Los liquidos sobrenadantes de las heces o las suspensiones de tejidos e
hisopos obtenidos mediante clarificacion por centrifugacion a 1.000 g durante
aproximadamente 10 minutos a una temperatura que no exceda los 25°C se
inoculan en volimenes de 0,2 ml en la cavidad alantoidea de cada uno de los

huevos embrionarios de aves SPF de 9-11 dias de incubacion.
3.2.6.1.1. Formacion de grupos.

Para facilitar el analisis se concentran las muestras para formar grupos de diez,

para lo cual se utilizo el siguiente procedimiento:

e Con la ayuda de un vortice, se homogeneizaron las muestras individualmente
por 15 segundos cada una.

e Se colectd6 500 ul de cada muestra para luego formar grupos mas
homogéneos que contuvieron 10 muestras cada uno, haciendo un volumen
total de 5 ml por grupo, rotulandose cada uno con el codigo correspondiente.

Nota: en el caso de encontrar un positivo se reviso los registros del grupo y se

realiz6 individualmente el procedimiento de aislamiento con cada integrante del

grupo.
3.2.6.2. Aislamiento del virus de EN e IA en embriones de pollo

e Se centrifugaron los tubos de cada grupo, por 10 minutos cada muestra se
contuvo a 1000 g.

e Se retiraron los tubos de la centrifuga cuidadosamente y se colectd el
sobrenadante en otro colector correctamente rotulado.

e Una vez colectado el sobrenadante se aplicé una solucion de antibiotico en
un volumen de 0.05 ml de penicilina - estreptomicina al 20 % por ml de
muestra.

e Se incubaron las muestras de 2 a 3 horas a 4 °C.
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Se procedio a recolectar las muestras en jeringas individuales estériles para
posteriormente ser filtradas, para lo cual se utilizaron filtros millipore de 0.22
um, aperturandolos cuidadosamente para evitar su contaminacion. Se realizo
este procedimiento con cada grupo formado individualmente, finalmente se
colecto el liquido filtrado en un vial estéril con un volumen minimo de 2 ml.
Para la inoculacion se requiere huevos embrionados de 9-11 dias (SPF).
Observar en el ovoscopio si el huevo es fértil o infértil.

Determinar la edad del embrién.

Localizar la camara de aire y marcarla.

Marcar 0.2 mm sobre la linea a lado contrario del embrion.

Limpiar la cdscara (con una torunda de alcohol yodado, todo, sobre todo, la
parte donde se va a inocular).

Agujerear el cascardén con un taladro (dependiendo de donde se vaya a
inocular).

Se inocularon a 3 embriones via saco alantoideo por grupo formado, con 0.2
ml de in6culo cada uno con una jeringa de tuberculina.

Sellamos el agujero con parafina (o cera de vela).

Luego llevamos a estufa 37°C (controlar temperatura y humedad adecuada).
Controlar, observar dos veces al dia, para percatarse si estan vivos o
muertos. Aquellos que mueran en las primeras 24 h después de la
inoculacion deben descartarse.

Cepas velogénicas mata el embrién en 24-72 h, mesogénicas en 72-96 h y
las cepas lentogénicas los mata en 96 h o mas, por lo tanto aquellos que
mueran después de las 24 h deberdn conservarse para ser examinados y
para pruebas posteriores

Los fluidos alantoideos de embriones muertos por el virus de EN tendran
suficientes niveles de hemaglutininas virales para producir la aglutinacién de
eritrocitos de pollo. Esta propiedad es util para la identificacién del aislamiento

mediante las pruehas de HA y HI.
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3.2.6.3. Pruebas de hemaglutinacion (HA)

El fluido alantoideo de aquellos huevos que contenian embriones muertos o
moribundos y todos los embriones que permanecieron vivos hasta el periodo
final de incubacion se utilizaron para evaluar su actividad hemaglutinante con

eritrocitos de pollo al 0.7%.

e Se distribuyen 100 ul de PBS en la primera celdilla y 50 ul en el resto los
pasillos de una fila de la placa de microtitulacién de plastico con fondo en U o
V.

e Se afaden 25 ul de la suspension virica (liquido alantoideo infectivo) en la
primera celdilla, mesclar bien. De esta manera tendremos una dilucién de 1:5.

e A lo largo de toda la placa se practican diluciones, pasar 50 ul de la primera
celdilla a la segunda, mesclar bien, pasar 50 ul de la segunda a la tercera, y
asi sucesivamente hasta llegar a la ultima celdilla donde se descartan los 50ul
restantes. En esta forma se tienen diluciones 1:5, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, etc.

e Luego en cada pocillo se dispensan 50 ul de solucién de glébulos rojos (0.5
%).

e Incluir un control de glébulos rojos adicionando 50 ul de solucion buferada y
50 ul de glébulos rojos.

e Se dejan reposar durante unos 40 minutos una hora a temperatura
ambiente.

e La HA se determina inclinando la placa y observando la presencia o ausencia
de botones claramente diferenciados. Debe leerse la titulacion a la dilucion

mas alta a la que se dé una hemaglutinacién completa.
3.3. Identificacién de Aves

La identificacion de las aves se realizO comparando las fotografia con las
ilustraciones que se presenta en el libro “Aves del Ecuador” de autoria de
Ridgely, R., & Greenfield (2006)
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Cuadro 5. Identificacion de aves observadas.

ESPECIE

NOMBRE COMUN

Harpagus diodon

Sterna anaethetus
Columba livia

Columbia minuta
Crotophaga ani

Coragypis atratus

Cacicus cela
Chlorospingus flavigularis
Coereba flabeola
Conotrhroupis speculiguera
Dubusia taemata

Elaenia obscura

Icterus chrysocephalus
Myiopagis caniceps
Notiochelidon cyanoleuca
Tachyphophonus luctuosus
Tangara mexicana

Tangara parzudakii
Thamnophilus tenuepunctatus
Thraupis episcopis

Turdus ignobilis

Tyrannus episcopus
Tyrannus melancholicus
Volatinia jacarina

Bobulcus ibis

Pionus menstruus
Palacrocorax brasilianus

Gavilan

Gaviota

Paloma

Tortola pecho liso
Garrapatero
Gallinazo

Cacique lomiamarillo
Montero gorgiamarillo
Platanero o Reinita
Tangara albinegra
Cachaquito montafiero
Fiofio cordillerano o viudita oscura
Moriche oriole

Fiofio gris

Golondrina

Frutero negro
Tangara turguesa
Tangara carafuego
Batard crestinegro
Tangara azulada
Zorzal piquinegro
Azulejo comudn

Pecho amarillo
Mochuelo, chirrio,
Garza

Loro cabeza azul
Cormora neotropical

Fuente: El autor.

3.4.PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

3.4.1. Tabulacién

Se procedié ordenando y clasificando los resultados obtenidos mediante la

elaboraciéon de tablas y cuadros estadisticos de cada una de las variables en

estudio.

3.4.2. Analisis e Interpretacion

El andlisis estadistico se realizé calculando intervalos de confianza al 95 %

utilizando el programa estadistico “R” aplicando el paquete “epiR” versiéon 09 —

79 obteniendo los siguientes intervalos de confianza en las tres zonas.



4. RESULTADOS

En el presente estudio se analizaron un total de 300 muestras de heces frescas
de aves silvestres de la provincia de Zamora Chinchipe para establecer la
presencia de los virus de Newcastle e Influenza Aviar. Para la recoleccion y
analisis de las muestras a la provincia se la dividi6 en tres sectores Norte,

Centro y Sur obteniéndose los siguientes resultados.

4.1. PREVALENCIA DEL VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE
NEWCASTLE E INFLUENZA AVIAR EN LA PROVINCIA DE
ZAMORA CHINCHIPE

Cuadro 6. Presencia del virus de la enfermedad de Newcastle e Influenza aviar
en la provincia de Zamora Chinchipe.

SECTOR TOTAL DE MUESTRAS POSITIVAS PREVALENCIA (IC 95%)
Norte 115 0 0(0-3.10)
Centro 138 0 0 (0 - 2,59)
Sur 47 0 0(0-6,77)
Total 300 0 0(0-1,19)

Fuente: El autor

El cuadro 6, se desprende que existe cero prevalencia para los virus de la ENC
e IA en el sector norte con un intervalo de confianza 0 — 3.10 %, asi mismo se
determind cero prevalencia para los virus de la EN e IA en el sector centro con
un intervalo de confianza 0 — 2.59 % por ultimo se determind cero prevalencia
para los virus de la EN e IA en el sector sur con un intervalo de confianza 0 —
6.77 % en total se analizaron 300 muestras de aves silvestres determinandose
cero prevalencia en la provincia de Zamora Chinchipe con un intervalo de
confianza de 0- 1.19%.
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4.2. AISLAMIENTO DE VIRUS NEWCASTLE E INFLUENZA AVIAR EN
AVES SILVESTRES POR SECTORES DE LA PROVINCIA.

Cuadro 7. Aislamiento de virus Newcastle e Influenza Aviar en aves silvestres
por sectores en la provincia Zamora Chinchipe.

SECTOR ESPECIES TOTAL DE HUEVOS HA+
DE AVES MUESTRAS GRUPOS INOCULADOS

Norte 19 115 11 33 0

Centro 17 138 14 42 0

Sur 11 47 5 15 0

Total 300 30 90 0

En el cuadro 7, se presentan el nimero de especies muestreadas por cada zona
de estudio y los grupos analizados asi: en el sector norte se colectaron 115
muestras, se identificaron 19 especies y se analizaron 11 pools; en el sector
centro presento el mayor numero de muestras colectadas con una cantidad de
138, de las cuales se analizaron 14 pools en 17 especies identificadas y en el
sector sur se colectaron 47 muestras, se analizaron 5 pools e identificamos 11

especies de aves silvestres.
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4.3. AISLAMIENTO DEL VIRUS NEWCASTLE E INFLUENZA AVIAR
EN ESPECIES DE AVES SILVESTRES POR SECTORES EN LA
PROVINCIA DE ZAMORA CHINCHIPE

Cuadro 8. Aislamiento del virus Newcastle e Influenza Aviar en aves silvestres
en el sector norte de la provincia Zamora Chinchipe.

ORDEN ESPECIE CANTIDAD PORCENTAJE GRUPOS HA+
Accipitriformes Harpagus diodon 7 6,09 0
Columbiformes Columba livia 7 6,09 0
Cuculiformes Crotophaga ani 4 3,48 0
Cathartiformes  Coragypis atratus 15 13,04 0
Cacicus cela 4 0
Chlorospingus flavigularis 4 0
Icterus chrysocephalus 4 0
Notiochelidon cyanoleuca 4 0
Tachyphophonus luctuosus 4 11 0
Thamnophilus tenuepunctatus 4 0
Passeriformes , 68,70
Tyrannus episcopus 4 0
Coereba flabeola 7 0
Volatinia jacarina 8 0
Elaenia obscura 12 0
Turdus ignobilis 20 0
Pionus menstruus 4 0
Suliformes Palacrocorax brasilianus 3 2,61 0
115 100 0

En el cuadro 8, se presentan el porcentaje de muestras analizadas de las
especies que se identificaron en el sector norte, clasificadas por érdenes asi:
aquellas especies del orden Paseriformes presento el mayor numero de
muestras recolectadas abarcando el 68.7 %, asi mismo el 13.04 % de muestras
se recolectd de la especie Coragypis atratus (Gallinazo); en las especies
Harpagus diodon y Columba livia se presentaron valores similares
recolectandose el 6.09 % de muestras respectivamente y en menor porcentaje
en las especies Crotophaga ani y Palacrocorax brasilianus con el 3.48 % y 2.61

% respectivamente.
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Cuadro 9. Aislamiento del virus Newcastle e Influenza Aviar en aves silvestres
en el sector centro de la provincia Zamora Chinchipe.

ORDEN ESPECIE CANTIDAD PORCENTAIE GRUPOS HA+
Charidriiformes Sterna anaethetus 8 5,80 0
Columbiformes Columbia minuta 4 0
Columba livia 9 9,42 0
Cuculiformes Crotophaga ani 4 2,90 0
Cathartiformes Coragypis atratus 16 h11,59 0
Tangara mexicana 4 0
Thraupis episcopis 4 0
Myiopagis caniceps 8 14 0
Notiochelidon 8 0
Passeriformes cyanoleuca 61,59
Volatinia jacarina 8 0
Coereba flabeola 12 0
Elaenia obscura 17 0
Turdus ignobilis 24 0
Pelecaniformes Bobulcus ibis 12 8,70 0
Total 138 100 0

En el cuadro 9, se presentan el porcentaje de muestras analizadas de las
especies que se identificaron en el sector centro asi: en especies del orden
Paseriformes presento el mayor nimero de muestras recolectadas abarcando el
61.59 %, asi mismo el 11.59 % de muestras se recolectd de la especie
Coragypis atratus (Gallinazo), de igual manera en especies del orden
Culumbiformes se recolecto el 9.42 % de las muestras, del mismo modo en
Bubulcus ibis se obtuvo el 8.7 de las muestras finalmente el menor porcentaje
de muestras se obtuvo de las especies Sterna anaethetus y Crotophaga ani con

5.8 %y 2.9 % respectivamente.
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Cuadro 10. Aislamiento de virus Newcastle e Influenza Aviar en aves silvestres
en el sector sur de la provincia Zamora Chinchipe.

ORDEN ESPECIE CANTIDAD PORCENTAJE GRUPOS HA+
Accipitriformes Harpagus diodon 4 8,51 0
Charidriiformes Sterna anaethetus 4 8,51 0
Cathartiformes Coragypis atratus 3 6,38 0
Chlorospingus 4 0

flavigularis

Dubusia taemata

Tangara parzudakii
Passeriformes Tyrannus episcopus 65,96
Cacicus cela
Elaenia obscura

Tyrannus
melancholicus

(S22 BN V2 B S
o O O O O o

5 10,64 0
Psittaciformes Pionus menstruus

TOTAL 47 100 % 0

En el cuadro 10, se presentan el porcentaje de muestras analizadas de las
especies que se identificaron en el sector sur asi: en especies del orden
Passeriformes se obtuvo el mayor nidmero de muestras con un 65.96%,
también en la especie Pionus menstrus se recolecto el 10.64 % de las
muestras, asi mismo en las especies Harpagus diodon y Sterna anaethetus se
recolectaron valores similares con el 8.51 % de las muestras cada una y en

menor proporcion de Coragyips atratus se recolecto el 6.38 % de las muestras.
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INFLUENZA

Cuadro 11. Presencia del virus de Newcastle e Influenza aviar en especies de

aves silvestres que se identificaron durante la recoleccion.

ORDEN ESPECIE CANTIDAD POSITIVOS PREVALENCIA
(IC95%)
Accipitriformes Harpagus diodon 11 0 0(0- 25.63142)
Charadriiformes Sterna anaethetus 12 0 0(0-23.55485)
Columbiformes Columba livia 16 0 0(0-20.12072)
Columbia minuta 4 0 0(0-52.71646)
Cuculiformes Crotophaga ani 8 0 0(0 - 35.86166)
Cathartiformes Coragypis atratus 34 0 0(0-9.361792)
Passeriformes Cacicus cela 9 0 0(0-31.61671)
Chlorospingus flavigularis 4 0 0(0-52.71646)
Coereba flabeola 19 0 0(0-16.87669)
Conotrhroupis speculiguera 4 0 0(0-52.71646)
Dubusia taemata 4 0 0(0-52.71646)
Elaenia obscura 33 0 0O(O-
9.646281)
Icterus chrysocephalus 4 0 0(0-52.71646)
Myiopagis caniceps 8 0 0(0 - 35.86166)
Notiochelidon cyanoleuca 12 0 0(0-23.55485)
Tachyphophonus luctuosus 4 0 0(0-52.71646)
Tangara mexicana 4 0 0(0-52.71646)
Tangara parzudakii 4 0 0(0-52.71646)
Thamnophilus 4 0 0(0-52.71646)
tenuepunctatus
Thraupis episcopis 8 0 0(0- 35.86166)
Turdus ignobilis 44 0 0(0-7.221994)
Tyrannus episcopus 4 0 0(0-52.71646)
Tyrannus melancholicus 5 0 0(0-50.00238)
Volatinia jacarina 17 0 0(0-18.90643)
Pelecaniformes Bobulcus ibis 12 0 0(0-23.55485)
Psittaciformes Pionus menstruus 9 0 0(0-31.61671)
Suliformes Palacrocorax brasilianus 3 0 0(0-63.15982)
Total 300 0 0(0-1.192097)

En el Cuadro 11, se presentan los resultados de la prevalencia del virus de

Newcastle e Influenza aviar en especies de aves silvestres que se identificaron

en la provincia de Zamora Chinchipe; se identificaron 27 especies de aves
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silvestres pertenecientes nueve oOrdenes, de tal manera que se analizaron 300

muestras determindndose cero prevalencia con un intervalo de 0 — 1.19.

4.5. FACTORES DE RIESGO DEL VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE
NEWCASTLE E INFLUENZA VIAR EN LA PROVINCIA DE ZAMORA
CHINCHIPE.

Para determinar factores de riesgo de la Enfermedad de Newcastle e Influenza
Aviar presentes en la provincia de Zamora Chinchipe se realiz6 mediante la
observacion directa de las caracteristicas que presenta la provincia, a

continuacion se detalla:

4.5.1. Susceptibilidad de las Aves Silvestres.

A pesar que en nuestro estudio no se logroé aislar ningan virus de EN e IA en la
provincia de Zamora Chinchipe, existe una diversidad de estudios realizados
alrededor del mundo que han confirmado la presencia de estos virus en aves
silvestres, esto sumado a la gran variedad de aves silvestres presentes en la
provincia de Zamora Chinchipe muchas de ellas migratorias, no se descarta la
idea que puedan ser un factor importante para que se presente la enfermedad

en cualquier momento por lo que la vigilancia debe ser permanente.
45.2. Presenciade Humedales

Las caracteristicas de humedales no presentan un riesgo mayor para la entrada
de estos virus debido a que los principales humedales que la provincia posee
son rios y quebradas muy caudalosos, solamente podrian presentar un riesgo
en épocas de verano prolongado en el cual su caudal disminuye y

proporcionan ambientes adecuados para la aglomeracion de aves.

4.5.3. Via Mecanica Mediante Transporte, Personas y otros Fémites

Contaminados

Las formas de transmision de los virus de EN e IA no se da Unicamente por
contacto directo sino también por fémites puesto que es un virus que sobrevive
bien en materiales como cascaras de huevo y, especialmente con heces
contaminadas, desechos de vacunas. La provincia es una zona de transito

fronterizo (transito de personas, al ingreso de animales y alimentos). La
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supervivencia del virus es muy variable, probablemente debido a que se ve
afectada por varios factores como la humedad, temperatura, agentes en
suspension y exposicion a la luz, incluso un mal manejo de vacunas puede

originar la enfermedad.



5. DISCUSION

5.1. PRESENCIA DEL VIRUS DE NEWCASTLE E INFLUENZA AVIAR

En el trabajo de investigacion se analizaron 300 muestras de heces frescas de
aves silvestres de la provincia de Zamora Chinchipe en al cual no se determiné
la presencia de los virus de la enfermedad de Newcastle e Influenza Aviar.
Mediante el cual se logré analizar muestras de 27 especies aves silvestres
pertenecientes a 9 ordenes de aves.

Mendoza (2012) evalué la presencia del virus de la Enfermedad de Newcastle
en la laguna Albufera de Medio Mundo, situada al norte de Lima, y habitada por
diversas especies de aves silvestres y migratorias. Se evalué la actividad
aglutinante del fluido alantoideo de los huevos embrionados obteniéndose

resultados negativos en todas las muestras.

La alta tasa de casos negativos puede deberse a que la recoleccion se hizo
cuando el periodo de eliminacion de virus en las aves ha terminado por lo cual
al momento del analisis no estuvo presente el virus como lo explica CFSPH las
gallinaceas eliminan el APMV-1 por s6lo 1-2 semanas, pero a menudo las
psitacidas lo eliminan durante varios meses; algunas especies de aves
psitacidas pueden eliminarlo por mas de un afio y la eliminacién puede ser
esporadica. En el caso de Influenza Aviar algunas cepas recientes de los virus
de linaje asiatico H5N1 (IAAP) se han encontrado en mayores cantidades en las
secreciones respiratorias, que en las heces. Esto sugiere que, por lo menos en
algunas aves silvestres, estas cepas pueden ya no ser transmitidas

principalmente por via fecal-oral.
5.2. AISLAMIENTO VIRUS DE NEWCASTLE E INFLUENZA AVIAR.

Los resultados de aislamiento presentes en nuestro estudio no concuerdan con
los obtenidos por Segovia en el periodo 2008-2009 en aves silvestres presentes
en los Humedales de Puerto Viejo, en el departamento de Lima —Perd. Quien

logro aislar siete cepas de virus de IA de baja patogenicidad del subtipo H12N5.
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Estos resultados no concuerdan con la investigacion realizada por Cuevas et
al., en Mexico 2005-2006 donde logro aislar un virus de Influenza Aviar de

patotipo H7N3 de baja patogenicidad en anatidos.

Se plantearon dos hipétesis por cual no se logro aislar el virus una es que las
aves al momento de recoleccién el virus no se encontraban presentes en las
aves y la segunda es que el virus si estuvo presente pero su concentracion fue

muy baja para presentar su patogenicidad.
5.3. FACTORES DE RIESGO.

La presencia de estos virus de 1A'y VNC en las aves silvestres y migratorias por
si sola no constituye un peligro, lo seria en la medida que estos virus pudieran
interactuar con aves domeésticas, como pollos, gallinas y pavos, aumentandose
la probabilidad de adaptacién a especies mamiferas y al hombre, ademas de
incrementarse su posibilidad de transmision por contacto directo (Beldomenico y
Uhart, 2008).

Las caracteristicas que presentan los humedales de la provincia la cual en su
mayoria esta constituida por rios y quebradas con caudales fuertes que son
muy distintos a estudios donde se han realizado aislamientos viricos de estas
dos enfermedades por ejemplo: Ventocilla y col. 2011 aislaron 4 cepas de
APMV-1, aparentemente de tipo lentogénico, en las heces colectadas de aves
silvestres en la zona de la laguna albufera “El Paraiso” en Lima-Peru. Aunque
en épocas de verano se presentan condiciones en los humedales disminucién
significante del caudal y formacion de pequefas “playas” en las riveras de rios
gue permiten la aglomeracion constituyendo un riesgo si es que entran en

contacto con aves enfermas.



6. CONCLUSIONES

No se lograron aislar los virus de la enfermedad de Newcastle e Influenza
aviar en aves silvestres de la provincia de Zamora Chinchipe.

Se analizaron 300 muestras, la prevalencia estimada fue de 0% con un
intervalo de confianza de 0 a 1.19%.

Se identificaron 27 especies de aves silvestres pertenecientes nueve
ordenes de aves.

Los factores de riesgo de entrada de estas dos enfermedades seria
poco probable desde el punto de vista de aves silvestres.

Mayor probabilidad de riesgo constituyen las aves traspatio que pueden
trasladar el virus hacia las silvestres si existe contacto, se alimentan o

abrevan en los mismos lugares.



7. RECOMENDACIONES

. Continuar con el monitoreo de estas dos enfermedades en aves silvestres,
mediante estudios similares, tomando medidas preventivas y de control ya
gue en paises cercanos como Chile y Peru se han reportado brotes.

Evitar al maximo las variaciones de temperatura durante el transporte de las
muestras, y si es que el tiempo de llegada de las muestras al laboratorio se
prolonga entonces es necesario conservar las muestras a -70 °C.

. Importante que las granjas avicolas cuenten con un sistema de bioseguridad
adecuado para evitar el contacto con estas aves directa o indirectamente.

. Es importante determinar el periodo migratorio de las aves y ubicar los sitios
de conglomeracion para un futuro estudio, puesto que las aves migratorias
tienen un rol importante en la diseminacion de enfermedades, especialmente

las acuaticas.
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9. ANEXOS

ANEXO 1. Elaboracion del mapa para ubicar sitios de muestreo con el personal
del CINFA- UNL.

Foto N° 1. Personal del CINFA

ANEXO 2. Recolecciéon de muestras.

Foto N° 4 Ubicacion heces frescas. Foto N° 5 Recoleccion de muestras



ANEXO 3. Especies que se recolectaron las muestras

Foto N° 6 Coragypis atratus Foto N° 7 Turdus ignobilis (Zorzal)

",

Foto N° 8 Pionus menstruus Foto N° 9 Volatinia jacarina (Mochuelo)

Foto N° 10 Bobulcus ibis (Garza) Foto N° 11 N. cyanoleuca (Golondrina)



ANEXO 4. Laboratorio de patologia aviar Universidad Nacional Mayor De San
Marcos

Foto N° 12 Carrera de MV UNMSM  Foto N° 13 Laboratorio de patologia aviar



ANEXO 5. Registros de muestras de campo.

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

RESPONSABLE: JHON FERNANDO QUEZADA CHAMBA

PROVINCIA : ZAMORA CHINCHIPE

TIPO DE MUESTRA: HECES

N° de Fecha de Sitio de Coordenadas sitio de muestreo Nimero
muestra colecta Cantén Parroquia Sector/sitio muestreo de
Coordenadas x | coordenadasy |fotografia | ESPECIE

1 15/01/2016 | YANTZAZA | YANTZAZA PITAALTO 622 748901,36 9579770,45 1| Conotrhroupis speculiguera
2 16/01/2016 | YANTZAZA | YANTZAZA PITAALTO 622 748901,36 9579770,45 1| Conotrhroupis speculiguera
3 16/01/2016 | YANTZAZA | YANTZAZA PITAALTO 622 748901,36 9579770,45 1| Conotrhroupis speculiguera
4 16/01/2016 | YANTZAZA | YANTZAZA PITA ALTO 622 748901,36 9579770,45 1| Conotrhroupis speculiguera
5 16/01/2016 | YANTZAZA | YANTZAZA PITA ALTO 623 750309,26 9580533,34 2 | Harpagus diodon
6 16/01/2016 | YANTZAZA | YANTZAZA PITA ALTO 623 750309,26| 9580533,34 2 | Harpagus diodon
7 17/01/2016 | YANTZAZA | YANTZAZA PITA ALTO 623 750309,26 9580533,34 2 | Harpagus diodon
8 18/01/2016 | YANTZAZA | YANTZAZA SAN PEDRO 623 750309,26 | 9580533,34 3| Coragypis atratus
9 19/01/2016 | YANTZAZA | YANTZAZA SAN PEDRO 623 750309,26| 9580533,34 3| Coragypis atratus
10 19/01/2016 | YANTZAZA | YANTZAZA SAN PEDRO 623 750309,26| 9580533,34 3| Coragypis atratus
11 18/01/2016 | YANTZAZA | YANTZAZA PITA ALTO 76 750629,51 9580595,53 4 | Coragypis atratus
12 19/01/2016 | YANTZAZA | YANTZAZA PITA ALTO 76 750629,51 9580595,53 4 | Coragypis atratus
13 20/01/2016 | YANTZAZA | YANTZAZA PITA ALTO 76 750629,51| 9580595,53 4 | Coragypis atratus
14 19/01/2016 | YANTZAZA | YANTZAZA PITA ALTO 76 750629,51 9580595,53 4 | Coragypis atratus
15 16/01/2016 | YANTZAZA | YANTZAZA PITA ALTO 76 750629,51| 9580595,53 4 | Coragypis atratus
16 16/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTROS C. LARGA 606 761469,13 9582596,93 5| Coragypis atratus




C. LARGA

17 | 16/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTROS 606|  761469,13 | 9582596,93 > | Coragypis atratus

18 | 16/01/2016 | YANTZAZA |LOS ENCUENTROS | C- LARGA 606 76146913 | 9582596,93 5| Coragypis atratus

19 16/01/2016 | YANTZAZA |LOS ENCUENTROS  |C.LARGA 606 761469,13| 9582596,93 6 | Turdus ignobilis

20 16/01/2016 | YANTZAZA |LOS ENCUENTROS | C.LARGA 606 761469,13| 9582596,93 6 | Turdus ignobilis

21 16/01/2016 | YANTZAZA |LOS ENCUENTROS | C. LARGA 606 761469,13| 9582596,93 6 | Turdus ignobilis

22 16/01/2016 | YANTZAZA |LOS ENCUENTROS | C.LARGA 606 761469,13| 9582596,93 6 | Turdus ignobilis

23 16/01/2016 | YANTZAZA |LOS ENCUENTROS | C. LARGA 606 761469,13| 9582596,93 6 | Turdus ignobilis

24 16/01/2016 | YANTZAZA | CHICANA LA YONA 604 753889,70 | 9584252,46 7 | Columba livia

25 16/01/2016 | YANTZAZA | CHICANA LA YONA 604 753889,70 | 9584252,46 7 | Columba livia

26 16/01/2016 | YANTZAZA | CHICANA LA YONA 604 753889,70 | 9584252,46 7 | Columba livia

27 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTROS | MUCHIMI 624 758225,34| 9584864,93 8 | Coragypis atratus

28 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTROS | MUCHIMI 624 758225,34| 9584864,93 8 | Coragypis atratus

29 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTROS | MUCHIMI 624 758225,34| 9584864,93 8 | Coragypis atratus

30 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTROS MUCHIMI 624 758225,34| 9584864,93 8 | Coragypis atratus

31 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTROS | PANDI BAJO 640 764098,29 9585147,7 9 | Cacicus cela

32 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTROS | PANDI BAJO 640 764098,29 9585147,7 9| Cacicus cela

33 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTROS | PANDI BAJO 640 764098,29 9585147,7 9 | Cacicus cela

34 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTROS | PANDI BAJO 640 764098,29 | 9585147,70 9 | Cacicus cela

35 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTROS LA ZENTZA 626 763457,09 9584140,37 10 | Icterus chrysocephalus
36 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTROS LA ZENTZA 626 763457,09 9584140,37 10 | Icterus chrysocephalus
37 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTROS LA ZENTZA 626 763457,09| 9584140,37 10 | Icterus chrysocephalus
38 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTROS LA ZENTZA 626 763457,09 9584140,37 10 | Icterus chrysocephalus
39 17/01/2016 | EL PANGUI | PACHICUTZA ACHUNTZA 641 771235,97| 9591682,66 11 | Pionus menstruus

40 17/01/2016 | EL PANGUI | PACHICUTZA ACHUNTZA 641 771235,97 | 9591682,66 11| Pionus menstruus

41 17/01/2016 | ELPANGUI | PACHICUTZA ACHUNTZA 641 771235,97| 9591682,66 11| Pionus menstruus

42 17/01/2016 | EL PANGUI | PACHICUTZA ACHUNTZA 641 771235,97 | 9591682,66 11 | Pionus menstruus

43 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTTROS | EL PINCHO 661 767470,91 9590396,03 12 | Palacrocorax brasilianus




44 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTTROS | EL PINCHO 661 767470,91 9590396,03 12 | Palacrocorax brasilianus
45 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTTROS | EL PINCHO 661 767470,91 9590396,03 12 | Palacrocorax brasilianus
46 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTTROS | EL CARMEN 625 761332,28 | 9582146,89 13 | Elaenia obscura
47 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTTROS | EL CARMEN 625 761332,28 | 9582146,89 13 | Elaenia obscura
48 17/01/2016 | YANTZAZA | LOS ENCUENTTROS | EL CARMEN 625 761332,28 | 9582146,89 13 | Elaenia obscura

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

RESPONSABLE: JHON FERNANDO QUEZADA CHAMBA
PROVINCIA: ZAMORA CHINCHIPE
TIPO DE MUESTRA: HECES
N° de Fecha de ) N Sitio de Coordenadas sitio de muestreo | Numero
muestra colecta Parroquia Sector/sitio muestreo | Coordenadas x | coordenadas y "
fotografia ESPECIE
49 16/01/2016 | GUISME LA ARGELIA 77 762.188,46 | 9.608.282,38 14 | Turdus ignobilis
50 16/01/2016 | GUISME LA ARGELIA 77 762.188,46 | 9.608.282,38 14 | Turdus ignobilis
51 16/01/2016 | GUISME LA ARGELIA 77 762.188,46 | 9.608.282,38 14 | Turdus ignobilis
52 22/01/2016 | GUISME CENTRO SHUARA 718 774835,01| 9608040,08 15| T. tenuepunctatus
53 22/01/2016 | GUISME CENTRO SHUARA 718 774835,01| 9608040,08 15 | T. tenuepunctatus
54 23/01/2016 | GUISME CENTRO SHUARA 718 774835,01| 9608040,08 15 | T. tenuepunctatus
55 22/01/2016 | GUISME CENTRO SHUARA 718 774835,01| 9608040,08 15| T. tenuepunctatus
56 22/01/2016 | PANGUI RECTA DEL PANGUI 684 771748,07| 9601957,88 16 | Tachyphophonus luctuosus
57 22/01/2016 | PANGUI RECTA DEL PANGUI 684 771748,07 | 9601957,88 16 | Tachyphophonus luctuosus
58 22/01/2016 | PANGUI RECTA DEL PANGUI 684 771748,07 | 9601957,88 16 | Tachyphophonus luctuosus
59 22/01/2016 | PANGUI RECTA DEL PANGUI 684 771748,07| 9601957,88 16 | Tachyphophonus luctuosus
60 22/01/2016 | GUISME GUISME 717 769633,82 | 9606805,27 17 | Turdus ignobilis




61 22/01/2016 | GUISME GUISME 717 769633,82 |  9606805,27 17 | Turdus ignobilis

62 22/01/2016 | GUISME GUISME 717 769633,82 |  9606805,27 17 | Turdus ignobilis

63 22/01/2016 | GUISME GUISME 717 769633,82 |  9606805,27 17 | Turdus ignobilis

64 22/01/2016 | PANGUI REINA DEL CISNE 217 768819,23 | 9597363,03 18 | Thraupis episcopus
65 22/01/2016 | PANGUI REINA DEL CISNE 217 768819,23 | 9597363,03 18 | Thraupis episcopus
66 22/01/2016 | PANGUI REINA DEL CISNE 217 768819,23 | 9597363,03 18 | Thraupis episcopus
67 22/01/2016 | PANGUI REINA DEL CISNE 217 768819,23| 9597363,03 18 | Thraupis episcopus
68 22/01/2016 | PANGUI MACHINAZA BAJO 102 770845,41| 9600250,56 19 | Volatinia jacarina
69 22/01/2016 | PANGUI MACHINAZA BAJO 102 770845,41| 9600250,56 19 | Volatinia jacarina
70 22/01/2016 | PANGUI MACHINAZA BAJO 102 770845,41 | 9600250,56 19 | Volatinia jacarina
71 22/01/2016 | PANGUI MACHINAZA BAJO 102 770845,41| 9600250,56 19 | Volatinia jacarina
72 22/01/2016 | PACHICUTZA PACHICUTZA BAJO 662 765227,74| 9593321,83 20 | Volatinia jacarina
73 22/01/2016 | PACHICUTZA PACHICUTZA BAJO 662 765227,74| 9593321,83 20 | Volatinia jacarina
74 22/01/2016 | PACHICUTZA PACHICUTZA BAJO 662 765227,74| 9593321,83 20 | Volatinia jacarina
75 22/01/2016 | PACHICUTZA PACHICUTZA BAJO 662 765227,74| 9593321,83 20 | Volatinia jacarina
76 23/01/2016 | LOS ENCUENTROS | LOS ALMENDROS 588 757367,15| 9574457,31 21 | Elaenia osbcura

77 23/01/2016 | LOS ENCUENTROS LOS ALMENDROS 588 757367,15 9574457,31 21 | Elaenia osbcura

78 23/01/2016 | LOS ENCUENTROS | LOS ALMENDROS 588 757367,15| 9574457,31 21 | Elaenia osbcura

79 23/01/2016 | LOS ENCUENTROS | LOS ALMENDROS 588 757367,15| 9574457,31 21 | Elaenia osbcura

80 23/01/2016 | LOS ENCUENTROS | NUEVA ESPERANZA 564 757545,75|  9573916,63 21 | Elaenia osbcura

81 23/01/2016 | LOS ENCUENTROS | NUEVA ESPERANZA 564 757545,75| 9573916,63 22 | Coereba flabeola
82 23/01/2016 | LOS ENCUENTROS NUEVA ESPERANZA 564 757545,75 9573916,63 22 | Coereba flabeola
83 23/01/2016 | LOS ENCUENTROS | NUEVA ESPERANZA 564 757545,75|  9573916,63 22 | Coereba flabeola
84 23/01/2016 | LOS ENCUENTROS | SANTA LUCIA 605 763317,38| 9581180,61 23 | Coereba flabeola
85 23/01/2016 | LOS ENCUENTROS | SANTA LUCIA 605 763317,38 | 9581180,61 23 | Coereba flabeola
86 23/01/2016 | LOS ENCUENTROS | SANTA LUCIA 605 763317,38| 9581180,61 23 | Coereba flabeola
87 23/01/2016 | LOS ENCUENTROS | SANTA LUCIA 605 763317,38| 9581180,61 23 | Coereba flabeola
88 23/01/2016 | EL TRIUNFO EL DORADO 563 755830,47 | 9573701,16 24 | Notiochelidon cyanoleuca




89 23/01/2016 | EL TRIUNFO EL DORADO 563 755830,47 | 9573701,16 24 | Notiochelidon cyanoleuca
90 23/01/2016 | EL TRIUNFO EL DORADO 563 755830,47 | 9573701,16 24 | Notiochelidon cyanoleuca
91 23/01/2016 | EL TRIUNFO EL DORADO 563 755830,47 | 9573701,16 24 | Notiochelidon cyanoleuca
92 23/01/2016 | CHICANA GUAMBIME 659 751758,16| 9592540,39 25| Columba livia

93 23/01/2016 | CHICANA GUAMBIME 659 751758,16 | 9592540,39 25| Columba livia

94 23/01/2016 | CHICANA GUAMBIME 659 751758,16| 9592540,39 25| Columba livia

95 23/01/2016 | CHICANA GUAMBIME 659 751758,16| 9592540,39 25| Columba livia

9 23/01/2016 | EL 0SO EL OSO 660 755692,68 | 9596161,65 26 | Harpagus diodon

97 23/01/2016 | EL OSO EL OSO 660 755692,68 | 9.596.189,34 26 | Harpagus diodon

98 23/01/2016 | EL OSO EL OSO 660 755692,68 | 9.596.189,34 26 | Harpagus diodon

99 23/01/2016 | EL 0SO ELOSO 660 755692,68 | 9.596.189,34 26 | Harpagus diodon

100 23/01/2016 | TUTUPALI BASTION 213 718147,87 9617177,4 27 | Elaenia osbcura

101 23/01/2016 | TUTUPALI BASTION 213 718147,87 9617177,4 27 | Elaenia osbcura

102 23/01/2016 | TUTUPALI BASTION 213 718147,87 9617177,4 27 | Elaenia osbcura

103 23/01/2016 | TUTUPALI BASTION 213 718147,87 9617177,4 27 | Elaenia osbcura

104 23/01/2016 | TUTUPALI CHUCAR GRANDE 214 717647,25 9615532,3 28 | Volatinia jacarina

105 23/01/2016 | TUTUPALI CHUCAR GRANDE 214 717647,25 9615532,3 28 | Volatinia jacarina

106 23/01/2016 | TUTUPALI CHUCAR GRANDE 214 717647,25 9615532,3 28 | Volatinia jacarina

107 23/01/2016 | TUTUPALI CHUCAR GRANDE 214 717647,25 9615532,3 28 | Volatinia jacarina

108 23/01/2016 | GUADALUPE CENTRO SHUARA 585 733622,98| 9576073,12 29 | Turdus ignobilis

109 23/01/2016 | GUADALUPE CENTRO SHUARA 585 733622,98| 9576073,12 29 | Turdus ignobilis

110 23/01/2016 | GUADALUPE CENTRO SHUARA 585 733622,98| 9576073,12 29 | Turdus ignobilis

111 23/01/2016 | GUADALUPE CENTRO SHUARA 585 733622,98| 9576073,12 29 | Turdus ignobilis

112 23/01/2016 | LA PAZ CURIACA 219 734172,13 | 95829001,03 30 | Turdus ignobilis

113 23/01/2016 | LA PAZ CURIACA 219 734172,13 | 95829001,03 30| Turdus ignobilis

114 23/01/2016 | LA PAZ CURIACA 219 734172,13 | 95829001,03 30 | Turdus ignobilis

115 23/01/2016 | LA PAZ CURIACA 219 734172,13 | 95829001,03 30 | Turdus ignobilis

116 23/01/2016 | 28 DE MAYO LA HACIENDA 216 724365,33 |  9600647,84 31| Crotophaga ani




117 23/01/2016 | 28 DE MAYO LA HACIENDA 216 724365,33 | 9600647,84 31 | Crotophaga ani

118 23/01/2016 | 28 DE MAYO LA HACIENDA 216 724365,33 | 9600647,84 31| Crotophaga ani

119 23/01/2016 | 28 DE MAYO LA HACIENDA 216 724365,33 | 9600647,84 31 | Crotophaga ani

120 23/01/2016 | ZUMBI SANPEDRO 75 747304,06 | 9570432,71 32 | Tangara mexicana

121 23/01/2016 | ZUMBI SANPEDRO 75 747304,06 | 9570432,71 32| Tangara mexicana

122 23/01/2016 | ZUMBI SANPEDRO 75 747304,06 | 9570432,71 32 | Tangara mexicana

123 23/01/2016 | ZUMBI SANPEDRO 75 747304,06 | 9570432,71 32| Tangara mexicana

124 23/01/2016 | ZUMBI MACARA 586 746946,23 |  9571231,57 33 | Turdus ignobilis

125 23/01/2016 | ZUMBI MACARA 586 746946,23 |  9571231,57 33 | Turdus ignobilis

126 23/01/2016 | ZUMBI MACARA 586 746946,23 |  9571231,57 33 | Turdus ignobilis

127 23/01/2016 | ZUMBI MACARA 586 746946,23 |  9571231,57 33 | Turdus ignobilis

128 23/01/2016 | CUMBARATZA CHAMICO 561 739598,73 9565118,55 34 | Notiochelidon cyanoleuca
129 23/01/2016 | CUMBARATZA CHAMICO 561 739598,73|  9565118,55 34 | Notiochelidon cyanoleuca
130 23/01/2016 | CUMBARATZA CHAMICO 561 739598,73 9565118,55 34 | Notiochelidon cyanoleuca
131 23/01/2016 | CUMBARATZA CHAMICO 561 739598,73| 9565118,55 34 | Notiochelidon cyanoleuca
132 23/01/2016 | CUMBARATZA NAMIREZ BAJO 534 740316,22 | 9562312,98 35 | Notiochelidon cyanoleuca
133 23/01/2016 | CUMBARATZA NAMIREZ BAJO 534 740316,22 9562312,98 35 | Notiochelidon cyanoleuca
134 23/01/2016 | CUMBARATZA NAMIREZ BAJO 534 740316,22 | 9562312,98 35 | Notiochelidon cyanoleuca
135 23/01/2016 | CUMBARATZA NAMIREZ BAJO 534 740316,22 | 9562312,98 35 | Notiochelidon cyanoleuca
136 24/01/2016 | CUMBARATZA NAMIREZ ALTO 532 | 735731,28 9562863,46 36 | Coereba flabeola

137 24/01/2016 | CUMBARATZA NAMIREZ ALTO 532 | 735731,28 9562863,46 36 | Coereba flabeola

138 24/01/2016 | CUMBARATZA NAMIREZ ALTO 532 | 735731,28 9562863,46 36 | Coereba flabeola

139 24/01/2016 | CUMBARATZA NAMIREZ ALTO 532 | 735731,28 9562863,46 36 | Coereba flabeola

140 24/01/2016 | CUMBARATZA EL ARENAL 74 736351,83 | 9557815,77 37 | Coereba flabeola

141 24/01/2016 | CUMBARATZA EL ARENAL 74 736351,83 | 9557815,77 37 | Coereba flabeola

142 24/01/2016 | CUMBARATZA EL ARENAL 74 736351,83 | 9557815,77 37 | Coereba flabeola

143 24/01/2016 | CUMBARATZA EL ARENAL 74 736351,83 | 9557815,77 37 | Coereba flabeola

144 24/01/2016 | CUMBARATZA EL ARENAL 482 736673,57 | 9557126,44 38 | Crotophaga ani




145 24/01/2016 | CUMBARATZA EL ARENAL 482 736673,57 | 9557126,44 38 | Crotophaga ani
146 24/01/2016 | CUMBARATZA EL ARENAL 482 736673,57 | 9557126,44 38 | Crotophaga ani
147 24/01/2016 | CUMBARATZA EL ARENAL 482 736673,57 | 9557126,44 38 | Crotophaga ani
148 24/01/2016 | CUMBARATZA LA QUEBRADA 513 735446,55 9556727,9 39 | Elaenia osbcura
149 24/01/2016 | CUMBARATZA LA QUEBRADA 513 735446,55 9556727,9 39| Elaenia osbcura
150 24/01/2016 | CUMBARATZA LA QUEBRADA 513 735446,55 9556727,9 39 | Elaenia osbcura
151 24/01/2016 | CUMBARATZA LA QUEBRADA 513 735446,55 9556727,9 39| Elaenia osbcura
152 26/01/2016 | CUMBARATZA LA QUEBRADA 513 735446,55 9556727,9 39 | Elaenia osbcura
153 24/01/2016 | SAN CARLOS CAMPANILLAS 229 744134,01| 9552971,43 40 | Volatinia jacarina
154 24/01/2016 | SAN CARLOS CAMPANILLAS 229 744134,01 9552971,43 40 | Volatinia jacarina
155 24/01/2016 | SAN CARLOS CAMPANILLAS 229 744134,01| 9552971,43 40 | Volatinia jacarina
156 24/01/2016 | SAN CARLOS CAMPANILLAS 229 744134,01| 9552971,43 40 | Volatinia jacarina

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

RESPONSABLE: JHON FERNANDO QUEZADA CHAMBA
PROVINCIA: ZAMORA CHINCHIPE
TIPO DE MUESTRA: HECES
. Coordenadas sitio de muestreo
N° de Fecha de . . Sitio de Numero de
Parroquia Sector/sitio ¥
muestra colecta muestreo Coordenad denad fotografia
oordenadas x coordenadas y ESPECIE
157 29/01/2016 | SAN CARLOS VIA A NAMBIJA 226 745654,46 9543749,43 41 | Elaenia obscura
158 29/01/2016 | SAN CARLOS VIA A NAMBIJA 226 745654,46 9543749,43 41 | Elaenia obscura
159 29/01/2016 | SAN CARLOS VIA A NAMBIJA 226 745654,46 9543749,43 41 | Elaenia obscura
160 29/01/2016 | SAN CARLOS VIA A NAMBIJA 226 745654,46 9543749,43 41 | Elaenia obscura




161 29/01/2016 | NAMBIJA VIA A NAMBIJA 230 744618,42 9546647,61 42 | Thraupis episcopis
162 29/01/2016 | NAMBIJA VIA A NAMBLIJA 230 744618,42 9546647,61 42 | Thraupis episcopis
163 29/01/2016 | NAMBIJA VIA A NAMBIJA 230 744618,42 9546647,61 42 | Thraupis episcopis
164 29/01/2016 | NAMBIJA VIA A NAMBIJA 230 744618,42 9546647,61 42 | Thraupis episcopis
165 29/01/2016 | NAMBIJA VIA A NAMBIJA 227 747252,55 9546239,1 43 | Coragyps atratus
166 29/01/2016 | NAMBIJA VIA A NAMBIJA 227 747252,55 9546239,1 43 | Coragyps atratus
167 29/01/2016 | NAMBIJA VIA A NAMBIJA 227 747252,55 9546239,1 43 | Coragyps atratus
168 29/01/2016 | NAMBIJA VIA A NAMBIJA 227 747252,55 9546239,1 43 | Coragyps atratus
169 29/01/2016 | NAMBIJA CAMP. VIEJO 228 741323,06 9548907,94 44 | Bobulcus ibis

170 29/01/2016 | NAMBIJA CAMP. VIEJO 228 741323,06 9548907,94 44 | Bobulcus ibis

171 29/01/2016 | NAMBIJA CAMP. VIEJO 228 741323,06 9548907,94 44 | Bobulcus ibis

172 29/01/2016 | NAMBIJA CAMP. VIEJO 228 741323,06 9548907,94 44 | Bobulcus ibis

173 29/01/2016 | SABANILLA TAMBO 512 715494,1 9561443,66 45 | Turdus ignobilis
174 29/01/2016 | SABANILLA TAMBO 512 715494,1 9561443,66 45 | Turdus ignobilis
175 29/01/2016 | SABANILLA TAMBO 512 715494,1 9561443,66 45 | Turdus ignobilis
176 29/01/2016 | SABANILLA TAMBO 512 715494,1 9561443,66 45 | Turdus ignobilis
177 29/01/2016 | EL LIMON LA FRAGANCIA 480 722039,01 9553816,98 46 | Coereba flaveola
178 29/01/2016 | EL LIMON LA FRAGANCIA 480 722039,01 9553816,98 46 | Coereba flaveola
179 29/01/2016 | EL LIMON LA FRAGANCIA 480 722039,01 9553816,98 46 | Coereba flaveola
180 29/01/2016 | EL LIMON LA FRAGANCIA 480 722039,01 9553816,98 46 | Coereba flaveola
181 29/01/2016 | ZAMORA JAMBUE BAJO 449 729010,22 9547882,61 47 | Turdus ignobilis
182 29/01/2016 | ZAMORA JAMBUE BAJO 449 729010,22 9547882,61 47 | Turdus ignobilis
183 29/01/2016 | ZAMORA JAMBUE BAJO 449 729010,22 9547882,61 47 | Turdus ignobilis
184 29/01/2016 | ZAMORA JAMBUE BAJO 449 729010,22 9547882,61 47 | Turdus ignobilis
185 29/01/2016 | ZAMORA NUMBAMI BAJO 404 728478,82 9540795,16 48 | Turdus ignobilis
186 30/01/2016 | ZAMORA NUMBAMI BAJO 404 728478,82 9540795,16 48 | Turdus ignobilis
187 30/01/2016 | ZAMORA NUMBAMI BAJO 404 728478,82 9540795,16 48 | Turdus ignobilis
188 30/01/2016 | ZAMORA NUMBAMI BAJO 404 728478,82 9540795,16 48 | Turdus ignobilis




189 30/01/2016 | TIMBARA TZUNANTZA ALTO 451 735858,22 9549405,24 49 | Turdus ignobilis
190 30/01/2016 | TIMBARA TZUNANTZA ALTO 451 735858,22 9549405,24 49 | Turdus ignobilis
191 30/01/2016 | TIMBARA TZUNANTZA ALTO 451 735858,22 9549405,24 49 | Turdus ignobilis
192 30/01/2016 | TIMBARA TZUNANTZA ALTO 451 735858,22 9549405,24 49 | Turdus ignobilis
193 30/01/2016 | TIMBARA PUEBLO VIEJO 450 731792,95 9552847,39 50 | Turdus ignobilis
194 30/01/2016 | TIMBARA PUEBLO VIEJO 450 731792,95 9552847,39 50 | Turdus ignobilis
195 30/01/2016 | TIMBARA PUEBLO VIEJO 450 731792,95 9552847,39 50 | Turdus ignobilis
196 30/01/2016 | TIMBARA PUEBLO VIEJO 450 731792,95 9552847,39 50 | Turdus ignobilis
197 30/01/2016 | PANGUINTZA | SOAPACA 562 740977,46 9567256,77 51| Sterna anaethetus
198 30/01/2016 | PANGUINTZA | SOAPACA 562 740977,46 9567256,77 51 | Sterna anaethetus
199 30/01/2016 | PANGUINTZA | SOAPACA 562 740977,46 9567256,77 51 |Sterna anaethetus
200 30/01/2016 | PANGUINTZA | SOAPACA 562 740977,46 9567256,77 51 | Sterna anaethetus
201 30/01/2016 | PAQUISHA PAQUISHA 535 759984,04 9565012,4 52 | Elaenia obscura
202 30/01/2016 | PAQUISHA PAQUISHA 535 759984,04 9565012,4 52 | Elaenia obscura
203 30/01/2016 | PAQUISHA PAQUISHA 535 759984,04 9565012,4 52 | Elaenia obscura
204 30/01/2016 | PAQUISHA PAQUISHA 535 759984,04 9565012,4 52 | Elaenia obscura
205 30/01/2016 | NUEVOQUITO | CONHUIME 515 758165,29 9556519,69 53 | Columbia minuta
206 30/01/2016 | NUEVOQUITO | CONHUIME 515 758165,29 9556519,69 53 | Columbia minuta
207 30/01/2016 | NUEVOQUITO | CONHUIME 515 758165,29 9556519,69 53 | Columbia minuta
208 30/01/2016 | NUEVOQUITO | CONHUIME 515 758165,29 9556519,69 53 | Columbina minuta
209 30/01/2016 | NUEVOQUITO | SISAN 71 761350,44 9553613,42 54 | Columba livia

210 30/01/2016 | NUEVOQUITO | SISAN 71 761350,44 9553613,42 54 | Columba livia

211 30/01/2016 | NUEVOQUITO | SISAN 71 761350,44 9553613,42 54 | Columba livia

212 30/01/2016 | NUEVOQUITO | SISAN 71 761350,44 9553613,42 54 | Columba livia

213 30/01/2016 | NUEVOQUITO | SANTA ELENA 452 757096,25 9551748,3 55 | Myiopagis caniceps
214 30/01/2016 | NUEVOQUITO | SANTA ELENA 452 757096,25 9551748,3 55 | Myiopagis caniceps
215 30/01/2016 | NUEVOQUITO | SANTA ELENA 452 757096,25 9551748,3 55 | Myiopagis caniceps
216 30/01/2016 | NUEVOQUITO | SANTA ELENA 452 757096,25 9551748,3 55 | Myiopagis caniceps




217 30/01/2016 | NUEVOQUITO | SANTA ELENA 453 758213,62 9550882,76 56 | Elaenia obscura
218 30/01/2016 | NUEVOQUITO | SANTA ELENA 453 758213,62 9550882,76 56 | Elaenia obscura
219 30/01/2016 | NUEVOQUITO | SANTA ELENA 453 758213,62 9550882,76 56 | Elaenia obscura
220 31/01/2016 | NUEVOQUITO | SANTA ELENA 453 758213,62 9550882,76 56 | Elaenia obscura
221 31/01/2016 | NUEVOQUITO | SANTA ELENA 116 759111,4 9549827,59 57 | Coragyps atratus
222 31/01/2016 | NUEVOQUITO | SANTA ELENA 116 759111,4 9549827,59 57 | Coragyps atratus
223 31/01/2016 | NUEVOQUITO | SANTA ELENA 116 759111,4 9549827,59 57 | Coragyps atratus
224 31/01/2016 | NUEVOQUITO | SANTA ELENA 116 759111,4 9549827,59 57 | Coragyps atratus
225 31/01/2016 | NUEVOQUITO | SANTA ELENA 454 761580,77 9547745,43 58 | Coragyps atratus
226 31/01/2016 | NUEVOQUITO | SANTA ELENA 454 761580,77 9547745,43 58 | Coragyps atratus
227 31/01/2016 | NUEVOQUITO | SANTA ELENA 454 761580,77 9547745,43 58 | Coragyps atratus
228 31/01/2016 | NUEVOQUITO | SANTA ELENA 454 761580,77 9547745,43 58 | Coragyps atratus
229 31/01/2016 | NUEVOQUITO PACHICUTZA 423 760872,26 9544165,38 59 | Myiopagis caniceps
230 31/01/2016 | NUEVOQUITO | PACHICUTZA 423 760872,26 9544165,38 59 | Myiopagis caniceps
231 31/01/2016 | NUEVOQUITO PACHICUTZA 423 760872,26 9544165,38 59 | Myiopagis caniceps
232 31/01/2016 | NUEVOQUITO | PACHICUTZA 423 760872,26 9544165,38 59 | Myiopagis caniceps
233 31/01/2016 | NUEVOQUITO | LA GUANTZA 406 761735,58 9540337,64 60 | Sterna anaethetus
234 31/01/2016 | NUEVOQUITO | LA GUANTZA 406 761735,58 9540337,64 60 | Sterna anaethetus
235 31/01/2016 | NUEVOQUITO | LA GUANTZA 406 761735,58 9540337,64 60 | Sterna anaethetus
236 31/01/2016 | NUEVOQUITO LA GUANTZA 406 761735,58 9540337,64 60 | Sterna anaethetus
237 31/01/2016 | NUEVOQUITO | LA GUANTZA 405 760957,77 9539873,2 61| Bobulcus ibis

238 31/01/2016 | NUEVOQUITO | LA GUANTZA 405 760957,77 9539873,2 61| Bobulcus ibis

239 31/01/2016 | NUEVOQUITO | LA GUANTZA 405 760957,77 9539873,2 61| Bobulcus ibis

240 31/01/2016 | NUEVOQUITO | LA GUANTZA 405 760957,77 9539873,2 61 | Bobulcus ibis

241 31/01/2016 | NUEVOQUITO | LA GUANTZA 70 761572,82 9537207,75 62 | Bobulcus ibis

242 31/01/2016 | NUEVOQUITO LA GUANTZA 70 761572,82 9537207,75 62 | Bobulcus ibis

243 31/01/2016 | NUEVOQUITO | LA GUANTZA 70 761572,82 9537207,75 62 | Bobulcus ibis

244 31/01/2016 | NUEVOQUITO | LA GUANTZA 70 761572,82 9537207,75 62 | Bobulcus ibis




245 31/01/2016 | NUEVOQUITO MAYCU 69 759755,31 9530475,22 63 | Coragyps atratus
246 31/01/2016 | NUEVOQUITO | MAYCU 69 759755,31 9530475,22 63 | Coragyps atratus
247 31/01/2016 | NUEVOQUITO MAYCU 69 759755,31 9530475,22 63 | Coragyps atratus
248 31/01/2016 | NUEVOQUITO | MAYCU 69 759755,31 9530475,22 63 | Coragyps atratus
249 30/01/2016 | YANTZAZA CHIMBUTZA 603 751202,40 9581553,86 64 | Columba livia
250 31/01/2016 | YANTZAZA CHIMBUTZA 603 751202,40 9581553,86 64 | Columba livia
251 31/01/2016 | YANTZAZA CHIMBUTZA 603 751202,40 9581553,86 64 | Columba livia
252 31/01/2016 | YANTZAZA CHIMBUTZA 603 751202,40 9581553,86 64 | Columba livia
253 31/01/2016 | YANTZAZA CHIMBUTZA 603 751202,40 9581553,86 64 | Columba livia

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

RESPONSABLE:

JHON FERNANDO QUEZADA CHAMBA

PROVINCIA:

ZAMORA CHINCHIPE

TIPO DE MUESTRA:

HECES

N° de Fecha de Sitio de Coordenadas sitio de muestreo | Numero de
muestra colecta Cantén Parroquia Sector/sitio muestreo | Coordenadas x | coordenadasy | fotografia ESPECIE
254 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA | SAN VICENTE 255 706732,29 |  9489519,87 65 | Tyrannus episcopus
255 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA | SAN VICENTE 255 706732,29 |  9489519,87 65 | Tyrannus episcopus
256 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA SAN VICENTE 255 706732,29 9489519,87 65 | Tyrannus episcopus
257 06/02/2016 | PALANDA | PALANDA SAN VICENTE 255 706732,29 9489519,87 65 | Tyrannus episcopus
258 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA SANFRANCISCO 253 706553,7 9487710,66 66 | Tyrannus melancholicus
259 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA SANFRANCISCO 253 706553,7 9487710,66 66 | Tyrannus melancholicus
260 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA SANFRANCISCO 253 706553,7 9487710,66 66 | Tyrannus melancholicus




261 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA SANFRANCISCO 253 706553,7 9487710,66 66 | Tyrannus melancholicus
262 06/02/2016 | PALANDA | PALANDA SANFRANCISCO 253 706553,7 9487710,66 66 | Tyrannus melancholicus
263 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA | SAN VICENTE 256 706840,11 |  9487205,43 67 | Tangara parzudakii
264 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA SAN VICENTE 256 706840,11 9487205,43 67 | Tangara parzudakii
265 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA SAN VICENTE 256 706840,11 9487205,43 67 | Tangara parzudakii
266 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA SAN VICENTE 256 706840,11 9487205,43 67 | Tangara parzudakii
267 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA BARRIO CENTRAL 79 704078,75 9500847,17 68 | Pionus menstruus
268 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA BARRIO CENTRAL 79 704078,75 9500847,17 68 | Pionus menstruus
269 06/02/2016 | PALANDA | PALANDA BARRIO CENTRAL 79 704078,75 9500847,17 68 | Pionus menstruus
270 07/02/2016 | PALANDA | PALANDA BARRIO CENTRAL 79 704078,75 9500847,17 68 | Pionus menstruus
271 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA BARRIO CENTRAL 79 704078,75 9500847,17 68 | Pionus menstruus
272 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA TAMBO VIEJO 99 706555,17 9498668,15 69 | Sterna anaethetus
273 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA TAMBO VIEIO 99 706555,17 9498668,15 69 | Sterna anaethetus
274 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA TAMBO VIEJO 99 706555,17 9498668,15 69 | Sterna anaethetus
275 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA TAMBO VIEJO 99 706555,17 9498668,15 69 | Sterna anaethetus
276 05/02/2016 | CHINCHIPE | ZUMBA CANADA 252 708672,5 9476809,57 70 | Dubusia taemata
277 05/02/2016 | CHINCHIPE | ZUMBA CANADA 252 708672,5 9476809,57 70 | Dubusia taemata
278 05/02/2016 | CHINCHIPE | ZUMBA CANADA 252 708672,5| 9476809,57 70 | Dubusia taemata
279 05/02/2016 | CHINCHIPE | ZUMBA CANADA 252 708672,5 9476809,57 70 | Dubusia taemata
280 05/02/2016 | CHINCHIPE | ZUMBA GUARIMIZAL 249 705669,7 9472746,68 71 | Cacicus cela

281 05/02/2016 | CHINCHIPE | ZUMBA GUARIMIZAL 249 705669,7 9472746,68 71| Cacicus cela

282 06/02/2016 | CHINCHIPE | ZUMBA GUARIMIZAL 249 705669,7 9472746,68 71| Cacicus cela

283 05/02/2016 | CHINCHIPE | ZUMBA GUARIMIZAL 249 705669,7 9472746,68 71 | Cacicus cela

284 06/02/2016 | CHINCHIPE | ZUMBA GUARIMIZAL 249 705669,7 9472746,68 71| Cacicus cela

285 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA LAS JUNTAS 78 711897,1 9480425,59 72 | Harpagus diodon
286 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA LAS JUNTAS 78 711897,1 9480425,59 72 | Harpagus diodon
287 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA LAS JUNTAS 78 711897,1 9480425,59 72 | Harpagus diodon
288 05/02/2016 | PALANDA | PALANDA LAS JUNTAS 78 711897,1 9480425,59 72 | Harpagus diodon




289 05/02/2016 | PALANDA | VALLADOLID | TAPALA 258 711190,96 9497796,69 73 | Coragyps atratus
290 05/02/2016 | PALANDA | VALLADOLID | TAPALA 258 711190,96 9497796,69 73 | Coragyps atratus
291 06/02/2016 | PALANDA | VALLADOLID | TAPALA 258 711190,96 9497796,69 73 | Coragyps atratus
292 05/02/2016 | PALANDA | TAPALA TAPALA 100 707294,44 9500894,95 74 | Elaenia osbcura
293 05/02/2016 | PALANDA | TAPALA TAPALA 100 707294,44 9500894,95 74 | Elaenia osbcura
294 14/02/2016 | PALANDA | TAPALA TAPALA 100 707294,44 9500894,95 74 | Elaenia osbcura
295 14/02/2016 | PALANDA | TAPALA TAPALA 100 707294,44 9500894,95 74 | Elaenia osbcura
296 15/02/2016 | PALANDA | TAPALA TAPALA 100 707294,44 9500894,95 74 | Elaenia osbcura
297 14/02/2016 | PALANDA | VALLADOLID | VALLADOLID 99 706555,17 9498668,15 75 | Chlorospingus flavigularis
298 14/02/2016 | PALANDA | VALLADOLID | VALLADOLID 99 706555,17 9498668,15 75 | Chlorospingus flavigularis
299 14/02/2016 | PALANDA | VALLADOLID | VALLADOLID 99 706555,17 9498668,15 75 | Chlorospingus flavigularis
300 14/02/2016 | PALANDA | VALLADOLID | VALLADOLID 99 706555,17 9498668,15 75 | Chlorospingus flavigularis




ANEXO 6. Registro de resultados de laboratorio sector norte.

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

RESPONSABLE:

JHON FERNANDO QUEZADA CHAMBA

PROVINCIA EN ESTUDIO:

ZAMORA CHINCHIPE

TIPO DE MUESTRA:

HECES

ZAMORA CHINCHIPE (SECTOR NORTE) RESULTADOS
N° de muestra Cantén Parroquia Sector/sitio Sitio de muestreo | NEWCASTLE | INFLUENZA AVIAR
PRUEBA HA | PRUEBA HA
1,2,3,4 YANTZAZA YANTZAZA PITA ALTO 622 NEGATIVO NEGATIVO
5,6,7,8,9,10 623 NEGATIVO NEGATIVO
11,12,13,14,15 76 NEGATIVO NEGATIVO
16,17,18,19,20,21,22 LOS ENCUENTROS | CORRENTADA LARGA 606 NEGATIVO NEGATIVO
23,24,25,26 CHICANA LA YONA 604 NEGATIVO NEGATIVO
27,28,29,30 LOS ENCUENTROS MUCHIMI 624 NEGATIVO NEGATIVO
31,32,33,34 LOS ENCUENTROS PANDI BAJO 640 NEGATIVO NEGATIVO
35,36,37,38 LOS ENCUENTROS LA ZENTZA 626 NEGATIVO NEGATIVO
39,40,41,42 EL PANGUI PACHICUTZA ACHUNTZA 641 NEGATIVO NEGATIVO
43,44,45 YANTZAZA LOS ENCUENTTROS EL PINCHO 661 NEGATIVO NEGATIVO
46,47,48 YANTZAZA LOS ENCUENTTROS EL CARMEN 625 NEGATIVO NEGATIVO
49,50,51 EL PANGUI GUISME LA ARGELIA 77 NEGATIVO NEGATIVO
52,53,54,55 PANGUI GUISME CENTRO SHUARA 718 NEGATIVO NEGATIVO
56,57,58,59 PANGUI PANGUI RECTA DEL PANGUI 684 NEGATIVO NEGATIVO
60,61,62,63 PANGUI GUISME GUISME 717 NEGATIVO NEGATIVO
64,65,66,67 PANGUI PANGUI REINA DEL CISNE 217 NEGATIVO NEGATIVO
68,69.70,71 PANGUI PANGUI MACHINAZA BAJO 102 NEGATIVO NEGATIVO
76-77-78-79 YANTZAZA LOS ENCUENTROS LOS ALMENDROS 588 NEGATIVO NEGATIVO




80-81-82-83 YANTZAZA LOS ENCUENTROS NUEVA ESPERANZA 564 NEGATIVO NEGATIVO
84-85-86-87 YANTZAZA LOS ENCUENTROS SANTA LUCIA 605 NEGATIVO NEGATIVO
88,89,90,91 CENTINELA DEL CONDOR EL TRIUNFO EL DORADO 563 NEGATIVO NEGATIVO
92,93,94,95 YANTZAZA CHICANA GUAMBIME 659 NEGATIVO NEGATIVO
96,97,98,99 YANTZAZA EL OSO EL OSO 660 NEGATIVO NEGATIVO
100,101,102,103 YACUAMBI TUTUPALI BASTION 213 NEGATIVO NEGATIVO
104,105.106,107 YACUAMBI TUTUPALI CHUCAR GRANDE 214 NEGATIVO NEGATIVO
108-108-110-111 ZAMORA GUADALUPE CENTRO SHUARA 585 NEGATIVO NEGATIVO
112-113-114-115 YACUAMBI LA PAZ CURIACA 219 NEGATIVO NEGATIVO
116-117-118-119 28 DE MAYO LA HACIENDA 216 NEGATIVO NEGATIVO

ANEXO 7. Registro de resultados de laboratorio sector centro.

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

RESPONSABLE: JHON FERNANDO QUEZADA CHAMBA
TIPO DE MUESTRA: HECES
ZAMORA CHINCHIPE (SECTOR CENTRO) RESULTADOS
N° de muestra Cantén Parroquia Sector/sitio Sitio de muestreo NEWCASTLE INFLUENZA AVIAR
PRUEBA HA PRUEBA HA
72-73-74-75 PANGUI PACHICUTZA PACHICUTZA BAJO 662 NEGATIVO NEGATIVO
120-121-122-123 CENTINELA DEL CONDOR ZUMBI SANPEDRO 75 NEGATIVO NEGATIVO
124-125-126-127 CENTIFNELA DEL CONDOR ZUMBI MACARA 586 NEGATIVO NEGATIVO
128-129-130-131 ZAMORA CUMBARATZA CHAMICO 561 NEGATIVO NEGATIVO
132-133-134-135 ZAMORA CUMBARATZA NAMIREZ BAJO 534 NEGATIVO NEGATIVO




136-137138-139 ZAMORA CUMBARATZA NAMIREZ ALTO 532 NEGATIVO NEGATIVO
140-141-142-143 ZAMORA CUMBARATZA EL ARENAL 74 NEGATIVO NEGATIVO
144-145-146-147 ZAMORA CUMBARATZA EL ARENAL 482 NEGATIVO NEGATIVO
148-149-150-151-152 ZAMORA CUMBARATZA LA QUEBRADA 513 NEGATIVO NEGATIVO
153-154-155-156 ZAMORA SAN CARLOS CAMPANILLAS 229 NEGATIVO NEGATIVO
157-158-159-160 ZAMORA SAN CARLOS VIA A NAMBIJA 226 NEGATIVO NEGATIVO
161-162-163-164 ZAMORA NAMBUA VIA A NAMBIJA 230 NEGATIVO NEGATIVO
165-166-167-168 ZAMORA NAMBIJA VIA A NAMBIJA 227 NEGATIVO NEGATIVO
169-170-171-172 ZAMORA NAMBUA CAMPAMENTO VIEJO 228 NEGATIVO NEGATIVO
173-174-175-176 ZAMORA SABANILLA TAMBO 512 NEGATIVO NEGATIVO
177-178-179-180 ZAMORA EL LIMON LA FRAGANCIA 480 NEGATIVO NEGATIVO
181-182-183-184 ZAMORA ZAMORA JAMBUE BAJO 449 NEGATIVO NEGATIVO
185-186-187-188 ZAMORA ZAMORA NUMBAMI BAJO 404 NEGATIVO NEGATIVO
189-190-191-192 ZAMORA TIMBARA TZUNANTZA ALTO 451 NEGATIVO NEGATIVO
193-194-195-196 ZAMORA TIMBARA PUEBLO VIEJO 450 NEGATIVO NEGATIVO
197-198-199-200 CENTINELA DEL CONDOR PANGUINTZA SOAPACA 562 NEGATIVO NEGATIVO
201-202-203-204 ZAMORA PAQUISHA PAQUISHA 535 NEGATIVO NEGATIVO
205-206-207-208 PAQUISHA NUEVOQUITO CONHUIME 515 NEGATIVO NEGATIVO
209-210-211-212 PAQUISHA NUEVOQUITO SISAN 71 NEGATIVO NEGATIVO
213-214-215-216 PAQUISHA NUEVOQUITO SANTA ELENA 452 NEGATIVO NEGATIVO
217-218-219-220 PAQUISHA NUEVOQUITO SANTA ELENA 453 NEGATIVO NEGATIVO
221-222-223-224 PAQUISHA NUEVOQUITO SANTA ELENA 116 NEGATIVO NEGATIVO
225-226-227-228 PAQUISHA NUEVOQUITO SANTA ELENA 454 NEGATIVO NEGATIVO
229-230-231-232 PAQUISHA NUEVOQUITO PACHICUTZA 423 NEGATIVO NEGATIVO
233-234-235-236 PAQUISHA NUEVOQUITO LA GUANTZA 406 NEGATIVO NEGATIVO
237-238-239-240 PAQUISHA NUEVOQUITO LA GUANTZA 405 NEGATIVO NEGATIVO
241-242-243-244 PAQUISHA NUEVOQUITO LA GUANTZA 70 NEGATIVO NEGATIVO
245-246-247-248-249 PAQUISHA NUEVOQUITO MAYCU 69 NEGATIVO NEGATIVO




250-251-252-253 |

YANZATZA

| YANTZAZA

CHIMBUTZA

603

NEGATIVO

NEGATIVO

ANEXO 8. Registro de resultados de laboratorio sector sur.

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

RESPONSABLE: JHON FERNANDO QUEZADA CHAMBA
TIPO DE MUESTRA: HECES
ZAMORA CHINCHIPE(SECTOR SUR) RESULTADOS
N° de muestra Cantén Parroquia Sector/sitio aledaiio Sitio de muestreo NEWCASTLE INFLUENZA AVIAR
PRUEBA HA PRUEBA HA

254-255-256-257 PALANDA PALANDA SAN VICENTE 255 NEGATIVO NEGATIVO
258-159-260-261-262 PALANDA PALANDA SANFRANCISCO 253 NEGATIVO NEGATIVO
263-264-265-266 PALANDA PALANDA SAN VICENTE 256 NEGATIVO NEGATIVO
267-268-269-270-271 PALANDA PALANDA BARRIO CENTRAL 79 NEGATIVO NEGATIVO
272-273-274-275 PALANDA PALANDA TAMBO VIEJO 99 NEGATIVO NEGATIVO
276-277-278-279 CHINCHIPE ZUMBA CANADA 252 NEGATIVO NEGATIVO
280-281-282-283-284 CHINCHIPE ZUMBA GUARIMIZAL 249 NEGATIVO NEGATIVO
285-286-287-288 PALANDA PALANDA LAS JUNTAS 78 NEGATIVO NEGATIVO
289-290-291 PALANDA VALLADOLID TAPALA 258 NEGATIVO NEGATIVO
292-293-294-295-296 PALANDA TAPALA TAPALA 100 NEGATIVO NEGATIVO
297-298-299-300 PALANDA VALLADOLID VALLADOLID 99 NEGATIVO NEGATIVO




ANEXO 9. Registro de grupos formados

N° muestras N° de N° huevos HA+
Grupos inoculados
1-10 1 3 0
11-20 2 3 0
21-30 3 3 0
31-40 4 3 0
41-50 5 3 0
51-60 6 3 0
61-70 7 3 0
71-80 8 3 0
81-90 9 3 0
91-100 10 3 0
101-110 11 3 0
111-120 12 3 0
121-130 13 3 0
131-140 14 3 0
141-150 15 3 0
151-160 16 3 0
161-170 17 3 0
171-180 18 3 0
181-190 19 3 0
191-200 20 3 0
201-210 21 3 0
211-220 22 3 0
221-230 23 3 0
231-240 24 3 0
241-250 25 3 0
251-260 26 3 0
261-270 27 3 0
271-280 28 3 0
281-290 29 3 0
291-300 30 3 0




