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RESUMEN

La enfermedad de Newcastle (EN) ha sido definida por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE) como una infeccion de aves de corral con cepas virulentas del virus de la enfermedad de Newcastle
(VEN). Las lesiones se observan con mayor frecuencia a nivel de sistema nervioso, gastrointestinal,
respiratorio y reproductivo. El control de la EN debe incluir una bioseguridad estricta, que evita que el
VEN virulento entre en contacto con las aves de corral, y adicionalmente la administracion de un
programa de vacunacion eficaz. Las vacunas de EN, adecuadamente administradas, son producidas en
base a VEN de baja virulencia o vacunas de vectores virales que expresan la proteina de fusion del VEN,
las cuales son capaces de prevenir la enfermedad clinica y la mortalidad en pollos tras la infeccion con
VEN virulento. Las vacunas vivas e inactivadas se han utilizado ampliamente desde la década de 1940.
Actualmente, las vacunas recombinantes y homologas se vienen utilizando en algunos paises, y muchos
otros enfoques de vacunas han sido s6lo evaluados experimentalmente. En esta revision, se describe una
perspectiva historica, breve resefia de la situacion actual, las caracteristicas y clasificacion del virus, la
fisiopatologia de la enfermedad, la respuesta inmune al VEN, métodos de diagnéstico, vacunas

tradicionales y experimentales para la EN y breve descripcion del VEN como agente oncolitico.

Palabras clave: enfermedad de Newcastle, virus, vacunas, fisiopatologia.
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ABSTRACT

Newcastle disease (ND) has been defined by the World Organization for Animal Health as an infection
of poultry with virulent strains of Newcastle disease virus (NDV). The lesions are observed more
frequently at the nervous, gastrointestinal, respiratory and reproductive systems. Control of EN must
include strict biosecurity, which prevents virulent VEN from coming into contact with poultry, and
additionally the administration of an effective vaccination program. EN vaccines, properly administered,
are produced on the basis of low virulence VEN or viral vector vaccines that express the VEN fusion
protein, which are capable of preventing clinical disease and mortality in chickens after infection with
virulent VEN. Live and inactivated vaccines have been widely used since the 1940s. Currently,
recombinant and homologous vaccines have been used in some countries, and many other vaccine
approaches have only been experimentally evaluated. In this review, we describe a historical
perspective, a brief review of the current situation, the characteristics and classification of the virus, the
pathophysiology of the disease, the immune response to VEN, diagnostic methods, traditional and

experimental vaccines for EN and a brief description of VEN as an oncolytic agent.

Key words: Newcastle disease, virus, vaccines, pathophysiology.



I. INTRODUCCION

La enfermedad de Newcastle (EN) es una patologia de distribucion mundial que puede
infectar a mas de 250 especies de aves y esta considerada de notificacion obligatoria por la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2018). En Pert, la EN es endémica por lo tanto
se observan brotes ciclicos en crianzas intensivas, de traspatio, y particularmente en aves de pelea

que son numerosas en el pais (Ganar et al., 2014; Rojas y Romero, 2017).

Esta enfermedad es causada so6lo por el virus de la Enfermedad de Newcastle (VEN)
comprendido por un sélo serotipo, cominmente llamado Paramyxovirus aviar tipo 1 (APMV-1),
recientemente clasificado como Orthoavulavirus aviar 1 (AOAV-1, Avian orthoavulavirus 1)
(ICTV, 2019) y antes nombrado Avulavirus Aviar 1 (AAvV-1, Avian Avulavirus 1) (ICTV, 2018).
Pertenece al orden Mononegavirales, dentro de este orden se encuentran también el virus de la
Rabia y el virus del Ebola, de importancia en salud ptiblica (Adams ef al, 2017). La EN es causada
solo por infecciones con VEN virulentos (VENV), los cuales tienen un indice de patogenicidad
intracraneana (IPIC) en pollos de un dia de edad igual o mayor a 0.7 o presentan tres o mas
aminoacidos basicos en el terminal C de la proteina F2 y una fenilalanina en el residuo 117 (OIE,

2012).

La EN afecta a un amplio rango de especies de aves con diferente grado de virulencia y
patogenicidad (Gogoi et al., 2017; Miller et al., 2015). Para definir su virulencia, el virus fue
clasificado en patotipos determinado por los signos clinicos que produce en pollos inoculados
experimentalmente, clasificAndose de mayor a menor grado de virulencia en velogénico,
mesogénico, lentogénico y entéricos asintomaticos (Hanson, 1980). Los virus velogénicos que
producen alta mortalidad son separados como EN velogénica viscerotropica (ENVV), que

originan hemorragias en tracto gastrointestinal y signos nerviosos y la EN velogénica



neurotropico (ENVN) en donde predominan los signos neurologicos con leves signos
respiratorios (Alexander y Parsons, 1984). Los virus mesogénicos causan trastornos nerviosos y
muerte en aves jovenes (Miller y Koch, 2013). Actualmente la caracterizacion estandar en muchos
laboratorios se hace mediante analisis filogenético de la secuencia genoémica, el cual los clasifica
el virus en clase [ y II. Hasta la fecha se han caracterizado hasta X VIII genotipos de clase II del

VEN (Dimitrov et al., 2016).

En referencia a los signos clinicos en las aves infectadas, estos varian dependiendo de la especie
afectada, la virulencia y la dosis infectiva del virus, el estado inmunitario y la edad del ave,
haciendo dificultoso el diagnostico basado en signos clinicos. Los signos observados pueden ser
signos respiratorios asi como también depresion, diarrea verdosa, signos nerviosos, y muy alta

mortalidad que en aves domésticas sin vacuna puede llegar al 100% (Cho et al., 2008).

En cuanto a avicultura, la EN afecta a todas las aves de produccién, siendo las mas
afectadas las aves de postura comercial seguido de los pollos de engorde. Las aves enfermas se
deprimen y dejan de consumir alimento o mueren, en consecuencia se ven afectados la ganancia
de peso y el peso corporal en pollos de engorde. Asimismo, en las gallinas de postura ocasiona
disminucion de la produccion de huevos, despigmentacion de la cdscara y huevos en farfara. Por
esta razon, tiene un impacto econdémico negativo sobre la produccion de carne y huevo (Cho et

al, 2008; Khorajiya et al., 2015).

Por otro lado, la bioseguridad y la vacunaciéon son consideradas las principales
herramientas de prevencion de la enfermedad. Mientras que la bioseguridad juega un rol
fundamental en evitar la introduccion del agente y su diseminacion en las granjas, la vacunacion
tiene como objetivo proteger contra los signos clinicos de la enfermedad. En este sentido, las

vacunas vivas e inactivadas son las mas accesibles, de menor costo de manufactura y venta, siendo
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las cepas mas usadas La Sota, la Hitchner B1, VG-GA y PHYL.MV.42. Asimismo, existen
alternativas que se han desarrollado tales como vacunas vectorizadas en Herpesvirus del pavo
(HVT) que inmunizan contra Enfermedad de Marek, Gumboro y EN, otro tipo de vacuna
recombinante usando genética reversa y como vector el baculovirus que incluyen la porcion del
gen de la proteina F o HN de VEN, virus ADN, ademas de vacunas donde se utiliza al VEN como

vector (Alders, 2014; Mayers et al., 2017).

Teniendo en cuenta que las cepas de VEN pertenecen a un sélo serotipo, cualquier vacuna
de EN potencialmente deberia inducir la proteccion de cualquier VENv. Sin embargo, pequeiias
variaciones antigénicas entre las cepas pueden inducir variacion en la eficacia de la vacuna y la
diseminacion del virus. En los altimos afios se han desarrollado a través de la genética reversa,
vacunas homologas a las cepas de campo circulantes, las cuales han demostrado reducir la
diseminacion y eliminacion del virus frente a vacunas con cepas cldsicas. Las investigaciones en
el campo del desarrollo de vacunas mas eficaces contra EN favoreceria el comercio internacional,
a los productores avicolas y a los paises en vias de desarrollo donde la avicultura es una fuente de
proteina importante (Afonso y Miller, 2013; Grund ef al., 2014). Dentro de este marco, el presente
trabajo detalla una revision actualizada de las principales caracteristicas del VEN, la enfermedad,
signos clinicos en aves domésticas y silvestres; asi como las vacunas disponibles para su control
y el desarrollo de nuevas alternativas en vacunas contra EN, principalmente las vacunas

homologas por genética reversa.



I1I. REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Historia

La EN fue descrita por primera vez en 1926 en Newcastle-on-Tyne, Inglaterra (el cual es el
origen del nombre de la enfermedad) y en la isla de Java (Indonesia), confirmandose como una nueva
enfermedad en 1935 (Doyle, 1935). Aparentemente la enfermedad se extendid rapidamente, primero en
Asia y luego de manera lenta alrededor del mundo, teniendo entre 16 y 40 afios para convertirse en una
primera panzootia, con algunas epizootias significativas como la de Newcastle-on-Tyne (Brandly,
1964). En 1944, en EEUU se demostrd que el VEN era el causante de la hasta entonces llamada
“Neumoencefalitis", una forma mas leve de la enfermedad (Beach, 1944). Luego con la identificacion
de las cepas de baja virulencia como la Hitchner B-1 y la ligeramente mas virulenta La Sota se inicio la
vacunacion (Goldhaft, 1980; Hitchner, 1975). A principios de la década del 70, la industria avicola de
todo el mundo se encontraba experimentado una segunda panzootia, la cual surgio a fines de la década
de 1960 y tomo solo 4 afios en extenderse por todo el mundo, considerablemente mas rapido que la
primera. A comienzos de la década del 80, emergid una tercera panzootia teniendo su origen en las
palomas domésticas (Alexander, 2001). En Peru, la EN fue reportada por primera vez en 1951, en un
caso de gallos de pelea (Philipps ef al., 1951). Desde ese entonces la enfermedad ha estado presente en
forma de epizootias o de brotes aislados en aves de traspatio y en la avicultura comercial de nuestro pais

(Cortez, 1970; Ravina, 2005).

2. Importancia econémica

La EN es una enfermedad altamente contagiosa, de gran importancia en la avicultura industrial
y extensiva debido a que produce alta mortalidad en las aves infectadas causando pérdidas economicas
directas e indirectas a los productores (Mayers et al., 2017). Obligatoriamente, los paises con brotes de
EN con virus velogénico o mesogénico deben ser reportados a la OIE, lo cual suspende el comercio

internacional en los paises exportadores de carne de ave (OIE, 2012). Asimismo tiene importancia
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socioecondmica y de bienestar humano en paises en desarrollo donde la crianza de aves de traspatio es
la Gnica fuente de proteina, fuente de recursos econdmicos y una herramienta de empoderamiento de la

mujer (Alders, 2014; De Bruyn et al., 2017).

Por otro lado, el atlas mundial de enfermedades ganaderas reporto que de 176 paises encuestados
en el anuario de salud animal de la OIE del 2006 a 2009, EN es la cuarta enfermedad mas problematica
de las aves de corral, detras Influenza aviar de alta patogenicidad, Bronquitis infecciosa aviar e Influenza

aviar de baja patogenicidad (OIE, 2018).

2.1 Situacion actual del VEN en el Per

En el Pert, la enfermedad se encuentra presente, limitada en una o mas zonas, por lo cual es
considerada endémica (OIE, 2018). Asimismo la notificacion de la EN es obligatoria, asi como la
vacunacion (SENASA, 2019a). Por lo tanto, el uso de vacunas en aves domésticas es obligatorio y
necesario, conjuntamente con estricta cuarentena combinado con un diagnoéstico rapido y bioseguridad.
Estas medidas son importantes para mantener la EN bajo control (Dimitrov et al., 2017). Las granjas de
produccién tecnificada consideran la vacunacion contra VEN y realizan programas de vacunacion
intensiva a sus aves, segun el tipo de ave las crianzas no tecnificadas como las aves de traspatio y gallos
de pelea son las mas susceptibles a la EN, debido a que la mayoria de criadores no realizan vacunacion
preventiva contra el VEN. En el Pert, el servicio nacional de sanidad agraria (SENASA) realiza
anualmente campafias de vacunacion en aves de traspatio y de pelea con el objetivo de evitar posibles
los focos de infeccion, ademas de orientar a los criadores con practicas de buen manejo y bioseguridad
(SENASA, 2019a). Asimismo, desde el afio 2003, el gobierno peruano ha aprobado el reglamento de
control y erradicacion de la enfermedad de Newcastle, con el cual se establecieron las normas para la

vacunacion, monitoreo y control en casos de brotes (SENASA, 2003).

Recientemente, el SENASA en conjunto con la Asociacion Peruana de Avicultura (APA) han

implementado un plan piloto para la erradicacion de EN en la zona norte de Lima, el cual involucra



crear un sistema de vigilancia para EN en las granjas de produccion de aves, en crianzas de traspatio y
gallos de pelea, ademas de programas de prevencion y control, como la vacunacién de todas las aves
dentro de la region norte de Lima, donde existen granjas de reproductores, pollos de engorde, gallinas

de postura, aves de traspatio y gallos de pelea (SENASA, 2019b).

Respecto a estudios de prevalencia en el Peru, un trabajo de tesis realizado en la FMV - UNMSM
encontro que la prevalencia de VEN en patos de crianza de traspatio del norte de Lima es menor al 1%,
por lo tanto no se consideraria a este tipo de ave como fuente de reservorio o infeccion hacia otras aves
domésticas (Buendia, 2014). Otro estudio senala que la prevalencia de anticuerpos contra VEN en el
departamento de Lima en aves de crianza de traspatio y de pelea es 10% mientras que la prevalencia de
las aves de crianzas tecnificadas con titulos positivos a un desafio de campo fue de 1.8 %, por tanto las
crianzasno tecnificadas representan un factor de riesgo para la enfermedad (Ferrer ef al., 2008). Por
consiguiente, la EN es considerada una enfermedad endémica e importante para las autoridades
sanitarias y la industria avicola del Perti ya que activamente se ha implementando reglamentacion y

planes de prevencion y control de la enfermedad a nivel nacional.

3. Etiologia

3.1 Clasificacion taxondmica

El virus de la Enfermedad de Newcastle (VEN) conocido como Paramixovirus aviar serotipo 1
(APMV-1), es el unico serotipo que produce la EN. Recientemente, ha tenido cambios en su
nomenclatura, pasando de Avulavirus aviar 1 (AAvV-1) (Adams et al., 2017) a Orthoavulavirus aviar
1 (AOAV-1, Avian orthoavulavirus 1) (Dimitrov et al., 2019). El comit¢ internacional de taxonomia de
virus (ICTV) ha creado 3 géneros llamados Orthoavulavirus, Metaavulavirus, y Paraavulavirus, dentro
deuna nueva subfamilia Avulavirinae de la familia Paramyxoviridae del orden Mononegavirales (ICTV,

2019).



Algunos patéogenos humanos, como sarampidn, paperas y el virus respiratorio sincitial; y
patogenos animales tales como el virus de distemper canino y virus de la peste bovina, muy conocidos
pertenecen a la familia Paramyxoviridae. Esta familia estd dividida en 4 subfamilias: Avulavirinae,
Aquaparamyxovirus, Metaparamyxovirinae, Orthoparamyxovirinae y Rubulavirinae (Lamb y Parks,
2007; ICTV, 2019). La subfamilia Avulavirinae comprende de 3 géneros: Orthoavulavirus,
Metaavulavirus, y Paraavulavirus. Dentro del género Orthoavulavirus se encuentran todos los
Paramixovirus aviares, ahora llamados Orthoavulavirus aviares. Actualmente, han sido identificados 19
serotipos de Orthoavulavirus diferentes: AOAV-1 a AOAV-19, la clasificacion ha estado basada en
pruebas de inhibicion de la hemaglutinacion (HI), inhibicion de la neuraminidasa (NI) y confirmado por
analisis filogenético (Adams et al., 2017; Karamendin et al., 2017; Thomazelli ef al., 2017; Amarasinghe
et al., 2018; Aziz et al., 2018; Jeong et al., 2018; ICTV, 2019). E1 AOAV-1 o el Paramixovirus aviar 1
(APMV-1, término mas comtn y usado en el presente trabajo) es el serotipo mas caracterizado debido
a la severidad de la enfermedad causada por sus cepas en pollos (Kim et al., 2012). La variante antigénica
en paloma, antes denominada Paramixovirus de paloma serotipo 1 (PPMV-1, pigeon Paramyxovirus-1)
también provoca la EN en pollos y esta clasificada como AOAV-1 (Kim et al., 2008a; Adams et al.,

2017).

3.2 Estructura viral y composicién quimica

El VEN es pleomorfico, envuelto y contiene un genoma de ARN de cadena simple no
segmentado de 13 — 19 kilobases de sentido negativo (Lamb y Parks, 2007). El andlisis de microscopia
electronica del virus parcialmente purificado demostré que las particulas de APMV-1 son pleomorficas
pero sobre todo de forma esférica, con un tamafio de 150 a 250 nm. Los APMV-1 poseen una envoltura
viral con doble capa de lipidos, la cual es derivada de la membrana celular del huésped donde el virus
se replico. Sobresaliendo la superficie externa de la envoltura se encuentran dos glicoproteinas, llamadas
proteina de fusion (F) y proteina hemaglutinina-neuraminidasa (HN). La proteina matriz (M) se
encuentra por debajo de la envoltura y estd demostrado que desempefia un papel importante en el

ensamblaje del virus y gemacion del VEN (Miller, 2013). El genoma de ARN esta encapsulado por la
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proteina nucleocapside viral (N), lo que resulta en la formacion de un complejo ribonucleoproteina
helicoidal (RNP, ribonucleoprotein) que sirve como plantilla para el complejo de ARN polimerasa
dependiente de ARN viral compuesto por de la fosfoproteina viral (P) y la proteina polimerasa o proteina
grande (L). La proteina de la matriz (M) organiza el ensamblaje de las particulas a través de la
interaccion con la proteina N en el complejo RNP y los complejos de glicoproteina embebidos en la

membrana (Cox y Plemper, 2017) (fig.1).

Figura 1. Esquema de la estructura del virus de la enfermedad de Newcastle, donde se muestran las proteinas
estructurales. Proteina de fusion (F), proteina hemaglutinina — neuraminidasa, proteina grande (L),
proteina de la nucleocapside (N), fosfoproteina (F), proteina de la matriz (M), cadena simple de ARN
(ssRNA, single stranded RNA) (Ganar, 2014).

Los aislados de APMV-1 tienen 3 tamafios de genomas; 15,186; 15,192; y 15,198 (Czegledi et
al., 2006) de acuerdo con la regla de seis, es decir el tamafio de nucledtidos del genoma es multiple de
seis (Peeters et al., 2000). El genoma del VEN se compone de 6 genes de proteinas estructurales,
enumeradas en sentido de 3 'a 5': proteina nucleocédpside (N), Fosfoproteina (P), matriz (M), fusion (F),
hemaglutinina-neuraminidasa (HN), y la ARN polimerasa dependiente de ARN (RNAP), designado
como polimerasa o proteina grande (L) (Lamb y Parks, 2007). La N, P y L estan asociados a la
nucleocéapside, y hay 3 proteinas asociadas a la membrana: proteina M de membrana interior no
glucosilado, la proteina glicosilada F y la proteina glicosilada de union HN (fig. 1) (Miller, 2013). La
edicion de ARN de la proteina P produce una proteina adicional, la proteina V, cuando 1 residuo de

8



guanina se agrega al sitio de edicion conservado del ARNm por el RNAP (Chambers y Samson, 1982).
La proteina V es rica en cisteina y se une al zinc (Steward et al., 1995), y la porcion carboxi-terminal
tiene actividad anti-interferén, permitiendo que el virus reduzca la respuesta inmune innata del
hospedero (Park ef al., 2003b). La proteina del hospedero, la actina, también se incorpora a las particulas
del virus y se usa para la entrada, replicacion y transporte del virus a través de la célula (Munir et al.,

2005).

3.3 Propiedades biologicas

3.3.1 Actividad hemaglutinante

La capacidad del VEN y otros avulavirus aviares para aglutinar globulos rojos (GR) se debe a
la unidn de la proteina HN a los receptores de acido sialico en la superficie de los GR (Bang y Libert,
1952). La propiedad de aglutinacion del virus y la inhibicién por antisueros (Burnet, 1949) han
demostrado ser herramientas poderosas en el diagnostico de la enfermedad. Los GR de pollo por lo
general se utilizan en pruebas de hemaglutinacion (HA), pero el VEN también causa aglutinacion de

globulos rojos de anfibios, reptiles y otras especies de aves (Ito et al., 1999; Yuan et al., 2011).

Ito (1999) demostré que la capacidad de aglutinar GR no solo varia con la cepa de VEN, también
varia con la especie de donde se aisl6 el virus, y la especie a la que pertenecen los GR. Esto sugiere que
las diferencias en el receptor entre las especies pueden afectar la transmisibilidad y replicaciéon de VEN

entre especies.

3.3.2 Actividad neuraminidasa

La proteina HN también tiene actividad de enzima neuraminidasa (NA) (mucopolisacarido N-

acetil neuraminil hidrolasa) que degrada el receptor de acido sidlico, impidiendo el auto-acoplamiento



de particulas virales y la aglomeracion resultante de virus de la progenie. La actividad enzimatica

también permite que los GR eventualmente se liberen del virus (Lamb y Kolakovsky, 1996).

3.3.3 Fusion celular y hemolisis

La proteina de fusion del VEN puede inducir hemolisis o fusion celular de otras células y ésta
ocurre a un pH neutro (Homma y Ouchi, 1973; Lamb er al., 2006). La actividad de fusion y la
infectividad del virus depende de la division proteolitica por la proteasa del hospedero de la proteina
precursora FO en el heterodimero (F1 y F2) unidos por un enlace disulfuro (Homma y Ouchi, 1973). La
escision también puede ser realizada por proteasas bacterianas (Nagai ef al., 1976). La union del virus
al sitio del receptor del hospedero durante la replicacion es seguido por la fusion de la membrana del
virus con la membrana celular, que puede dar como resultado la fusion de células vecinas, y la formacion
de células multinucleadas o sincitios. La membrana rigida de los gldbulos rojos por lo general se rompe

cuando el virus fusiona sus membranas, causando hemdlisis (Miller y Koch, 2013).

3.4. Clasificacion de Cepas

La nomenclatura sugerida para los aislamientos de VEN es similar a los aislamientos de
influenza aviar. El aislamiento debe ser listado por completo la primera vez que se menciona en un
documento: AOAV-1/ Especie / Pais (estado, ciudad o ubicacion mas especifica) / nimero de
aislamiento, nombre u otra identificacion unica / afo de aislamiento, por ejemplo: AOAV-
1/Chicken/Arequipa-Peru/VFAR81/2015 (Chumbe et al., 2017b); y posteriormente puede abreviarse
como Arequipa-Peru/2015. Existen aislamientos muy bien caracterizados y se conocen por un nombre
como en el caso de LaSota, Bl y la cepa Ulster. No obstante, los virus que tienen el mismo nombre
puede diferir (Czegledi et al., 2003). El objetivo importante en la caracterizacion es agrupar los virus
que son similares, generalmente basados en su virulencia. Las propiedades bioldgicas no relacionadas
del VEN varian con las diferentes cepas y aislamientos, y estas propiedades han sido utilizadas para

clasificar los aislamientos (Miller y Kock, 2013). Todos los aislamientos de APMV-1 son de un serotipo
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porque los anticuerpos de una cepa pueden neutralizar todos los aislamientos de VEN. Sin embargo, es
posible que se produzca variacion antigénica y se ha sugerido que la especificidad de los anticuerpos
inducidos por una vacuna al virus de desafio o brote es importante para reducir la cantidad de virus
eliminados en los animales vacunados y en la prevencion de la disminucion de la produccion de huevos
en ponedoras (Miller et al., 2007, 2009a; Yang et al., 2017). Por consiguiente, otros autores sefialan que
la antigenicidad (la produccion de anticuerpos vacunales), puede no estar relacionada con la cantidad de

virus eliminada de un ave infectada (Dortmans et al., 2012).

3.4.1 Antigenicidad

Mientras todos los aislamientos de APMV-1 son de un serotipo, se han demostrado variaciones
antigénicas menores entre diferentes aislados de VEN, mediante las pruebas de neutralizacion de virus
(VN), difusion en gel de agar, anticuerpos monoclonales (mAb) e inhibicion cruzada de la
hemaglutinacioén (Alexander et al., 1985; Abenes et al., 1986; Miller et al., 2007). Los anticuerpos
monoclonales se han utilizado para colocar cepas de VEN en grupos sobre la base de su capacidad para
reaccionar con diferentes mAb (Russell y Alexander, 1983). Asimismo, la tipificacion de mAb se ha
utilizado para establecer la singularidad de la variante VEN responsable de la panzodtia en palomas y
para confirmar su presencia en muchos paises (Pearson et al., 1987). No obstante, el analisis genético

ha reemplazado el uso de mAb para la tipificacion de los aislamientos de VEN (Diel et al., 2012a).

3.4.2 Inmunogenicidad

Respecto a la inmunogenicidad, o la capacidad de una vacuna para proporcionar
significativamente mejor proteccion sobre otras vacunas frente a un desafio especifico, puede involucrar
la cantidad de anticuerpos producidos, la reduccion en el nimero de aves enfermas o muertas después
del desafio, y como se mencion6 anteriormente, la disminucion de la cantidad de virus virulentos de
desafio eliminados al ambiente. Vacunas formuladas con la misma cepa de VEN e incluso clones de

VEN pueden no tener la misma inmunogenicidad. Se ha demostrado que los clones de LaSota son menos
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protectores que las vacunas formuladas con cepa LaSota de tipo salvaje. La inmunogenicidad de un

virus también depende de la via de administracion de la vacuna (Mazija et al., 2010).

3.4.3 Test de patogenicidad

Sobre la base de estudios patogénicos, el VEN se clasifica en tres categorias: velogénica (muy
virulenta), mesogénica (virulencia moderada) y lentogénico (VENIo o VEN baja virulencia). Se define
como promedio de tiempo de muerte (MDT) en embriones de pollo, después de la inoculacion del virus
en el saco alantoideo, de menos de 60 horas, de 60—90 horas y mas de 90 horas, respectivamente. Estos
términos ahora también se aplican para designar alta virulencia, virus de virulencia moderada y de baja
virulencia independientemente de la prueba de patogenicidad empleada (OIE, 2012). Dependiendo de

su sitio de predileccion, un VEN veldgenico puede ser viscerotropico o neurotropico (Alexander, 2001).

El indice de patogenicidad intra cerebral (IPIC) en pollitos de un dia, establece los virus
lentogénicos con valores IPIC inferiores a 0.7, las cepas mesogénicas virulentas con valores de IPIC
iguales o mayores de 0.7 y menor de 1.5, y los virus velogénicos con valores IPIC superiores a 1,5
(Hanson, 1980). Para el IPIC, es necesario 10 pollos SPF de 24 a 40 horas de nacidos, los cuales se
inoculan con 0.05 ml de una dilucién de 1:10 de VEN isotonico libre de bacterias que contiene el liquido
alantoideo con un titulo de HA superior a 16 y observado diariamente durante 8 dias. Las aves tienen
una calificacién de 0 = normal, 1 = enferma y 2 = muerta. El IPIC es la puntuaciéon media por
observacion de aves. El IPIC también se usa como un determinante de VEN cuando se requiere reportar
a la OIE. Otro ensayo de patogenicidad es el indice de patogenicidad intravenosa (IPIV), en el cual se
utilizan pollos de 6 semanas de edad, y puede distinguir VEN velogénico, de VEN mesogénico y
lentogénico, aunque, no es muy usado porque los virus mesogénicos, como los velogenicos, estdn
definidos como VENv por la OIE. Con las cepas APMV-1 es comun tener sitios de escision virulentos
de la proteina de fusion, pero valores de IPIC mesogénicos con valores de MDT lentogénicos (OIE,
2012). Sin embargo, los indices de patogenicidad pueden aumentar en virulencia con pasajes multiples
en pollos (Alexander y Parsons, 1984). Dado que la OIE ha definido el VEN como una infeccion con

cualquier virus que tiene un IPIC igual o mayor a 0.7, el IPIV no se realiza tan comiinmente como el
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IPIC. Mientras la secuenciacion del sitio de escision del gen de la proteina F es aceptable para demostrar
virulencia, si el sitio de escision revelan un VEN de baja virulencia, la prueba de IPIC es requerida por

la OIE para la determinacion in vivo de virulencia del virus (OIE, 2012).

3.4.4 Genotipos o clasificacion molecular

Actualmente el analisis filogenético de las secuencias del genoma es el procedimiento estandar
adoptado por la mayoria de los laboratorios para caracterizar el VEN. Mientras que los primeros analisis
se centraron en secuencias parciales del gen de la proteina F (Aldous et al., 2003), debido a su
importancia en la determinacion de virulencia, esfuerzos mas recientes comparan la proteina F completa
o secuencias gendmicas completas (Diel et al., 2012b; Munir et al., 2012). Para determinacion molecular
de la virulencia, la proteina de fusion (F) parcial de 274 pares bases (pb) de longitud, alrededor del sitio
donde esta el precursor FO y es cortado a los fragmentos F1 y F2, es suficiente (OIE, 2012). Con bajas
tasas de recombinacidn, pero considerable cambio antigénico en el tiempo, la diversidad genética esta
representada por grupos de virus asignados en linajes o genotipos (Miller et al., 2009b). Las cepas de
APMV-1 se pueden agrupar en 2 clases principales, clase I y clase II (Czegledi et al., 2006). Los virus
de clase I son en su mayoria de VENIo encontrados en aves silvestres y los virus de clase II actualmente
estan divididos en 18 genotipos que representan VENIlo y VENv (Courtney et al., 2013; Miller y Koch,
2013; Snoeck et al., 2013). Con la adicion de genomas mas completos disponibles para analisis, un
nuevo sistema para definir genotipos basados en una distancia evolutiva media entre grupos genéticos
de 10% ha sido sugerido para definir los genotipos actuales y para identificar nuevos genotipos a medida
que surgen (Diel et al., 2012a). Mientras la mayoria de los datos de secuencias disponibles son para los
virus de clase Il que contienen virus vacunales y virus virulentos de brotes, recientemente hay mas
disponibilidad de datos de secuencias de genoma completo de VENIo aislados de aves silvestres (Kim

et al., 2007).

4. Replicacion viral
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Todos los paramixovirus se replican completamente en el citoplasma. Primero, ocurre la entrada
del VEN dentro de la célula hospedera, la cual estd mediada por la interaccion de las glicoproteinas de
la superficie viral (HN y F), la proteina HN se une a los receptores de acido sialico de la superficie
celular, resultando en la activacion de la proteina F para la fusion del virus con la célula hospedera (fig.

2) (Gogoi et al., 2017).
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Figura 2. Las glicoproteinas F y HN median la entrada del VEN en las células diana (Sayantan, 2012, disponible
en: https://www.pnas.org/content/109/39/E2625/1).

Mediante endocitosis, la nucleocapside virica entra en el citoplasma de la célula hospedera, el
ARN viral de sentido negativo se libera en el citoplasma y se transcribe para producir el ARNm
estructural en modo de gradiente por la ARN polimerasa. La transcripcion del ARN genoémico viral se
produce por medio de la polimerasa viral (complejo P-L); la actividad catalitica de la polimerasa es
funcion de la proteina L, y la proteina P es responsable de la unién del complejo P-L a la nucleocépside

(N) (Dortmans et al., 2010).

Las proteinas virales se traducen y doblan usando la maquinaria de la célula huésped, una vez
que son producidas suficientes proteinas virales, la N comienza a unirse a la cadena lider, un proceso en

que la proteina P actia como un chaperdn para entregar la proteina N al ARN recientemente generado
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(Cox y Plemper, 2017) . Esta documentado, que el complejo N-P regula el cambio de la transcripcion a
la replicacion (Vidal y Kolakofsky, 1989), pero varios hallazgos también muestran un papel importante
para la proteina M en este proceso. Debido a que la proteina M se asocia con la nucleocapside, también

puede afectar la transcripcion y / o replicacion (Ghildyal er al., 2002; Iwasaki et al., 2009).

El complejo P-L es responsable de la replicacion del genoma, el genoma ARN de sentido
negativo se convierte en una plantilla anti-genoma de sentido positivo para la sintesis de nuevo genoma
ARN de sentido negativo. E1 ARN genémico recién formado luego se envasa dentro de la nucleocapside
que se ensambla con la matriz y las glicoproteinas de superficie y liberadas de la célula huésped. La
proteina L realiza actividades de modificacion postranscripcional tales como encapsulacion, metilacion,
y poliadenilacion de los ARNm (Poch et al., 1990). Las proteinas N, P, y L juntas constituyen el

complejo de replicacion viral (Dortmans et al., 2010; Gogoi et al., 2017).

5. Factores de virulencia

5.1 Proteina F

Se ha demostrado que la glicoproteina de fusion (F) es el determinante importante de la
patogenicidad del VEN y es un principal antigeno protector del hospedador (Peeters et al., 1999; Kumar
et al.,2011). La entrada del virus dentro de las células del huésped requiere la activacion de la proteina
F de la envoltura viral a través de la escision o corte de la glicoproteina precursora FO en F1 y F2. En
consecuencia, para la infeccion de una célula, s6lo los virus con una FO escindida pueden mediar la
fusion entre la membrana celular y viral (Peeters et al., 1999). La escision postraduccional esta mediada
por proteasas de la célula del huésped, y los tipos de proteasas capaces de escindir FO dependen de la
secuencia de aminoacidos alrededor del sitio de escision. La secuencia de aminoacidos del precursor FO
de VENIo se caracterizan por una secuencia de aminoacidos monobasicos en el terminal C de la proteina
F2 y una leucina en el terminal N de la proteina F1, 112G-R / K-Q-G-R | L117, y es cortada so6lo

extracelularmente por proteasas de tripsina presentes en el tracto respiratorio e intestinal. Las cepas de
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VEN velogénicas y mesogénicas contienen una secuencia polibasica de aminoacidos, es decir, 3 o mas
argininas (R) o lisinas (K), en la posicion 113 en el terminal C de la F2 y una fenilalanina (F) en la
posicion 117 en el terminal N de la proteina F1, R / KR-Q-R / K-R | F. La presencia de secuencias
polibasicas en el sitio de escision de la proteina F, en las cepas velogénicas y mesogénicas de VEN, es
el sitio de reconocimiento para la furina que se encuentra en la mayor parte de 6rganos del huésped
(Lamb y Parks, 2007). Esta diferencia en la activacion de la proteasa es el principal determinante de la
replicacion sistémica asociada a enfermedad grave de VENv. Por lo tanto, la secuencia de aminoacidos
del sitio de escision de la proteina F es considerado el determinante primario de la virulencia del VEN

(Peeters et al., 1999, Panda et al., 2004).

5.2 Proteina HN

Diversos estudios han contribuido a esclarecer el rol de HN a la virulencia, sin embargo esto se
complica por la estrecha asociacion de HN y F, que pueden requerir cambios en ambos HN y F para
mantener la interaccion. Aparentemente la longitud de la proteina HN no tendria efecto sobre la
virulencia (Romer-Oberdorfer et al., 2003; Jin et al., 2016). No obstante, un reciente estudio ha
demostrado que la proteina HN tiene importancia en la modulacion de la virulencia del VEN. En el cual
usando virus quimera, se encontro una fuerte relacion entre el origen de la proteina HN y cambios en el
tropismo tisular, replicacion y patogenicidad del virus, cuando se alteraba el balance entre el

reconocimiento de receptores, NA y la actividad de promocion de fusion (Jin et al., 2017).

5.3 Proteina V

La proteina P codifica una proteina adicional llamada proteina V desde un segundo marco de
lectura abierta (ORF) que es accedido por un mecanismo de cambio de marco cotranscripcional
conocido como edicion de ARN (Steward et al., 1993). La proteina V del VEN es una proteina
multifuncional, con un importante rol en la replicacion viral del virus in vivo como un inhibidor de

interferon alfa / beta (IFN- a/B), localizado en su dominio terminal-C, en consecuencia permite evadir
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la respuesta del huésped interrumpiendo la respuesta del interferon tipo [ y II, asi como la induccion de
la apoptosis de la célula infectada (Jang et al., 2010; Paldurai er al., 2014). Esta proteina también esta
estrechamente relacionada con la patogenicidad debido a que la pérdida de expresion de la proteina V
resulta en virus altamente atenuados in vitro e in vivo, 1o que indica que juega un papel importante en la
virulencia de VEN (Mebatsion et al., 2001). Adicionalmente es hospedero-especifica ya que la actividad
de la proteina V se restringe solamente a hospederos aviares (Park ef al., 2003a). La proteina V suprime
la sefalizacion de IFN dirigiéndose selectivamente a la proteina STAT1 para la degradacion (Huang et
al.,2003). Ademas de bloquear la sefializacion de IFN, la proteina V puede interferir con MDAS y LGP2

para limitar la induccion de interferon (Childs et al., 2012).

5.4 Complejo de replicacion (Genes NP/P/L)

Una correlacion entre la virulencia y el nivel de replicacion viral ha sido observada en muchos
virus. Las proteinas NP, P y L forman el complejo de replicacidon y su implicancia en la virulencia del
VEN también ha sido estudiada por genética inversa (Rout y Samal, 2008; Dortmans et al., 2010).
Mientras en un estudio, el intercambio de proteina L solo tuvo un pequefio efecto sobre la virulencia
(Routy Samal, 2008), otro estudio, en el que los genes se intercambiaron de una cepa de VENv y VENIo,
indic6 que las 3 proteinas (NP, P y L) tenian un significativo efecto sobre la virulencia del VEN
(Dortmans et al., 2010). Asimismo, el pasaje del APMV-1 en cerebro de pollo revel6d 3 mutaciones: 2
en L y 1 en la proteina P, que se correlaciond con un aumento de la replicacion junto con una mayor

virulencia en las aves (Dortmans et al., 2011b).

En suma, los estudios indican que la virulencia del VEN es una caracteristica compleja debido
al efecto de multiples genes, siendo la secuencia de escision de la proteina FO con aminoacidos

polibasicos, el requisito minimo de virulencia (Miller y Koch, 2013).

6. Epidemiologia
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6.1 Incidencia y distribucion

La presencia de la EN es mundial. En Latinoamérica, entre el 2016 y 2018 se ha reportado brotes
de VENv en paises como Belice, Colombia, Ecuador, Haiti, México, Nicaragua y Venezuela.
Adicionalmente, en el mismo periodo de tiempo, se han reportado oficialmente 26 brotes de EN en aves
domésticas en el Pert (OIE, 2019). Después de dos décadas de su identificacién por primera vez en
1926 en el Reino Unido e Indonesia, la EN alcanzé proporciones panzodticas (Alexander, 2001).

Segiin Alexander (2001), los brotes de EN se desarrollaron en 4 panzootias en todo el mundo,
siendo la ultima a comienzos de la década del 80. Actualmente, el virus es ahora endémico o causa
epizootias en escala global a pesar del uso de vacunas en las poblaciones de aves de produccion
(Dimitrov et al., 2017a).

Por otro lado, las cepas de APMV-1 estan clasificadas filogenéticamente, seglin la secuencia del
gen F, en clase I y clase 11, siendo la clase II diferenciada en genotipos basados en variaciones genéticas
y geograficas. Los APMV -1 de clase II son frecuentemente aislados de aves de corral, con ocasionales
hallazgos en aves silvestres, y exhiben un rango mas amplio de virulencia (Diel ef al., 2012a). Las aves
acuaticas, los cormoranes y las palomas son reservorios naturales de todos los patotipos APMV -1
(Rahman er al., 2018), excepto los virus velogénicos viscerotropicos para los cuales no se han
identificado reservorios naturales (Rehman et al., 2018).

Asimismo, los genotipos I y II dentro de la clase II incluyen aislamientos de alta y baja
virulencia, estos ultimos a menudo utilizados como vacunas. Los virus de los genotipos III y IX que
surgieron hace décadas ahora son muy infrecuentes de aislar, pero se pueden encontrar en aves
domésticas y silvestres en China. Al contrario, los genotipos V, VI y VII estdn conformados por
solamente virus virulentos y son responsables de la mayoria de los brotes recientes en aves domésticas
y silvestres, ademas altamente circulantes y han sido aislados en diferentes paises. Asi, por ejemplo, el
APMV-1 de paloma figura en la clase II, del genotipo VIb. Por el contrario, los VENv de los genotipos
XI (Madagascar), XIII (principalmente en el sudoeste de Asia), XVI (América del Norte) y XIV, XVII
y X VIII (Africa) parecen tener una distribucion geografica mas limitada y se han aislado principalmente

de aves de corral (Dimitrov et al., 2016).
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En Perq, los virus circulantes aislados en la ultima década pertenecen al genotipo XII (Chumbe
et al.,2015; Chumbe et al., 2017b) y genotipo VII (Conza, 2012) de la clase II. Asimismo, los virus del
genotipo XII has sido aislados en Colombia (Berhane et al., 2017), y gansos en China durante 2010-
2011 (Diel et al., 2012a; Liu et al., 2013). Los virus del genotipo XII han sido patotipificados como
velogénicos mediante la prueba estandar de IPIC y caracterizacion genética (Chumbe et al., 2015;
Chumbe et al., 2017b; Diel et al., 2012a; Diel et al., 2012b; Hines et al., 2012). Debido a que el virus
del genotipo XII no ha sido detectado en aves silvestres, existe una falta de conectividad migratoria
entre los brotes de China, Pert y Colombia, para poder determinar que taxones aviares estarian
vinculados en la epidemiologia de este genotipo que atin es desconocido (Berhane ef al., 2017; Chumbe

et al., 2017b; Dimitrov et al., 2016).

6.2 Hospedadores Naturales

El VEN puede infectar a otras especies animales aparte de las aves, desde reptiles hasta el
hombre (Lancaster, 1966). Las infecciones por VEN se han establecido en al menos 250 especies de
aves que representan a 27 de las 50 d6rdenes de la clase (Kaleta y Baldauf, 1988; Spickler, 2008).
Aparentemente todas las aves son susceptibles a la infeccion pero algunas especies pueden requerir una
dosis infecciosa mas alta de VEN que otras especies para ser infectadas, como sucede con los pavos en
comparacion con los pollos (Aldous et al., 2010). Asimismo, la susceptibilidad también dependera del

tipo de cepa del virus (Miller y Koch, 2013).

6.2.1 Aves silvestres

Los aislamientos de VEN se han obtenido con frecuencia de aves acudticas migratorias y otras
aves silvestres acuaticas. La mayoria de estos aislamientos han sido de baja virulencia para los pollos y
de patotipos similares a los virus entéricos asintomaticos (Brown y Bevins, 2017). Los brotes mas
importantes de VENv en aves silvestres han sido aquellos reportados en cormoranes de doble cresta

(Phalacrocorax auritus) en América del Norte durante la década de 1990, los cuales fueron aislados de
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aves muertas (Kuiken et al., 1999), algunos de estos brotes ocasionaron la enfermedad también en
granjas de pavos (Heckert, 1993). Aunque los primeros reportes de la EN en cormoranes y especies
similares fueron a finales de la década de 1940 en Escocia (Blaxland, 1951) y en Quebec en 1975
(Cleary, 1977). De igual manera, las aves de la familia Columbidae (palomas y tortolas) estan implicadas
como especie reservorio para cepas virulentas, junto con los cormoranes de cresta doble. Asimismo se
ha vinculado a las aves migratorias como responsables de la introduccion primaria del VEN a aves
domésticas, tal como sucedié en Reino Unido donde en 1997 se reportd brotes en aves de produccion
causados por virus genéticamente similares a los encontrados en paises de Escandinavia (Alexander et
al., 1998). Adicionalmente, el VEN se ha aislado de cisnes blancos (Cygnus olor), aves acuaticas, aves
playeras, patos silvestres, gaviotas pero todos estos virus han sido de cepas lentogénicas. Estos hallazgos
indican que la transmision del VEN puede ocurrir entre aves silvestres y aves de corral, y que las aves
silvestres estan expuestas a los Avulavirus aviares, contribuyendo al mantenimiento viral en el medio

ambiente (Brown y Bevins, 2017).

Por otro lado, el monitoreo de aves silvestres en cuatro continentes entre 1997 y 2014 dio como
resultados aislamientos repetitivos de VEN derivado de vacunas, los cuales fueron encontrados en 17
especies de aves, siendo mas frecuentemente detectado en Columbiformes y Anseriformes (Ayala et al.,
2016). Con referencia a las cepas virales mas detectadas estas correspondieron a los méas utilizados como
vacunas: La Sota y B1. Estos hallazgos son inquietantes debido a que los pasajes virales a través de
especies de aves silvestres puede hacer una presion selectiva sobre los virus, que podria conducir a una
deriva antigénica o aumentar la virulencia. Sin embargo, no hay documentado casos de cepas vacunales
recombinadas con cepas salvajes en aves silvestres; No obstante, las investigaciones hasta la fecha sobre
la dinamica del VEN en las aves silvestres ha sido limitada y una exploracién mas completa podria
determinar mejor si esto esta ocurriendo (Brown y Bevins, 2017). Existe, sin embargo, un caso de una
cepa salvaje de baja virulencia de clase II del genotipo I que mutd a una cepa virulenta después de

circular durante muchos meses en miles de pollos que llevaron al brote de EN de 1998 en Australia

(Gould et al., 2001).
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6.2.3 Aves domésticas

Las cepas virulentas de VEN se han aislado de todos los tipos de aves criadas comercialmente,

que van desde palomas a las avestruces (Miller y Koch, 2013).

6.3 Transmision, portadores, vectores y diseminacion

En cuanto a la transmision del VEN, ésta es horizontal, las aves infectadas eliminan el virus en
las secreciones orofaringeas y materia fecal (Kinde ef al., 2005). Las aves susceptibles pueden infectarse
por inhalacion de polvo contaminado o virus en aerosol (Li et al., 2009), o por ingestion de dicho
material. La infeccion por inhalacion del virus en aerosol es reproducido con éxito en la aplicacion de
vacunas vivas contra el VEN utilizando nebulizadores (Mazija et al., 2010). La ingestion de heces o
carcasas contaminadas pueden causar infeccion en pollos (Alexander ef al., 1985) y rapaces (Jindal et
al.,2010; Haddas et al., 2014). Otro ejemplo demostrativo de infeccion oral, es la aplicacion de vacunas
via agua de bebida a pollos de engorde (De Bruyn er al., 2017). Mientras que los pollos inmunizados
pueden expulsar VENv por 6-9 dias después del desafio o hasta que mueran (Kapczynski y King, 2005),
los loros, cormoranes, y palomas pueden tener un tiempo de eliminacion prolongado del VENv,
generalmente en heces y sin signos clinicos (Wakamatsu et al., 2006a; Brown y Bevins, 2017).

Por otro lado, la transmision vertical de VEN de padres a progenie es dificil de comprobar por
la posibilidad de que la infeccion ocurra a las crias por heces contaminadas a través de grietas de la
cascara del huevo o por exposicion a un ambiente contaminado. Existen reportes de VENv aislados de
huevos embrionados (Capua et al., 1993), en aves de un dia de nacidas, aves no nacidas muertas dentro
de la cascara (Roy y Venugopalan, 2005). Aun asi, el VEN tiene tropismo por el oviducto y el utero, los
embriones pueden infectarse pero estos mueren antes de la eclosion (Sa et al., 2016). Asi mismo hay un
estudio donde huevos embrionados inoculados experimentalmente con 1 dosis letal media del virus
virulento sobrevivio y se elimin6 virus en las heces (Chen y Wang, 2002). En conjunto, la transmision
vertical no esta comprobada en infecciones naturales, existiendo dudas respecto a su importancia (Miller

y Koch, 2013).
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En relacion con los portadores, cualquier ave puede ser infectada con VEN de baja virulencia,
reaccionar inmunitariamente, luego ser infectado con un VENv, y sin demostrar signos clinicos eliminar
el VENv a aves susceptibles, actuando como portador de la EN. Sin embargo, como se ha indicado, los
cormoranes adultos aparentemente sanos, las palomas (Alexander, 2000b) y los loros (Senthuran et al.,
2005; Daut et al., 2016) a menudo se encuentran infectados y, posiblemente, excretando el VEN de
manera cronica (Senthuran er al., 2005). A pesar de este hecho, los estudios epidemioldgicos
moleculares realizados en secuencias virales de brotes en aves domésticas no implican los virus de estas
especies. Es decir, las cepas aisladas de las palomas suelen ser variantes de paloma de APMV-1 y virus
aislados de cormoranes son diferentes de las cepas de pollo (Kim et al., 2008a; Miller et al., 2010).
Probablemente las aves silvestres no sean importantes en la propagacion secundaria de VENv. Mientras
que algunas cepas de VEN tienen un tropismo para una especie especifica, este tropismo puede cambiar
si el virus realiza multiples pasajes en una nueva especie aviar (Dortmans et al., 2011b), que puede

ocurrir si las medidas de bioseguridad no estan completamente implementadas (Alders, 2014).

Existe falta de evidencia de que los humanos, otros mamiferos o insectos son vectores bioldgicos
de la diseminacién de EN, aunque los humanos pueden infectarse y desarrollar conjuntivitis. Sin
embargo, la propagacion del virus por los humanos es mas factible mediante el transporte de fomites
contaminados (Dortmans et al., 2012). Equipos contaminados con VEN, ropa, calzado, alimento, agua,
vacunas, productos avicolas, y aves infectadas con VEN (domésticas o silvestres) movilizadas o puestas
en contacto con aves susceptibles donde el virus puede ser inhalado o ingerido pueden llevar a la
diseminacion de EN (Burridge et al., 1975; Jorgensen et al., 2000; Alders, 2014). Las aves migratorias
y aves importadas ilegalmente han sido implicadas en la introduccién de la enfermedad en ciertas
regiones (Ayala et al., 2016; Brown y Bevins, 2017). Adicionalmente las moscas han sido consideradas
como vectores de VENv aunque las cantidades encontradas en éstas fue muy pequefio para ser

denominadas como vectores competentes (Chakrabarti et al., 2007).
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7. Patogenie

7.1 Periodo de incubacién

El tiempo entre la exposicion al VEN y el desarrollo de los signos clinicos varian dependiendo
de la especie del hospedero, el estado inmunitario del hospedero frente al VEN, la edad del hospedero,
sanidad del hospedero, virulencia del virus, la dosis o cantidad de virus recibido, e incluso la via de
exposicion o infeccion. El periodo de incubacion del VEN en una infeccion natural varia entre 2 y 15
dias, con un promedio de 5 a 6 dias, pero puede tomar de 3 a 4 semanas en algunas circunstancias. La
infeccion experimental con una cepa de VEN virulenta viscerotropica en pollos generalmente lleva un
periodo de 1 a 4 dias de incubacion dependiendo de la dosis desafiada. La transmision por aerosol puede
tener un tiempo de incubaciéon mas corto que una infeccion a través de la ingestion del virus (Miller y

Koch, 2013).

7.2 Signos clinicos en aves domésticas

Al igual que en el periodo de incubacion, los signos clinicos observados también varian segin
los factores anteriormente mencionados. Asimismo, los signos clinicos no son especificos de la
enfermedad, y se pueden confundir con otras enfermedades respiratorias como influenza aviar de alta
patogenicidad, laringotraqueitis infecciosa aviar, bronquitis infecciosa y la micoplasmosis (Alexander y
Senne, 2008). En aves sin vacuna infectadas con cepas virulentas viscerotrdpicas, los signos se presentan
con apatia y depresion severa a los 2 dias después de la infeccion (fig. 3), seguido con 100% de

mortalidad al tercer o cuarto dia (Susta ef al., 2011).

Entre los signos clinicos observados en las aves domésticas estan la conjuntivitis, ronquera,
edema facial, secrecion ocular y/o nasal, depresion, plumas rizadas (fig.3), disnea, hipertermia, anorexia,
apatia e hipotermia antes de la muerte. Igualmente, las heces se vuelven verdes y acuosas, la cresta

adquiere un tono azulado a medida que el ave se vuelve ciandtico (Cattoli et al., 2011). Por otro lado,
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las gallinas ponedoras adultas reciben multiples vacunas contra VEN durante su ciclo de produccion,
presentando una inmunidad persistente, por lo cual los signos clinicos respiratorios o mortalidad podria
no presentarse, aunque si se puede observar caida en la produccion de huevos, despigmentacion de la
cascara, huevos en farfara, delgadez y/o deformaciones de la cascara (Bwala et al., 2012; Cho et al.,

2008).

Figura 3. Aves infectadas con el VEN mostrando signos de depresion, edema facial y plumas erizadas.
(Laboratorio de Patologia Aviar FMV-UNMSM).

La presentacion clinica en pollos infectados con cepas de VEN virulentas neurotropicas pueden
parecer excitables e hipermétricas a los 3 o 4 dias después de la infeccion. Aproximadamente 5 dias
después infeccion, tremores en la cabeza o musculares, torticolis y paralisis de un ala o una pierna puede
ocurrir, y usualmente las lesiones macroscopicas estan ausentes. Tipicamente estas aves estdn vivaces y
alertas, y muere por la incapacidad de alcanzar comida y agua 9 o mas dias después de la infeccion. La
mortalidad suele ser de alrededor del 50% con mayor mortalidad en aves més jovenes. En las cepas
mesogénicas por lo general, se produce una mortalidad baja o nula en pollos de 4 semanas de edad, y
presenta signos neurologicos como tremores de cabeza, torticolis y paralisis (Kommers et al., 2001;
Susta et al., 2011). Las cepas de palomas en pollos pueden no presentar signos clinicos (Kommers et
al., 2001). Asimismo, en un estudio realizado en la FMV - UNMSM, las codornices son susceptibles al
VEN, desarrollando signos clinicos respiratorios, nerviosos y digestivos como en los pollos, aunque la

mortalidad puede llegar hasta un 20% (Quevedo et al., 2009).
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7.3 Signos clinicos en aves silvestres

Las aves acuaticas como los patos, gansos y cormoranes son menos susceptibles al APMV-1 en
comparacion con los pollos (Brown y Bevins, 2017). Estas aves, generalmente se consideran portadores
de APMV-1 a largo plazo, pero cuando presentan cuadro clinico se puede observar elevada temperatura
corporal, mucosidad oral en exceso, cloaca seca, diarrea acuosa y verdosa, intentos de comer y beber
sin éxito, apatia, anorexia, enrojecimiento, edema en el parpado y emaciacion (Kuiken et al., 1999; Dai
et al., 2014; Lu et al., 2014; Rehman et al., 2018). Los patos pueden mostrar hasta un 70% de
disminucion en la produccion de huevos, 80% de morbilidad y 67% de mortalidad (Shi ef al., 2011;
Zhong et al., 2015); sin embargo, la mortalidad de los patos varia segun las diferentes razas, cepas de
virus y dosis de virus (Shi et al., 2011). Algunas aves también muestran debilidad en las patas y el ala
junto con paralisis incompleta unilateral o bilateral y los efectos de esta paralisis aumentan con la
progresion de la enfermedad (Brown y Bevins, 2017). El pato y el ganso también muestran signos
neurologicos como temblores musculares, descoordinacién muscular, circulos y torceduras de cabeza y
cuello (Dai et al., 2014; Wu et al., 2015). Estos signos clinicos desaparecen segln el estado de infeccion;
los afectados levemente se recuperan antes y las aves gravemente afectadas pueden recuperarse después

de 15 dias de infeccion (Wu et al., 2015; Rehman et al., 2018).

Por otro lado, en las palomas, la infeccion de APMV-1 de paloma muestra signos relacionados
al sistema nervioso central que estan asociados con una alta tasa de mortalidad. La infeccién de una cepa
viscerotropica muestra alteraciones en el rifién con signos iniciales de poliuria. E1 VEN aislado de las
palomas es mayormente de patotipo mesogénico (Brown y Bevins, 2017). En referencia a las rapaces,
se ha descrito que los halcones infectados con APM V-1 muestran inicialmente signos gastrointestinales
como anorexia, vomitos e ileo paralitico. Posteriormente en el curso de la enfermedad se desarrollan
signos del sistema nervioso central, los cuales estan asociados con ataxia, tics en la cabeza, temblores,

paralisis del ala y la pierna y raramente torticolis (Wernery et al., 1992; Wernery, 2016).
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Por otro lado, las aves psitacidas (loros, periquitos y guacamayos) han demostrado la capacidad
para eliminar virus infecciosos durante varios meses hasta un afio después de la infeccion,
principalmente a través de las secreciones respiratorias y las heces sin signos aparentes (Alexander,
2000a; Brown y Bevins, 2017). En las aves psitacidas, los signos clinicos varian desde inaparentes hasta
enfermedad neurologica grave. El periodo de incubacion generalmente es corto (2—3 dias) aunque puede
llegar hasta 14 dias (Terregino y Capua, 2009). Los signos clinicos en aves infectadas con VENv
incluyen temblores, recumbencia lateral, dificultad respiratoria, diarrea verdosa, plumaje erizado,
torticolis y frecuentemente la muerte. En este reporte, las aves afectadas fueron el loro Amazona de
cabeza amarilla (Amazona ochrocephala oratrix), loro Amazona de nuca amarilla (Amazona
ochrocephala auropalliata), cacatia ninfa o cockatiel (Nymphicus hollandicus), y pericos del género

Aratinga spp. (Panigrahy et al., 1993).

En otro estudio, los periquitos australianos (Melopsittacus ondula), loros Amazona y pericos
infectados con un VENv aislado de un loro Amazona, causé principalmente signos neurologicos que
consisten en temblores, ataxia, caida de las alas y paralisis uni o bilateral de piernas que culminé
alrededor de 2 semanas post infeccion Los animales con paralisis bilateral de las piernas murieron,
mientras que aquellos con paralisis de una sola pierna se adaptaron a la condicién o se recuperaron. Los
periquitos australianos mostraron los signos mas severos, seguido de los loros amazona y pericos.
Ademas estas aves fueron capaces de propagar el virus e infectar a sus compafieros de jaula. En el caso
de los canarios (Serinus canarius) se observa enfermedad clinica variable, en una infeccién por VENv
causo eliminacion viral y mortalidad acumulada del 25%; sin embargo, no se observaron signos clinicos

caracteristicos antes de la muerte (Erickson et al., 1977).

7.4 Lesiones macroscopicas

Igualmente que en los signos clinicos, las lesiones macroscopicas no son patognomonicas. Es
probable que las lesiones estén ausentes en las aves vacunadas y posiblemente en aves no vacunadas.

Aunque, en las aves domésticas con infecciones por VENv viscerotropico son muy compatibles la
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presencia de lesiones como hemorragia y necrosis de tejidos linfoides asociados al intestino como las
placas de Peyer y tonsilas cecales, asi como también otros tejidos linfoides presentes en el parpado
inferior, molleja, proventriculo (fig. 4), timo, bursa (fig. 5), y bazo, en este ultimo también se presenta

agrandamiento y ocasionalmente congestion (Wakamatsu et al., 2006a; Cattoli et al., 2011; Susta et al.,

2011).

Figura 4. Hemorragias difusas en mucosa de la molleja y proventriculo en un pollo de engorde infectado con
VEN. (Laboratorio de Patologia Aviar FMV-UNMSM).

Figura 5. Hemorragias en la mucosa de la bursa de Fabricio en un pollo de engorde infectado con VEN.
(Laboratorio de Patologia Aviar FMV-UNMSM).

En referencia a lesiones graves en el sistema nervioso central, éstas no son observadas en

cualquier infeccion por VENv. Lesiones en las vias respiratorias son raras (Cattoli et al., 2011), excepto
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para el engrosamiento de los sacos aéreos por infeccion secundaria (Beard y Hanson, 1984). En pollos,
se observa consistentemente la necrosis y hemorragia de las amigdalas laringeas en la porcion craneal
de la traquea en infecciones con virus virulento viscerotropico (Wakamatsu et al., 2006a; Cattoli et al.,
2011). Asimismo, en las aves de postura se puede encontrar peritonitis con yema de huevo, atrofia de
foliculos y oviducto degenerado (Bwala et al., 2012; Khorajiya et al., 2015). Por otro lado, los
cormoranes infectados con VEN a menudo se presentan con signos neurologicos, junto con hemorragias
intestinales (Banerjee ef al., 1994; Kuiken et al., 1999). En otros animales silvestres como los patos y
gansos infectados con APMV-1, éstos muestran lesiones graves en 6rganos linfoides como bursa, bazo,
timo, leve a severa traqueitis, aumento de tamafio de rifiones, necrosis del pancreas, congestion en
meninges y en cerebro ademas de edema cerebral difuso, hemorragias focales en la mucosa del
proventriculo e intestino (especialmente duodeno y parte superior del yeyuno) (Kinde et al., 2005;
Dortmans et al., 2011a; Pedersen et al., 2016). Adicionalmente, se ha reportado atrofia bursal, timo
hemorragico y esplenomegalia con areas necroticas blancas en gansos y patos infectados con APMV-1

(Pedersen et al., 2016; Brown y Bevins, 2017).

7.5 Histopatologia

Algunas de las lesiones histopatologicas mas comunes en pollos y pavos para VENv incluyen
necrosis con deplecion linfoide en tonsilas cecales, bazo, timo, parpado y bursa; aerosaculitis
histiocitica; aerosaculitis linfohistiocitica; gliosis con manguito perivascular de células mononucleares
en médula, cerebelo y tronco cerebral; peritonitis con material de yema con infiltracion de macréfagos
en el espacio de la subserosa del oviducto; miocarditis necrética; necrosis de médula 6sea; necrosis en
pancreas, timo e higado; necrosis y ulceracién de la mucosa intestinal;, y traqueitis ulcerativa
hemorragica. En las infecciones por VENIo, en pollos y pavos usualmente se producen traqueitis

linfoplasmocitica con deciliacion (Abenes ef al., 1986; Lam, 2003; Alexander, 2009).

7.6 Respuesta Inmunitaria
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7.6.1 Inmunidad innata

La respuesta inmune innata comprende factores que existen antes del inicio de una infeccion, y
son capaces de eliminar o responder rapidamente ante los agentes patdogenos. Los componentes
primarios de la inmunidad innata en las aves de corral son (a) barreras fisicas y quimicas, como las
plumas y piel, epitelios y produccion de moco; (b) células fagociticas, incluyendo macrofagos y células
asesinas naturales (células NK, natural killers); (c) proteinas de complemento y mediadores de la
inflamacion; y (d) citoquinas. En general, la respuesta inmune innata a la infeccion por virus es una
reaccion inmediata disefiada para controlar e inhibir el crecimiento y propagacion del virus y ayuda en

el desarrollo de la proteccion patdgeno-especifica a través de la respuesta inmune adaptativa.

Las primeras reacciones del sistema inmune innato son utilizar receptores codificados de linea
germinal, conocidos como receptores patron de reconocimiento (PRR’s, pattern recognition receptors),
los cuales reconocen marcadores moleculares conservados evolutivamente de los microorganismos
infecciosos, conocidos como patrones moleculares asociados a patdgenos (pathogen-associated
molecular patterns o PAMP’s) (Kapczynski et al., 2013).

El reconocimiento de PAMP’s por PRR’s, ya sea s6lo o en heterodimerizacion con otros PRR’s,
por ejemplo, receptores tipo toll (TLR, toll like receptors); proteinas con dominio de oligomerizacién
de union a nucleodtidos (NOD, nucleotide-binding oligomerization domain proteins); ARN helicasas,
como el gen inducible de 4cido retinoico 1 (RIG-I, retinoic acid-inducible gene 1) o MDAS; lectinas
tipo C, inducen sefiales intracelulares responsables de la activacion de genes que codifican citoquinas
proinflamatorias, factores antiapoptoticos y péptidos antimicrobianos. El virus es reconocido primero
por las proteinas centinela del hospedero, incluyendo proteinas TLR y NOD, produciendo una
sefalizacion rapida y activacion del factor de transcripcion que conduce a la produccion de factores
solubles que incluyen interferon y citoquinas, disefiados para limitar e interrumpir la replicacion viral

(Kapczynski et al., 2013).
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Segiin Rue (2011), en los pollos de engorde existe una fuerte y rapida induccion de los genes de
respuesta proinflamatoria: IFN-a, IFN-B, [FN- vy, interleucina (IL) -1p e IL-6 en leucocitos esplénicos
infectados con una cepa virulenta de EN, CA02, a las 6 h.p.i. (horas pos infeccion). Por otra parte, los
experimentos in vivo para comparar la respuesta relativa del hospedero a los VEN virulento y cepas de
baja virulencia como LaSota no han sido posibles, ya que LaSota no llega a replicarse en el bazo sino
que lo hace en el sitio de inoculacion (Wakamatsu et al., 2006b; Wakamatsu et al., 2006c). Mientras
que a las 24 h.p.i., en un estudio in vivo (Rue er al., 2011) detect6 varios genes asociados a la respuesta
innata temprana incrementados, estos incluyen: citoquina proinflamatoria IL-6, proteina inflamatoria
macrofago quimioquina 3 alfa (MIP-3a, chemokine macrophage inflammatory protein-3 alpha), gen de
resistencia myxovirus (Mx, myxovirus resistance gene), lisozimas, proteinas inductoras de interferon
con tetratricopéptido 5, ISG12-2, proteina asociada a diferenciacion melanoma 5 (MDAS), y precursor

de IFN-y.

Posteriormente, a las 48 h.p.i. varios otros marcadores de la respuesta inmune innata a VEN que
a las 24 h no estaban inducidos, se detectaron incrementados, estos fueron: iNOS, IL-1p, IL-18, IL-8 ¢
IFN-y. Ademas se ha demostrado que después de la infeccion con VENv los fibroblastos de embrion de
pollo producen IFN-y pero poco a ningun IFN-B (Schwarz et al., 2004). Asimismo, el incremento
notable de oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) y oxido nitrico (NO) en bazo y suero respectivamente
es una potencial respuesta innata destructiva en los pollos frente a la infeccion de VEN, probablemente
debido a la fuerte replicacion y rdpida mortalidad del virus en las aves de corral, esto sugiere que el NO

contribuye mas a la mortalidad que a la recuperacion (Kapczynski et al., 2013).

La respuesta aumentada del hospedero frente a los VENv, junto con la observacion de dafio
patologico severo, es desconcertante considerando que todos los VEN codifican el gen V, que funciona
para suprimir IFNs de clase I y se ha considerado perjudicial para el hospedero, y una posible causa del
efecto patoldgico (Rue et al., 2011). En cualquier caso, es evidente que los VEN de baja virulencia
estimulen una respuesta inmune innata inferior en comparacion con los VENv que induce
significativamente mayor nivel de respuesta (Kapczynski et al., 2013).
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En los ultimos afios, estudios similares se han realizado sobre la susceptibilidad y la respuesta
inmune innata en las aves acuaticas (patos y gansos), las cuales son menos susceptibles al VEN en
comparacion con los pollos. La razoén principal para una menor susceptibilidad de las aves acuaticas al
APMV-1 es la presencia del RIG-I, el cual esta ausente en el pollo (Barber et al., 2010) pero esta presente
en patos y gansos (Sun et al., 2013). RIG-I y MDAS son la parte mas importante de los receptores
similares a genes inducibles por el acido retinoico (RLRs), que detectan el ARN citoplasmico
(Yoneyama et al., 2004). Estos sensores pueden detectar los acidos nucleicos del ARN de sentido
negativo, como el APMV-1 y los virus de la gripe (Loo et al., 2008), resultado en la produccion de IFN

tipo I y 111, citoquinas, quimiocinas y la expresion de los genes antivirales (Bowie y Unterholzner, 2008).

Los RLR poseen un rol importante en el reconocimiento de los virus y las respuestas inmunes
antivirales en macrofagos, fibroblastos y células dendriticas (Kumar et al., 2006). Es importante notar,
que la proteina V de APMV-1 bloquea la activacion de la via de sefializacion, al interactuar con MDAS,
lo que resulta en un bloqueo de una fuerte respuesta antiviral de IFN- en pollos de engorde, en cambio
para las aves acuaticas funciona en su reemplazo la via RIG-I (Anis et al., 2013). Existe una correlacion
positiva entre la resistencia a la infecciéon por APMV-1 y la expresion de los genes antiviricos, incluidos
RIG-I, IRF3, IRF7 e IFN-B (Wilden et al., 2009), en el caso de la expresion de RIG-I, se ha demostrado
que produce una disminucién de la carga de virus in vitro e in vivo. Se puede concluir, que las aves
acuaticas tienen diversos componentes de la inmunidad innata que es probable incrementen su

resistencia a VEN (Barber et al., 2010; Rehman et al., 2018).

7.6.2 Inmunidad adaptativa

La respuesta inmune innata por si sola no es suficiente para asegurar la supervivencia del
hospedero después de una exposicion a un VENv. Sin embargo, la actividad de las células NK, que son
capaces de destruir las células infectadas por el virus, mejora con la edad, es decir, a mayor edad del ave

disminuye la susceptibilidad al VEN (Lessard et al., 1997). Una vez que el virus supera la respuesta
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inmune innata, las respuestas celular y humoral son iniciadas por el hospedero (Reynolds y Maraqa,

2000b; Lambrecht et al., 2004).

7.6.2.1 Inmunidad celular

La diferenciaciéon de los linfocitos T se produce en el timo, produciendo células capaces de
expandirse rapidamente después de ser expuestas al antigeno por segunda vez, proporcionando una
inmunidad mediada por células (IMC), que es una inmunidad adaptativa especifica. El interferon gamma
(IFN v), secretado por las células NK, activa los macrofagos y promueve la IMC al primer dia después
de la infeccidn. Los subtipos de linfocitos T que constituyen las principales células de la IMC son los
células colaboradoras T CD4 + (linfocitos T helper) secretoras de citocinas y los linfocitos T citotoxicos
CD8 + (CTL). Los linfocitos T citotoxicos (CD8+) son encontrados en células esplénicas de pollos
infectados dos veces con el VEN (Sharma, 1999). La inmunidad mediada por células de una respuesta
celular T helper tipo 1 (Thl), caracterizada por la produccion de IFN-y, puede ser detectada 3 dias
después de la infeccion con cepas vacunales vivas contra el VEN (Timms y Alexander, 1977),
proporcionando asi sefiales para el desarrollo de una respuesta humoral en el ave. A diferencia de la
medicion de anticuerpos a través de la prueba de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) o la prueba
de inhibiciéon de la hemaglutinacion (HI), las pruebas de IMC son mas laboriosas y requieren
procedimientos mas especificos. Las pruebas para IMC incluyen la estimulacion de linfocitos para
induccion de IFN-y, respuesta celular para reconocer antigeno o mitégeno a través de la proliferacion,
citometria de flujo de linfocitos, y niveles de citotoxicidad observados por las células T CD8 +

especificas de VEN a células diana infectadas con VEN (Kapczynski et al., 2013).

Adicionalmente, cuando se compara la respuesta de la IMC en grupos de aves que recibieron
vacunas vivas y aves con vacunas inactivadas, los resultados indican un aumento de la IMC con la
vacuna viva contra el VEN. En tal sentido, el VEN estimula tanto el complejo de mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase I (CD8 +) y II (CD4 +) en el hospedero. La IMC derivada de las

vacunas inactivadas tardan mas tiempo en desarrollarse y la respuesta no es robusta. La IMC derivada
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de vacunas inactivadas parece ser estimulada a través de linfocitos CD4 + y presentacion de MHC clase
IT que impulsa la formacion de anticuerpos a través de secrecion citoquinas (Lambrecht et al., 2004).
Asimismo la virulencia de la vacuna tiene un rol en la IMC, una cepa vacunal VEN menos virulenta
induce una IMC mas temprana y mas corta, en cambio, en una cepa virulenta la induccion de la IMC es
mas fuerte y mas larga. De esta manera, las cepas mas virulentas persisten por mas tiempo en el ave y

por lo tanto son capaces de aumentar la magnitud y duracion de la IMC (Rauw et al., 2009).

7.6.2.2 Inmunidad humoral

Después de la exposicion al VEN, los linfocitos B se diferencian en células plasmaticas que
segregan 3 tipos de anticuerpos neutralizantes especificos al antigeno (Lambrecht ef al., 2004). Estos
anticuerpos son necesarios para proteger a las aves de la morbilidad y mortalidad tras la infeccion con
VENv (Reynolds y Maraqa, 2000a; Sawant et al., 2011). Primero, se produce IgM y se puede detectar
rapidamente a los 4 dias después de la vacunacion. Después de 7 dias, la IgG (referido como IgY en
aves debido a su diferencia estructural) e IgA, que es importante para la inmunidad local de la glandula
de Harder y tonsilas cecales, pueden ser detectadas. A los 7 dias postinfeccion el tejido esplénico estd
compuesto por 56% de IgM, 37% de IgY y 7% de IgA (Awad et al., 2015). Asimismo, es evidente la
interconexion de la IMC y la inmunidad humoral, esto se demuestra con la secrecion de IL-4, la cual
mejora la respuesta inmune humoral (Sawant et al., 2011). Por otro lado, la inmunidad local es evaluada
por la cantidad de anticuerpos de IgA antigeno especifico que puede ser detectada en lagrimas, lavados
traqueales y bilis después de la exposicion intranasal o intraocular a vacunas vivas contra el VEN. La
inmunidad local (IgA) es importante para neutralizar los viriones libres en las vias respiratorias y

gastrointestinales (Russell y Ezeifeka, 1995; Ganapathy et al., 2005; Perozo et al., 2008).

La prueba de HI es comunmente realizada para evaluar la respuesta de anticuerpos post
vacunacion porque se correlaciona bien con la prueba de virus neutralizacion que es mas laboriosa (VN)
(Thayer et al., 1987). Los kits comerciales de ELISA son mas accesibles y son a veces utilizados para

evaluar la uniformidad de la vacunacion en un lote de aves, sin embargo, porque no miden
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especificamente anticuerpos neutralizantes puede que no correlacione bien con la proteccion (Thayer et
al., 1987). Los anticuerpos neutralizantes contra las glicoproteinas HN ademas de la F se unen a los
viriones y evitan su union a las células del hospedero, lo que reduce la replicacion del virus (Taylor et
al., 1990; Loke et al., 2005). Las vacunas vectorizadas comerciales o experimentales para VEN en
general incluyen s6lo la porcion del gen F, que producen anticuerpos neutralizantes que no inhiben la
hemaglutinacion del VEN, proporcionando la posibilidad de utilizar el concepto de diferenciacion entre
animales infectados y vacunados (DIVA) (Taylor et al., 1996; Palya et al., 2012). Mientras que una
glicoproteina sola puede ser protectora, también se ha demostrado una mejor proteccion cuando ambas
glicoproteinas tanto la F como la HN estan presentes (Umino et al., 1987; Miller et al., 2009a; Kumar

etal., 2011).

Aproximadamente el 30% de los anticuerpos IgY y el 1% de los anticuerpos de IgM e IgA
presente en el plasma de la gallina se transferird pasivamente a la progenie y si los niveles de anticuerpos
contra VEN son lo suficientemente altos pueden proporcionar proteccion hasta que los niveles caigan
por debajo de un nivel de proteccion (Hamal et al., 2006). Los anticuerpos maternos pueden interferir
con la vacunacion porque pueden neutralizar el virus vivo de la vacuna (Westbury er al., 1984,
Giambrone y Closser, 1990). En promedio, la cantidad de anticuerpos por HI disminuye a la mitad cada
4-5 dias dependiendo de la raza del ave. En pollos de engorde, los anticuerpos maternos son detectables

hasta los 7-10 dias de edad (Giambrone y Closser, 1990).

Factores como el medio ambiente, nutricidon, estrés, infecciones bacterianas, y los virus
inmunosupresores pueden conducir a la supresion del sistema inmunitario (Gelb et al., 2007; Hoerr,
2010). Si la bursa de Fabricio se ha atrofiado por el virus de la enfermedad de bursitis infecciosa (IBDV),
una disminucion de la respuesta inmune se inducira para cualquier vacuna. Irénicamente, las infecciones
con VEN también tienen la capacidad para inmunosuprimir al hospedero y obstaculizar una respuesta
inmunidad adecuada a otras vacunas, tales como al IBDV (Rautenschlein et al., 2007). Mientras que el

efecto en los pollos es desconocido, para los humanos tratados con VEN como tratamiento oncolitico,
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frecuentemente se induce anemia inicial, leucopenia y neutropenia poco después de comenzar el

tratamiento (Schirrmacher y Fournier, 2009; Lam et al., 2011).

8. Diagnéstico

Como resultado de las variaciones en la virulencia y la falta de signos clinicos caracteristicos,
generalmente es necesario, para un diagndstico confirmatorio, que se incluya dos pasos: (i) aislamiento
del virus de las aves afectadas e identificacion del virus como VEN (APMV-1); y (ii) determinacion del
virus como EN, para distinguirlo de los virus vacunales o los virus avirulentos enzooticos de EN, lo cual
esta predeterminado por estimacion in vivo de la patogenicidad en pollos (Aldous y Alexander, 2001),
definido por (1) el indice de patogenicidad intracerebral (IPIC) en pollos de un dia (Gallus gallus) de
0.7 o mas; o (2) que posea multiples aminoacidos basicos en el extremo C de la proteina F2 y una
fenilalanina en el residuo 117, que es el terminal N de la proteina F1. El término "multiples aminoacidos
bésicos" se refiere al menos a tres residuos de arginina o lisina entre los residuos 113 y 116. La
incapacidad para demostrar el patron caracteristico de secuencias de aminoacidos como se describe

anteriormente seria requerir la caracterizacion del virus aislado por la prueba IPIC (OIE, 2012).

En lo que respecta a diagnostico, en la presente revision se describen las principales técnicas de
laboratorio usadas actualmente. Otras técnicas de laboratorio mas tradicionales, como inmunodifusion
en gel agar, prueba de anticuerpos fluorescentes, prueba de hemolisis (el APMV-1 causa hemolisis
mientras que los virus de influenza no), o la identificacion por microscopia electrénica de la morfologia
de las particulas viricas se pueden aplicar, pero estos métodos permiten s6lo una identificacion genérica
de APMYV sin ninguna informacién sobre el patotipo (Cattoli ef al., 2011). Adicionalmente, las técnicas
inmunoflourescentes, de inmunohistoquimica y de inmunocitoquimica permiten la deteccion de la
ubicacion especifica de los antigenos virales en tejidos o células (Cattoli et al., 2011; Ecco et al., 2011;

Bwala ef al., 2012).
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8.1 Aislamiento viral

Con el objeto de diagnosticar la infeccion por el VEN, la deteccion del agente infeccioso se basa
en el aislamiento del virus en huevos embrionados o cultivo celular (Aldous y Alexander, 2001). En la
actualidad, el aislamiento viral es la prueba prescrita para el comercio internacional (OIE, 2012) y sigue
siendo el método de eleccion para el diagnostico confirmatorio o gold standard para la validacion de

otras técnicas (Terregino y Capua, 2009).

8.1.1 Aislamiento de virus y tipificacion en huevos embrionados

Como se describe en el Manual de Diagnostico de la OIE (2012), al menos cinco huevos
embrionados de aves SPF de 9—11 dias de edad, para cada muestra, deben ser inoculados en la cavidad
alantoidea, luego incubado a 35-37 ° C durante 4-7 dias y observar diariamente para verificar su
viabilidad. La mortalidad de los huevos inoculados antes de las 24 h post-inoculacion generalmente se
considera inespecifica, aunque algunas cepas muy virulentas si estdn presentes en la muestra en altas
concentraciones podrian causar mortalidad embrionaria tan pronto como a las 24 horas post-inoculacion.
La mortalidad especifica en los embriones ocurre con mayor frecuencia dentro de 3 a 5 dias después de
la inoculacion y esta influenciado por la cepa del virus, edad del embridn y concentracion del indculo.
En general, la muerte embrionaria se acelera cuando los embriones son mas jovenes y se utilizan
mayores concentraciones de indculo. La muerte del embridn suele ser muy rapida si el virus se inocula
en el saco vitelino y saco amnidtico, mientras que es mas lento si la inoculacion es a través de la cavidad

alantoidea (OIE, 2012).

Generalmente, mas del 85% de los aislamientos de EN son hecho en el primer pasaje, siendo
menos del 10% los aislamientos que necesiten un segundo pasaje. El aislamiento de VEN después de 2
pasajes es considerado muy raro (Kouwenhoven, 1993). Para acelerar el aislamiento final, es posible
realizar 2 pasajes a intervalos de 3 dias, obteniendo resultados comparables a 2 pasajes en intervalos de

4 a 7 dias (Alexander y Senne, 2008). El liquido alantoideo, que contienen los embriones muertos, o
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aquellos enfriados al final del cuarto al séptimo dia, es evaluado para verificar la actividad
hemaglutinante (HA), ya que la hemaglutinacion es una caracteristica clave del VEN. Sin embargo, los
virus de la influenza aviar (IA) y otros paramixovirus aviares también causan hemaglutinacion, por lo
que la diferenciacion es esencial. Si se detecta actividad HA, los agentes hemaglutinantes deben
identificarse mediante la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion (HI), que utiliza sueros, o por
medio de pruebas moleculares, que pueden proporcionar informacion sobre el patotipo y genotipo

(Cattoli et al., 2011).

En la prueba de HI, se puede observar cierto nivel de reaccion cruzada entre los diversos
serotipos de Paramixovirus aviar. La reaccion cruzada se puede observar entre los virus AOAV-1 y
AOAV-3 (particularmente con la variante de psittacidas de AOAV-3, comiinmente aislado de aves
mascotas 0 aves exoticas) o AOAV-7. El riesgo de una tipificacion equivocada de un aislamiento puede
reducirse enormemente utilizando una panel de sueros de referencia o anticuerpos monoclonales (mAbs)
especificos para AOAV-1, AOAV-3 y AOAV-7. El uso de mAbs también permite la caracterizacion de
diferencias antigénicas dentro de diferentes cepas de AOAV-1 o incluso entre subpoblaciones de la

misma cepa (Russell y Alexander, 1983).

8.2 Serologia

La serologia por lo general no es una herramienta util para el diagndstico de EN, porque los
métodos serologicos actuales no pueden diferenciar anticuerpos inducidos por una infeccion con VENyv,
VENIo de aves silvestres, o aquellos inducidos por vacunacion con vivas o inactivadas. Sin embargo, la
serologia es la mas utilizada para medir la efectividad de un programa de vacunacion (Wakenell et al.,
2016). En los paises que no vacunan, la serologia puede confirmar la exposicion a VEN, pero pocos
paises estan en condiciones de no vacunar. En parvadas bien manejadas que toman muestras periddicas
de suero, un incremento en los titulos de HI y presencia de signos clinicos sugieren que se produjo una
exposicion. En este respecto, la prueba de HI y el ensayo inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

son los mas utilizados comunmente (Snyder et al., 1984). Aunque la prueba de HI detecta anticuerpos
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solo para el gen HN, y el ELISA comunmente detecta anticuerpos contra todas las proteinas del VEN,
existe cierta correlacion entre ambos. El ELISA es usualmente especifico para la especie de hospedero
porque dependen del uso de 1 anticuerpo monoclonal (mAb) contra VEN y otro mAb secundario
hospedero-especifico. Se debe tener precaucion al usar sueros de especies distintas de los pollos en la
prueba de HI porque pueden causar falso positivos (menores o iguales a 1: 8) de aglutinacion
inespecificos de hematies de pollo. Tal aglutinacion se puede eliminar por adsorcion con hematies de
pollo concentrados antes de la prueba (Miller y Torchetti, 2014). Cuando se usan 4 unidades HA de
antigeno, los titulos superiores a 1:16 se consideran positivos. El punto de corte es mayor a 1: 8 cuando

se usan 8 unidades HA (Wakenell ef al., 2016).

Por otro lado, la prueba de virus neutralizacion de (VN) es un ensayo seroldgico eficaz,
particularmente til para medir anticuerpos neutralizantes especificos contra VEN. La prueba se realiza
mezclando suero en diluciones seriadas con una cantidad estdndar de VEN (para ejemplo 100 UFP)
luego los cultivos celulares de DF-1 son inoculados con las mezclas de las diluciones de virus-suero
(Koch et al., 1998). El titulo de anticuerpos neutralizantes especificos de VEN estd determinado por el
valor mas alto de la dilucion de suero que demuestre un claro efecto citopatico (ECP) en el cultivo de
células DF-1 después de unos cuatro dias de incubacion. Esta prueba es considerada la herramienta mas
adecuada para evaluar los titulos de anticuerpos neutralizantes después de la vacunacion. Sin embargo,
es muy trabajosa y lenta, debido a que los resultados se obtienen casi una semana después (Bello et al.,

2018).

Recientemente, se ha desarrollado de una prueba de VN mejorada (Chumbe et al., 2017a)
utilizando un VEN recombinante disefiado para expresar constitutivamente una proteina fluorescente
verde (GFP). El ensayo ha demostrado resultados concluyentes en 24 horas sin la necesidad de cualquier
procedimiento de tincion adicional. Ademas, su correlacion con la prueba de VN convencional es mucho
mayor a la correlacion entre la prueba de HI o ELISA con el VN convencional. Por lo tanto, esta prueba
emergente es un método rapido de cuantificacion de titulos de anticuerpos neutralizantes, mas apropiada
para evaluar la inmunidad conferida por vacunacion que para monitoreo de VEN.
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8.3 Pruebas moleculares

El primer reporte de deteccion de APMV-1 por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa
con transcripcion reversa (RT-PCR) en fluido alantoideo de huevos embrionados data de 1991 (Jestin y
Jestin, 1991). Desde entonces, una variedad de protocolos de laboratorio que van desde RT-PCR a base
de gel, RT-PCR en tiempo real, procedimientos basados en enzimas restriccion, secuenciacion rapida,
técnicas de hibridizacion microarray, y secuenciacion de nueva generacion (NGS) han sido desarrolladas

(Cattoli et al., 2011; Deurenberg et al., 2017).

El diagnéstico molecular puede dividirse esencialmente en dos categorias segun el proposito del
diagnostico. Primero, la deteccion de EN en especies aviares y segundo la determinacion de la virulencia
del VEN. Para la deteccion de VEN, el desarrollo de una prueba en tiempo real de reaccion en cadena
de la polimerasa con transcripcion reversa (RRT-PCR) capaz de detectar todos los genotipos incluso si
se utilizan cebadores o primers para objetivos altamente conservados como el gen de la proteina M y L,
es muy dificil. Asimismo, para la caracterizacion y el reconocimiento de un VENv, parte del gen F,
incluida la region que codifica el sitio de escision, es el objetivo de interés. Sin embargo, es
extremadamente dificil desarrollar una prueba para detectar todos los VEN virulentos, especialmente

teniendo en cuenta la variabilidad genética y variacion geografica (Hoffmann et al., 2009).

Por otra parte, las técnicas moleculares han permitido que el APMV-1 sea clasificado en 2
principales grupos genéticos distintos, denominados clase [ y II (Czegledi ef al., 2006). La clase I incluye
casi exclusivamente cepas de baja virulencia recuperadas mayormente de aves acuaticas silvestres en
todo el mundo, mientras que la clase II estd compuesta en su mayoria de virus de alta y baja virulencia
aislados de aves de corral y aves silvestres (Kim et al., 2007). Ademas, dentro de las clases, se han
identificado varios genotipos distintos en cada clase, debido a su variabilidad genética basados en el gen

de la proteina F (Diel et al., 2012a).
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8.3.1 Reacciodn en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa (RT-PCR)

En relacion a la prueba de RT-PCR, esta es la prueba molecular mas utilizada en el diagnostico
de VEN, especialmente en los paises en vias de desarrollo. La prueba puede detectar con rapidez y
precision el genoma viral en muestras clinica con alta sensibilidad, especialmente si estas muestras estan
tomadas apropiadamente. Por lo general, la prueba esta disefiada para detectar y identificar el patotipo
del virus (Wang et al., 2001) dirigido a una parte del gen de la proteina F que abarca el sitio de escision,
seguida del polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion utilizando Bgll cuyos patrones de
digestion clasifica los aislamientos de VEN en cepas lentogénicas, mesogénicas y velogénicas
(Nanthakumar et al., 2000). Actualmente, la patotipificacion molecular del VEN se basa
predominantemente en RT-PCR, seguida por el analisis de la composicion de aminoacidos putativos del
sitio de escision F (De Leeuw er al., 2005). Por lo tanto, la patotipificacion molecular es una alternativa
mas conveniente a la técnica convencional de aislamiento viral que ademas de ser lenta necesita
contencion especializada (Farkas et al., 2009). Sin embargo, dada la continua evolucién y emergencia
de nuevos genotipos del VEN (Diel er al., 2012a), es necesario actualizar regularmente los cebadores
utilizados en la prueba para tener en cuenta las variantes que podrian escapar en la deteccion como

resultado de la mutacion en el sitio de union con el cebador (Miller y Koch, 2013).

8.3.2 Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa o en tiempo real (QPCR)

La prueba de qPCR o quantitative PCR no s6lo es mas rapida y menos engorrosa que las técnicas
de diagnoéstico convencionales, sino que también proporciona igual o incluso mayor sensibilidad de
deteccion de virus que el gold estdndar método de aislamiento viral. Actualmente, las pruebas qPCR
basadas en el gen de la matriz (M) y el gen de fusion (F) se utilizan a menudo como métodos estandar

para la deteccion y patotipificacion del VEN directamente de muestras clinicas (Miller et al., 2010).

La eleccion de la deteccion del gen M en el monitoreo de VEN es debido a la naturaleza

altamente conservada en el genoma del virus. Por ello, la gPCR utilizando el gen M es capaz de detectar
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la mayoria los aislamientos de VEN, especialmente los que pertenecen a la clase II (Kim et al., 2007).
Puesto que la mayoria de los aislamientos de clase I, no son detectados frecuentemente usando esta
prueba, se ha desarrollado un ensayo llamado qPCR multiplex matriz-polimerasa, el cual utiliza una
region conservada del gen de la polimerasa (L) de clase I para el disefio de cebadores y sondas. Esta
prueba no sélo detecta el VEN previamente indetectable, sino también trabaja en conjunto con la prueba
del gen M bajo los mismos ajustes de temperatura (Kim ez al., 2008b). En consecuencia, la qPCR
utilizando el gen M es una prueba rapida para la deteccion del VEN en muchos paises (Bello et al.,

2018).

En relacion con la patotipificacion del virus, se desarrollé la gPCR basado en el gen F que
diferencia los cepas de VEN lentogénicos de los virulentos (Aldous et al., 2001). Aunque este ensayo
fue disefiado para detectar aislamientos de VEN en los Estados Unidos, ha sido util para detectar la
mayoria de aislamientos de VEN en el mundo con excepcion de unos pocos que poseen sustituciones
de nucleotidos en los sitios de union de la sonda (Terregino et al., 2003). Posteriores estudios han
demostrado que algunos de los aislamientos que escapan a la deteccidn utilizando esta combinacion de
cebador y sonda tenian en el sitio de escision F, un residuo de lisina (K) en la posicion 114 en lugar de
la glutamina (Q) convencional en esa posicion. De hecho, una serie de otras diferencias de nucleotidos
se observaron entre el genoma de estos virus y la sonda del gen F utilizados en esta prueba. En relacion
con esto ultimo, las cepas que inicialmente escaparon a la deteccion utilizando la anterior prueba con el
gen F, fueron todas identificadas cuando se disefid y se probd una nueva sonda considerando la
diferencia de nucleétidos anterior (Kim et al., 2008a). No obstante, la qPCR estd actualmente validada
para la deteccion del VEN en muestras clinicas, es necesario monitorear continuamente la diversidad
genética de los aislados de VEN para que los cebadores y sondas pueden ser actualizadas periédicamente

para asi identificar todas las posibles mutantes que podrian escapar a la deteccion (Miller y Koch, 2013).

Ademas de la deteccion de enfermedad y patotipificacion, la prueba qPCR también puede
utilizarse en la cuantificacion de la carga viral en diferentes 6rganos o eliminacion virus de las aves
vacunadas después de un desafio con una cepa virulenta (Qiu et al., 2014). Los métodos tradicionales
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usados para las pruebas de eliminacion de virus son las diluciones en punto final tales como la dosis
infectiva media en cultivo tisular (TCIDsp) y la dosis infectiva media en embrion (EIDso) o ensayo de
placa (Hu et al., 2011). Estos métodos son muy laboriosos, se llevan a cabo en varios dias y requieren
un gran nimero de huevos o multiples placas con células para un cultivo completo. Por esta razon, las
tendencias emergentes incluyen el uso de sistemas qPCR que son altamente sensibles, especificos, y
confiables para la deteccion y cuantificacion de virus en muestras clinicas en mucho menor tiempo

(Bello et al., 2018).

8.3.3 Amplificacion isotérmica mediada por bucle (Técnicas de amplificaciéon no PCR)

Recientemente, una prueba de diagnostico simple, sensible y econdmica llamada amplificacion
isotérmica mediada por bucle (LAMP) fue desarrollada para rapida deteccion del material genético de
agentes infecciosos. El principio del ensayo es una reaccion de desplazamiento de cadena que forma una
estructura de horquilla o bucle, permitiendo una amplificacion sensible y especifica de la plantilla
objetivo (Notomi et al., 2000). La especificidad de la prueba LAMP se debe a su capacidad para detectar
seis regiones independientes durante la reaccion de amplificacion (Njiru, 2012). El ensayo se realiza
bajo condiciones isotérmicas, es decir de temperatura constante por lo que no requiere un termociclador,
ademas necesita 4-6 cebadores, una ADN polimerasa y un bafio maria (Mori y Notomi, 2009). Por lo
tanto, puede ser altamente aplicable a laboratorios de diagndstico en regiones en desarrollo donde no se
disponga de equipos sofisticados. Asimismo, el producto de amplificacion de LAMP puede ser
detectado facilmente a simple vista por un cambio de color. Para facilitar la visualizacion del resultado,
tradicionalmente se agrega SYBR green a la mezcla LAMP antes de la incubacion isotérmica (Li et al.,
2009). Algunos estudios han demostrado que la prueba LAMP puede detectar VEN directamente de
muestras clinicas, hisopos de traquea y cloaca, probando que su sensibilidad y especificidad son
similares al de PCR anidado, pero mas simple y menos costoso (Pham et al., 2005). Sin embargo la
prueba LAMP tiene limitaciones como las dificultades para disefiar los cuatro cebadores que se dirigen

independientemente a diferentes regiones en la plantilla, asi como los desafios en LAMP multiplex
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debido al mayor nimero de cebadores por objetivo que aumenta la probabilidad de interacciones

cebador-cebador para conjuntos de objetivos multiples (Cattoli et al., 2011).

8.3.4 Técnicas de hibridacion de micromatriz (Microarray hybridisation)

A diferencia de otras pruebas moleculares, la técnica de microarray tiene el potencial de
simultaneamente monitorear, detectar y caracterizar cientos a miles de objetivos sin comprometer la
sensibilidad y especificidad de la prueba (Heller, 2002). Principalmente estan compuestos por soportes
solidos equipados con varias sondas de ADN de identidad conocida capaces de hibridar a sus objetivos
en muestras clinicas. Por lo tanto, se dice que son plataformas eficientes para patotipificacion,
genotipificacion e identificacion de biomarcadores de enfermedad (Han et al., 2008). Diferentes estudios
han demostrado la eficacia del sistema de hibridacion de microarrays, asi por ejemplo, en la deteccion
del VEN asi como del virus de IA con una deteccién limite tan baja como 10'-10° TCIDs¢/ml, por lo
que es evidente el potencial del microarrays de ADN en la deteccion de infecciones mixtas (Lung et al.,
2012). Ademas, la prueba de microarray fue capaz de detectar simultaneamente diferentes patotipos del
VEN, asi como de virus IA H5 y H7 (Wang et al., 2008). Recientemente, se ha desarrollado una técnica
de diagndstico de microarrays de suspension luminex multiplex, para la deteccion simultdnea de VEN,
VIA, virus de la enfermedad infecciosa de la bursa y virus de bronquitis infecciosa en infecciones
individuales o mixtas (Laamiri et al., 2016; Sultankulova et al., 2017). En tal sentido, la técnica de
microarrays de ADN estan entre los diagnodsticos emergentes que en un futuro proximo podrian superar
las técnicas convencionales de tipificacion de VEN, dada su sensibilidad, especificidad y la capacidad

de detectar muiltiples patégenos/patotipo en muestras clinicas (Bello et al., 2018).

8.3.5 Diagnostico por biosensores

Los biosensores son sistemas analiticos compuestos por moléculas de biorreconocimiento y
detectores fisicoquimicos llamados transductores, capaces de convertir interacciones biomoleculares en

seflales medibles (Chambers et al., 2008). Proporcionan una plataforma sensible y econémica para la
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rapida deteccion e identificacion de agentes infecciosos. En este contexto, los biosensores sin etiqueta
que proveen un medio de monitoreo continuo en tiempo real, afinidad de enlace y cinética de
biomoléculas a lo largo del tiempo se encuentran entre las herramientas de diagnostico emergentes en
el siglo XXI (Sang et al., 2016). Tal como es la resonancia de plasmones de superficie (SPR) que
cuantifica directamente la interaccion biomolecular sobre su superficie de oro inmovilizada a través de
la deteccion de cambios en el indice de refraccion. Ademas, los inmunosensores tienen un tiempo de
deteccion corto y no requieren de equipo sofisticado. Contrariamente, la tecnologia de biosensores debe
pasar de la deteccion de laboratorio al diagnostico rutinario de muestras clinicas, lo cual sigue siendo
un gran desafio, posiblemente debido a los complejos tipos de material que caracterizan la muestras
clinicas. Cabe destacar que la mayoria de los biosensores son altamente sensibles a factores ambientales
como la temperatura y pH. Sin embargo, se estan desarrollando varios enfoques para superar los efectos

de los diferentes tipos de muestra (Sin et al., 2014).

8.3.6 Secuenciacidn de proxima generacion

La secuenciacion de proxima generacion o secuenciacion de segunda generacién o next-
generation sequencing (NGS) es una de las herramientas recientes que ha revolucionado el diagndstico
de enfermedades infecciosas (Deurenberg et al., 2017). Considerando su importancia no sélo en el
seguimiento de brotes epidémicos, sino también facilitando la deteccion rapida, sensible y especifica,
ademas de la diferenciacion de infecciones mixtas de en un mismo hospedero (Metzker, 2010).
Asimismo, puede ser utilizado para detectar variantes de baja frecuencia que de otro modo no se
detectarian utilizando las herramientas de diagnodstico comunes. Més aun, es la prueba de mayor
rendimiento utilizada en el descubrimiento de nuevos virus asociados a enfermedades desconocidas
(Deurenberg et al., 2017). En consecuencia, su aplicacion en el desarrollo de diagndsticos avanzados es
muy bien valorada. Aun cuando, estan surgiendo constantemente diferentes plataformas de NGS, todas
ellas técnicamente implican tres pasos principales: preparacion de la muestra, secuenciacion y analisis
de datos (Souf, 2016). Actualmente, la mayoria de las plataformas de NGS estan orientadas al

diagnostico viral y se enfocan en mejorar las lecturas de secuencia y la velocidad de la prueba (Souf,
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2016). Recientemente, la NGS se ha utilizado para la caracterizacion del genotipo VI de VEN en los
Estados Unidos, el estudio reveldo una diversidad genética previamente desconocida del virus con
evidencia de su continua evolucion (He et al., 2018). Otro ejemplo, de la aplicacion de la NGS es la
caracterizacion simultanea de secuencias genomicas de multiples paramixovirus aviares (Dimitrov et
al., 2017b). Mas aln, la diferenciacion de cepas virulentas de lentogénicas de clase II del VEN se logro
con ¢xito y rapidamente utilizando NGS basado en el procedimiento de pirosecuenciacion (De Battisti

et al., 2013). No obstante, la prueba tiene un alto costo de inversion por muestra (Souf, 2016).

8.3.7 Secuenciacion de tercera generacion

La secuenciacion de tercera generacion o secuenciacion de lectura larga o third-generation
sequencing, es una clase de secuenciacion de ADN, que tiene la capacidad de producir lecturas
sustancialmente mas largas que la NGS. En los tltimos afios, la secuenciacion de tercera generacion ha
mejorado enormemente, con la introduccion de nuevas tecnologias como la de Oxford Nanopore
Technologies (ONT) (Phan et al., 2017), la utilidad de la secuenciacion de alto rendimiento se ha
incrementado en la vigilancia y caracterizacion de patogenos (Greninger et al., 2015). Entre las grandes
ventajas de la secuenciacion de tecnologia ONT es la capacidad de realizar analisis de secuencias en
tiempo real con un tiempo de respuesta corto (Kilianski et al., 2015), la portabilidad del dispositivo
MinlION, el bajo costo de inicio en comparacion con otras plataformas de alto rendimiento, y la
capacidad de secuenciar hasta varios miles de bases de moléculas individuales de ARN o ADN. El
dispositivo MinION ha sido utilizado con éxito para evaluar genes de resistencia a antibidticos de varias
especies bacterianas (Ashton et al., 2015; Lemon et al., 2017), obtener secuencias genéomicas virales
completas del virus de influenza (Wang et al., 2015) y virus del Ebola (Quick et al., 2016), y detectar
parcialmente secuencias de genomas como el virus Zika (Quick et al., 2017) y poxvirus (Kilianski et
al., 2015) mediante la secuenciacion de los amplicones de PCR (AmpSeq). Recientemente, la tecnologia
ONT ha sido usada en el desarrollo de un protocolo efectivo para la prediccion de la virulencia e
identificacion de genotipos del VEN utilizando el MinlON (Butt et al., 2018). En el mismo estudio, la
prueba fue capaz de detectar el virus de muestras de campo, lo que demostraria su viabilidad en el

diagnostico clinico, aunque es necesaria una evaluacion mas extensa de la sensibilidad y especificidad
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en muestras de campo, es posible una mejor optimizacion de esta tecnologia que con otras técnicas (Butt
et al., 2018). Por lo tanto, el dispositivo MinlON, representa un gran avance en el diagnostico de
enfermedades infecciosas para la realizacion de una identificacion rapida y caracterizacion gendmica de

agentes infecciosos a un menor costo (Butt ef al., 2018).

9. Estrategias de prevencion y control

En relacion al control de la EN es necesario considerar como estrategias la vacunacién y la
bioseguridad. Por una parte, la bioseguridad es un componente critico e imprescindible para mantener
al lote alejado de desafios de campo con agentes infecciosos, como en el caso de la EN, sobretodo es
muy importante antes que las aves alcancen un nivel protector de inmunidad vacunal, o idealmente
prevenir cualquier exposicion (Mayers et al., 2017). Por otra parte, la vacunacion tiene como objetivos
disminuir o eliminar la enfermedad clinica; disminuir la cantidad de virus virulento secretado, es decir,
la carga viral que es eliminada al ambiente a través de las heces o secreciones orales o oculonasales en
las aves infectadas con VEN; y aumentar la dosis infecciosa del virus de desafio para que ocurra la
enfermedad. En contraposicion, no todas estas premisas son consideradas como meta por los veterinarios
de campo, siendo solo disminuir o eliminar la enfermedad clinica tomado en cuenta, ya que en granjas
no hay acceso a las herramientas para evaluar la eficacia de la vacunacion para los otros objetivos

(Kapczynski et al., 2013).

9.1 Bioseguridad

La bioseguridad tiene un rol crucial en la prevencion de la introduccion y diseminacion del VEN
y otras enfermedades aviares. Las medidas de control adoptadas por los productores avicolas a gran
escala son similares para todos los agentes patdogenos, en especial los virus, por lo tanto, el desarrollo e
implementacioén de procedimientos para reducir el riesgo de introduccion y/o transmision de agentes

infecciosos a lotes susceptibles son los principios mas importantes para el control de enfermedades. Los
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componentes principales de la bioseguridad en la avicultura incluyen la proteccion de los galpones, y
de los equipos para agua y alimento de las aves para prevenir el acceso de las aves silvestres, cuarentena
de aves nuevas separadas de las aves de la crianza regular, mantener la fuente y almacenamiento del
alimento libres de contaminacion con heces de aves silvestres, limpieza y desinfeccion de las
instalaciones (y cualquier equipo usado en el mismo) antes de la repoblacion, y la adherencia a estrictos
en el sitio protocolos que eviten que el personal introduzca o transmita enfermedades entre galpones
(Alders, 2014). El proceso de desinfeccion es un factor muy importante antes de la introduccion de un
nuevo lote de aves, teniendo en cuenta que los productos usados deber ser autorizados, asi como el
tiempo de contacto en el cual los virus estan expuestos al desinfectante, para asegurar suficiente
inactivacion (Kinde et al., 2004); asimismo, en conjunto con constante saneamiento de calzado, equipo

y vestimenta.

Otro aspecto son las aves silvestres, las cuales son un riesgo significativo para las aves
domésticas, debido a que son portadoras de enfermedades aviares que pueden tener enormes
implicancias economicas para la produccion avicola. Igualmente, la proteccion de los galpones para
impedir la entrada de aves silvestres o sus deyecciones, especialmente los de la familia Columbiforme,
es esencial para controlar la propagacion de EN, puesto que las palomas son infectadas con una variante
paloma de APMYV -1 conocida como paramixovirus de paloma que se ha demostrado que es la causa de
muchos brotes de VEN en todo el mundo (Aldous et al., 2003; Alexander et al., 1985).

En relacion con las medidas de bioseguridad, el hombre representa un riesgo critico, por esta
razon el personal que ingresa a la granja debe representar un riesgo minimo, siendo necesario que la
vestimenta y los zapatos sean de uso exclusivo para la instalacion (CDFA, 2016), en particular los
zapatos, que representa un fomite con alto riesgo de introduccion de patégenos (Hauck, et al., 2016).
Ademas, el personal visitante necesario como los veterinarios o grupos de vacunacion o saca no deben
haber tenido contacto previo con aves de ningln tipo durante las ultimas 72 horas. El control de vectores
bioldgicos como plagas de roedores o moscas es muy importante, se recomienda un control y monitoreo

semanal para establecer el riesgo de enfermedad al minimo (CDFA, 2016).
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Por consiguiente, implementar un enfoque multifacético que involucre protocolos estrictos de
gestion combinando el uso de cuarentena, practicas estrictas y meticulosas de higiene junto a la
vacunacion proporcionan una adecuada prevencion de enfermedades y programa de control. Por ultimo,
en caso de un brote de EN, la instalacion avicola infectada debe someterse a estrictas medidas de control,
que incluyen despoblacion, restricciones al movimiento de aves y productos asociados, ademas de
protocolos de limpieza y desinfeccion rigurosos. Estas restricciones tienen un impacto econdmico
importante para el avicultor, por lo tanto, es primordial que el diagnostico diferencial sea lo mas rapido
posible, para distinguir si se trata de un VEN velogénico o un virus vacunal lentdogenico u otros virus
respiratorios. Sin embargo, la vacunacion contra EN en un lote aviar susceptible también puede
contribuir a las medidas de bioseguridad establecidas, aumentando la resistencia a la infeccion, al
requerir la exposicion una dosis infecciosa mayor de virus en caso de quiebre de bioseguridad (Mayers

etal.,2017).

9.2 Vacunacion

Como se menciono anteriormente inclusive en caso de una bioseguridad estricta, la vacunacion
sigue siendo necesaria para proteger de manera 6ptima a las aves contra las enfermedades de importancia
econdmica como la EN. Por lo tanto, un programa eficaz para el control de enfermedades avicolas exige
una combinacion de estrictas medidas de bioseguridad y un plan de vacunacion (Mayers et al., 2017).
Por un lado, el éxito de un programa de vacunacion contra VEN depende de que las aves reciban una
dosis adecuada y respondan eficientemente a la vacunacion para lograr la inmunidad del lote. Por otro
lado, otros factores podrian influir en el desarrollo de la inmunidad como deficiencia nutricional, estrés,
supresion inmune y desafios repetidos, sin embargo, estos varian dependiendo de la situacion
epidemiologica especifica de EN en cada region (Van Boven et al., 2008). En cuanto a las estrategias
para la vacunacion contra EN, éstas son ampliamente clasificadas en dos: los métodos convencionales
desarrollados en la década de 1940, asi como los recientemente métodos emergentes basados en

tecnologia de ADN recombinante (Bello et al., 2018).
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9.2.1 Vacunas convencionales

9.2.1.1 Vacunas vivas

Las vacunas vivas son las vacunas tradicionales mas comtiinmente usadas. Las cepas vacunales
mas usadas son lentogénicas y pertenecen al genotipo II de clase I, las cuales son LaSota, Hitchner B1,
VG/GA y Fuller (F). Todos estos virus estan altamente relacionados entre si genéticamente y
antigénicamente (> 98% de identidad de nucleotidos). Un segundo grupo de vacunas vivas que se usan
ampliamente, en regiones de Asia y Africa, son las cepas vacunales del genotipo I de clase II, es decir,
las cepas [-2, V4 y PHY-LMV42, que son avirulentas y se utilizan con seguridad en pollos de todas las
edades. Las diferencias principales entre estas vacunas son el tropismo y la capacidad de replicarse en
los pollos sin desafio previo, la cual es mas alta en la cepa LaSota, principalmente respirotropica, y
resulta en una inmunogenicidad superior en comparacioén con otras cepas (Meulemans, 1988). Por lo
tanto, la cepa LaSota casi siempre se usa en paises donde el VENv es endémico (Diel et al., 2012b). En
cuanto a la cepa B1, no es tan inmunogénica como LaSota, pero es reconocida por ser bastante atenuada,
con cero reacciones respiratorias posvacunales para usar en casos de desafios bajos 0 en aves muy
jovenes. Por otra parte, la cepa VG/GA es una vacuna enterotropica que estimula la inmunidad mucosal

intestinal.

Las cepas de VEN que tienen mayor estabilidad al calor son especialmente ventajosas en las
zonas rurales del mundo con refrigeracion limitada. Es asi como la cepa I-2 ha mejorado la
termoestabilidad en comparacion con la cepa V4 de la que se derivo, ambas se utilizan principalmente
en areas con temperaturas ambientales mas altas (Alders, 2014). Estas vacunas también son efectivas
para prevenir los signos clinicos después de la infeccion con un VENv, pero no previenen la replicacion
viral (Susta et al., 2015). Por otro lado, las cepas mesogénicas de VEN que son usadas como vacunas
vivas son las cepas Mukteswar y Komorav, las cuales se utilizan como vacunas booster después de una

primovacunacién con cepas lentogénicas en India y paises de Africa, no obstante, estas vacunas pueden
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predisponer a reacciones posvacunales muy fuertes e infeccion virales o bacterianas secundarias (Senne

et al., 2004; Dimitrov et al., 2017a).

Mientras que las vacunas vivas proporcionan inmunidad tanto mucosal como humoral y pueden
administrarse usando técnicas de aplicacion masiva, pueden causar enfermedad respiratoria clinica,
disminucion de la produccion de huevos y son facilmente inactivadas cuando no se mantienen a la
temperatura requerida (cominmente 4 C°) (Winterfield y Dhillon, 1981). La efectividad de las vacunas
contra VEN esta directamente correlacionada con la dosis de la vacuna administrada, y en condiciones
experimentales, la media de la dosis infectiva embrionaria de la vacuna (DIEsp) de 10°107 alcanza
confiablemente una proteccion del 100% contra la mortalidad en pollos libres de patogenos especificos
(SPF) adultos, aunque no previene la replicacion del virus de desafio y la eliminacion viral del mismo
(Cornax et al., 2012; Miller et al., 2013; Cardenas-Garcia et al., 2015). Mas aln, se ha demostrado que
a una dosis mayor (LaSota de 10° DIEs, o superior), la replicacion y la eliminaciéon viral fue
sustancialmente reducida (Cornax er al., 2012).En consecuencia, estos resultados parecen confirmar los
resultados en el campo en el que una estrategia de vacunacion mas agresiva a menudo resulta en un

mejor control de EN (Dimitrov et al., 2017a).

Sobre la base de que las vacunas vivas son idoneas para la aplicacion masiva a través de agua
de bebida o aspersion a las aves, representa una gran ventaja, lo que reduce su costo total desde su
manufactura a dosificacion, por lo cual es altamente econémica (De Geus et al., 2012). Asimismo, el
virus vacunal en las aves vacunadas puede diseminarse a las aves que fueron vacunadas suboptimamente
y que estan proximas, de esta manera, contribuyendo a la inmunidad general del lote (Thornton et al.,
1980). Sin embargo, las vacunas vivas tienen algunas desventajas, como tener el potencial de revertir a
la virulencia y causar enfermedad clinica en el lote vacunado. Ademads, dependiendo de la cepa vacunal
utilizada, y las condiciones medioambientales del galpdn, es decir, deficiente ventilacion, exceso de
polvo y temperatura, éstas pueden inducir reacciones respiratorias posvacunacion en aves jovenes que,
si son graves, podrian predisponer a infecciones bacterianas secundarias (Winterfield et al., 1980). Al
mismo tiempo, las vacunas se basan en gran medida en genotipos I o Il cepas que son filogenéticamente
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divergentes de los genotipos prevalentes en los brotes actuales en diferentes paises. Por consiguiente,
aunque las vacunas todavia confieren proteccion contra los signos clinicos y la mortalidad causada por
cualquier VEN, su incapacidad para bloquear la eliminacion del virus posdesafio mantiene la presencia
continua de virus virulentos en el medio ambiente. Por esta razon, teniendo en consideracion estas
limitaciones, es requerido que nuevas vacunas de vanguardia superen las debilidades de las vacunas

vivas convencionales (Bello et al., 2018).

9.2.1.2 Vacunas inactivadas

La inmunizacion del ave con vacunas inactivadas es la estrategia temprana para el control de la
enfermedad de Newcastle. Las vacunas se producen mediante el cultivo de cualquier cepa de VEN de
interés hasta obtener altas concentraciones del virus, seguido de su inactivacién mediante el uso fisico
o métodos quimicos (Tlaxca et al., 2015). Dado que las glicoproteinas de la superficie viral (F y HN)
son los determinantes mas importantes de anticuerpos neutralizantes, los métodos utilizados en la
inactivacion viral deben conservar estos epitopos inmunogénicos de las proteinas de superficie. Entre
los productos quimicos mas utilizados para la inactivacidon se encuentran la etilenimina binaria (BEI) y

el formaldehido (Reddy y Srinivasan, 1991; Sadigh-Eteghad et al., 2012).

Las vacunas se preparan normalmente en emulsiones de aceite mineral (agua en aceite).
Generalmente se requiere que la relacion de la fase acuosa a la fase oleosa logre un equilibrio entre la
estabilidad de la vacuna y su viscosidad, de modo que la vacuna permanezca estable y, no sea dificil de
administrar debido a la alta viscosidad de la emulsion (Fukanoki ef al., 2001). Debido a que estas
vacunas no pueden replicarse y diseminarse horizontalmente entre las aves vacunadas, no se pueden
aplicar para aplicaciéon masiva, por lo que requieren administracion individual mediante inyeccion
subcutdnea o intramuscular. Sin embargo, la cualidad de no replicarse hace que sea segura y sin riesgo
de reversion a la virulencia (Zhai et al., 2011). Por lo tanto, los procesos de fabricacion de estas vacunas
deben ser oOptimos, en referencia a que un exceso en la inactivacion puede destruir los epitopos
inmunogénicos y una exposicion leve al quimico o irradiacion puede no ser suficiente para inactivar el

virus (OIE, 2012). Adicionalmente, para obtener mejores resultados, las vacunas inactivadas se
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administran después de la primera vacunacion con vacunas vivas y pueden requerir adyuvantes para

ayudar en la adaptacion de la respuesta inmune al epitopo inmunodominante (Zhai et al., 2011).

No obstante, los adyuvantes también pueden ocasionar algunas reacciones indeseables en las
aves vacunadas. Una de las desventajas de las vacunas inactivadas es el requisito de un periodo de retiro
antes que las aves inmunizadas puedan ser procesadas para el consumo humano (Kapczynski et al.,
2013). Ademas, las vacunas de EN inactivadas son generalmente deficientes inductores de la respuesta
inmune mediada por células y de mucosas (Zhai et al., 2011). Asimismo, eliminan mayores cantidades
de virus virulento de desafio en comparacion con las aves vacunadas con vacunas vivas (Miller et al.,
2013, 2009). Aunque las aves con vacunas inactivadas tienden a tener niveles de anticuerpos humorales

mas altos (Schijns et al., 2013).

9.2.2 Tecnologias de vacunas recombinantes

9.2.2.1 Vacunas ADN

Avances en la tecnologia del ADN recombinante han hecho posible el desarrollo de las vacunas
de ADN mediante la clonaciéon de un gen que codifica un inmunoégeno o un grupo de epitopos
neutralizantes en un plasmido de expresion. Cuando el plasmido recombinante es administrado en el
hospedero animal, el gen clonado puede ser transcrito y luego traducirse a proteinas, las cuales, cuando
son procesadas por las células hospederas, pueden servir como potentes epitopos capaces de inducir una
respuesta inmune protectora (Doria-Rose y Haigwood, 2003). En un estudio reciente, el gen F completo
de VEN fue clonado en un plasmido de expresion pIRES y usado como vacuna ADN en pollos,
observandose luego, un alto titulo de anticuerpos. Adicionalmente, cuando se usé un plasmido que
codifica las proteinas F y HN como primera vacuna en pollos y luego un refuerzo con una vacuna
inactivada, se registré un aumento marcado de la inmunidad humoral protectiva (Firouzamandi et al.,
2016a), lo que indica que las vacunas ADN pueden ser utilizadas para mejorar la eficacia de las vacunas

inactivadas.
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La efectividad de las vacunas ADN se puede mejorar ain mas cuando se usa un vehiculo como
las nanoparticulas para administrar la vacuna. Un ejemplo, es el uso de la nanoparticula de dextrano-
espermina para encapsular una vacuna ADN codificando las proteinas F y HN de VEN (Firouzamandi
et al., 2016b). Otro ejemplo, es la encapsulacion de la vacuna ADN, que codifica el gen F, con
nanoparticulas de quitosano o chitosan, las cuales favorecieron una mejor respuesta inmune humoral,
celular y mucosal (Zhao et al., 2014). En tal sentido, la vacuna basada en ADN puede ser una alternativa
segura contra los retos actuales de EN. La mayor ventaja de la vacuna ADN es su seguridad, ademas de
la capacidad de inducir respuesta inmune celular expresando CD4+ y CD8+. Sin embargo, sus
limitaciones incluyen una pobre inmunogenicidad, alto costo de produccion, y su inconveniencia para
la administracion masiva. Igualmente, necesitan de un vehiculo de entrega para su administracion debido
a que son facilmente degradadas por las nucleasas antes de que alcancen su final destino. No obstante,
el uso de adyuvantes y vehiculos de entrega pueden superar algunas de estas limitaciones (Zhao ef al.,

2018).

9.2.2.2 Vacunas de vectores virales

En cuanto a las vacunas recombinantes, son una estrategia disponible en el mercado de vacunas
contra EN, éstas vacunas utilizan otros virus aviares como vectores. Los vectores aviares mas usados
son el virus de la viruela aviar (VVA) y el herpesvirus del pavo (HVT). Debido a su genoma ADN de
doble cadena, estos virus tienen una alta capacidad de expresar genes foraneos. Ademas son altamente
inmunogénicos, capaces de inducir una respuesta inmune innata fuerte via la activacion de TLR
(Meulemans et al., 1988). En 1990, se demostro que las vacunas en vector VVA que expresan la proteina
F o HN del VEN protegen a los pollos contra un desafio con VENv (Boursnell ez al., 1990). Al menos
dos vacunas comerciales de VVA recombinantes (VVAr) contra EN se han registrado y se venden
comercialmente. Sin embargo, las vacunas VVAr-EN no se usan ampliamente porque no se pueden

aplicar mediante métodos masivos de vacunacion. Ademas, la exposicion previa al VVA, que
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comunmente esta presente en el ambiente, disminuye la eficacia de las vacunas de VVAr (Dimitrov et

al., 2017a).

El herpesvirus del pavo (HVT) o serotipo 3 del virus de la enfermedad de Marek, es uno de los
vectores mas ampliamente utilizados en la produccion de vacunas recombinantes. A principios de la
década de 1990, se demostro la eficacia protectora de las vacunas basadas en vectores HVT para proteger
a los pollos contra EN y la enfermedad de Marek (Morgan et al., 1992). Estas vacunas se hacen
insertando la region codificante de la proteina de fusion de VEN en el sitio de la timidina quinasa del
genoma viral, y son capaces de expresar la proteina codificada por el gen durante la replicacion.
Actualmente, se han registrado dos vacunas bivalentes comerciales recombinantes de HVT (HVTr)

contra IBD y EN (Dimitrov et al., 2017a).

Mientras que la replicacion de las vacunas con HVTr-EN parece estar levemente obstaculizada
por la presencia de anticuerpos maternos (Le Gros et al., 2009), pueden prevenir la enfermedad clinica
y la mortalidad cuando se les desafia con un VENv seis semanas después de la vacunacion (Sonoda et
al., 2000). Los anticuerpos inducidos después de la administracion de las vacunas HVTr-EN ocurren al
mismo tiempo en que disminuyen los anticuerpos maternos. Asimismo, las vacunas HVTr-EN pueden
administrarse in ovo en la incubadora o subcutdneamente después de la eclosion y producir inmunidad
a largo plazo (Esaki et al., 2013). Sin embargo, la vacuna HVTr-EN est4 asociada a células, por lo que,
al igual que las vacunas contra la enfermedad de Marek, se las debe mantener en nitrégeno liquido y
administrarse hasta una hora después de descongelarse. Por otro lado, HVTr-EN requiere de cuatro
semanas para que alcance la inmunidad total (Palya et al., 2012), por lo que es requerido un nivel mas
estricto de bioseguridad para prevenir la infeccion durante ese periodo. Por esta razoén en paises
endémicos, con desafios constantes de EN debe tenerse otras consideraciones al momento de usar estas

vacunas.

Las vacunas HVTr-EN se han usado ampliamente en paises donde existen desafios minimos de
virus; sin embargo, en los paises endémicos, es posible que estas vacunas deban usarse en combinacion
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con otras vacunas de EN para conferir una proteccion aceptable. Después de la eclosion, la
administracion de una vacuna de EN inactivada o viva a las aves que fueron vacunadas in ovo con la
vacuna HVTr-EN, aumenta el nivel de inmunidad para facilitar una proteccion mas completa y ayuda a
disminuir la cantidad VEN virulento eliminado después del desafio (Palya et al., 2014). Este enfoque se
conoce cominmente como una estrategia prime-boost. Por otra parte, la respuesta inmune a la vacuna
HVTr-EN no puede ser medida por una prueba serologica simple que detecte anticuerpos contra la
proteina F. Por esta razon, se ha desarrollado una prueba qPCR para evaluar la carga de la vacuna HVTr-
EN de los foliculos de las plumas (Rauw er al., 2015), este enfoque puede ser util para evaluar si la
aplicacion de la vacuna fue exitosa. Recientemente, se ha desarrollado un kit comercial de ELISA
(BioCheck®™) para detectar anticuerpos anti-VEN inducidos por vacunas HVTr-EN (Dimitrov et al.,

2017a).

Es importante tener en cuenta que el uso de una vacuna HVTr in ovo evita el uso de otras
vacunas vectorizadas con HVTr subcutaneamente en las mismas aves después de la eclosion, ya que la
inmunidad inducida por la primera vacuna neutralizara los virus de la segunda aplicacion después que
se administra (Esaki ef al., 2013). Sin embargo, la administracion subcutanea simultanea de una vacuna
del virus de la enfermedad de Marek recombinante del serotipo 1 (cepa Rispens) que expresa la proteina
codificada por el gen VP2 del virus IBD con una vacuna HVTr-EN resultd en 94%, 100% y 94% de
supervivencia después del desafio (cinco semanas después de la vacunacidon) con el virus de la
enfermedad de Marek, virus IBD y VEN, respectivamente (Ishihara et al., 2016). De este modo la
aplicacion de ambos vectores de serotipo 1 de enfermedad de Marek y HVTr es compatible y confieren

proteccion (Ishihara et al., 2016).

Por lo que se refiere al uso del VEN como vector. Se han creado muchas vacunas recombinantes
de EN mediante la insercion de un gen foraneo en una region intergénica del genoma del VEN para la
expresion y el uso dual como una vacuna contra el VEN y el segundo agente. Al respecto, se han
desarrollado varias vacunas usando vectores de VEN conteniendo diferentes genes de hemaglutinina
(HA) de virus Influenza aviar (VIA), debido a la creciente necesidad de una mejor proteccion de la
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industria avicola contra la IA de alta y baja patogenicidad (Lardinois et al., 2012; Goff et al., 2013). En
los ultimos afios, con los multiples brotes de IA en China, las vacunas VEN-VIAr son muy utilizadas en
las granjas en esta region, con aproximadamente 11.7 billones de dosis aplicadas desde 2006 hasta 2012
(Li et al., 2014). Por otro lado, en México, también ha utilizado una vacuna similar durante el brote del

2008, donde se administraron 32 millones de dosis de VEN-VIAr (Villarreal, 2009).

9.2.2.3 Vacunas homologas basadas en genética reversa

Las vacunas vivas ¢ inactivadas de EN homologas antigénicamente han sido desarrolladas
utilizando la genética reversa, que es la recuperacion de un virus recombinante de su clon de ADN¢
(Pfaller er al., 2015a). Existen dos tipos de esta clase de vacunas. El primer tipo es manufacturado con
un virus que es idéntico al virus virulento prevalente en el campo con la excepcion del sitio de escision
de la proteina de fusion, que es modificado de polibasico a monobasico para disminuir la virulencia
(Bello et al., 2018). El segundo tipo de vacunas, es desarrollado usando un virus vacunal como armazon,
por ejemplo LaSota, en el cual los genes de la proteina de fusién y hemaglutinina neuraminidasa son
reemplazados con sus pares homologos a los virus circulantes. Es decir, el sitio de escision de la proteina
F del virus virulento es modificado y disefiado para ser idéntico al sitio de escision de la cepa vacunal

LaSota (Dimitrov et al., 2017a).

Asimismo, al vacunar aves con vacunas homoélogas de EN vivas e inactivadas, se produjo una
mayor respuesta inmune humoral a los virus de desafio que con la vacuna heterdloga, ademas la cantidad
de virus de desafio que se elimin6 de estas aves fue inferior a la cantidad secretada por las aves con la
vacuna heter6loga (Miller et al., 2007, 2009a). En un estudio se determin6 que la eficacia de las vacunas
inactivadas de genotipos I, II, V, VI, VII y XII contra virus de desafio de diferentes genotipos bajo
Optimas condiciones, evita la morbilidad y mortalidad en 90 a 100% de las aves frente a todos los VENv
sin importar su genotipo (Miller et al., 2007, 2009a 2013). Sin embargo, cuando una vacuna heterologa
(de genotipos no coincidentes) viva o inactivada contra EN se administré adecuadamente y los pollos
tuvieron suficiente tiempo para desarrollar una respuesta inmune adecuada, todas las aves vivieron y no

mostraron signos de enfermedad (Cornax et al., 2013; Miller et al., 2013), sustentando la afirmacion de
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que la aplicacion de la dosis adecuada de vacuna también es crucial para el control de EN (Dortmans et

al., 2012).

Mas recientemente, las vacunas recombinantes con genes de proteinas F y HN, homoélogas al
virus circulante en un armazén de LaSota, han demostrado que inducen niveles mas altos de anticuerpos,
y reducen la eliminacién viral después del desafio en comparacion con la vacuna comercial LaSota.
Ademas, cuando las aves fueron vacunados suboptimamente con dosis baja administradas a sélo siete
dias antes del desafio con un VENv, una disminucion del porcentaje de morbilidad y mortalidad fue
observada con una vacuna homdloga en comparacion con la vacuna heterologa tradicional (Cardenas-
Garcia et al., 2015). Otros estudios realizados (Cho et al., 2008; Xiao ef al., 2012; Liu ef al., 2015) han
tenido hallazgos similares en términos de reduccion de la eliminacion viral, mientras que otros no

encontraron diferencia en el uso con sus vacunas homologas contra la EN (Dortmans et al., 2012).

La mayor ventaja de las vacunas homologas por genética reversa en comparacion a las vacunas
tradicionales es la disminucion en la cantidad de virus de desafio eliminado de los pollos vacunados
(Xiao et al., 2012). Los resultados de proteccion obtenidos bajo condiciones experimentales en aves
vacunadas suboptimamente sugieren que las ventajas de estas vacunas pueden ser mas notorias en el
campo (Kim et al., 2017). Un ejemplo del uso de las vacunas homdlogas en condiciones de campo se
encuentra en México, donde se ha usado ampliamente la vacunacion homoéloga al genotipo V de VEN
(Dimitrov et al., 2017a), lo que indica una puesta en valor de los beneficios de una reduccion en la
propagacion viral. No obstante, la manipulacion de VEN virulentos representaria un riesgo, necesitando

altos niveles de bioseguridad para la manufacturacion de las vacunas homologas en el laboratorio.

Adicionalmente, la mayoria de los paises no disponen de laboratorios de vacunas con el nivel
de bioseguridad requerido para la produccion segura de vacunas homologas (Dimitrov et al., 2017a). En
la actualidad, las vacunas basadas en genética reversa son demasiado caras de desarrollar, sin embargo,
cada vez la industria de sintesis de genes estd mas disponible lo que hace probable que el costo de estas

vacunas se reduzca drasticamente en el futuro cercano. En definitiva, la proliferacion de estas vacunas
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en diferentes paises se anticipa fuertemente debido a sus caracteristicas unicas, como la eficacia

protectora, estabilidad genética y homologia con el VEN prevalente (Bello et al., 2018).

9.2.2.4 Particulas similares a virus

Las particulas similares a virus (VLPs) son proteinas estructurales de virus sin genoma
ensamblado compuesto por estructuras superficiales repetitivas que sirven como patrones moleculares
asociados a patdgenos capaces de inducir una respuesta inmune robusta (Kushnir ez al., 2012). Los VLPs
son morfoldgicamente muy similares a los virus pero no se pueden replicar, haciendo que los VLPs sean
una plataforma de vacuna altamente segura (Mohsen et al., 2017). Un ejemplo de este tipo de vacunas
contra EN se logro expresando la proteina M en combinacion con el NP y las glicoproteinas de superficie
viral F y HN (Pantua et al., 2006). Otro ejemplo, es la coexpresion de la proteina F del VEN y la proteina
M1 del VIA efectivamente producida en VLPs en el sistema de expresion de baculovirus (Park et al.,

2014).

Ademas, los VLPs aparte de incorporar con éxito las glicoproteinas de superficie, también logra
conservar la conformacion estructural de las proteinas y las funciones biologicas tales como
fusogenicidad, hemaglutinacion y neuraminidasa. Asimismo, la inmunizacién de pollos con vacunas
VLPs contra EN induce una fuerte respuesta inmune similar a la vacuna inactivada (McGinnes et al.,

2010; Park et al., 2014).

Hay que destacar varias caracteristicas inicas que diferencian los VLPs de EN de muchos otros
sistemas VLP. Primeramente, la relacion de las proteinas en los VLPs es muy similar al virus de campo.
En segundo lugar, a diferencia de otros VLPs que son liberados de la célula con eficiencias de 10- 50%,
los VLPs de EN demuestran ser liberados de las células aviares con una eficiencia del 84% (Pantua et

al., 2006), es decir, tienen una alta eficiencia de liberacion muy similar a viriones auténticos.
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Ademas, los VLPs de EN se pueden concentrar y purificar facilmente utilizando los protocolos
estandar para purificacion de virus. Por el contrario, producir una gran cantidad de VLPs para una prueba
de vacunacion masiva puede resultar complicado, especialmente si se utilizan otras plataformas que no
sean sistemas de expresion de baculovirus. Ademas, como las VLPs no pueden replicarse en las aves
vacunadas, necesitan ser administradas individualmente, en grandes cantidades y con adyuvantes para
lograr una respuesta inmune efectiva contra la EN (Morrison, 2010). A pesar de estas desventajas, los
VLP son una plataforma segura de vacunas cada vez mas popular en el control de VEN (Bello et al.,

2018).

9.3 Métodos de vacunacion

La inmunidad en la poblacion de una granja es importante para prevenir la diseminacion de la
enfermedad cuando hay un desafio por VEN. En condiciones experimentales, se ha determinado que la
proteccion de un lote después de la vacunacion puede ser lograda si hay seroconversion de al menos el
85% de aves con titulos en log, > 3 contra VEN mediante inhibicion de la hemaglutinacion (Van Boven
et al., 2008). Sin embargo, esto puede variar en el campo, debido a variables como el estrés, condiciones
de manejo, inmnosupresion o fallas en la vacunacion (Dimitrov et al., 2017a), por lo que las
vacunaciones en campo en nuestro medio deben tener una uniformidad de 99-100 % de las aves para
proteger contra la enfermedad (M. Alba, Lima, comunicaciéon personal). En relacién con los
procedimientos de vacunacion de las vacunas aviares contra EN, estos varian seglin el tipo de vacuna.
En general, las vacunas vivas pueden ser aplicadas con métodos de vacunacion masiva como la aspersion
con gota gruesa y la vacunacion via agua de bebida, e individuales como gota nasal o intraocular.
Mientras que las vacunas inactivadas pueden ser aplicadas s6lo individualmenteme mediante inyeccion
intramuscular o subcutanea. Por otro lado, las vacunas vectorizadas pueden ser aplicadas mediante

inyeccion in ovo o inyeccion subcuténea en la planta de incubacion (Collett, 2013).

9.4 Programas de vacunacion utilizados en Pera
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Los programas usados en nuestro pais consisten en su mayor parte de programas de vacunas
vivas e inactivadas. En pollos de engorde, la mayoria de los programas de vacunacion recomiendan al
menos dos dosis de vacunaviva contra VEN, una en planta de incubacion y un refuerzo en granja. La
primera dosis puede empezar lo mas temprano posible en planta de incubacion con la vacuna in ovo, o
al nacimiento usando la vacuna vectorizada en HVT-ND o HVT IBD-ND (Absalén et al., 2019).
Ademas, al primer dia de edad se pueden usar vacunas vivas con cepas apatdogenas como la cepa Bl,
PHY-LMV42 o VG/GA, sin ocasionar interferencia con la proteccion vacunal de bronquitis infecciosa
o metapneumovirus aviar (Palomino et al., 2011). La segunda dosis de refuerzo en granja se aplica entre
los 10 y 14 dias de edad, con cepa LaSota o con cepa VG/GA. Asimismo, las vacunas inactivadas
inducen una mayor respuesta humoral y son formuladas en adyuvante de aceite o en gel de absorcion
lenta (E. Icochea, Lima, comunicacion personal). La inclusion de una vacuna inactivada en un programa

con vacunas entéricas mejora la proteccion frente a un desafio con VEN virulento (Chavez, 2014).

En el caso de pollos de engorde, estas vacunas pueden ser aplicadas junto con la vacuna viva o
sola al primer dia de edad, asi también pueden aplicarse junto con la vacuna viva en granja entre los 10
a 14 dias de edad. Respecto a las aves de produccion de vida larga como reproductoras o gallinas de
postura, estas reciben al menos dos vacunas inactivadas a las 3 y 15 semanas aproximadamente y tres
vacunas vivas durante la etapa de levante a las 2, 8 y 11 semanas de edad via agua de bebida, gota ocular
0 aspersion con gota gruesa. Adicionalmente, en el caso de las gallinas de postura, las vacunas de
refuerzo pueden ser aplicadas en la etapa de produccion cada 4 semanas a partir de las 25 o 28 semanas

de vida (E. Icochea, Lima, comunicacion personal).

10. VEN y su uso en medicina humana

El VEN ha surgido como uno de los virus oncoliticos mas importantes a finales del siglo XX
(Elankumaran, 2013). El efecto oncolitico del VEN fue observado por primera vez por Cassel y Garrett

en el afio 1965 (Cassel y Garrett, 1965). Posteriormente, el VEN ha sido ampliamente utilizado como
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un agente bioldgico oncolitico por su capacidad de replicarse mejor en células humanas cancerosas que
en cé¢lulas humanas normales (Schirrmacher ez al., 2001). El VEN infecta y mata preferentemente las
células tumorales mediante apoptosis (Alexander, 2000a; Elankumaran et al., 2006) muy similar a otros

virus de ARN como el virus del sarampion (Pfaller et al., 2015b).

Los VEN mesogénicos y velogénicos poseen potentes propiedades oncoliticas mediante las
cuales infectan, replican y matan eficientemente células tumorales, no afectando las células normales
(Schirrmacher y Fournier, 2009). Probablemente, la susceptibilidad de las células tumorales al VEN
pueda deberse a los cambios que surgen durante la oncogénesis, que incluye defectos en las vias del
interferon del hospedero que dan como resultado una respuesta antiviral ineficiente y un aumento
concomitante en la susceptibilidad a la infeccion viral (Stojdl er al., 2003). Asimismo, la propiedad
oncolitica del VEN se deriva de su capacidad para crecer en células deficientes en interferon (IFN) tales

como células tumorales que son defectuosas en este mecanismo de defensa (Stojdl et al., 2000).

Algunas de las cepas de VEN usadas extensamente en el tratamiento de cancer en humanos son
PV701, 73-T, MTH-68 y Ulster. La manipulacién genética del VEN mediante la tecnologia de genética
reversa ha creado VEN recombinantes con genes que expresan proteinas inmunoestimuladoras tales
como citoquinas como IL-2, IL-7, [FNs, anticuerpos de Ig G, o moléculas antitumorales, que ayudarian
a mejorar la propiedad oncolitica especifica del VEN (Lam et al., 2011; Biswas et al., 2012; Shobana et

al., 2013; Cheng et al., 2016).

Por ultimo, las investigaciones del VEN en el campo de la salud humana, con respecto a las
mutaciones de los genes de las proteinas F y HN y su expresion sobre la relacion y balance de estas
proteinas en la infeccion del VEN (Rangaswamy et al., 2017), contribuyen a dar mas informacién sobre

su patogenicidad.
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IIL DISCUSION

La enfermedad de Newcastle (EN) genera grandes pérdidas econdmicas y representa una
amenaza para la industria avicola en todo el mundo. A pesar que la implementacion de programas de
vacunacion constantes en paises donde la EN es endémica, la enfermedad frecuentemente se sigue
detectando atin en lotes vacunados (Cattoli et al., 2011). Mientras tanto, los paises libres de enfermedad
son propensos a los brotes accidentales causados por trafico ilegal de aves o subproductos, y aves de
traspatio (Brown y Bevins 2017). La distribucién geografica del VEN es amplia, y no es definida,
reportandose casos esporadicos regulares a lo largo de los afios desde las areas endémicas. Los reportes
insuficientes de EN en paises endémicos, especialmente en areas donde el VEN virulento es endémico

en aves de corral, podria significar una subestimacion de la situacion epidemioldgica en estos paises.

Las cepas del VEN que tienen diversos grados de virulencia circulan entre especies aviares
domésticas y silvestres, siendo la mayor fuente del VEN las aves domésticas, de las cuales se han aislado
cepas virulentas y lentogénicas (Liu et al., 2013). En cambio, en las aves silvestres se han aislado sélo
cepas lentogénicas (Pedersen er al., 2016). De igual manera, trabajos realizados en nuestro pais
corroboran la presencia de cepas lentogénicas de VEN en poblaciones de aves en humedales de la costa
peruana y en aves silvestres y exdticas procedentes de mercados de aves vivas (Mendoza et al., 2009;
Ventocilla et al, 2011). Asimismo, en un estudio de la FMV-UNMSM, se ha demostrado que la tértola
(Eupelia cruziana) y la paloma (Columba livia), especies muy comunes en las cercanias de granjas
avicolas del Perti, son susceptibles al VEN, manifestando signos nerviosos, mortalidad y eliminacion
viral en hisopados de cloaca cuando fueron inoculadas experimentalmente, indicando que estas aves
pueden ser diseminadoras de la enfermedad (Caballero, 2003; Vargas et al., 2004). No obstante, es
necesario seguir con los monitoreos y estudios de VEN en las poblaciones de aves silvestres y exoticas
para esclarecer el tipo de cepa mediante caracterizacion molecular, y asi determinar su origen y distancia
filogenética respecto a otros VEN presentes en nuestro territorio. Ademas de determinar su virulencia y

patogenicidad, con el objetivo de comprender mejor el rol de las aves silvestres y exoticas en la
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epidemiologia de la enfermedad y si representan un riesgo en la diseminacion de VEN hacia las granjas

de aves de produccion.

Con respecto al VEN prevalente en nuestro medio, el genotipo XII, éste fue caracterizado por
primera vez a partir de una cepa de VEN virulento aislada en Perti de un brote en el 2008 (Diel et al.,
2012b). Adicionalmente, fue clasificado como perteneciente al genotipo XII (Diel er al., 2012a),
representando el primer aislado dentro de este grupo junto con otros aislados de VENv provenientes de
gansos de mercados de aves vivas en China (Liu er al., 2013). Recientemente, otros estudios de
caracterizacion filogenética realizados en nuestro pais han diferenciado este genotipo en dos subclases,
siendo la subclase Xlla aislados de Sudamérica, y XIIb de origen chino (Chumbe et al., 2015, 2017b).
Asimismo se considera la subclase XIla como la mas prevalente en los brotes de Pertt (Chumbe et al.,
2017b). Sin embargo no existe hasta el momento una relacion entre las cepas del genotipo XII aisladas
en China y las cepas aisladas en Pert, por esta razon es necesario que se realicen mas estudios para

determinar el origen de estas cepas.

El manejo efectivo de la EN requiere de una identificacion rapida y determinacion de virulencia
del VEN causante del brote. Sin embargo, estos diagnosticos se ven obstaculizados por la diversidad
genética y la rapida evolucion de los APMV-1. Por esta razdn, las investigaciones actuales estan
dirigidas hacia la innovacion de las técnicas de diagnostico, de las cuales destaca la secuenciacion
MinlON AmpSeq (Nanopore technologies) (Wang et al., 2015; Butt et al., 2018), la cual mejora
informacién obtenida con una longitud mas amplia del producto que la de los PCR, ademds permite una
mayor flexibilidad en el disefio de la prueba, que puede aplicarse ampliamente a la deteccion y

caracterizacion de numerosos agentes infecciosos.

Por otro lado, las medidas de control usadas en paises enzooticos como el uso extensivo de
vacunas, bioseguridad, cuarentena estricta, combinado con diagnostico rapido, restriccion del
movimiento de animales y otras medidas de contenciéon parecen mantener a la EN bajo control. En
estudios realizados en el laboratorio de Patologia Aviar de la UNMSM, se han evaluado diferentes
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programas vacunales utilizando vacunas vivas, vivas mas inactivadas, vacunas vectorizadas, o vacunas
vectorizadas mas vacuna viva, con diversos resultados, en su mayoria obteniendo proteccion vacunal
contra signos clinicos, mortalidad y secuelas nerviosas mayor a 90%. Aln asi la proteccion con algunos
programas vacunales por ejemplo de solo cepas entéricas, o cepas entéricas mas inactivadas no
proporcionan suficiente proteccion vacunal (Chavez, 2014) para una region con virus de desafio de alta
patogenicidad como el VEN genotipo XII presente en nuesto pais. Asimismo, a pesar de que
experimentalmente el uso de una vacuna vectorizada contra VEN obtuvo una optima proteccion contra
la EN, seglin observaciones de campo un programa vacunal de s6lo vacuna vectorizada de VEN al
primer dia no es suficiente para proteger a las aves contra un desafio de VENv, por esta razon se
recomienda el uso de una vacuna viva en conjunto con el uso de vacuna vectorizada. Estas observaciones
sugieren que otros factores como estado inmune del lote, presencia de enfermedades previas o estrés por
las condiciones de crianza juegan un rol importante en el desarrollo de una correcta inmunidad en

crianzas intensivas de pollos.

En consecuencia, los brotes multiples en diferentes regiones del mundo hacer notar que las
estrategias de vacunacion actual no son completamente eficaces bajo diferentes condiciones ambientales
y el desarrollo de nuevos conceptos de generacion de vacunas son necesarios (Dimitrov et al., 2017).
Para mejorar la eficacia de las vacunas y aumentar la respuesta inmune inducida por estas, los estudios
se estan enfocando en el desarrollo de nuevos tipos de vacuna y adyuvantes fuertes y seguros. Un
ejemplo de esto es el sistema de genética reversa que disena VEN quimeras como un vector de vacuna
portando genes homodlogos a los virus de campo circulantes o sustituyendo las secuencias de un virus
virulento de campo para convertirlo en lentogénico (Hu et al., 2009; Liu et al., 2015; Izquierdo-Lara et
al., 2018). Este tipo de vacunas ha demostrado en diversos estudios que reducen la eliminacion viral y
tienen una mayor compatibilidad antigénica con la cepa de desafio homologo que la cepa heterdloga de
genotipo Il usada en las vacunas tradicionales (Pfaller ez al., 2015). A pesar de décadas de investigacion
y desarrollo hacia la formulacién de una vacuna EN 6ptima, todavia se necesitan mejoras.

Finalmente, el uso del VEN en la terapia contra el cancer esta produciendo mucha informacion
sobre la interaccion de los genes implicados en la adherencia, entrada a la célula y replicacion. A través
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de la genética reversa el virus puede modificarse para expresar un gen foraneo y al mismo tiempo
conservar la capacidad de crecer a titulos altos en cultivos celulares, muy necesarios para mantener la
viabilidad del virus como agente anticancerigeno (Cheng et al., 2016). Por lo tanto, el VEN como agente
oncolitico ha ganado una gran atencidon y proporcionaria una terapia alternativa para el tratamiento del

cancer en los proximos afios.

IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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El reporte de brotes de la enfermedad a las autoridades es importante para implementar las
medidas adecuadas para su control y erradicacion en una zona determinada.

En los paises endémicos como el Peru, la vacunacidon obligatoria y la bioseguridad son
importantes para prevenir y controlar la EN.

El VEN esta en evolucion permanente, debido al surgimiento de nuevas cepas virulentas, por
esta razon el monitoreo constante para la deteccion del VEN debe realizarse en aves domésticas
de traspatio, de crianza tecnificada y aves silvestres.

Estudios epidemioldgicos moleculares del VEN son necesarios para tener informacion sobre las

cepas de VEN circulantes en nuestra region.
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