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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo caracterizar a nivel molecular las cepas del
virus de la Enfermedad de Newcastle (ENC) aislado de aves domésticas de diferentes
regiones del Perd mediante la prueba de Transcripcion Reversa- Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (RT-PCR) y secuenciacion del gen de la proteina de fusion. Las
muestras clinicas de aves de traspatio, rifia y granjas avicolas comerciales procedentes
de brotes de ENC ocurridos en el pais, fueron recolectados entre los afios 2009 al 2011.
Las pruebas de RT-PCR detectaron la presencia del virus de la ENC en todas las
muestras de aves, se determiné cepas ENC de alta patogenicidad en aves de traspatio y
rifa y de baja patogenicidad en aves de traspatio y granjas avicolas comerciales. Con el
proposito de evaluar la virulencia de los aislamientos virales, se amplificé y secuencid
la principal regiéon funcional del gen de la proteina de fusion, para asi realizar el
andlisis filogenético y determinar el patotipo. La secuenciacién del gen de la proteina
de fusiéon de los aislamientos virulentos, presentd la secuencia ;13RQKRF;;; con
aminodcidos basicos entre las posiciones 113 al 116 y una fenilalanina en la posicion
117; lo cual es caracteristico de los aislamientos virulentos velogénicos. Ademads, se
agruparon en el genotipo VII y poseen mayor similitud con los virus Newcastle
virulentos reportados en Peri y Malasia. La proteina fusién en las cepas de baja
virulencia presentaron aminodcidos basicos en la posiciéon 113 y 116 y una leucina en
la posicion 117, lo cual es caracteristico de los virus ENC lentogénicos. Ademas se
agruparon en los genotipos I y II, presentando ambos genotipos mayor similitud con los

virus ENC de EEUU.

Palabras claves: Virus de la enfermedad de Newcastle, RT-PCR, paramyxovirus aviar,

aves, andlisis filogenético.
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ABSTRACT

The aim of the present study was the molecular characterization of Newcastle disease
virus (NDV) isolates from domestic poultry in different regions of Perd using reverse
transcription chain reaction polymerase (RT-PCR) test and fusion protein sequencing.
Clinical samples from fighting cook, backyard and commercial poultry were collected
from outbreaks between 2009 to 2011 in Perd. The RT-PCR tests detected the
Newcastle disease virus in whole clinical samples, the viruses were characterized as
high pathogenic NDV strains in backyard and fighting cook; and low pathogenic NDV
strains in backyard and commercial poultry. To assess the virulence of NDV isolated
was amplified and sequenced the fusion protein cleavage site and was analyzed
phylogenetically in order to determine the pathotype. The virulent viruses showed the
sequence 113RQKRF;;7; and phenylalanine at residue 117; which is characteristic of
velogenic virulent strains, whereas low virulence strains showed basic amino acid at
position 113-116 and leucine at residue 117; which is characteristic of lentogenic NDV
strains. The virulent NDV strains belong to genotype VII and they are closely related
with virulent NDV from Peru and Malasya. The lentogenic NDV strains are grouped
into genotypes I and II, both of them are very related with United States (U.S.) NDV

strains.

Key words: Newcastle disease virus, RT-PCR, avian paramyxovirus, poultry,

phylogenetic analysis.
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I. INTRODUCCION

A nivel mundial, la enfermedad de Newcastle (ENC) es considerada una
de las enfermedades mds importantes en aves de corral y en otro tipo de aves; las
tasas de mortalidad pueden alcanzar hasta 100 % con pérdidas econémicas para
la industria avicola, asi mismo puede llevar a restricciones comerciales (Aldous y
Alexander, 2001).

Debido al impacto econémico de la ENC, la enfermedad debe ser
notificado a la OIE- Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OMSA) debido
a que estd incluida en la lista dnica de enfermedades notificables de la OMSA-
OIE (OIE 2009) y su control estd legislado en muchas partes del mundo
(Commission of the European Communities, 1992).

Existe una gran variabilidad genética entre cepas virales de Ila
enfermedad de Newcastle (VENC). Ademds se ha descrito que las cepas
virulentas tienen una evolucién acelerada llegando a ser mds patdgenas,
producen brotes en animales vacunados y se incrementa el rango de hospederos
(Huang et al, 2003; Liu et al, 2008; Miller et al, 2009, 2010b; Wan et al; 2004).

Actualmente, Peru estd reportando oficialmente a la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal-OIE, la ocurrencia de la Enfermedad de Newcastle
en aves de traspatio y rifia. Asi, se han reportado 12 casos de ENC virulentos a la
OIE durante el 2009 al 2011.

El propdsito de este estudio fue caracterizar a nivel molecular los
aislamientos del VENC de aves de diferentes departamentos del Pert de los
brotes ocurridos entre el 2009 y el 2011 para determinar su patotipo mediante
pruebas moleculares, secuenciacion (composicion aminoacidica de la proteina de
fusion), andlisis filogenético y pruebas biolégicas.

Se utilizaron para el analisis molecular cepas de PMVA-1 almacenados
en fluido alantoideo de un pool de hisopados y tejidos de aves en el Centro de
Diagnéstico de Sanidad Animal del SENASA- Lima. La caracterizacion
genotipica de nuevos aislamientos y la identificacion de cepas virales cercanos
ayudardn a detectar y tomar medidas de control oportunas en caso de nuevos

brotes (Susta et al, 2010).



Objetivos Especificos:

1. Detectar a nivel molecular el virus ENC mediante pruebas de RT-PCR en
muestras de aves domésticas de diferentes regiones del Peru.

2. Caracterizar molecularmente y patotipificar los aislados virales de ENC
mediante pruebas de RT-PCR, secuenciacion, andlisis filogenético y pruebas

bioldgicas.

3. Realizar el analisis filogenético de los virus ENC aislados en base al gen de la

proteina fusion.



II. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

El paramixovirus aviar (PMVA) forma parte del género Avulavirus,
subfamilia Paramyxovirinae, familia Paramyxoviridae, orden Mononegavirales
(Lamb et al, 2005). La subfamilia Paramyxovirinae estd dividido en 5 géneros:
Respirovirus, Morbillivirus, Rubulavirus, Henipavirus y Avulavirus (Lamb et al,
2007).

Los aislamientos de paramixovirus de especies aviares han sido clasificados por
pruebas seroldgicas y andlisis filogenético en 10 serotipos designados como PMV A-
1 al PMVA-10 (Miller et al, 2010a), pero todos los aislados del virus de la
enfermedad de Newcastle (VENC) pertenecen al serotipo 1 (PMVA-1) por tanto el
VENC es sinénimo de PMVA-1.

CARACTERISTICAS DEL VIRUS

Los paramixovirus consisten de una molécula de cadena simple de ARN de
aproximadamente 5 x 10° de peso molecular, lo que representa cerca del 0,5% del
peso de la particula viral (Alexander, 2003a).

El genoma vENC consiste de una molécula de RNA, de cadena simple,
sentido negativo y de aproximadamente 15,2 kb de longitud (Alexander et al, 2008a),
el cual codifica al menos seis proteinas (Alexander 2003a; Czegledi et al, 2005): L,
una ARN-polimerasa, HN, responsable de las actividades de la hemaglutinina y de la
neuraminidasa y forma las proyecciones mas largas (aproximadamente 8§ nm) (Jordan
1990); F o proteina de fusién que forma las proyecciones més cortas en la superficie;
NP o de nucleocapside; P o fosforilada, la cual estd asociada a la nucleocapside; y M
o de la matriz. El orden de los genes para estas proteinas en el genoma viral es 3’NP-
P-M-F-HN-L5’, al igual que en los otros paramixovirus aviares (Alexander 2003a).

La proteina hemaglutinina neuraminidasa (HN) es responsable de la union de
las particulas virales con los receptores de dcido sidlico en la superficie celular y para
activar la actividad de fusion de la proteina F durante la entrada del virus a la célula
huésped. Ademads actia como una neuraminidasa, removiendo 4cido sidlico de los

viriones progenie para prevenir la autoagregacion viral (Lamb et al, 2007).
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Mientras que la virulencia del VENC depende de multiples genes, el lugar de
division de la proteina de fusion es critico, responsable de los mayores cambios en la
virulencia (de Leeuw et al 2005; Peeters et al 1999). El gen fusién se encuentra
aproximadamente entre los nucledtidos 4500 y 6200 dentro del genoma del virus de
la ENC.

Se ha demostrado que el gen P del vENC produce 3 proteinas con secuencias
idénticas en el extremo N terminal, las proteinas P,V y W (Park ez al, 2003). Poco se
sabe sobre las funciones bioldgicas de las dos proteinas adicionales V 'y W (Huang et
al, 2003). La proteina P es un componente esencial para la sintesis del ARN viral y
que junto con la L forman un complejo de transcripcion activo (Huang et al, 2003;

Mebatsion et al, 2001).

Genoma del virus Newcastle

Gen NP GenP GenM GenF GenHN GenlL

~ 15000
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Figura 1. Ubicacion del gen F del genoma del virus Newcastle, se encuentra aproximadamente
entre los nucleétidos 4500 y 6200. Los productos de los genes son: NP, nucleoproteina; P,
fosfoproteina; M, matrix; F, fusion; HN, hemaglutinina neuraminidasa; L, polimerasa.

Fuente: National Veterinary Services Laboratories-USDA

Morfologia viral

Las particulas virales del virus de la Enfermedad de Newcastle (VENC) son
bastante pleomorficas, generalmente redondeadas y miden entre 100 a 500 nm. de
didmetro, aunque se pueden encontrar formas filamentosas de aproximadamente 100
nm. de longitudes variables (Jordan, 1990). La superficie de la particula viral se
encuentra cubierta con proyecciones de dos tamafos distintos. Al microscopio
electrénico, se puede observas las nucleocdpsides en forma de espina de pescado de
aproximadamente 18 nm de ancho y un grado de inclinaciéon de 5 nm (Jordan, 1990),
las cuales muestran una simetria helicoidal, pudiendo ser conservadas libres o

emergiendo de una particula viral (Alexander, 2003a).



Replicacion viral

La estrategia utilizada por el vVENC para su replicacion es la tipica de los
virus de sentido negativo (Alexander, 2003a). El paso inicial es la adhesion del virus
a los receptores celulares, la cual estd mediada por el polipéptido HN, luego se
realiza la fusiéon de la membrana viral con la membrana celular por la accion de la
proteina de fusion (proteina F), de esta manera, el complejo nucleocdpside ingresa a
la célula resultando en el efecto citopatico caracteristico de formacién sincitial
(Jordan, 1990).

La replicacion intracelular se realiza por completo en el citoplasma. La ARN-
polimerasa dirigida por el ARN viral produce transcriptasas complementarias de
sentido positivo para que puedan actuar como ARN mensajeros y asi poder utilizar el
mecanismo celular, habilitando la traduccién a proteinas y genomas virales. La
proteina F es sintetizada como un precursor no funcional FO, que requiere ser cortada
en F1 y F2 por medio de proteasas de la célula huésped. Ademas, la HN de algunas
cepas del VENC pueden requerir division post-traduccional (Alexander, 2003a).

Las proteinas virales sintetizadas dentro de la célula infectada son
transportadas a la membrana celular, alineadas en las cercanias de las regiones
modificadas de la pared celular para finalmente las particulas virales ser eliminadas
por gemacion de la superficie celular (Alexander, 2003a); el envolvimiento del virus

ocurre gracias a la membrana lipoproteica de la célula infectada (Jordan, 1990).

Susceptibilidad a Agentes Fisicos y Quimicos

La infectividad del vVENC y otros paramixovirus puede ser destruido por
tratamientos fisicos y quimicos tales como el calor, irradiacién (incluyendo rayos y
luz ultravioleta), procesos de oxidacidn, efectos de pH y varios compuestos quimicos

(Alexander, 2003a)



EPIDEMIOLOGIA
Distribuciéon

La enfermedad estd extendida en Asia, Africa y América; solo paises de
Oceania parecen estar relativamente libres de ella. En Europa en la década de los 80
ocurrieron brotes esporddicos, pero desde 1991 ha habido un incremento en la
incidencia de la enfermedad con una serie de brotes afectando a aves de corral en
Bélgica, Paises Bajos, Luxemburgo, Espafia, Francia, Malta y Alemania entre 1993 y
1994.

A través de la historia se han reconocido tres panzootias de la ENC, la
primera, representada por el brote inicial de la enfermedad, ocurri6 en el Sudeste de
Asia y de ahi lentamente se diseminé a Europa en brotes aislados como el ocurrido
en Inglaterra en 1926. Asi, la enfermedad tardé 30 afnos en extenderse por todo el
mundo (Alexander, 1997).

La segunda panzootia se inicia en Medio Oriente después de 1960,
prolongdndose hasta 1973. La rdpida expansion se debié al explosivo desarrollo que
experimentd la industria avicola y al aumento de la comercializacion de aves,
asocidndose a la importacién de aves de la orden psitaciformes, que constituye uno
de los grupos de aves que se mantienen comunmente como aves de compaiiia
(Alexander, 1997, Gilardi et al, 1995)

Esto originé que se desarrollaran vacunas y regimenes de proteccion para las

aves de corral, ademds de nuevas medidas de control para la importaciéon de aves
exoticas.
La tercera panzootia fue causada por palomas domésticas, generalmente ignoradas
como una potencial fuente de VENC. La enfermedad, que es similar a la forma
neurotropica en pollos, pero sin signos respiratorios, aparentemente aparecié en
Medio Oriente posterior a 1970 y alrededor de 1981 alcanzé Europa extendiéndose
répidamente a todas partes del mundo, incluyendo Gran Bretafia, donde ocurrieron
20 brotes en pollos no vacunados, como resultado del consumo de alimentos
contaminados por heces de palomas infectadas (Alexander, 1997).

La enfermedad de Newcastle Virulento se ha producido en al menos 6 de los
7 continentes en todo el mundo y es enzodtico en varios paises representando una

amenaza constante para las especies de aves de granja (Miller et al, 2010b). En el

6



2010, la infeccién por vENC fue confirmado en 80 paises incluyendo infecciones en
aves silvestres en Israel, Kenya, Mongolia, Alemania, Italia, Canadd y Estados
Unidos (EEUU), asi como infecciones en aves domésticas en paises de Norte y
Sudamérica, Europa, Africa y Asia (OIE OAH 2012).

La ENC fue diagnosticada por primera vez en California, Estados Unidos en
1950 en faisanes y otras aves importadas de Hong Kong. La enfermedad se disemin6
a 5 criaderos comerciales de pollos, el brote se elimind por destruccion de los pollos
infectados. De 1971 a 1973 hubo un brote en granjas avicolas de California por
importacion de pericos de Sudamérica que se diseminé a criaderos comerciales del
sur de California, de aqui se erradicdé la enfermedad por sacrificio de las aves
infectadas y cuarentena del lugar. En 1998 se volvié a introducir la enfermedad en
una granja de aves de caza. Se sacrificaron todas las aves de la granja y se mantuvo
la cuarentena en toda la granja (Animal Science, 2003)

Actualmente, los EEUU es considerado libre de cepas VENC virulentas por
tanto es exdtico o no existen en aves de granja en los EEUU (Wakamatsu et al,
2006); sin embargo han ocurrido introducciones ocasionales del virus probablemente
a través de la importacion ilegal de aves (Utterback and Schwartz 1973; Kinde et al
2005), resultando en pérdidas econdmicas significativas para la industria avicola. El
ultimo brote de la ENC en aves de granja en los EEUU, ocurri6 en California durante
el 2002 y 2003 probablemente como resultado de la importacion ilegal de aves de
pelea lo que resulté en una despoblaciéon de mas de 3 millones de aves y costos de
contencion de mas de $160 millones (Wakamatsu et al 2006).

En Argentina, el dltimo foco de ENC fue producido por una cepa velogénica
del virus, se registré en Octubre de 1987 en la Provincia de Entre Rios. A partir de
esa fecha se reportaron algunos episodios en los que se detectaron sintomas clinicos
(respiratorios, digestivos o nerviosos) con muy baja o ninguna mortalidad, de los
cuales se aislaron cepas lentogénicas vacunales. Estos casos se atribuyen a la
combinacion de factores ambientales, de manejo, de inmunosupresion o a la
presencia de otros agentes como por ejemplo Mycoplasma sp., capaces de complicar
la accion de una cepa apatégena (Sanidad Animal, 2002). En 1997, la industria
avicola de Argentina alcanzé la clasificacion de libre de infecciones con el virus de
la enfermedad de Newcastle. La vacunacion y medidas de bioseguridad son
activamente implementadas con la finalidad de mantener esta condicién sanitaria

privilegiada (Zanetti et al 2005).



En Chile, alrededor de 1972 se presentaron multiples brotes causados por
cepas velogénicas vicerotrépicas, observiandose el tltimo brote en 1977. Desde 1992
es reconocido libre de cepas mesogénicas y velogénicas. S6lo se encuentran en el
pais cepas lentogénicas usadas en vacunas (La Sota y B1), con la finalidad de
mantener la inmunidad de masa (Hernandez, 1996).

En Venezuela, recientemente un estudio de caracterizacion molecular y
filogenia en aves demostraron que el virus ENC pertenece a la clase 11, genotipo VII,
representando el primer reporte de la presencia de este genotipo en Sudamérica
(Perozo et al, 2012).

En el Pert, la enfermedad fue reportada por primera vez a mediados del siglo
pasado (Philipps ef al, 1951). A partir de 1994, se ha presentado brotes severos de
ENC, hasta 1995, causados por cepas Velogénicas Vicerotropicas en Lima y
Arequipa, lo que sugiri6 que el virus se encontraba en reservorios no precisados,
tales como aves de crianza casera y de rifia. La diseminacion del virus se deberia a
traslado por personas a los planteles comerciales (Chang et al, 1999; Carrién et al,
2000).

Actualmente, en el pais se vienen presentando miltiples brotes de la
enfermedad en aves de traspatio y rifia desde el 2008 al 2011. El Servicio Nacional
de Sanidad Agraria (SENASA) ha reportado oficialmente a la OIE 14 notificaciones
de la Enfermedad de Newcastle entre el 2008 y 2011 (OIE OAH 2012).

HOSPEDEROS NATURALES Y EXPERIMENTALES

Ademds de las especies aviares domésticas, se ha demostrado la infeccion
natural y experimental de vVENC en al menos 241 especies de 27 de las 50 6rdenes de
aves (Kaleta et al, 1988), que juegan un rol importante en la epidemiologia de la
enfermedad, sin embargo, el pollo sigue siendo el mds susceptible y el huésped
natural de mayor importancia de la enfermedad, pero los patos y gansos también
pueden infectarse y presentar pocos o ningtn signo clinico, incluso con cepas letales
para los pollos (Alexander 2003a; Higgins, 1971)

La virulencia de las cepas del VENC varia considerablemente segin el
huésped y aparentemente es dependiente de los epitopes y el estatus enzimatico del
huésped (Gerlach, 1994). Las aves jovenes son mds susceptibles y desarrollan

cuadros mds drdsticos, las pollitas de postura tienen mayores porcentajes de
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mortalidad que los broilers, las mas resistentes parecen ser las aves acudticas y las
mads susceptibles aquellas criadas en confinamiento (Alexander 2003a; Alexander

1998).

ENFERMEDAD DE NEWCASTLE
Definicion

La enfermedad de Newcastle es causada por cepas virulentas de
paramixovirus aviar serotipo 1 (PMVA-1). Los paramixovirus aislados de especies
aviares han sido clasificados por andlisis seroldgico y filogenético en 10 subtipos
denominados PMV A-1 hasta PMVA-10 (Miller et al, 2010a). Aunque todos los virus
de ENC pertenecen a PMVA-1, los aislamientos difieren en virulencia en aves de

corral, lo que se traduce en una amplia variedad de signos clinicos (Alexander,

2003a).

PATOGENICIDAD
Bases Moleculares

Se ha postulado que la secuencia de aminodcidos en el lugar de division de la
proteina F es el mayor determinante de la virulencia (Peeters et al, 1999).

Durante la replicacion del PMV A-1, la proteina de fusion es producida como
una glicoproteina precursora FO, la cual tiene que dividirse en F1 y F2 para que las
particulas virales progenie puedan ser infectivas. Esta division post-traduccion es
mediada por las proteasas de la célula huésped. Si la division fallara, se producirian
particulas virales no infectivas (Alexander, 2003a). La tripsina puede dividir los FO
de todas las cepas del vVENC, mientras que la molécula FO de los virus virulentos
puede ser dividida por proteasas del huésped o por proteasas encontradas en una
amplia variedad de células y tejidos (Alexander 2003a, Brown y Alexander 2003).
Adicionalmente, los VENC virulentos pueden ser diferenciados por su habilidad para
replicarse mayormente en células de aves y mamiferos sin la adicién de tripsina
(Kaleta et al, 1980, King 1993, Nagai et al, 1976). Estos mecanismos determinan que
los virus lentogénicos sélo se repliquen en células donde estdn presentes enzimas
tipo tripsina como en el epitelio respiratorio y digestivo, mientras que los virus
virulentos en células ubicadas en un amplio rango de tejidos y 6rganos, resultando en

una infeccidn sistémica mortal (Alexander, 2003a)



El estudio de la secuencia de aminodcidos del precursor FO, a partir de la
secuenciacion de nucledtidos del gen F de un numero de cepas del VENC,
permitieron la comparacion de los virus lentogénicos con los mesogénicos o
velogénicos. Para todos los virus el aminoacido en la posicion 116, en el terminal C
de la proteina F2 en el lugar de division, fue la arginina. Todos los virus de baja
virulencia tenian leucina en la posicion 117, en el amino terminal de la proteina F1 y
otros aminodcidos basicos en el residuo 113. En contraste, todos los virus
mesogénicos y velogénicos tenian fenilalanina en el residuo 117, con una excepcion,
aminodcidos basicos en los residuos 112 y 115 ademds de los del 113 y 116. La
excepcion fue el virus variante de palomas PMVP-1, que si bien es idéntico a los
virus virulentos no posee un aminodcido bdsico en la posicion 112. Estudios
posteriores indicaron que esta variacion es usual para el virus variante de paloma
(PMVP-1) pero no tiene importancia en la variabilidad de la patogenicidad registrada
en pollo (Alexander, 2003a). De este modo, parece ser que se requiere de al menos
un par de aminoécidos bdsicos en los residuos 115 y 116 ademads de fenilalanina en el
residuo 117 y un aminodcido bdsico (arginina) en el 113 para que el virus muestre

patogenicidad en pollos (OIE, 2008)

CLASIFICACION DEL VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

Diferentes genotipos de PMVA-1 circulan en diferentes partes del mundo.
Aunque todos los virus ENC pertenecen a PMVA-1 existe diversidad genética y
antigénica (Aldous et al, 2003; Alexander et al, 1997; Kim et al, 2007a)

Actualmente se utiliza en todo el mundo dos sistemas diferentes para la
clasificacion del virus ENC y no hay un consenso sobre cudl de los dos es el més

apropiado:

1. Un sistema sugerido por Aldous agrupa los virus ENC en 6 linajes y 13
sublinajes y luego 3 sublinajes mds se incluyeron (Snoeck et al, 2009; Aldous

et al, 2003).

2. Un segundo sistema clasifica al virus ENC en 2 grandes grupos: Clase 1 y
Clase II, basado en el tamafio del genoma y secuencias de nucleétidos de su

genoma (Miller et al, 2010b; Aldous et al, 2003; Miller et al, 2009).
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Ambos sistemas de clasificacion se basan en la informacion gendmica similar por lo
tanto las discrepancias entre los dos sistemas de clasificacion son nominales (Miller

et al, 2010b)

VIRUS ENC CLASE 1

Los virus de la clase I tienen el genoma mds largo de los PMVA-1 con 15,198
nucleétidos (Czegledi et al, 2006) y estdn divididos en 9 genotipos del 1 al 9, los
cuales estan distribuidos en todo el mundo en aves silvestres (Kim et al, 2007a) y
han sido aislados principalmente de aves acudticas y costeras, siendo la mayoria

cepas avirulentas para los pollos (Kim et al, 2007b; Kim et al, 2008a).

VIRUS ENC CLASE 11

Los virus de la clase II han sido divididos en 10 genotipos del I al IX y el XI
(Miller et al, 2010b; Czegledi et al, 2006) los genotipos que se consideran
"antiguos" (1930-1960) son del I al IV y el IX, tienen un genoma de 15,186
nucledtidos (Czegledi et al, 2006). Los virus que han surgido "recientemente”
(después de 1960) son del V al VIII y el X y contienen 15,192 nucledtidos.

Todos los virus genotipo I, clase II son de baja virulencia, a excepcion del

VENC que produjo un brote ENC en Australia en 1998-2000 y algunos son utilizados
cOmo vacunas vivas.
Los virus genotipo II, Clase II son virus de baja virulencia y son utilizados como
virus vacunales en todo el mundo, tales como cepas La sota, Bl y VG/GA,
incluyendo la cepa virulenta chicken/U.S. (TX) GB71948 (TXGB) (Miller et al,
2010b).

Los genotipos V, VI, VII y VIII contienen solo virus virulentos y son los
genotipos circulantes que predominan en todo el mundo (Miller et al, 2010b; Miller,
2009) siendo recuperados de aves de corral (gallinaceous birds), mascotas y aves
silvestres (Kim et al, 2007a). Entre ellos, los virus del genotipo VII son
particularmente importantes puesto que han sido asociados con muchos brotes
recientes en Asia, Africa y Medio Oriente (Miller et al, 2010b; Wang et al, 2006;
Miller et al, 2009; Yu et al, 2001; Liu et al, 2003).
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Los virus genotipo VII inicialmente se dividieron en 2 sub-genotipos:

a) Sub-genotipo VIla, que representan virus que emergieron por 1990 en el

lejano Oriente y se disemind a Europa y Asia.

b) Sub-genotipo VIIb, que representa virus que emergio en el lejano oriente

y se diseminé a Sudafrica (Aldous et al, 2003).

Los 2 sub-genotipos del genotipo VII se dividen en Vllc, d y e, los cuales
representan aislamientos de China, Kazakhstan y Sudéfrica (Bogoyavlenski et al,
2009; Wang et al, 2006) y VIIf, g y h, los cuales representan aislamientos de Africa
(Snoeck et al, 2009).

Las aves silvestres acudticas son consideradas reservorios naturales del VENC
de ambas clases, pero en su mayoria contienen cepas lentogénicas (Alexander, 2000;
Kim et al, 2007a). Sin embargo tales cepas lentogénicas aparentemente tienen la
capacidad de convertirse en velogénicas después de la transmision y la circulacion en
poblaciones de pollos (Shengqing et al, 2002).

En los ultimos afios, existe un incremento en el descubrimiento de nuevos
genotipos y algunos de los genotipos se han asociado con un incremento en la
virulencia y en la cantidad de hospedadores (Liu et al, 2008,Wan et al, 2004, Zou et
al, 2005).

CLASIFICACION DE LA PATOGENICIDAD

Una de las propiedades mds caracteristicas de las diferentes cepas del VENC
es su enorme variacion respecto a la patogenicidad (OIE 2008).

La severidad de los signos clinicos no varfa Unicamente por la virulencia
inherente del virus, sino también por algunos factores relacionados con el huésped.
Estos factores son principalmente la edad, la via de infeccion, el estado
inmunolégico (Abdul 1983, Alexander 1995, Alexander 2003b, Alexander y Senne
2008a, Kotani et al, 1987), cepa viral, especie de ave, coinfeccion con otros
organismos, estrés ambiental o social, via de exposicion y dosis viral (Alexander

2003a; King 1999, Carter et al, 2005; Jordan, 1990).
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Basado en la severidad de la enfermedad clinica, las cepas de ENC fueron
originalmente clasificadas en 4 patotipos, conocidos como Doyle, Beach, Beaudette
y Hitchner (Alexander et al, 1998). En la actualidad, se agrupan en 5 patotipos de

acuerdo a los signos clinicos observados (OIE 2008)

Los 5 patotipos son:

1) VELOGENICO VISCEROTROPICO (VVENC, antes Doyle)

La forma velogénica viscerotropica produce depresion, inapetencia, diarreas e
incremento en la frecuencia respiratoria; todo esto seguido de un cuadro respiratorio
severo manifestado por boqueo y tos (Carter et al, 2005; OIE, 2006); finalizando con
postracion y muerte.

Este tipo de virus puede ocasionar edema alrededor de los ojos, cabeza y barbillas
(Alexander, 1998). Frecuentemente se observa diarrea verdosa en aves que no
mueren en la infeccidn temprana y antes de la muerte se pueden observar tremores
musculares, torticolis, pardlisis de las piernas, alas y opistétonos. En aves sin
proteccion y totalmente susceptibles, la mortalidad alcanza el 100% (Alexander,

2003a).

2) VELOGENICO NEUROTROPICO (VNENC, antes Beach )

La morbilidad con VNENC alcanza el 100% y la mortalidad es usualmente 50%
(pero puede alcanzar hasta 100% en pollos jovenes). Se caracteriza por la aparicion
repentina de una enfermedad respiratoria pero el signo clinico mds evidente es a
nivel neuroldgico 1 o 2 dias después y consiste en la contraccién de la cabeza,
tremores, opistotonos (Alexander, 2003b; Brown et al, 1999; Terregino 2009),
pardlisis de patas y alas, torcimiento de la cabeza y cuello, andar en circulos,
temblores y caminar hacia atrds (Carter et al, 2005; OIE 2006). La produccién de
huevos cae dramdticamente, pero la diarrea suele estar ausente. El curso de la
enfermedad es mds larga que VVENC y los signos neuroldgicos se observan
claramente entre los dias 5 y 10 post inoculacién, que es mucho més que el tiempo de
supervivencia que la mayoria de cepas, donde los animales suelen morir a los 4 0 5

dias postinoculacidn.

13



3) MESOGENICO (antes Beaudette)

Los virus mesogénicos usualmente producen enfermedad respiratoria en
infecciones de campo. También ha sido asociado la caida en la producciéon de
huevos que puede durar por varias semanas y presencia de huevos deformes en
brotes en campo. Puede producir signos nerviosos pero no es comin. La mortalidad
en aves es generalmente baja, excepto en aves muy jovenes y susceptibles
(Alexander 2003b). Las cepas mesogénicas o de virulencia media son la Roakin,
Komarov, Meekteswar y H, que ademas han sido usadas ocasionalmente como cepas

vacunales.

4) LENTOGENICO O RESPIRATORIO (antes Hitchner)

Los virus lentogénicos usualmente no causan enfermedad en aves adultas. Sin
embargo las malas practicas de manejo en aves jovenes pueden ocasionar problemas
respiratorios serios con mortalidad por las complicaciones bacterianas después de la
vacunacion con la cepa mds patogénica La sota (Jordan, 1990). El grupo de las cepas
lentogénicas (casi avirulentas), estd integrado por las cepas Hitchner BI, Clona 30,
La sota y F, que han sido ampliamente usadas como cepas vacunales. Ademas, las
cepas ULSTER 2C, MCIIO y V4 aisladas recientemente, son estables al calor, se
replican en la mucosa intestinal y se consideran cepas asintomaticas (Alexander
1991, Alexander 1989a) estd asociado a una enfermedad subclinica marcada por una

enfermedad respiratoria leve

5) ENTERICO ASINTOMATICO: Usualmente consiste de una infeccién

entérica subclinica.

DETERMINACION DE LA VIRULENCIA DE vENC:

La Virulencia del PMVA-1 puede ser determinado en el laboratorio por
pruebas in vivo por inoculacion experimental en pollitos SPF de un dia de edad
(Indice de patogenicidad intracraneal (IPIC), indice de patogenicidad intravenosa
(IPIV) en pollos de seis semanas de edad o puede predecirse molecularmente por el
andlisis de la secuencia de multiples aminodcidos basicos en el lugar de division de

la glicoproteina fusion (protein F) (Alexander, 2009).
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Histéricamente, las cepas VENC han sido clasificadas de acuerdo al tiempo
medio de muerte (TMM) después de la inoculacién en huevos embrionados, las
cepas que producen muerte mds rapido (y por lo tanto mas virulentas) son llamadas
“velogénicas” y cuando los embriones sobreviven por mucho mas tiempo son
llamados “lentogénicos”. Las cepas que se encuentran entre ambos son llamados
“mesogenicas” (Alexander, 2003a; OIE, 2008).

Aunque en la mayoria de casos el TMM y el IPIV pueden dar una indicacién
util de la virulencia, son considerados imprecisos, particularmente cuando se evalia
cepas de otros hospederos diferentes a los pollos (Alexander et al, 1988; Pearson et
al, 1987; Alexander et al, 2003). Por lo tanto, estos ensayos no son considerados lo
suficientemente confiables para la caracterizacion de cepas de VENC en caso de
sospecha de brotes (Alexander 2009; Terregino y Capua, 2009).

Actualmente, la clasificacion de las diferentes cepas se realiza por 2 métodos

reconocidos internacionalmente de la OIE para la patotipificacion del PMV A-1 son:

a) INDICE DE PATOGENICIDAD INTRACRANEAL (IPIC):
El virus debe tener un IPIC en polluelos de un dia (Gallus gallus) de 0,7 o
superior (OIE, 2008).
El IPIC es considerado la prueba “in vivo” mds sensible (Terregino y Capua,
2009) y un valor de 0,7 o mayor clasifica la cepa como virulenta (mesogénica
o velogénica) por tanto confirma un diagndstico de ENC en hospederos
infectados (OIE, 2008) y debe ser “notificado” a la comunidad internacional a
través de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal y cualquier cepa con
un IPIC mayor a 1,5 es considerado velogénico (Alexander 1998; OIE, 2008).
y/o

b) SECUENCIA DEL LUGAR DE DIVISION DE LA PROTEINA F: Se debe
demostrar en el virus la presencia de multiples aminodcidos basicos
(directamente o por deduccion) en el extremo C-terminal de la proteina F2 y
un residuo de fenilalanina en la posiciéon 117, la cual estd en el extremo N-
terminal de la proteina FI; por ello se consideran como indicativo de
virulencia y por lo tanto “notificable” (Glickman et al, 1988; Nagai et al,
1976; OIE, 2008)
El término “multiples aminoacidos basicos” se refiere a que existen al menos

tres residuos de arginina (R) o lisina (K) entre las posiciones 113 y 116.
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La incapacidad de demostrar la presencia de los multiples aminodcidos

bésicos requeriria la caracterizacion del virus aislado mediante la prueba IPIC

(OIE, 2008).

La secuencia de aminodcidos en el lugar de division de la proteina fusion (F)
es diferente entre cepas. Las cepas de ENC de baja virulencia tienen aminoacidos
basicos en el lugar de division de la proteina F en las posiciones de aminoécidos 112-
113 y 115-116 y una leucina (L) en la posicion 117 (Glickman et al; 1988) y solo
puede ser dividido por una enzima como la tripsina que se encuentra en el tracto
respiratorio e intestinal, lo que restringe su replicacion en estos sistemas (Rott, 1979).
Por el contrario, los virus virulentos tienen multiples aminoédcidos basicos en el lugar
de division de la proteina fusion: 112R-K/R-Q-K/R-R-F117 (Cuadro 1).

Usando técnicas genéticas reversas por tanto se ha demostrado que la
fenilalanina en la posicion 117 y aminodcidos bdasicos alrededor de Q114 son
necesarios para la virulencia (de Leeuw et al 2003; Glickman et al 1988).

Tan solo el cambio de dos nucledtidos puede producir la apariciéon de una
forma virulenta de la ENC a partir de un virus de baja virulencia; sin embargo, solo
existen algunos casos documentados de esta ocurrencia (Alexander et al, 1991;

Gould et al, 2001)

SDA
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Fuente: National Veterinary Services Laboratories-USDA
Figura 2. Lugar de division de la proteina de fusion y secuencia de aminoacidos basicos

de VENC virulentos y no virulentos.
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PARAMIXOVIRUS AVIAR TIPO 1 DE PALOMA (PPMV-1)

Las aves del orden Columbiformes, el cual incluye palomas y tértolas, pueden
infectarse con VENC (Erickson er al 1980, Wakamatsu et al 2006), debido a virus
especificos de paloma conocidos como paramyxovirus aviar tipo 1 de paloma
(PMVP-1) para distinguirlo del resto de virus de PMVA-1. La variante de paloma
(PPMV-1) ha demostrado estar muy estrechamente relacionada con el VENC pero
difiere serologicamente, bioquimicamente y patoldgicamente (Gerlach, 1994). Esta
cepa ha sido asignada al subgenotipo VIb y es responsable de la mayoria de los
brotes en palomas y tértolas alrededor del mundo desde la década de los 80s (Liu y
Cao, 2005).

El primer brote de PMVP-1 fue reportado en el medio oriente durante la
década de 1970, luego se diseminé a Europa durante los 80’s (Lister et al 1986) y en
la actualidad es considerado endémico en todo el mundo (Vindevogel 1988). En el
Reino Unido, las palomas transmitieron el PPMV-1 a las granjas avicolas a través de
la contaminacion fecal del alimento. La ingestion del virus en las heces es la ruta més
probable de infeccidon en palomas (Barton et al, 1992).

Las columbiformes afectadas presentan signos clinicos las cuales incluyen
polidipsia, polidrea, anorexia, diarrea y vomitos. Estos signos agudos frecuentemente
no reconocidos son seguidos por pardlisis tonico clonica de las alas (mds raramente
de los miembros), tremores de la cabeza y torticolis. En contraste con la ENC, puede
ocurrir paresia flidcida y pardlisis, probablemente como consecuencia de una
neuropatia periférica. Otras lesiones menos frecuentes son blefaroedema unilateral,
deformacion de los huevos, mortalidad embrionaria y muda distréfica. No ocurre
disnea, lo cual es comin en ENC. La mortalidad es mayor en pichones. Aves
mayores afectadas pueden recuperarse espontdneamente dentro de las tres a cuatro

semanas al inicio de los signos clinicos (Gerlach, 1994).

17



DIAGNOSTICO DE LA ENC

Identificacion del agente

e Aislamiento Viral

Los VENC virulentos pueden ser propagados en muchos sistemas de cultivo
celular y los de baja virulencia pueden ser inducidos a replicarse en algunas de
ellas. Es posible utilizar cultivos primarios de células o incluso lineas celulares
para el aislamiento de rutina de ENC. Sin embargo, los huevos embrionados de
pollo representan un vehiculo extremadamente sensible y conveniente para la
propagacion del vVENC vy es utilizada para el diagndstico casi universalmente

(Alexander 2003a).

¢ Anticuerpos monoclonales

Uno de los principales retos para mejorar el diagndstico y diferenciacion de
virus ENC fue el uso de anticuerpos monoclonales (mAbs) para ayudar a la
identificacion y la epidemiologia del virus. Usando técnicas seroldgicas
convencionales, las cepas de ENC se consideraron que formaban un grupo
antigénicamente homogéneo (Alexander 2003a).
Sin embargo, técnicas seroldogicas mds exactas, recientemente desarrolladas y
sobretodo el uso de anticuerpos monoclonales, han demostrado que existen
variaciones antigénicas considerables entre diferentes cepas del VENC. Esta
diferenciacion ha sido de mucha ayuda en el entendimiento de la epidemiologia
de la ENC (Jordan 1990).
De los 10 serotipos, 06 de ellos fueron clasificados en la ultima década de los
70’s, cuando la prueba mds confiable para clasificar a los paramixovirus fue la
prueba de Inhibicién de la Hemaglutinacion (HI). Sin embargo existen muchos
problemas asociados con la serologia, incluyendo la incapacidad de clasificar
algunos PMVA al compararlos con los sueros de los 9 PMVA ya establecidos

(Alexander 1980, Alexander et al, 1989b).

e Técnicas Moleculares
Se ha incrementado el uso de técnicas moleculares para detectar el VENC en
muestras clinicas, para demostrar la presencia del virus e incluso su virulencia en

forma muy rdpida (Creelan et al, 2002; Nanthakumar et al, 2000). Desde 1991 se
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registra el primer intento documentado para detectar PMVA-1 por transcripcion
reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) en fluido alantoideo
de huevos embrionados (Jestin et al, 1991).

Desde entonces se ha desarrollado y publicado una variedad de protocolos de
laboratorio desde RT-PCR basado en gel hasta el PCR en tiempo real,
procedimientos basados en enzimas de restriccién y secuenciamientos rapidos

(Cattoli et al, 2011).

PCR convencional

Inicialmente la prueba de RT-PCR para la deteccion de PMVA-1 fue
utilizado para confirmar la presencia del virus en fluidos alantoideos de
huevos embrionados de pollos siguiendo los procedimientos
estandarizados.Por lo general, se han utilizado sistemas basados en RT-PCR
para amplificar una parte especifica del genoma por la amplificacion de
una  parte del gen F que contiene el lugar de division FO de modo que
pueda ser utilizado para evaluar la virulencia (Creelan et al, 2002). Los
principales inconvenientes de estos primeros procedimientos eran la baja
sensibilidad y / o incapacidad para detectar todas las cepas. También se
desarroll6 el PCR anidado y mostré buena resolucidn, pero con esta técnica es
propenso la contaminacién de las muestras y la produccion de falsos-
positivos, por lo que no es ideal para laboratorios de diagndstico donde

analizan una alta cantidad de muestras (Kant er al, 1997).

Analisis con enzimas de Restriccion

Un estudio el 2000 (Nanthakumar et al, 2000) report6 por primera vez
la aplicacion de una prueba RT-PCR en 2 pasos, seguida de andlisis con
enzimas de restriccion directamente de  muestras clinicas. El
procedimiento tuvo una alta especificidad, y posteriores modificaciones
permitieron la discriminacién entre cepas lentogénicas, mesogénicas y
velogénicas (Creelan et al, 2002; Nanthakumar et al, 2000).
Ademas, la prueba podia identificar infecciones duales (lentogénico y meso-
y/o cepas velogénicas en la misma muestra) (Creelan et al, 2002). La
alineaciéon de mas de 300 secuencias del gen F de PMVA-1, disponibles en

Genbank y posterior determinacién de la presencia del lugar de restriccion
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Bgl 1 demostré que pudo identificar correctamente la gran mayoria de virus
circulantes secuenciados hasta la fecha (Cattoli y DeBattisti, personal

communication).

PCR en tiempo real

La llegada del PCR tiempo-real usando sondas de hidrolisis
fluorogénicos (Tagqman) proporcioné procedimientos de andlisis altamente
sensibles y répidos. El método Tagman representa una nueva tecnologia que
explota la actividad nucleasa 5’-3” de la Tag DNA polimerasa (Holland et al,
1991; Bassler et al, 1995; Heid et al, 1996; Batt, 1997; Ibrahim et al, 1998).
La amplificacion por PCR se logra con el uso de cebadores y una sefial que se
genera solo por la hibridizacién de la sonda fluorogénica interna acumulando
el producto y posteriormente dividida por la Tag DNA polimerasa (Aldous et
al, 2001).

Teniendo en cuenta que las variantes de los virus pueden emerger y circular
en cualquier momento, pruebas moleculares basados en el gen F hipervariable
puede no ser considerado completamente confiable para la deteccidon, aunque
si indispensable para la patotipificacion. Otros genes supuestamente mdas
conservados han sido considerados para el desarrollo de métodos de
deteccion molecular de PMV A-1 (Cattoli et al, 2011).

Se encontré que el gen M tiene varias regiones conservadas, particularmente
cerca del extremo 5’ (Seal er al, 2000). Estas regiones fueron consideradas
para el desarrollo de una prueba RT-PCR tiempo real Tagman de un solo paso
para detectar la presencia de una amplia variedad de genomas PMVA-1 en
muestras clinicas de aves comerciales (Wise et al, 2004).

Todos estos protocolos fueron sometidos a una validacion exhaustiva y
fueron aprobados por el USDA. Los protocolos fueron aplicados y evaluados
en campo en los laboratorios de USDA-APHIS analizando aproximadamente
35,000 especimenes entre el 2004-2007 (Senne, comunicacién personal,
citado en Kim et al, 2008a). EI método basado en el gen M conservado, es el
mds confiable y sensible; y es utilizado como prueba primaria o tamiz y la
prueba del gen F se utiliza para la confirmaciéon de virus virulentos y no-

virulentos (Kim et al, 2006).
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e Indices de Patogenicidad

La extrema variacion en la virulencia de los diferentes aislamientos del VENC
y el uso generalizado de vacunas vivas implica que la identificacion de un
aislamiento como PMVA-1 a partir de aves que muestren signos clinicos no
confirma un diagnéstico de ENC, por lo que también se requiere una valoracion
de la virulencia del aislamiento. En el pasado han sido utilizados pruebas como el
tiempo medio de muerte (TMM) en huevos embrionados, la prueba de
patogenicidad intravenosa y las variaciones de estas pruebas (Alexander and
Senne, 2008b), pero por acuerdo Internacional, se utiliza la prueba de Indice de
Patogenicidad Intracerebral (IPIC) para la valoracion de la virulencia del virus.

Aunque los indices de patogenicidad estandares pueden a menudo ofrecer una
buena idea de la virulencia, no siempre se correlacionan exactamente con lo
observado en experimentos animales (Susta et al, 2010; Wakamatsu et al, 2006).
En otras palabras TMM vy IPIC no siempre se correlacionan con los sintomas
clinico-patoldgico, ni con la habilidad de cada cepa de * inducir enfermedad”
(OIE, 2008).

La definicion actual de la OIE también reconoce los avances en la
comprension de las bases moleculares de la patogenicidad y permite una
confirmacién de la virulencia, pero no la ausencia de la virulencia, mediante
pruebas in vitro para determinar la secuencia de aminoécidos en el punto de

division de la proteina FO (OIE, 2008)

¢ Estudios Filogenéticos

En los dltimos afios el desarrollo de técnicas mejoradas para la secuenciacion
de nucledtidos, la disponibilidad de datos de la secuencia de mas PMVA-len
bases de datos informatizadas y la demostracion de que incluso longitudes de
secuencia relativamente cortas pueden dar resultados significativos en andlisis
filogenéticos, han conducido a un incremento considerable en tales estudios. Se
ha detectado una diversidad genética, pero los virus que comparten pardmetros
temporales, geograficos, antigénicos o epidemioldgicos tienden a encuadrarlos en
linajes o grupos taxondémicos especificos, y se ha comprobado que esto es

importante para valorar tanto la epidemiologia global como la propagacion local
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de la ENC (Aldous et al, 2003; Cattoli et al, 2010; Czegledi et al, 2006; Kim et
al, 2007a).

Aunque en el pasado los estudios filogenéticos han sido impracticables como
herramienta rutinaria, en la actualidad la mayor disponibilidad y el incremento en
la velocidad de obtencion de resultados empleando Kkits sofisticados y disponibles
comercialmente para la RT-PCR y secuenciadores automdticos permite que tales
estudios se encuentren dentro de los equipamientos de muchos mds laboratorios
de diagndstico y que puedan proporcionar resultados significativos que sean
contempordneos en lugar de retrospectivos (Miller er al, 2010b). La
genotipificacion de los aislamientos del VENC deberian formar parte de la
caracterizacion diagnéstica del virus para los laboratorios de referencia mediante
la produccion de la secuencia de 375 nucledtidos del gen F, que incluye el punto
de division del FO, de forma rutinaria para todos los virus y la comparacion de las
secuencias obtenidas con otros aislamientos y 18 virus representativos de los
linajes y sublinajes reconocidos. Ese andlisis permitiria una répida valoracion
epidemioldgica de los origenes y la propagacion de los virus responsables de los

brotes de la ENC (Aldous et al, 2003).

Deteccion de Anticuerpos
Pruebas serologicas

El vENC puede emplearse como un antigeno en una amplia variedad de
pruebas seroldgicas, permitiendo el uso de técnicas de neutralizaciéon o
enzimoinmunoensayo (ELISA) e Inhibicion de la Hemaglutinacién (HI), para ser
utilizados en la evaluacion de los niveles de anticuerpos en las aves. En la actualidad,
la prueba HI es la méds ampliamente utilizada para la deteccion de anticuerpos contra
el PMVA-1 en las aves, mientras que el uso de kits comerciales ELISA es comun
para evaluar los niveles de anticuerpos después de la vacunacién (OIE, 2008). En
general, la neutralizacion del virus o los titulos de HI y ELISA correlacionan el nivel
de la granja en vez del nivel individual de las aves. En los laboratorios de diagndstico
se utilizan pruebas seroldgicas para evaluar la respuesta de anticuerpos después de la
vacunacién, pero tienen un valor limitado en el diagndstico y vigilancia de la
enfermedad de Newcastle, debido al uso de vacunas,, casi universalmente , en las

aves domésticas (Miller et al, 2010b).
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Diagnéstico Diferencial

Clinicamente la ENC debe diferenciarse de otras enfermedades respiratorias
de las aves tales como Bronquitis Infecciosa, Laringotraqueitis, Micoplasmosis,
Coriza e Influenza aviar y de otras encefalopatias de las aves (Encefalomielitis aviar
y deficiencia de vitamina E).
Ademas, de toxemias como Botulismo. La combinacion especifica de signos
respiratorios y nerviosos sugiere la Enfermedad de Newcastle, pero signos similares

pueden presentarse en infecciones mixtas. (Hanson, 1975; Alexander et al, 1997).
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III. MATERIAL Y METODOS

MUESTRAS BIOLOGICAS. Las muestras fueron recolectadas durante los brotes
del vVENC que afectaron a aves de pelea, traspatio y granjas comerciales, procedentes
de los departamentos de Ayacucho, Ancash, Cajamarca, Tacna, La Libertad, Ucayali,
Tumbes, Piura y Arequipa, durante el 2009 al 2011 (Cuadro 1).

Las muestras se procesaron en el Centro de Diagndstico de Sanidad Animal del
SENASA-PERU, para el diagnostico del vENC se realizd6 pruebas de PCR
convencional, andlisis con enzimas de restriccion, PCR en tiempo real y aislamiento

viral.

Cuadro 1. Tipo de muestra y procedencia de las aves con diagnéstico de VENC

hﬁg(:;%:a Tipo de muestras clinicas Aigf;ii to Procedencia Tij[;:ede
IR16011 Organos 2009 Tacna Pelea
IR1602| Organos 2009 Ayacucho Pelea

| R1603 | Organos 2009 Ancash Pelea

| R1604 | Organos 2010 Cajamarca Traspatio

| R1605 | Organos 2010 Cajamarca Pelea

| R1606 | Organos 2010 La Libertad Pelea

| R1608 | Hisopado traqueal 2010 Ucayali Traspatio

| R1609 | Hisopado traqueal 2010 Ucayali Traspatio

| R1610 | Hisopado traqueal 2010 Ucayali Traspatio

| R1611 | Hisopado traqueal 2010 Ucayali Traspatio

| R1613 | Hisopado traqueal 2011 Piura Traspatio

| R1615 | Organos 2011 Arequipa  Comerciales
| R1619 | Organos 2011 Arequipa  Comerciales
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Aislamiento Viral. Para la recuperacién viral se trituraron 10 g de muestra de
organos en buffer y se utilizé 200 pL de hisopado traqueal.

Los hisopados (n=5) se centrifugaron a 1000 g (2500 rpm) por 10 min y el
sobrenadante se separa a otro tubo, se agregé amoxicilina 100 mg/kg-peso-huevo a
inocular (25 mg/ml in6culo). Se dejé en reposo por 60 min a 4 °C y se inocul6 0,2 ml
del sobrenadante en 5 huevos embrionados libre de patdgenos especificos (SPF) de 9
o 10 dias de edad. Los huevos fueron colocados en una incubadora a 37 °C durante 7
dias y observados diariamente, descartindose los huevos muertos en las primeras 24
horas. Los embriones que fueron muriendo se mantuvieron en refrigeracion. A los 7
dias postinoculacién los sobrevivientes fueron examinados con el fin de determinar
presencia viral, evaluando la actividad hemoaglutinante de los fluidos con una
solucién de glébulos rojos al 0,75%.

La actividad hemoaglutinante del fluido puede deberse a uno de los 10
serotipos de PMV A-1 6 16 subtipos de virus de Influenza aviar. Por ello, si el fluido
produjo hemoaglutinaciéon de los globulos rojos se confirmé con la prueba de
Inhibicién de la Hemoaglutinaciéon (HI) con un antisuero monoespecifico del virus de
ENC.

Todas las muestras de 6rganos (n=8) se trabajaron en grupo (pool) por ave y
fueron congeladas y descongeladas, cortadas en pedazos y trituradas en un mortero
estéril, con el pool de 6rganos se prepar6é una suspension al 20% en PBS estéril. Las

suspensiones fueron procesadas de la misma manera que los hisopados.

Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realizé a partir de muestras de tejidos, hisopados y
fluidos alantoideos. Se utiliz6 para las muestras de tejido el Kit comercial de
extraccion de ARN (RNeasy extraction Kit, QIAGEN, Alemania). Se utilizé 20 mg
de muestras sélidas (6rganos), se homogeniz6 la muestra con 200 pL de buffer RLT,
luego se agregd etanol al 70%, todo el volumen se colocé en una columna spin
RNeasy, se centrifugé a 10,000 rpm por 15 s, se eliminé el contenido del tubo y la
columna fue transferida a un tubo nuevo. Luego, se agregd el buffer RWI, se
centrifugé a 10000 rpm por 15 s y la columna se transfirié6 a un tubo nuevo de

coleccion. Después, se agregd buffer RPE, se centrifugé a 10000 rpm por 15 s, se
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repitié este ultimo paso 2 veces y finalmente, se eluyé el ARN con 50 uL de agua
PCR libre de RNasa. E1 ARN se conservé a -20 °C hasta su uso (ver Anexol)

La extraccion de ARN de muestras liquidas a partir de hisopados y fluidos
alantoideos se realizé usando el Kit comercial de extraccion de ARN (QIAamp viral
RNA mini kit, QUIAGEN, Alemania) de acuerdo a las instrucciones del fabricante,

descrito en el Anexo 2. El ARN se conservd a -20 °C hasta su uso.

Trascripcion Reversa y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)

PCR Convencional

Se realiz6 una transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa de
un solo paso con un par de cebadores del gen de proteina de fusion especificos para

identificar el virus de Newcastle, segun lo descrito por Creelan et al. (2002):

NDV F (4829): 5'- GGT-GAG-TCT-ATC-CGG-ARG-ATA-CAA-G -3' (4893)
NDV R (5031): 5'- TCA-TTG-GTT-GCR-GCA-ATG-CTC-T -3' (5008)

El volumen final de la reaccion fue de 50 pL, conteniendo la mezcla 2X de
reacciéon (ANTP 0,4 mM de cada uno; MgSO4 2,4 mM), inhibidor de la RNasa 0.2
puL (40U/uL); cebadores 10 uM de cada uno, mezcla RT platinum 7ag 1 pL
(Invitrogen, USA), agua libre de nucleasas y ARN 5 uL.

La amplificacién del ADN se realizé en el termociclador BARNSTEAD,
modelo DB80230-33. Las condiciones de ciclaje de la reaccion fueron:
a) Transcripcion reversa a 45 °C por 30 min
b) Activacidon Tag polimerasa a 94 °C por 2 min
35 ciclos de:
¢) Desnaturalizacién a 94 °C por 30 s
d) Hibridizacién a 55 °C por 1 min
e) Extension a 68 °C por 1 min

Ciclo final de extension de 68 °C por 7 min

Se utiliz6 controles de ADN positivos y negativos a virus ENC. Después del

ciclaje los productos de PCR fueron detectados por electroforesis en un gel de
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agarosa al 2% y coloreados con bromuro de etidio. El tamafio del producto de PCR
fue evaluado usando un marcador de peso molecular de 50 pb (QIAGEN). El gel fue
fotografiado sobre un transiluminador UV para confirmar la amplificaciéon del gen
fusion del virus.

La visualizacion de la presencia de un fragmento de ADN de 202 pb en una
muestra se considerd positiva al vVENC. La ausencia, se consider6 como negativa.
Cada prueba de RT-PCR fue procesada con controles positivos (aislamiento del virus
ENC lentogénico y velogénico analizado y tipificado por Laboratorio de Referencia
OIE para la Enfermedad de Newcastle, lowa, USA), un control negativo y un

control de la mezcla de reaccion (agua libre de DN Asas y RNAsas).

Analisis con Enzimas de Restriccion

Después de la amplificacion, se utilizé una alicuota de 7 pL. para analizarlo
por electroforesis en gel de agarosa al 1,7%. Los productos de PCR fueron
purificados usando el kit QIAquick (QIAGEN) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La digestion con endonucleasas se realizé a la concentracion final de
10U. La mezcla de reaccidn contenia lo siguiente: Bgl 1 0,3 puL, buffer Bgl I 2uL,
H,O PCR 7,7 uL y producto de PCR 10 pL. La digestion fue llevada a cabo a 37 °C
por 4 h y los productos de RT-PCR digeridos se corrieron por electroforesis en gel de
agarosa al 2%, coloreados con Bromuro de etidio. El tamafio del producto de PCR
fue evaluado usando un marcador de peso molecular de 50 pb (QIAGEN). El gel fue
fotografiado sobre un transiluminador UV para confirmar la presencia del sitio de
restriccion en la region de division FO después de la digestion con la enzima Bgl 1.

Las cepas lentogénicas de PMV A-1 contienen un sitio de restriccion Bgl I en
la regién de division FO. Este sitio Bgl/ I estd ausente en las cepas velogénicas y
mesogénicas.

La presencia de un fragmento de ADN de 202 pb se consideré como positiva
al vENC “virulento” (meso/velogénico) y la presencia de 2 fragmentos de ADN de
135 y 67 pb se consider6 como VENC “no virulento” o de “baja virulencia”. Cada
prueba fue procesada con un control positivo VENC “no virulento” y “virulento”
(aislamiento del virus ENC lentogénico y velogénico analizado y tipificado por

Laboratorio de Referencia OIE para la Enfermedad de Newcastle, lowa, USA).
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PCR en tiempo real

Se realizé la prueba de PCR en tiempo real de acuerdo al protocolo del
Laboratorio de Referencia para Newcastle- OIE (SOP-AV-1505.03), National
Veterinary Services Laboratories, DVL-NVSL, USA. La prueba de PCR consta de 2

etapas:

1) PCR prueba matriz, detecta ARN del virus Paramixovirus aviar -1 (PMVA-1)
virulento y no-virulento, tiene una sensibilidad de 96,7% y se utiliza como

una prueba de seleccion.

2) PCR prueba Fusion, detecta la mayoria de cepas ENC virulentas
(mesogénicas y velogénicas). Tiene una sensibilidad de 91,2%. Se utiliza para

confirmar resultados de muestras positivas a PMV A-1 matriz.

Cebadores y Sondas

Para los ensayos se utilizaron los cebadores y sondas descritos en el protocolo SOP-

AV-1505.03 - Laboratorio Referencia de Newcastle- DVL-NVSL, USA (Cuadro 2).

Cuadro 2. Secuencia de cebadores y sondas de RT-PCR tiempo real para vVENC

Especificidad Posicion
~ Cebadores y . s a5
gen y tamano sondas Secuencia (5’-3’) en el
del amplicén genoma
M+ 4100 AGTGATGTGCTCGGACCTTC 4100-4119
(cebador forward)
PMVA-1 M+ 4169
Gen matriz N . (FAM) TTCTCTAGCAGTGGGACAGCCTGC(BHQ) 4169-4192
121 pb (sonda matriz)
M-4220 CCTGAGGAGAGGCATTTGCTA 4200-4220
(cebador reverso)
b+ 4829 GGTGAGTCTATCCGGARGATACAAG 4829-4853
(cebador forward)
VENC meso y
velogénico -
gen fusion F’+/4894.SOnda (FAM) AAGCGTTTCTGTCTCCTTCCTCCA(BHQ)  4894-4917
fusion (virulento)
110 pb
F-4939 AGCTGTTGCAACCCCAAG 4922-4939

cebador reverso

FAM: 6’ Carboxifluoreseina , BHQ: Black hole quencher
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Los componentes y condiciones de ciclaje para la RT-PCR en tiempo real del gen

matriz y fusion del vENC se muestran en los Cuadros 3a, 3b y 4.

Cuadro 3a. Componentes RT-PCR tiempo real PMVA-1 (gen matriz)

Componentes Concentracion Volumen
P final (ul)
Buffer 2X 1X 10,00
Tag mix 5U/uL 2U 0,40
Cebador(F) (20 uM) 0,40 uM 0,40
Cebador(R) (20
0,40 uM 0,40
uM) H
Sonda (6 uM) 0,24 uM 0,80
Inhibidor Rnasa
(40U/uL) 0,266 U/ulL 0,10
H20 PCR 2,90
RNA template Sng/ 5.00
ulL
Volumen total 20,00

Cuadro 3b. Componentes RT-PCR tiempo real ENC virulento (gen fusion)

Componentes Concentracion Volumen
P final (ul)
Buffer 2X 1X 10,00
Tag mix 5 U/uL 2U 0,40
Cebador(F) (20 uM) 1,072 uM 1,10
Cebador(R) (20 uM) 0,536 uM 0,55
Sonda (6 uM) 0,18 uM 0,60
Inhibidor Rnasa
(40 UAIL) 0,266 U/ulL 0,10
H20 PCR 2,25
RNA template 5 ng/ 5.00
ulL
Volumen total 20,00
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Cuadro 4. Condiciones de ciclaje para cebadores y sondas del gen matriz y

fusion
Tiempo Temperatura
Cebador/sonda| N° ciclos Pasos
(s) (&)
Desnaturalizacidon 10 94
PMVA-1
40 Hibridacion 30 56
Matriz
Extension 10 72
Desnaturalizacion 10 95
vENC/VFP-1
40 Hibridacion 30 58
Fusidn
Extensidon 10 72

PCR matriz. Esta prueba ha sido disefiada para detectar todos los linajes y patotipos
de PMVA-1 incluyendo cepas VENC vacunales/lentogénicas y virulentas (cepas
mesogénicas/velogénicas). Tiene una sensibilidad de 96,7 % y es utilizada como
prueba screening o tamiz. Si la muestra es positiva a PMVA-1 se realiza la PCR
fusion.
PCR fusion. Esta prueba detecta la mayoria de cepas VENC virulentas
(mesogénicas/velogénicas), incluyendo las velogénicas de California 2002 y México
2000. Tiene una sensibilidad de 91,26%. Si ambas pruebas son positivas, entonces el
VENC estd presente en la muestra. En casos donde la muestra estd en el limite de
deteccion, un especimen de VENC puede salir positivo con la prueba matriz (PMV A-
1) y negativo con la prueba de vVENC fusion. Muestras positivas a la prueba Matriz
que no pueden ser confirmados por la prueba fusiéon deben ser considerados como
sospechosos y analizarlo por aislamiento viral. Es posible que cepas vacunales o
lentogénicas de ENC sean positivos a la prueba matriz y negativas a la prueba fusion.
Las muestras que tengan un ciclo umbral (treshold) menor a 35 (Ct <35), significa
positivo, la confirmacién de vacunas o aislamientos lentogénicos que son positivas a
la prueba matriz y negativas a la fusion puede realizarse usando diferentes set de
cebadores y sondas.

Las muestras de aves de corral con un Ct =35 o superior se consideran
“positivos sospechosos” y deberia repetirse la prueba de RT-PCR. Si la muestra es
positiva o sospechosa al repetir la prueba, las muestras deben ser transferidas a un

Laboratorio de Referencia OIE para las pruebas complementarias.
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Cuadro 5. Interpretacion de RT-PCR usando set de cebadores y sondas Matriz

y Fusion vENC

PCR Matriz PCR Fusion (VENC | RT-PCR vwvENC
Virulento)

Positivo Positivo POSITIVO

Positivo Negativo Sospechoso (*)

Negativo Positivo Sospechoso (*)

Negativo Negativo Negativo

(*) Todas las muestras sospechosas deben ser re-evaluadas por amplificacién y
aislamiento viral del fluido alantoideo para una nueva prueba (re-prueba). Si el fluido
alantoideo es positivo a ambas pruebas entonces la muestra es positiva al vVENC

virulento.

Muestras negativas

Las trazas fluorescentes del control negativo deben tener una linea base plana
durante todo el ensayo. La traza de fluorescencia no debe tener una curva sigmoidal
(indicativo de contaminacién) o un aumento en la fluorescencia, el cual es un

indicativo de una sonda inestable.

SECUENCIAMIENTO DE ADN

Un fragmento de ADN de 373 pb fue amplificado y secuenciado en el
Institute Loefler Friedler (FLI)- Laboratorio de Referencia OIE para Newcastle-
Alemania, segtn lo descrito por Aldous et al. (2003).

Las secuencias nucleotidicas fueron confrontadas con las existentes en el
GenBank a través del programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), el
cual esta disponible en la péagina web del NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank. En el analisis filogenético y diferencias
nucleotidicas, se utilizaron secuencias prototipo de cepas reportadas en el GenBank
cuyos numeros de accesion se muestran en el Cuadro 6.

A la vez, se tradujo las secuencias nucleotidicas a aminodcidos y se comparé

con las bases de datos de libre acceso.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank

Cuadro 6. Secuencias nucleotidicas del virus Newcastle obtenidas del Genbank

usadas para el analisis filogenético

Cepa de referencia Clase Genotipo Numero de
acceso

HDKOS97190_Denmark 1 II AY175733
1966.10/2003_Hong_Kong 1 I EF027164
IECK90187_Taiwan 1 v AY135757
196/1998_US(AK) 1 A" EF027165
101250-2/2001_U.S. 1 VI AY626268
HDKCK97192_Germany 1 VIII AY175732
2686/2001_Rusia 2 I AY965078
3658/2002_Rusia 2 I AY965077
31003/92_USA 2 I AY130861
CN36/2003_Ontairo 2 I AY289194
D26/76 2 I M24692
ULS/67 2 I M24694
39AntarBR_Brazil 2 I HM 143849
126C.00_Argentina 2 I AY727882
32C/T.98_Argentina 2 I AY727881
BEA/45 2 II M24697
TEX/48 2 II M24698
Roakin/48_USA 2 II AY289000
VGGA/89_USA 2 II AY289002
37646/1996_Chile 2 II JN942033
AUS/32/_Australia 2 III M24700
MIY/51_Japan 2 I M24701
Herts/33_USA 2 v AY741404
15/00_Honduras 2 A" AY288993
37821/96_Mexico 2 A" AY288999
43084/92_USA 2 A" AY289001
Mexico/456 2 A" EU518678
468/2001_Mexico 2 A" EU518685
IT-227/82_Italy 2 VI AJ880277
139/90_Kenya 2 VI AY288997
1083-Fontana_USA 2 VI AY562988
02/08_Uruguay 2 VI JF749831
SPVC_Karachi 2 VII GU182334
28710/93_China 2 VII AY288988
Y98_China 2 VII AY390309
TW/95-9_Taiwan 2 VII AF083966
DE-143/95 2 VII AF109881
14698/90_Indonesia 2 VII AY562985
MB076/05_Malaysia 2 VII GQ901892
APECK92173_Peru 2 VII AY135752
440620/06_Colombia 2 VII IN872164
AF2240_Malaysia 2 VIII AF048763
Trenque-L_Argentina 2 VIII AY734534
Poultry/Peru/1918-03/2008 2 JN800306
Avian/Peru/1918-3/2008 2 IN872193
JS/1/97/Go_China 2 IX AF456435
FJ-1/85_China 2 IX AF458009
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IV.RESULTADOS

En este estudio se presenta la caracterizacion de cepas del virus de la enfermedad
de Newcastle aislados de 13 casos de aves domésticas de diferentes regiones del pais,
recolectados a partir de brotes de ENC ocurridos entre el 2009 y 2011.

Las 13 muestras clinicas fueron positivas al virus de la enfermedad de Newcastle

(PMVA-1), mediante las siguientes pruebas:

Pruebas biologicas

Aislamiento viral. Se aisl6 el virus de ENC en huevos embrionados SPF de las
muestras de 6rganos e hisopados procesados y todas fueron positivas a la prueba de

hemaglutinacion e inhibicion de la aglutinacion (Datos no mostrados).

Pruebas moleculares

PCR convencional. Se gener6 un amplicén de 202 pb en todas las muestras clinicas,
siendo todas positivas al virus ENC. Después de la amplificacion, los 13 productos
de PCR fueron digeridos con enzima de restriccion Bgl I, de los cuales fueron 11
positivas a VENC virulento (meso/velogénicas) y 2 no virulentas (Cuadro 7) (Figuras

3y4).
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Figura 3. Prueba de RT-PCR convencional y REA mostrando el gen fusion de cepas

ENC virulentas.
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Figura 4. Prueba de RT-PCR convencional y REA mostrando el lugar de restriccion

Bgl 1 de cepas ENC “no virulentas”.
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Cuadro 7. Tipo de virus de la Enfermedad de Newcastle segin tipo de ave y

procedencia mediante pruebas moleculares

Tioo de PCR tiempo
Cdédigo Muestras . Tipode Aislamiento P real Tipo de
muestra (N°) Procedencia ave VENC virus ENC
(PCR-REA) . .
Matriz Fusion
Perﬁ| R1601| 1 Tacna pelea virulento + + Virulento
Perﬁ| R1602| 1 Ayacucho pelea virulento + + Virulento
PerL'|| R1603| 1 Ancash pelea virulento + + Virulento
Pert'|| R1604| 1 Cajamarca traspatio virulento + + Virulento
Pert'1| R1605| 1 Cajamarca pelea virulento + + Virulento
Pert’x| R1606| 1 La Libertad pelea virulento + + Virulento
Pert’x| R1608| 1 Ucayali traspatio virulento + - Lentogénico
PerL’1| R1609| 1 Ucayali traspatio virulento + - Lentogénico
PerL'1| R1610| 1 Ucayali traspatio virulento + - Lentogénico
Peru | R1611| 1 Ucayali traspatio No virulento + - Lentogénico
Peru | R1613| 1 Piura traspatio No virulento + - Lentogénico
PerL'1| R1615| 1 Arequipa granja' virulento + - Lentogénico
comercial
Peru R1619| 1 Arequipa gran@ virulento + - Lentogénico
comercial

vENC-= virus de la enfermedad de Newcastle
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PCR en Tiempo Real

La prueba matriz de RT-PCR tiempo real de un solo paso, usa como blanco el
gen matriz (M) que es utilizada como prueba tamiz para la deteccion del virus ENC.

La prueba de RT-PCR tiempo real gen matriz detectd la presencia del virus
ENC en 13/13 muestras de fluido alantoideo, siendo todas positivas al virus de la
Enfermedad de Newcastle. Todas las muestras presentaron un ciclo umbral o

threshold menor a 30 (Ct <30), (Figura 5).
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Figura 5. Fluorograma de muestras positivas a VENC mediante PCR tiempo real gen

matriz

La prueba RT-PCR tiempo real gen fusion mostré 6/13 muestras positivas al virus de
la Enfermedad de Newcastle virulento y 7/13 negativas o cepas ENC lentogénicas.
Todas las muestras positivas a la prueba PCR gen fusion presentaron un ciclo umbral

o threshold menor a 33 (Ct <33) (Figura 6).

Las cepas VENC virulentas fueron 5 de aves de rifia y 1 de traspatio procedentes de
Tacna, Ayacucho, Ancash, Cajamarca y La Libertad. Las cepas VENC no virulentos
fueron 5 de aves de traspatio y 2 de granjas avicolas comerciales procedentes de

Ucayali, Piura y Arequipa (Cuadro 7).
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Figura 6. Fluorograma de muestras positivas a vVENC virulento mediante PCR tiempo

real gen fusion
Analisis del lugar de division de la proteina Fusion

Se analiz6 la secuencia del lugar de divisién de la proteina de fusion de todos
los aislamientos del pais, se encontraron 6 cepas virulentas procedentes de Tacna,
Ayacucho, Ancash, Cajamarca y La Libertad. La presencia de la secuencia de
aminodcidos basicos ;13R-Q-K-R-Fi;7 y una fenilalanina en la posicion 117 es

caracteristico de los aislamientos virulentos velogénicos (Cuadro 8, Fig 7a 'y 7b).

Las 7 cepas lentogénicas o de baja virulencia provenientes de Ucayali, Piura y
Arequipa presentaron aminodcidos bdasicos en la proteina F, en las posiciones 113 y
116 y una leucina en la posicién 117, presentando los siguientes motivos ''*-G-K-Q-
G-R-L-'"" 6 ""*-G-R-Q-G-R-L- """ o cual es caracteristico del virus ENC lentogénico

(Cuadro 8).
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MBO76/05 Malaysia AGGTGCOGTTAT TGGTAGTG
APECK92173 Peru AGGTGCOGTTAT TGGCAGTG
Y98 _Chira AGGTGCTGTTAT TGGCAGTG
TH/95-9_ Taiwan AGGTGCOGTTAT TGGCAGTG
14698/90_Indonesia AGGTGCOGTTAT TGGCAGTG
DE-143/95 AGGTGCOGTTAT TGGCAGTG
440620/06_Colombia AGGTGCTGTTAT TGGCAGTG
Poultry/Peru/1918-03/2008 AGGTGCTGTTAT OGGTAGTG
SBE, Karachi AGGTGCOGTTAT TGGCAGTG
28710/93 Chana AGGTGCCATTAT TGGCAGTG
Peru|RLE0S| 11| FLI-VTI OGGTGCTGTTAT CGGTAGTG
Peru|R160L|11|ELI-VII AGGTGCTGTTATCGGTAGTG
Peru|R1604| 11| FLI-VTI AGGTGCTGTTATCGGTAGTG
X.ian/Peru/1918-3/2008 AGGTGCTGTTATCGGTAGTG
Peru|RLE06]| 11| FLI-VTI AGGTGCTGTTATCGGTAGTG
Peru|R1612|11-VIIb AGGTGCTGTTATCGGTAGTG
Peru|R1607|11|FLI-VIIb AGGTGCTGTTATCGGTAGTG
Peru|RL603|11|ELI-VIIa "AGGTGCTGTTAT CGGTAGTG
Peru|1602(11|FLI-VIla AGGTGCTGTTATCGGTAGTG
Cluszal Comsensuz ) A ’ S T e
b)
110 120

sl 1

MBO76/05_Malaysia RIQGSVSTSGGREROI GEVIGS

APECK92173 Peru RIQGSVSTSGCRR GAVIGS

¥98 China ~ : ‘ AVIGS

TW/95-9 Taiwan GAVIGS

14698/90_Indonesia GAVIGS

DE-143/93 VIGS

440620/06 Colombia KIQGSVSTS GAVIGS

Poultry/Peru/1918-03/2008 GAVIGS

SPVC Karachi GAVIGS

28710/93_China TIGS

Peru|R1605|11|FLI-VII GAVIGS

Peru|R1601|11|FLI-VII VIGS

Peru|R1604|11|FLI-VII GAVIGS

Avian/Peru/1918-3/2008 GAVIGS

Peru|R1606|11|FLI-VII RIQGSASTS GAVIGS

Peru|R1612|11-VIIb RIQGSASTSGGRR SAVIGS

Peru|R1607|11|FLI-VIIL RIQGSASTSGCRROFRIPGAVIGS

Peru|R1603|11|FLI-VIIa RIQGSVSTS GAVIGS

Peru|1602|11|FLI-VIIa RIQGSVSTSGGRROKREQCAVIGS

Figura 7. Alineamiento de la secuencia nucleotidica y aminoacidica parcial de la
proteina fusion del virus Newcastle genotipo 2.VII con otras secuencias relacionadas. a)
secuencia nucleotidica, b) secuencia aminoacidica. El recuadro representa la region

sensible a mutacion del gen y la proteina fusion.
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Cuadro 8. Cambio en secuencia aminoacidica de la proteina F0 segin tipo de
virus ENC

Posicion
Cédigo de muestra Diagnéstico aminoacidica del 110 Genotipo
al 117
Peru IR16011 meso/velogénico GGRRQKR*FIG VIl
Peru IR1602I meso/ velogénico GGRRQKR*FIG VI
Peru IR1603I meso/ velogénico GGRRQKR*FIG VIl
Peru IR1604| meso/ velogénico GGRRQKR*FIG Vil
Peru IR1605I meso/ velogénico GGRRQKR*FIG Vil
Peru IR1606I meso/ velogénico GGRRQKR*FIG VIl
Peru IR1608I Lentogénico GGGKQGR*LIG I
Peru IR1609I Lentogénico GGGKQGR*LIG I
Peru IR1610I Lentogénico GGGKQGR*LIG I
Peru IR16111 Lentogénico GGGKQGR*LIG II
Peru IR1613I Lentogénico GGGRQGR*LIG II
Peru IR1615I Lentogénico GGGKQGR*LIG I
Peru IR1619I Lentogénico GGGRQGR*LIG II

(*) representa el punto o lugar de divisién. Los amino4cidos basicos se muestran en negrita.

Los virus ENC virulentos tienen una fenilalanina (F) en la posicion 117, F1

N-terminal, mientras que los lentogénicos una leucina.

Analisis Genético de Secuencias

Se analizé una regién de 373 pares de bases del gen de la proteina de fusion
en 13 cepas VENC aislados de aves de diferentes regiones del Perd. La secuencia
nucleotidica se comparé con las secuencias correspondientes de 47 virus
representativos de ENC disponibles en el Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) que corresponden a 6 genotipos de la clase 1
(genotipos 11, III, IV, V, VI y VIII) y 41 a la clase 2 (genotipos del I al VIII) (Cuadro

6).

Todas las secuencias a nivel de nucledtidos se alinearon y cortaron con el programa

ClustralX 2.0.9. El alineamiento se realizé con 60 secuencias (13 secuencias de Peru
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+ 47 secuencias no peruanas), posteriormente se corrigié el alineamiento con el
programa BioEdit y se realiz6 la traduccion de la region sensible a mutacién de la
proteina fusion (Clase 2, genotipo VII).

Los virus de baja virulencia de Ucayali (R1608, R1609 y R1610) y Arequipa
(R1615) se agrupan con los virus ENC del genotipo I y estdn muy relacionados con
las cepas 31003/92 USA (AY130861), 3658/2002 Rusia (AY965077), 2686/2001
Rusia, ULS/67 (M24694), 39AntarBR Brazil (HM143849), CN36/2003 Ontario
(AY289194), 126C.00 Argentina (AY727882) y 32C/T.98 Argentina (AY727881)
(Figura 8).

Los virus de baja virulencia de Ucayali (R1611), Piura (R1613) y Arequipa
(R1619) se agrupan con los virus ENC del genotipo II y estdn cercanamente
relacionados con las cepas VGGA/89 USA (AY289002), TEX/48 (M24698),
Roakin/48 USA (AY289000), BEA/45 (M24697) y 37646/1996 Chile (JN942033)
(Figura 9).

Las cepas ENC virulentas de Perd, Tacna (R1601), Ayacucho (R1602),
Ancash (R1603), Cajamarca (R1604 y R1605) y La Libertad (R1606) se agruparon
con los virus ENC del genotipo VII y estin muy relacionados con las cepas
Poultry/Perid/1918-03/2008  (JN800306), Avian/Perd/1918-3/2008 (JN872193),
APECKO92173_Peru, 1992 (AY135752) y la cepa MB076/05_Malasia (GQ901892),
aislado en Asia. Los 09 aislamientos reportados en el Genbank como genotipo 2.VII
mostraron una alta similitud de secuencias con las 06 cepas peruanas (Figura 10).

En base al andlisis de esta region, los 13 virus aislados en Pert entre 2009 y
2011 corresponden al clado clase 1I, 3, 4 y 6 cepas ENC pertenecen a los genotipos
IL, I y VII respectivamente y estan filogenéticamente distantes de los virus de clase I
(Figura 11).

Los arboles filogenéticos generados se elaboraron por tres metodologias:
Maximum Likelihood (ML), Maximum Parsimony (MP) y Neighbor-Joining (NJ).
En el arbol de ML se utilizé un bootstrap de 100 replicaciones, Nearest-Neighbor-
Interchange (NNI) como método heuristico y no se tomaron en cuenta los gaps o
datos perdidos. En el arbol de MP y NJ se emple6 un bootstrap de 1000 replicaciones
y no se analizaron los datos perdidos. En el caso del arbol NJ, el modelo de
sustitucion nucleotidica fue Kimura 2-pardmetros y se incluyd las transiciones y

transversiones.

40



126C.00_Argentina
32C/T.98_Argentina
2686/2001_Rusia
3658/2002_Rusia
Peru|R1615|11|FLI-I
Peru|R1610|11|FLI-Ia
D26/76
Peru|R1609|11|FLI-Ia
CN36/2003_Ontairo
31003/92_USA
Peru|R1608|11|FLI-Ia
ULS/67

39AntarBR Brazil
Clustal Consensus

126C.00_Argentina
32C/T.98_Argentina
2686/2001_Rusia
3658/2002_Rusia
Peru|R1615|11|FLI-I
Peru|R1610|11|FLI-Ia
D26/76
Peru|R1609|11|FLI-Ia
CN36/2003_Ontairo
31003/92_USA
Peru|R1608|11|FLI-Ia
uLSs/67

39AntarBR Brazil
Clustal Consensus

126C.00_Argentina
32C/T.98_Argentina
2686/2001_Rusia
3658/2002_Rusia
Peru|R1615|11|FLI-I
Peru|R1610|11|FLI-Ia
D26/76
Peru|R1609|11|FLI-Ia
CN36/2003_Ontairo
31003/92_USA
Peru|R1608|11|FLI-Ia
uLs/67

39AntarBR Brazil
Clustal Consensus

126C.00_Argentina
32C/T.98_Argentina
2686/2001_Rusia
3658/2002_Rusia
Peru|R1615|11|FLI-I
Peru|R1610|11|FLI-Ia
D26/76
Peru|R1609|11|FLI-Ia
CN36/2003_Ontairo
31003/92_USA
Peru|R1608|11|FLI-Ia
ULS/67

39AntarBR Brazil
Clustal Consensus

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
P I I I L O I I T e L I I I B T [P e Er e
ATGGGCTCCGGATCTTCTACCAAGATTCCGATACCTCTGATGCTGACCGTCCGGGTCGCACTGGCACTAAGTTGCGCCCGTCTGGCAAGCTCTCT TGATG
ATGGGCTCCGGATCTTCTACC! TCCGATACCTCTGATGCTGACCATCCGGGTCGCACTGGCACTARGTTGCGTCTGTCTGGCAAGCTCTCTTGATG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTGATGCTGACTGTTCGGGTCGCGCTGGCACTGTGTTGCGTCCGTCTGACARACTCCCTTGATG
ATGGACTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGTACCACTGATGCTGACTGT TCGGGTCGCGCTGGCACTGAGTTGCGTCCGTCTGACAAGCTCCCTTGATG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTCATGCTGACCGTCCGAGTCATGT TGGCACTGAGTTGCGTCTGTCCGACCAGCGCCCTTGATG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTTATGCTGACCGTCCGAGTCATGT TGGCACTGAGTTGCGTCTGTCCGACCAGCGCCCTTGATG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTGATGCTGACCGTCCGAATCATGT TGGCACTGAGTTGCGTCTGTCCGACCAGCTCCCTTGATG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTTATGCTGACCGTCCGAGTCATGT TGGCACTGAGTTGCGTCTGTCCGACCAGCGCCCTTGATG
ATGGGCTCCAGATCCTCTACCAAGATCTCAGTACCTCCGATGCTGACTGTCCAATT TGTGCTAGCACTGAGCTGCATCTGTCCGACCGGCTCTCTTGATG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTTATGCTGACCGTCCGAGTCATGT TGGCACTGAGTTGCGTCTGTCCGACCAGCGCCCTTGATG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTTATGCTGACCGTCCGAGTCATGT TGGCACTGAGTTGCGTCTGTCCGACCAGCGCCCTTGATG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTGATGCTGACCGTCCGGGTCGCGCTGGCAC TGCGTCTGTCCGACAAGCTCCCTTGATG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTGATGCTGACCGTCCGGGTCGCGCTGGCACTGAGTTGCGTCTGTCCGACARGCTCCCTTGATG

Kkkk Kkkk Kkkk Kkkkkkk KKK Kk KkkKk K KkkkkkEK Kk K * K okkkkk Kk kkk K kkk K K Kok kkkkkAK

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
R I R P ol [ e Rl I R I R R PR P (P I R |
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Figura 8. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas parciales del gen fusion del virus
Newcastle no virulento, genotipo 2.1, con el programa ClustalX. El tamaifio de las secuencias es de

373 nucledtidos; (*), indica sitio conservado en todas las secuencias analizadas.
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GCAGGCCTCTTGCAGCTGCAGGAATTGTGGT TACAGGAGACAAAGCCGTCAACATATACACCTCATCCCAGACAGGATCAATCATAGTTAAGCTCCTCCC
GCAGGCCTCTTGCAGCTGCAGGAATTGTGGT .GGAGACAAAGCAGTCAACATATACACCTCATCCCAGACAGGATCAATCATAGT TAAGCTCCTCCC
GCAGGCCTCTTGCAGCTGCAGGAATTGTGGT TACAGGAGACAAAGCCGTCAACATATACACCTCATCCCAGACAGGATCAATCATAGT TAAGCTCCTCCC
GCAGGCCTCTTGCAGCTGCAGGAATTGTGGT TACAGGAGACAAAGCCGTCAACATATACACCTCATCCCAGACAGGATCAATCATAGT TARGCTCCTCCC

HAK KK AKKE IR KK KRR E KR IRIIRERE KAARE KRR AR AR R RA IR RA IR KKK Kk Kok Kok ok ok ok ok ook ook ok ok ok ok ok

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
T L e N I P e e e |
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GAATCTGCCCAAAGATAAGGAGGCATGTGCGAAAGCCCCCTTGGATGCATACAACAGGACATTGACCACTTTGCTCACCCCCCTTGGTGACTCTATCCGT
GAATCTGCCCAAGGATAAGGAGGCATGTGCGAAAGCCCCCTTGGATGCATACAACAGGACATTGACCACTTTGCTCACCCCCCTTGGTGACTCTATCCGT
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Figura 9. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas parciales del gen fusion del virus

Newcastle no virulento, genotipo 2.II, con el programa ClustalX. El tamaiio de las

secuencias es de 373 nucleotidos; (¥), indica sitio conservado en todas las secuencias analizadas.
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ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCTAGTACCCCTGATACCGACCACTCGGATTATGCTGATACTAAGCTGTATCTGTCTGACAAGCTCCCTTGACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCTAGTACCCCTGGCGCTGATCACTCGGATTATGCTGATACTAAGCTGTATCTGTCTGACAAGCTCCCTTGACG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCCAATGCTGATCACTCGGATTATGCTAATATTGAGCTGTATCCGTCTGACAAGCTCTCTTGACG
ATGGGCCCCAGATCTTCTACAGGAGGGGATGATCCTCTCAAGCAGTGGAAGCGGATTATGCTGATATTGAGCTGTATCTGTCTGACAAGCTCCCTTGACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTAATGCTGATCACTCGGATTATGCTGATATTAAGCTGTATCTGTCTGACAAGCTCTCTTGACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGACCCCAGTACCCCTGATGCTGATCACTCGGATTATGCTGATATCAAGCTGCATCTATCTGACAAGCTCTCTTGACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTCAGCACCTCTGATGCTAATCACCCGGATTATGCTGATATT TGTATCCGTCTGACAAGCTCCCTTGATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTTAGTACCCTTGACACTGATCACTCGGATTGCATTGATACTAAGT TGTATCTGCCTGACAAGCTCTCTTGACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGAATTCCAGTACCCCTGAGTCTGATCACTAGGGCTATATTGATCTTGAGCTGTATCTGTCTGACAAGCTCCCTCGACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGACCCCAGTACCCCTGATGCTGATCACTCGGATTATGCTGATATCAAGCTGCATCTGTCTGACAAGCTCTCTTGACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTTAGTACCCTTGACACTGATCACTCGGAT TGCATTGATACTAAGCTGTATC TGCCTGACAAGCTCTATTGACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCT ‘CCTTGACACTGATCACTCGGATTGCATT TGCCTGACRAAGCTCTCTTGACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTTAGT. CCCTTGACACTGATCACTCGGATTGCATTGATACTAAGCTGTACCTGCCTGACAAGCTCTCTTGACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTTAGTACCCT TGACACTGATCACTCGGATTGCATT TGTATCTGCCTGACAAGCTCTCTTGACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTTAGTACCCTTGACACTGATCACTCGGATTGCATTGATACTAAGCTGTACCTGCCTGACAAGCTCTCTTGACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTTAGTACCCTTGACACTGATCACTCGGATTGCATTGATACTAAGCTGTATCTGCCTGACAAGCTCTCTTGACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCT ‘CCTTGACACTGATCACTCGGATTGCATT 'TAAGCTGTATCTGCCTGACAAGCTCTCTTGACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTTAGTACCCTTGACACTGATCACTCGGATTGCATTGATACTAAGT TGTATCTGCCTGACAAGCTCTCTTGACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTTAGTACCCTTGACACTGATCACTCGGATTGCATT TGTATCTGCCTGACAAGCTCTCTTGACG
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GCAGGTCTCTTGCAGCCGC. TAGTAACA( AGTCAACATATACACCTCATCTCAGACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTCCC

GCAGGCCTCTTGCAGCCGC. AGTCA. ACCTCATCTCAGACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTCCC
GCAGGCCCCTTGCAGCTGCAGGAATTGTAGTAACAGGAGATAAGGCAGTCAATGTATACACCTCGTCTCAGACAGGGACAATCATAGTCAAGTTGCTCCC

GCAGGCCTCTTGCAGCTGC. ACTTCGTCTCAGACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTCCC
GCAGGCCTCTTGCAGCTGC. GTAACA( AGGCAGTCAATATATACACCTCATCTCAGACGGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTCCC
GCAGGCCTCTTGCAGCTGC. GTAACA AGTCAACATATACACCTCGTCTCAGACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTACTCCC

GCAGGCCTCTTGCAGCTGCAGGA. AGTCAAT ACCTCGTCTCAGACGGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTCCC
GCAGGTCACTTGCAGCCGCAGGGATTATAGTAACAGGGGATAAGGCAATCAATATATACACCTCATCTCAGACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTCCC

GCAGACCTCTTGCAGCTGC. AGTCA. ACCTCATCTCAAACAGGGTCAATCATAGTCAAATTGCTCCC
GCAGGCTTTTTGCACCTGC. ACA AGGCAGTCAATATATACACTTCATCTCAGACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTCCC
GCAGATCACTTGCAGCCGC. TAGTAACA( AATCAATATATACACCTCATCTCAGACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTCCC
GCAGGTCACTTGCAGCCGC. AATCAAT ACCTCATCTCAGACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTCCC

GCAGGTCACTTGCAGCCGCAGGGATTATAGTAACAGGGGATAAGGCAATCAATATATACACCTCATCTCAGACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTCCC
GCAGGTCACTTGCAGCCGC. TAGTAAC! 'AATCA. ACCTCATCTCAGACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTCCC
GCAGGTCACTTGCAGCCGCAGGGATTATAGTAACAGGGGATAAGGCAATCAATATATACACCTCATCTCAGACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTCCC
GCAGATCACTTGCAGCCGC. TAGTAACA( AATCAATATATACACCTCATCTCAGACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTCCC
GCAGATCACTTGCAGCCGC. AATCA. ACCTCATCTCAGACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTCCC
GCAGGTCACTTGCAGCCGCAGGGATTATAGTAACAGGGGATAAGGCAATCAATATATACACCTCATCTCAGACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTCCC
GCAGGTCACTTGCAGCCGC. TAGTAAC! ACCTCATCTCAGACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTCCC
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GAATATGCCCAAGGATAAAGAGGCATGTGCAAAAGCCCCATTAGAGGCATACAACAGGACACTGACCACCTTGCTCGCTCCCCTTGGCGATTCCATCCGC
GAATATGCCCAAGGATAAAGAGGCATGTGCAAAAGCCCCATTAGAGGCATACAAC GAACACTGACCACCTTGCTCGCTCCTCTTGGCGATTCCATCCGC

GTGTGCAAAAACCCC GGCATATAACAGAACACTGACTACTTTGCTCACTCCTCTTGGCGACTCCATCCGC
GAATATGCCCAAGGATAAAGAGGCGTGTGCAAAAGCCCCATTAGAGGCATATAACAGAACACTGACTACTTTGCTCACTCCTCTTGGCGATTCCATCCGC
GAATATGCCCAAGGATAAAGAGGCGTGTGCAAAAGCCCCATTAGAGGCATATAACAGAACACTGACTACCTTGCTCACTCCCCTTGGCGATTCCATCCGC
GAATATGCCCAAGGATAAAGAGGCGTGTGCAAAAGCCCCATTAGAAGCATATAACAGAACACTGACTACCTTGCTCACTCCCCTTGGAGATTCCATCCGC
GAATATGCCCAGGGATAAGGAGGCGTGTGCGAAAGCCCCATTAGAGGCATATAACAGAACACTGACTACTTTGCTCACTCCTCTTGGCGACTCCATTCGC
GAATATGCCCAAGGATAAAGAGGCATGTGCAAGAGCCCCATTAGAGGCATACAACAGAACACTGACCTCCTTACTCAACCCCCTTGGCGATTCCATCCGC
GAATATGCCCAAGGATAAAGAGGCGTGTGCAAAAGCCCCATTAGAGGCATACAATAGAACACTGACCACT TTACTCACTCCCCTGGGCGATTCTATCCGT
GAATATGCCCAAGGATAAAGAGGCGTGTGCARAAGCCCCATTAGAGGCATACAACAGAACACTGACCACCTTGCTCACTCCCCTTGGTGAGTCTATCCGG
GAATATGCCCAAGGATAAAGAGGCATGTGCAAGAGCCCCATTAGAGGCATACAACAGAACACTGACCTCCTTACTCAACCCCCTTGGCGATTCTATCCGC
GAATATGCCCAAGGATARAGAGGCATGTGCAAGAGCCCCATTAGAGGCATACAACAGAACACTGACCTCCTTACTCAACCCCCTTGGCGATTCTATCCGC
GAATATGCCCAAGGATARAGAGGCATGTGCAAGAGCCCCATTAGAGGCATACAACAGAACACTGACCTCCTTACTCAACCCCCTTGGCGATTCTATCCGC
GAATATGCCCAAGGATAAAGAGGCATGTGCAAGAGCCCCATTAGAGGCATACAACAGAACACTGACCTCCTTACTCAACCCCCTTGGCGATTCCATCCGC
GAATATGCCCAAGGATAAAGAGGCATGTGCAAGGGCCCCATTAGAGGCATACAACAGAACACTGACCTCCTTACTCAACCCCCTTGGCGATTCTATCCGC
GAATATGCCCAAGGATAAAGAGGCATGTGCAAGAGCCCCATTAGAGGCATACAACAGAACACTGACCTCCTTACTCAACCCCCTTGGCGATTCTATCCGC
GAATATGCCCAAGGATAAAGAGGCATGTGCAAGAGCCCCATTAGAGGCATACAACAGAACACTGACCTCCTTACTCAACCCCCTTGGCGATTCTATCCGC
GAATATGCCCAAGGATARAGAGGCATGTGCAAGAGCCCCATTAGAGGCATACAACAGAACACTGACCTCCTTACTCAACCCCCTTGGCGATTCCATCCGC
GAATATGCCCAAGGATARAGAGGCATGTGCAAGAGCCCCATTAGAGGCATACAACAGAACACTGACCTCCTTACTCAACCCCCTTGGCGATTCCATCCGC
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Figura 10. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas parciales del gen fusion, del

virus Newcastle virulento genotipo 2.VII, con el programa ClustalX; (*), indica sitio

conservado en todas las secuencias analizadas.
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Figura 11. Arbol filogenético de Maximun Likelihood (ML), Maximun Parsimony (MP)

y Neighbor Joining (NJ), mostrando las clases 1 y 2. Construido por comparacién de las
secuencias nucleotidicas parciales de los genes F de los Virus Newcastle, aislados en Peri.
Escala de 0.05 substituciones por nucleétido. Valor de bootstrap de 100 replicaciones para ML

y 1000 replicaciones para MP y NJ.
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V. DISCUSION

Actualmente, la enfermedad de Newcastle es una de las enfermedades virales
altamente contagiosas que afectan a mds de 250 especies de aves y causan grandes
pérdidas econdmicas en la industria avicola en todo el mundo (Alexander et al.,
1997).

La deteccion del agente viral ENC por técnicas convencionales de diagndstico
logran una limitada caracterizacion viral y brindan escasa informacion para estudios
epidemioldgicos (Alexander, 2003a).

Los métodos moleculares basados en RT-PCR, permiten determinar la virulencia
de una cepa, son utilizados como métodos de rutina para el diagndstico en muchos
laboratorios de paises desarrollados, ya que han demostrado tener sensibilidad igual
o mayor al aislamiento viral convencional (Brown et al, 2003; Hung et al, 2004).

La prueba RT-PCR convencional y REA detectaron 11 cepas ENC virulentas y 2
no virulentos, sin embargo 5 de las cepas virulentas por PCR- REA fueron tipificadas
como lentogénicas por PCR tiempo real y secuenciamiento. Las desventajas, como
sucede con los cebadores primarios destinados a identificar el patotipo, son debido a
que los vVENC muestran variaciones considerables en el lugar de division y es poco
probable que las pruebas disefiadas reconozcan a todos los VENC (Alexander 2003a).
Las pruebas de RT-PCR tiempo real, secuenciamiento de nucleétidos y la secuencia
aminoacidica de la proteina fusién, en cambio, vienen siendo utilizadas para
determinar la virulencia de aislamientos y su filogenia (Marin et al, 1996; Seal 2004
y 2005; OIE 2006).

Las pruebas de RT-PCR tiempo real usando como blanco el gen M, son
utilizadas como pruebas tamiz a partir de hisopados, 6rganos y fluidos alantoideos.
La prueba gen M utiliza cebadores y sondas que fueron disefiadas para detectar el

gen matriz del vENC altamente conservado, pero no determina el patotipo (Kim et

al, 2007a).
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La prueba de PCR tiempo real gen matriz permiti6é detectar la presencia del virus
de la enfermedad de Newcastle en 13 muestras de aves de pelea, traspatio y granjas
avicolas comerciales.

La prueba de PCR tiempo real gen fusiéon detecté 6/13 muestras positivas a
VENC virulento de aves de traspatio y pelea. Las 7/13 muestras que fueron negativas
a PCR gen fusién se confirmaron de baja virulencia o lentogénicas mediante
secuenciamiento.

Para determinar la virulencia de los aislamientos se amplificé y secuencié la
principal region funcional del gen de la proteina de fusion y se realiz6 el analisis
filogenético para determinar el patotipo. La secuencia del lugar de division de la
proteina de fusion de todos los aislamientos virulentos provenientes de Tacna,
Ayacucho, Ancash, Cajamarca y La Libertad presentaron la secuencia ;;3R-Q-K-R-
F117 con aminodcidos bésicos entre las posiciones 113 al 116 y una fenilalanina en la
posicion 117 lo cual es caracteristico de los aislamientos virulentos velogénicos
(Figura 6 y Cuadro 8).

Por otro lado, los aislamientos virulentos de Peru se agruparon en el genotipo VII
y en particular, poseen mayor similitud con los virus Newcastle virulentos aislados
en 1992 y 2008 en Pert y el de Malasia. El genotipo VII aparecié después de 1960,
contiene solo virus virulentos y es el genotipo mds frecuentemente asociado con
brotes de ENC en todo el mundo, principalmente en Africa, Asia y Medio Oriente
(Miller et al, 2010b, Miller et al, 2009, Susta et al, 2010). Este genotipo es motivo
de vigilancia permanente debido a que algunas cepas han mostrado un incremento de
la virulencia en aves de granja, mientras que otros han ampliado su rango de
hospederos y ahora son capaces de producir enfermedad en gansos (Liu et al, 2003,
Huang et al, 2004). Ademds, el primer reporte de un virus genotipo VII
recientemente aislado en aves de granja en Sudamérica indica que este genotipo esta
diseminandose a otras partes del mundo (Perozo et al., 2010).

Los virus ENC virulentos de Perd, genotipo VII, difieren con los aislados
virulentos clase II, genotipo V, circulantes en México entre los afios 1998 y 2006,
con una relacién epidemioldgica cercana con los virus responsables de los brotes de
ENC reportados en los Estados Unidos (Perozo et al, 2008). El genotipo V apareci6
en 1970 y son frecuentemente aislados de Sudamérica y Centroamérica de aves de

corral y en Norteamérica en gaviotas y cormoranes (Rue et al, 2010).
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En Sudamérica, se han realizado pocos estudios de ENC, entre ellos un estudio
de epidemiologia molecular y filogenia en pollos publicado en Argentina, donde
encontraron un solo tipo de virus identificado como VENC lentogénico (Berinstein et
al, 1999) y un estudio de caracterizacion molecular del VENC en aves silvestres en
Chile donde aislaron un VENC mesogénico perteneciente al genotipo V (Moreno et
al, 2009). Recientemente, un estudio de caracterizacion molecular y filogenia en aves
de Venezuela demostraron la presencia de un virus ENC virulento, perteneciente a la
clase II, genotipo VII, un genotipo frecuentemente de Asia y Africa (Perozo et al,
2012).

Las cepas de baja virulencia de Ucayali, Piura y Arequipa presentaron
aminodcidos bdsicos en la proteina F, en las posiciones 113 al 116; y una leucina en
la posicion 117, lo cual es caracteristico del virus ENC lentogénico. Ademads se
agruparon en el genotipo I los aislados de Ucayali y Arequipa; y genotipo 1I de
Ucayali, Piura y Arequipa, presentando mayor similitud con los aislados de EEUU
para ambos genotipos. Los genotipos I y II son virus de baja virulencia aislados
cominmente de aves domésticas y silvestres. Las cepas del genotipo II han sido
utilizadas como vacunas vivas contra el virus ENC por mas de 40 anos y hay pruebas
de que antes de la década de 1970, el genotipo II fue predominante en Norteamérica
(Czegledi et al, 2002; Czegledi et al, 2006; Huovilainen et al, 2001; Jorgensen et al,
1999; King and Seal 1997; Locke et al, 2000; Marin et al, 1996; Miller et al, 2010b;
Rosenberger et al, 1975; Seal et al, 2005; Takakuwa et al, 1998).

De acuerdo a los estudios de epidemiologia molecular de Aldous (2003), las
cepas virales R1608, R1609, R1610 de Ucayali y R1615 de Arequipa se agrupan en
el linaje 1. Los virus del linaje 1 son aislados frecuentemente de aves silvestres
acudticas distribuidas en todo el mundo. Los virus R1619 de Arequipa, R1613 de
Piura y R1611 de Ucayali, se agrupan en el linaje 2 y son virus que se originaron
principalmente en Norteamérica y son utilizados como vacunas vivas en todo el
mundo, principalmente cepas B1/47 y La Sota/47 (Aldous et al, 2003). Los virus de
Ayacucho (R1612), Ancash ((R1603), Tacna (R1601), Cajamarca (R1604 y 1605) y
La Libertad ((R1606) se agrupan en el linaje 5. Este linaje forma a la vez 5 sublinajes
y es particularmente heterogéneo pues provienen de aislamientos de origen Europeo,
Asiatico, Sudafricano y Americano (Aldous et al, 2003).

En el Peru, generalmente se han realizado estudios sobre prevalencia de

anticuerpos contra Paramyxovirus aviar tipo I (PMVA-1) en pavos de crianza
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familiar en varias provincias de Lima, donde detectaron anticuerpos contra PMV A-
len 38/388 muestras, determinando una prevalencia de 8,2 +/- 2,7 % (Santa Cruz
2010). Estos resultados son similares a los reportados en Lima el 2001, en donde se
encontré una prevalencia de 9,9 +/- 3,2% en aves de crianza no tecnificada tales
como los de rifia y crianza casera; y 1,8 +/- 1,3% en aves de crianza tecnificada como
pollos de carne, ponedoras comerciales y reproductoras (Ferrer, 2005). Asimismo se
han realizado monitoreos en aves silvestres para la deteccién del virus ENC; asi, en
el 2006 se logré aislar el paramyxovirus aviar tipo I en 3/297 muestras de aves
silvestres, reportando una prevalencia de 1,32% donde sugieren que es producido por
cepas VENC de tipo lentogénico (Ghersi 2011).

En un estudio realizado en 860 aves silvestres en Lima, no se detectd anticuerpos
contra el virus ENC, aun cuando no se encontré evidencia serolégica de infeccion; si
se aislé el virus ENC en 3/298 muestras de heces procedentes de aves silvestres
costeras, sugiriendo ser un virus de baja patogenicidad (Icochea 2007).

En Pert se han reportado brotes principalmente en aves de pelea y traspatio
producido por cepas de NC altamente virulentas, con tasas de morbilidad y
mortalidad hasta 96,88% y tasa de letalidad hasta 100% (OIE, 2008). Tales
indicadores han sido descritos por virus altamente virulentas del genotipo VII que
circulan en Africa, Asia y Medio Oriente (Susta, 2010).

En el pais, dentro del grupo de aves de crianza no tecnificada, las aves de rifia
representan el mayor grupo de riesgo para la diseminacion de la enfermedad por su
constante movilizacion, contacto con otras aves en coliseos, practica de intercambio
entre criadores y por falta de vacunacidon o presentar una inadecuada inmunizacion,
deficiente a nula bioseguridad, animales de diferentes edades; y crianza de diferentes
especies. Por ello, probablemente estas aves de pelea son no solo el principal
reservorio, sino también el principal diseminador del virus (Icochea, 2007).

Este trabajo sugiere que los virus ENC virulentos de Pert aislados entre 2009 y
2011 de aves de traspatio y pelea han estado circulando aproximadamente 20 afios,
pues estos aislados presentan 98% similitud de secuencia con la cepa APECK92173
aislado en Perud en 1992 (Figura 10).

Todos los aislamientos del virus ENC virulentos en el pafs, proceden
principalmente de aves de traspatio y pelea, lo cual representa una constante
amenaza para las industria avicola, siendo necesario mantener estrictas medidas de

bioseguridad y programas de vacunacion, tanto en la industria avicola como en aves
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de traspatio y pelea. Asimismo, es necesario tomar medidas oportunas de prevencidon
y control de la enfermedad.

A pesar del gran potencial de los datos de las secuencias evaluadas en las

investigaciones epizootioldgicas, la informacion de la distribucion geografica de los
genotipos epizodticos es extremadamente escasa e inadecuada para elaborar un
estudio epidemioldgico (Lomniczi et al, 1998).
La caracterizacion constante de cepas que circulan en Perd permitird evaluar alguna
variacién eventual en cuanto a la patogenicidad para las aves domésticas y asi
evaluar los cambios en campo, anticiparnos a nuevos brotes y desarrollar medidas
adecuadas de prevencion y control.

La evaluacion de la evolucion de los virus de Perd y otros paises vecinos
ayudard en los esfuerzos de vigilancia y deteccion temprana del virus ENC de alta
patogenicidad, sin embargo, debido a la escasa informacion sobre estudios de la ENC
en los paises de la regién dificulta y limita los andlisis que entreguen antecedentes
del origen y evolucion del virus en poblaciones aviares de la region.

El presente estudio constituye la base para seguir estudios epidemiolégicos
del virus ENC utilizando técnicas de biologia molecular y bioinformatica. Este tipo
de estudios permitirdin tomar medidas oportunas y una mejor vigilancia

epidemioldgica.
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1.

VI.CONCLUSIONES

Las cepas del virus ENC detectadas por RT-PCR provienen de Ayacucho,
Ancash, Arequipa, Cajamarca, La Libertad, Piura, Tacna y Ucayali.

Todos los virus ENC de Pert pertenecen a la clase II y a los genotipos I,
Il y VII. Los virus ENC virulentos pertenecen al genotipo VII y las cepas

de baja virulencia corresponden al genotipo I y II.

Todos los aislamientos del virus ENC virulentos del pais proceden de
aves de traspatio y rifia y los de baja virulencia proceden de aves de

traspatio y granjas comerciales.
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ANEXO 1. RELACION DE MUESTRAS DE TEJIDOS Y FLUIDOS PARA

DIAGNOSTICO DE VENC
Coédigo Afio de Tipo de
Muestra Tipo de muestra Aislamiento Procedencia explotacion
R1601 Traquea, pulmon, fluido pelea
alantoideo 2009 Tacna
Traquea, Fluido
R1602 [alantoideo 2009 Ayacucho pelea
proventriculo, fluido
R1603 [alantoideo 2009 Ancash pelea
Tonsilas cecales, Fluido
R1604 |alantoideo 2010 Cajamarca | traspatio
Proventriculo, fluido
R1605 [alantoideo 2010 Cajamarca |pelea
Pulmén, Fluido
R1606 [alantoideo 2010 La Libertad |pelea
Hisopado traqueal,
R1608 | Fluido alantoideo 2010 Ucayali traspatio
Hisopado traqueal,
R1609 |Fluido alantoideo 2010 Ucayali traspatio
Hisopado traqueal,
R1610 |Fluido alantoideo 2010 Ucayali traspatio
Hisopado traqueal,
R1611 |Fluido alantoideo 2010 Ucayali traspatio
Hisopado traqueal,
R1613 |fluido alantoideo 2011 Piura traspatio
Pulmén, Fluido granja
R1615 |alantoideo 2011 Arequipa comercial
Traquea, fluido granja
R1619 |alantoideo 2011 Arequipa comercial
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ANEXO 2: PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ARN DE MUESTRAS DE

10.

11.

12.

TEJIDOS
(RNeasy Mini Kit, QIAGEN)
Colocar hasta 20 mg del tejido y/u 6rgano en un tubo de micro centrifuga.

Agregar 350 pL de Buffer RLT y 3.5 puL de 2-Mercaptoetanol, asegurdandose
de que el tejido este completamente inmerso en el buffer, y desintegrar el
tejido con ayuda de una varilla homogenizadora. Homogenizar en vortex
durante 30 seg.

Centrifugar la mezcla a 14 000 rpm durante 1 minuto y luego transferir el
sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga.

Agregar 350 pL de etanol 70% y mezclar por pipeteo.

Transferir hasta 700 pL de la muestra, incluyendo algiin precipitado que
pueda haberse formado, a una columna spin y centrifugar a 10 000 rpm
durante 15 segundos. Descartar el contenido del tubo y reusar el tubo de
coleccidn.

Agregar 700 pL de Buffer RW1a la columna spin y centrifugar a 10 000 rpm
durante 15 segundos. Descartar el contenido del tubo y reusar el tubo de
coleccidn.

Agregar 500 pL de Buffer RPE a la columna spin y centrifugar a 10 000 rpm
durante 15 segundos. Descartar el contenido del tubo y reusar el tubo de
coleccion.

Agregar 500 pL de Buffer RPE a la columna spin y centrifugar a 10 000 rpm
durante 2 minutos.

Opcional: Descartar el tubo de coleccion y colocar la columna spin en uno
nuevo tubo de coleccion (proveido en el kit). Centrifugar a 14 000 rpm
durante 1 minuto.

Descartar el tubo de coleccion y colocar la columna spin en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL (proveido en el kit).

Agregar 30-50 pL. de Agua PCR libre de RNasa directamente a la membrana
de la columna spin. Centrifugar a 10 000 rpm durante 1 minuto para eluir el
ARN.

Eliminar la columna spin y almacenar el ARN colectado a -20°C.
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ANEXO 3: PROTOCOLO DE E),(TRACCI()N DE ARN DE MUESTRAS
LIQUIDAS

(QIAamp Viral RNA Mini Kit -QIAGEN)

1. Agregar 560 pL de Buffer AVL y 5.6 uL (Carrier RNA+ AVE) a un tubo de

microcentrifuga de 1.5 mL.

2. Agregar 140 pL de plasma, suero, sobrenadante de cultivo de células 6 fluido

corporal libre de células al tubo microcentrifuga conteniendo los bufferes.

3. Mezclar en vortex durante 15 seg e incubar a temperatura ambiente durante

10 minutos.

4. Agregar 500 pL de etanol (96-100%) a la muestra y mezclar con vortex

durante 15 seg.

5. Transferir 630 pL de lisado a la columna spin y centrifugar a 8§ 000 rpm
durante 1 minuto. Descartar el tubo de coleccién y colocar la columna spin en

uno nuevo proveido en el kit.

6. Repetir paso 5.

7. Agregar 500 uL de Buffer AW1 a la columna spin y centrifugar a 8 000 rpm
durante 1 minuto. Descartar el tubo de coleccién y colocar la columna spin en

uno nuevo proveido en el Kit.

8. Agregar 500 pL de Buffer AW2 a la columna y centrifugar a méaxima

velocidad (14 000 rpm) durante 3 minutos.

9. Opcional: Descartar el tubo de colecciéon y colocar la columna spin en uno
nuevo tubo de coleccion (proveido en el kit). Centrifugar a 14 000 rpm

durante 1 minuto.

10. Descartar el tubo de coleccién y colocar la columna spin en un tubo
microcentrifuga de 1.5 mL (No proveido en el kit).

de

11. Agregar 30 uL de Buffer AVE a la columna spin, incubar durante 1 minuto a

temperatura de ambiente y centrifugar a 8 000 rpm durante 1 minuto.

12. Repetir paso 11.

13. Eliminar la columna spin y almacenar el ARN colectado entre -20° C y -70°

C.
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