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RESUMEN

Las pruebas seroldgicas de Inhibicion de la Hentigicion (HI) y la Prueba de
Inmunoensayo con enzimas asociadas (ELISA) soragsaidinariamente para la deteccién
de anticuerpos contra el virus de la Enfermedadlelecastle (vENC). El antigeno de la
prueba de HI puede ser una cepa de tropismo rampirap de tropismo entérico. En el
presente estudio fue analizada la concordancia ¢sdrdos pruebas de HI y la prueba de
ELISA. Con tal fin fueron analizados los resultadesologicos obtenidos en 196 sueros
colectados en pollos de engorde de 26 y 42 didss gndespués de ser desafiados con una
cepa velogénica viscerotropica del virus de la raeméelad de Newcastle. Los anticuerpos
detectados por ambas pruebas fueron agrupados aro cescalas segun su nivel de
deteccion (negativo, bajo, medio y alto) para grstmente ser analizados por la prueba
estadistica de Kappa de Cohen. Se analizé la atexccia entre las dos pruebas de HI con
antigeno respiratorio o entérico y, entre cada dmastos ultimas (HI respiratoria y HI
entérica) con la prueba de ELISA. Se determindlgw®ncordancia entre las prueba de HI
y ELISA, tanto usando antigeno entérico como antigeespiratorio fue muy pobre,
mientras que la concordancia entre las dos prudbadl (con antigeno respiratorio o

entérico) fue moderada.

Palabras claveswvirus de la enfermedad de Newcastle (ENC), ELIBA,indice de kappa,

concordancia.



ABSTRACT

Hemagglutination Inhibition (IH) and Enzyme-linkednmunosorbent Assay (ELISA)
Serological tests are routinely used for antibodietection against the virus of Newcastle
disease (NDV). Antigen for IH test may be a sti@fimespiratory tropism or enteric tropism.
This study analyzed the concordance between trenHIELISA tests. For this purpose, the
serological results obtained on 196 sera colleatelroilers of 26 and 42 days old were
analyzed, before and after being challenged witlvebbgenic viscerotropic strain of
newcastle disease virus. The antibodies detectdabtiytests were grouped into four scales
according to their detection level (negative, lawedium and high) in order to later be
analyzed by the Kappa Cohen statistic test. Comcma between the two tests of IH with
respiratory or enteric antigen was analyzed, andcaaance between each these (IH
respiratory and IH enteric) with the ELISA test wasalyzed. It was found that the
concordance between IH test and ELISA, using baotbre antigen and respiratory antigen
was very poor, while the concordance between the It tests (respiratory or enteric

antigen) was moderate.

Keywords: virus Newcastle disease (NDV), ELISA, HI, kappder, concordance
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l.- INTRODUCCION

La Enfermedad de Newcastle (ENC), es una de lagrertlades que afecta a la avicultura
comercial a nivel mundial. La naturaleza y magnitledla enfermedad varia entre paises (King,
1999); sin embargo, continua siendo una de lacipafes entidades patoldgicas mas importantes
debido a su elevada morbilidad y mortalidad, ocesido numerosas pérdidas econémicas en la

industria avicola (Aldoust al.,2008).

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE)antlada anteriormente Oficina
Internacional de Epizootias, establece a la ENCocono de los mayores riesgos para el intercambio
comercial internacional de aves y productos deear@yiar, incluyéndola dentro de la lista Unica de

enfermedades notificables (Millet al.2012).

En el Perd, entre los afios 1987 y 1992 la ENC peesentaba mayor problema para la
avicultura; pero a partir de 1994 empezaron a &rsei casos violentos de la enfermedad. Estos
casos comprometieron planteles de aves comerciades, principalmente afectaron a numerosos

criadores de aves de pelea que no usaban la vagumraotra la ENC (Chang, 1998).



La ENC es prevalente en el Perq, principalmentenas de rifia y de traspatio. Se ha
reportado el aislamiento de Paramixovirus Aviaenlaves silvestres con una prevalencia muy baja
y con cepas de tipo lentogénicas, considerandsiss aislamientos como de riesgo minimo para las

aves domésticas (Ventocika al, 2011).

En los Ultimos afios, las estadisticas de los ditgé del Laboratorio de Patologia Aviar
de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Ursidad Nacional Mayor de San Marcos y los
reportes del Servicio Nacional de Sanidad AgraBENASA), indican la presencia del virus en
nuestro pais, tal como se informo sobre brotes dmiermedad ocurridos en el mes de septiembre
del presente afio, donde se confirmé la presenaihie casos distribuidos en los departamentos de
Lima (06 casos) y Ancash (02 casos), todos repastash aves de pelea en predios de traspatio
(zonas interiores, que suele encontrarse al fondetrés del patio principal de las casas en zonas
rurales o en azoteas de la ciudad). En la actuhfidase tiene ningln reporte o confirmacion en aves

de granjas comerciales a nivel nacional (SENASA420

La serologia es usada con dos fines, para evauaroteccion vacunal de las aves contra
este agente y, como medio de diagnostico de reipsgpas patdégenas de campo. Las pruebas
seroldgicas mas comunmente usadas son: la preeBhI8A y la prueba de HI, sin embargo como
las vacunas vivas pueden contener antigenos goisrro entérico o respiratorio, se ha sefialado que
la respuesta humoral a las vacunaciones por la&basude HI, puede variar en funcion del tipo de
antigeno usado como vacuna. De otro lado exisfenedies escenarios de evaluacion de respuesta
serolégica: Aves vacunadas y no desafiadas o eammadas y desafiadas con un virus patégeno

velogénico viscerotropico de la enfermedad.

Actualmente la interpretacion de los resultadosresdiza solo teniendo en cuenta el

programa de vacunacion de las aves, sin consilderaosibles variaciones indicadas, por lo que es



necesario conocer si la respuesta inmune para H& eaando se usan antigenos con diferente
tropismo o, si existe concordancia entre los radok de los dos tipos de pruebas HI y ELISA en los
escenarios indicados. Por lo tanto el objetivo ai@resente tesis fue determinar la concordancia
entre las dos pruebas de HI con antigeno respoatogntérico y, entre cada una de estos Ultimas
(HI respiratoria y HI entérica) con la prueba dd$4, lo que permitira establecer parametros de
interpretacion de resultados a dichas pruebas &antoonitoreos o luego de la exposicion a vacunas

y desafios experimentales o de campo.



Il.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

2.1.1 Historia

En el afio 1926 en Java, Indonesia se registramprimeros brotes de una enfermedad que
afectaba a las aves de corral, ocasionando nunsepdseidas por la alta morbilidad y mortalidad
que presentaba. En otofio de ese mismo afio un trargporta la enfermedad hasta la ciudad de
Inglaterra. Es asi que se propaga a lo largo dedta norte de Inglaterra, alrededor de la locdlida
de Newcastle, de donde toma el nombre de Enferméelddewcastle (EN) por el condado donde
inicialmente incidi6 (Doyle, 1927). La EN ha siddarmada en numerosos paises y regiones de
todos los continentes, sin embargo, se reportamated de cuadros compatibles con dicha

enfermedad, previos a 1926 (Suarez, 2013).

Se considera que se han presentado cuatro o masogtias de la ENC (Abolnilet al.,
2004). La primera, abarco desde el brote inicial @26 hasta cerca de los afios 60, y se origind en e

sudeste asiatico con unalenta diseminacidiafiacopa. La segunda, a diferencia de la primera



tuvo una rapida diseminacion y comenzé a finalesaltos 60 hasta el afio 1973. La difusi6n mas
réapida de la enfermedad en estos afios estuvo ricfada por el mayor desarrollo de la industria
avicola, con un considerable aumento en el comentémnacional. El virus responsable de esta
panzootia estuvo asociado con la importacion dégdas (Walkeet al., 1973), la cual provoco el

desarrollo de vacunas y medidas para la protecdéa industria avicola, entre las cuales se
incluian nuevas regulaciones para la importacioaws exoticas. La tercera panzootia se inicio a
finales de los afios 70 en el medio Oriente. Lacspme ave inicialmente afectada fue la paloma
doméstica, que no habia sido considerada impor&éanta epizootiologia de la enfermedad, lo que
posibilité una rapida diseminacion de la ENC a [paryg otras partes del mundo debido al contacto
entre aves de competencia y ornamentales y alopraercio internacional con tales aves (Alexander
et al., 2012). La diseminacion de la enfermedad a losopgdrodujo en Europa numerosos brotes
como resultado de la comida contaminada por heegsatbmas infectadas. En la actualidad, se
reconoce que la enfermedad se mantiene contrgbeda,de forma enzodtica en esta especie, en

muchos de los paises afectados (Barbezangk, 2003).

Desde finales del afio 1996 hasta la actualidduasepresentado numerosos brotes de la
enfermedad en diversas partes del mundo, que segios autores (Abolnilet al, 2004; FAO,
2004), constituyen elementos suficientes para guessconsidere la cuarta panzootia de la ENC, la
cual afecta ademas de muchos paises, a Austraigagpe era libre de la enfermedad desde los afios

1930-1932 (Westbury, 2001).

El virus de la Enfermedad de Newcastle (VENC) fistado por primera vez en 1926 y por
30 afios permanecié como el Unico Paramixovirug &Risl\VVA) reconocido. Sin embargo, desde los
primeros afios de la década de los 70s se realilanomerables aislamientos de Paramixovirus

serolégicamente diferentes al VENC, a partir deeisg aviares (Alexandet al.,2012).



La ENC representa el mayor impedimento penaroduccion de pollos en paises en vias de
desarrollo. No solo los paises con industrias #scdesarrolladas experimentan grandes pérdidas
por brotes, medidas de control, vacunaciones, ertoes, también paises libres de la enfermedad
invierten en analisis y pruebas para mantener tatussadecuado para la comercializacion. En los
paises donde la ENC es endémica, representa untanfgfactor limitante en el desarrollo de la

produccion avicola comercial (SENASA Arg, 2004).

Debido a su importancia en el mercado avicola niatgonal por los brotes que pueden
afectar el comercio, la Oficina Internacional ddazBptias cambio la definicién de la enfermedad
gue ahora incluye en su reporte infecciones paisuile moderada y de alta virulencia, mientras que

la definicion anterior solo incluia las infeccisn@or cepas altamente patégenas (OIE, 2012).

2.1.2 Definicién

La enfermedad causada por este virus, tomo tenmendd el nombre de “Enfermedad de
Newcastle”, debido al lugar donde se reporté pongra vez la enfermedad en su forma clinica. La
ENC ha sido llamada también seudopeste aviar, ptagh aviar, distemper aviar y
neumoencefalitis, y es reconocida mundialmente ctan®Primera Plaga de los Pollos” (Doyle,
1927; Milleret al.,2012). La enfermedad continda siendo llamada E\Cembargo, en los ultimos
afios se le conoce también por el nombre de ParamizoAviar serotipo 1 (PMVA-1) por el

serotipo que la ocasiona (Alexanéeml.,2012).

La ENC velogénica viscerotrépica también es corecion el nombre de Enfermedad de
Newcastle Exdtica. Aunque otros autores consider&&rmino ENC exdtica a la ocasionada por una

cepa que no es endémica al pais 0 a la zona ee targldo detectada (Wiseal, 2004).



En la actualidad la OIE define a la ENC como l@aafén de aves causada por un PMVA-1

si cumple uno de los siguientes criterios de vircilg:

a. El virus tiene un indice de Patogenicidad Intraeedr(ICPI, por sus siglas en inglés) en

pollos de 1 dia de eda@4&llus gallug de 0.7 o superior.

b. Se han demostrado en el virus mdultiples aminoacitdsicos (o directamente o por
deduccidn) en el extremo C-terminal de la protéifay fenilalanina en el residuo 117, la
cual esta en el extremo N-terminal de la proteiha B término “multiples aminoacidos
bésicos” se refiere a que existen al menos tradues de arginina o lisina entre las
posiciones 113 y 116. La imposibilidad de demosttanodelo caracteristico de residuos de
aminoacidos como se ha descrito anteriormente eri&tu la caracterizacion del virus
aislado mediante una prueba de ICPI.

En esta definicién, los residuos de aminoacidasuseeran desde el extremo N-terminal de
la secuencia de amino&cidos deducida a partir dedaencia de nucleédtidos del gen FO donde las

posiciones 113 a 116 corresponden a las posicidreesl a partir del punto de escisiéon (OIE, 2012).

2.1.3 Etiologia

El VENC se ubica dentro del género Avulavirus soiifia Paramixovirinae, familia
Paramyxoviridae, orden Mononegavirales (ICTV, 201R)isten 11 serotipos de paramixovirus
aviar (PMVA-1 a PMVA-11), los cuales fueron agrupsdobre las bases de su afinidad antigénica

por la prueba de Hl, perteneciendo el VENC al gaydt (Briandet al.,2012; Milleret al, 2010).

Las cepas de PMVA-1 se clasifican en tres patotipesdos en su virulencia en pollos. Las
cepas lentogénicas son las menos virulentas, lasgéricas son moderadamente virulentas, y las

velogénicas son las méas virulentas. La niayde las cepas se agrupan en los extrefeos



virulencia y son o lentogénicas o velogénicas. Liogs velogénicos se pueden subdividir en una
forma neurotrdpica, que esta tipicamente asociadasignos respiratorios y neurolégicos y en una
viscerotrépica asociada con lesiones intestinaesonragicas. Estas formas clinicas se superponen y
rara vez son evidentes, incluso en pollos libresi@atégeno especifico (SPF) (Alexandeml.,

2012).

2.1.3.1 Clasificacion de Cepas

Todas las cepas de la ENC pertenecen a un mismabpgsepor no presentar variabilidad
antigénica. Sin embargo, si presentan variabilidadsu patogenicidad y son clasificadas como
consecuencia, de acuerdo a las formas clinicas eleférmedad (Absalagt al.,2012; Ahmeckt al.,

2007 Abolnik et al.,2004):

a. Virus Velogénico Viscerotropico Es una forma muy patdgena en la que se observan
frecuentemente lesiones intestinales hemorragicas;
b. Virus Velogénico NeurotropicoSe presenta con mortalidad elevada, habitualnussigués

de signos respiratorios y nerviosos;

c. Virus Mesogénico Se presenta con signos respiratorios y signosasay ocasionales pero
con baja mortalidad;

d. Virus Lentogénico o respiratorip Se presenta con una infeccion respiratoria leve o
subclinica;

e. Entérico Asintomatico:Normalmente consiste en una infeccion entéricaliiba.

Los signos clinicos de la enfermedad clinica varfgliamente en pollos y el diagndstico
puede complicarse posteriormente por respuestamedibs a la infeccion en los distintos
hospedadores, los signos clinicos por si solosomofigbles para el diagnostico de la ENC. Sin
embargo, los signos clinicos y las lesiones asasiadn los patotipos virulentos proporcionan una

fuerte sospecha de enfermedad (OIE, 2012).



2.1.4 Estructura y morfologia

Los Paramixovirus Avirares son virus ARN con geaate hebra simple, no segmentado,
de sentido negativo. Las particulas virales sotabges pleomorficas, generalmente son redondeadas
y miden entre 100 — 500nm de diametro, aunque seégouencontrar en forma filamentosas de
aproximadamente 100 nm de ancho y de longitudeables (Mastet al., 2009). Al microscopio
electrénico, se puede observar la cipside en fdemespina de pescado de aproximadamente 18 nm
de ancho y un grado de inclinacién de 5 nm, y temetria helicoidal. En la cubierta de la pargcul
del virus se observa proyecciones de alrededor den8le extension, las cuales son llamadas
glicoproteinas de superficie. Estas, son dos glatefnas de superficie la Hemaglutinina-
Neuraminidasa (proteina HN) y la proteina de fuginhelicoidal (Mastet al., 2009). El virus
posee una envoltura lipidica, que representa el @8Pfpeso total del virus, lo cual hace que sea
inactivado rdpidamente por solventes organicos enteg con actividad de superficie y los
carbohidratos representan el 6% del peso total wiels. La molécula de ARN tiene
aproximadamente 15 186 nucledtidos. Al igual que demas paramixovirus el orden de las

proteinas en el genoma viral es el siguiente: 3PN-F-HN-L ‘5 (Lambet al.,2007).

El genoma del VENC codifica 6 proteinas estructardl€TV, 2012). De estas, las

principales se detallan a continuacion:

a. Proteina L: RNA polimerasa asociada directamente a la nugesidd del virus.
b. Proteina HN: Responsable de la actividad hemaglutinina y neuirddasa.

c. Proteina F: Conocida como proteina de fusion.

d. Proteina N:Proteina de nucleocapside.

e. Proteina P:Proteina fosforilada, también asociada a la nuéleside.

f. Proteina M: Proteina matriz.



2.1.5 Actividades Biologicas

a. Actividad HemoaglutinantelLa habilidad del vVENC y de otros paramixovirus 2slé
aglutinar a los globulos rojos, debido a la uni@ ld proteina de superficie viral
Hemaglutinina — Neuroaminidasa (HN) con los receystale los glébulos rojos. Esta
cualidad es empleada para el diagnéstico de lareatiad (Itcet al.,1999).

b. Actividad NeuroaminidasaHabilidad de eludir gradualmente los eritrocitokiigados

dados por la otra porcidn de la proteina HN (Latal., 2007).

c. Fusion celular y Hemolisis La proteina F es la responsable de la adhesiora de |
membrana viral a la membrana de la célula huéspeahtk el ciclo de replicacion viral.
Dada la rigidez de la membrana del eritrocito del, @sta fusion generalmente resulta

en una lisis celular o hemolisis (Larabal., 2007).

Figura 1. (a) Representacién esquemética deractsta del vVENC. (b) Organizacién del genoma
viral. (c) Ciclo de replicacion del VENC. FuentdEZA, 2013.



2.1.6 Replicacion Viral

La entrada del virus es posiblemente dependienteotksterol y esto puede ocurrir a través
del proceso de endocitosis (Martetsal.,2012). La replicacion del virus se inicia cuanatoteina
HN del virus se une al receptor de la célula huspdesencadena la actividad de la proteina F, que
fusiona la membrana del virus con la membrana déllda hospedera permitiendo que el complejo

de la nucleocapside ingrese a la célula huéspetti(C4 al.,2007).

Los paramixovirus se replican enteramente en e@pleisma. La replicacion comienza
cuando la ARN polimerasa ARN dependiente (L) quersagientra dentro del virus es liberada en el
citoplasma, dando inicio a la produccién de trapszsas complementarias de sentido positivo que
actian como ARN mensajeros y utilizan los mecanésoatulares para la produccion de proteinas y
del genoma viral. Las proteinas virales sintetizaela la célula infectada son transportadas a la
membrana celular de la célula huésped donde seaadin para su incorporacion dentro de la
nucleocapside, formandose el virion. Posteriormentairre la liberacién de los viriones por

exocitosis (Alexandeet al, 2012).

2.1.7 Resistencia a agentes fisicos y quimicos

La infectividad del VENC y de otros paramixovirugiages puede ser destruida por
tratamientos fisicos y quimicos tal como el calwgdiacion (incluyendo rayos y luz ultravioleta),
procesos de oxidacidn, cambios en el pH y divecsaspuestos quimicos. La velocidad a la que se
destruye la infectividad, depende de la cepa deisyiel tiempo de exposicion a los agentes, la
cantidad de virus expuesto, la naturaleza quiméantedio de suspensidn y la interaccion entre

tratamientos (Swaynet al, 2004; OIE, 2011).



2.1.8 Epidemiologia

2.1.8.1 Distribucion e Incidencia

A pesar que la infeccion por el VENC ha sido regmtaten todos los continentes, incluyendo
la Antartida, el uso universal de vacunas en aeesadral imposibilita determinar la distribucion
geografica real del vVENC. Incluso con el monitoirgernacional de la ENC realizado por la FAO
(Food and Agriculture Organization of the UnitedtiNias) y la OIE, los datos pueden no representar
la verdadera distribucidon de la ENC, debido a lsrote reportados o por reportes solo en lineas
comerciales, ignorando de esta manera la presdeciaotes en aves de traspatio o en crianza de

aldeas (Alexandest al.,2012).

La potencial diseminacién del VENC por palomasesikes y cormoranes continda siendo
preocupante para los productores de aves de c@&spbradicamente ocurren también brotes en
paises donde la ENC no es endémica, sin embargatinaria la vacunacion contra este virus
(Kapczynskiet al., 2005). Los casos de presentacion de enfermedadpootados en ciertas areas
confunde acerca de la certeza de qué genotipos esthlando actualmente entre las diferentes

especies de aves de todo el mundo (Biell.,2012).

Cabe resaltar, que paises con mayor poblacion é@s de traspatio tienen mayores
problemas en alcanzar el éxito de tales medidasaquellos paises con la mayoria de animales en
grandes poblaciones comerciales. Es importante &neuenta que algunos paises declarados libres
de ENC por largos periodos, presentaron monitorpositivos a infecciones asintomaticas con
virus avirulentos, posiblemente diseminados @wes acuéticas y aves silvestres (Mikeral.,

2012).



2.1.8.2 Hospederos

El VENC es el que posee rango mas amplio de hospedentro de los 10 serotipos
de Paramixovirus Aviares (Milleet al, 2010; Briandet al., 2012). Se ha demostrado la
infeccion natural o experimental con el VENC ercaele 250 especies de aves (Cagter
al., 2005) pertenecientes a 27 de los 50 6rdenesese que juegan un rol importante en la
epidemiologia de la enfermedad; sin embargo, dbmijue siendo el huésped natural de

mayor importancia de la enfermedad (Alexaretal.,2012).

En términos generales las aves silvestres son mmélkaesistentes al VENC que los
pollos domésticos y si bien se infectan, mayormanteresentan signos clinicos (Kitching,
2004), pero si seroconvirten; en un estudio reddizzn Alemania con 262 muestras de aves
silvestres de 26 especies diferentes, se obtuvé &ld aves positivas a la prueba de
inhibicion de la hemoaglutinacion aun cuando tod@saves al momento del muestreo

estuvieron aparentemente normales (Zieelled., 1993).

Parece razonable concluir que la gran mayoria, teidas las especies de aves son
susceptibles a la infeccion, pero la observaciosigieos clinicos dependera de la cepa del

virus y del hospedero (Millet al.,2012).

2.1.8.3 Transmision y Diseminacion

La transmision horizontal del vVENC ha sido docuradatmuchas veces. Esta se da por
contacto directo entre aves infectadas y aves pgtikless. Las aves infectadas liberan secreciones
orofaringeas y material fecal con alta carga vilabchea, 2007). Las aves susceptibles son

infectadas por inhalacion de estas secreciones tapogestion de material fecal. La infeccion por



inhalacion se confirma por el éxito de la aplicace vacunas vivas contra el VENC utilizando
nebulizadores. Asimismo, la aplicacion de vacuriasagua de bebida ilustran la infeccién oral por

ingestiéon (Mazijeet al.,2010).

Casos de transmision vertical de VENC desde prt@esia su descendencia, son dificiles
de comprobar ya que los embriones pueden infectatrserés de grietas en la cascara de huevo o por

la exposicion a un ambiente contaminado al momeateclosionar (Capuegt al.,1993).

Los vectores mecanicos de mayor potencial de disssidin del vVENC son los humanos y
sus equipos. Los humanos se pueden infectar coENC en la mucosa conjuntival, y esto podria
funcionar como un medio de diseminacion, pero etod® méas probable es la transferencia

mecanica de material contaminado principalmentehemes (Milleret al.,2012).

Las aves migratorias y las aves importadas ilegatne han sido implicadas en la

introduccién de la enfermedad en ciertas regioRasi@irahyet al.,1993).

Las cepas de PMVA-1 se pueden encontrar en looBu&n embrion infectado con vVENC
generalmente morira antes de finalizar su peria@dubacioén, los huevos rotos pueden transmitir
horizontalmente el virus a otros pollitos en lauipadora. Algunos embriones infectados con bajas

dosis de virus podrian sobrevivir (CFSPH, 2011).



Figura 2. Vias de transmision del virus de la enfermedadelgcastle. Fuente: CFSPH, 2011.

2.1.9 Signos Clinicos

El tiempo entre la exposicion y el desarrollo dg d@gnos clinicos al VENC dependera de la
especie, status inmunitario, edad y salud el aesped, asi como la virulencia del virus, la cadtida
de virus recibido e incluso la ruta de exposiciba. enfermedad se caracteriza, por ser de
presentacion aguda, rapida diseminacion y afestes de todas las edades (Baez, 1994; Monroy,
2000). La presentacion de la enfermedad en avesrdal, es tan virulenta que el ave puede morir

sin presentar signos, y en corrales de aves nmades puede presentar una mortalidad de 100%.



Bésicamente, la enfermedad se presenta bajo treadaclinicas: la respiratoria, la digestiva

y la nerviosa (King, 1999).

Figura 3. Signos clinicos producidos por el VENC. Fuente: BIFS2011. A: Congestidon y edema
de la cresta y barba; B: inflamacién de los tejidlosdedor de los ojos y cuello; C: estornudos, tos
D: Cianosis de la barba y cresta; E: lesiones hemgimas en intestinos; F: edema y hemorragias en

patas; G: Diarrea verdosa y acuosa; H: huevosmefop cascara blanda; I: signos nerviosos.



2.1.10. Patologia

2.1.10.1 Lesiones Macroscopicas

Las lesiones que se presentan dependen de la edpaatotipo del virus infectante, a pesar
de no existir lesiones patognoménicas asociadéguaaforma de la enfermedad, las lesiones mas
severas se ven en aquellos casos de infeccionewimm velogénicos. Independientemente del
patotipo que lo ocasione, no se observan lesioraEsascopicas en el sistema nervioso central de
aves infectadas con VENC. Las lesiones macros@mcabién pueden estar ausentes. Las lesiones
en el tracto intestinal se muestran como hemorsafiecuentemente se observan en la mucosa del
proventriculo, ciegos e intestino grueso y delg&ktas hemorragias parecen ser el resultado de la
necrosis de las paredes intestinal o del tejidoitle como las tonsilas cecales y las placas derPey
Las lesiones en el tracto respiratorio, no siemgstn presentes, sin embargo, cuando son
observadas consisten predominantemente en inflmabiemorragia marcada congestién de la
mucosa de la trdquea. Lesiones patoldgicas sevabserotros 6rganos como las hemorragias en la
conjuntiva inferior, necrosis focal del bazo, edgmaatraqueal mayormente cercar al ingreso de la

traquea (Alexandest al, 2012).

2.1.10.2Lesiones Microscopicas

La histopatologia en infecciones del VENC es tamada como los signos clinicos y las
lesiones macroscopicas (Chemeg) al., 2002; Lamet al.,, 2011). Las lesiones mas comunes

encontradas en pollos y pavos son las siguientes:

a. Sistema vascular: Edema, hemorragia y congestion en vasos sanguiammsados a
diversos 6rganos.
b. Sistema linfoide: Necrosis y deplecién de tonsilas cecales, bazm, tglandula de Harder

y bursa.



c. Sistema nervioso:Encefalitis no purulenta con degeneracion neurdoabs de células
gliales, infiltracion perivascular de linfocitos hépertrofia de células endoteliales en el
cerebelo, médula y zona central del cerebro.

d. Tracto intestinal: Hemorragia y necrosis del tejido linfoide de lacosa.

e. Tracto respiratorio: Pérdida de cilios, congestién, edemay denskradion linfocitica y

de macrofagos a través de toda la traquea.

2.1.11 Inmunidad

La inmunidad local mediada por células a nivel tatto respiratorio se desarrolla mas
rapidamente que la inmunidad humoral (Fernandez)5)20 pudiendo ser detectada tan
tempranamente como dos a tres dias post infeccdreepas vacunales vivas, sin embargo, por si
sola no es protectiva contra desafios con cepatentas. Siendo la primera linea de defensa del
huésped contra infecciones virales, el sistema teféndn (IFN) induce un estado antiviral que
puede inhibir la replicacion viral y, por consectiancontrolar la diseminacion del virus (Kapezynki

et al., 2009.

Para medir la respuesta humoral después de unaa@én frecuentemente se usa la prueba
de HI, los antigenos mas importantes del vVENC lasmglicoproteinas de superficie HN y F (King,
1999; Villegas 2003). La principal funcién de la respuesta hutnesaa de disminuir la velocidad

de diseminacion viral a diferentes tejidos dengbhdiésped (Fernandez, 2005).

La inmunosupresion puede tener efectos negativbse sla respuesta inmunoldgica del
huésped y puede ocurrir en casos de infeccion ¢ws @irus como el de Gumboro, Anemia
Infecciosa (Alexandeet al., 2008) y la presencia de Aflatoxina B1l. Si la regp@anmune se
encontrard comprometida, se podran esperar re@scipostvacunales mas severas (Ceirral.,

2005).



2.1.12 Diagnostico

El diagnéstico de la enfermedad en campo es bastiitil, por lo que se requiere
de su confirmacion en el laboratorio (Morales, )9%sto se debe a que ninguno de los
signos o lesiones del VENC pueden ser considerpdtignomonicos, ademas la amplia
variacion de la enfermedad segun la cepa virdhuébped afectado y otros factores hacen
gue estos parametros indiquen solo sospecha decibfiede aves con el VENC. De la
misma forma, es fundamental distinguir entre avdsctadas con el VENC y aves con
presencia de cepas lentogénicas del virus, qua g®del uso casi universal de vacunas
vivas. De ahi, la importancia de las pruebas dgndistico definitivo que permitiran tomar

las decisiones y medidas de control adecuadasnungs.

El diagndstico puede realizarse mediante aislamiententificacion del virus y por
serologia, siendo las pruebas mas usadas la iidmbie la Hemoaglutinacion (HI) y la

prueba de inmunoensayo con enzimas asociadas (E(A$Mirre 1990; Alexander, 1997).

2.1.12.1 Aislamiento Viral

El diagnostico definitivo del VENC se realiza avés del aislamiento y la identificacion del
virus. El virus puede ser encontrado en pulmérgued, encéfalo, bazo, tracto gastrointestinal y
médula 6sea, Hisopados traqueales y cloacalesrehbuena fuente de virus para el aislamiento de
este agente infeccioso. El aislamiento viral p@raisu vez la caracterizacion de la cepa infeetant

(Alexanderet al.,2012).

2.1.12.2 Serologia

La presencia de anticuerpos especificos al vVEN@saves ofrece poca informacion sobre
la cepa de virus que infecta y por lo tanto tieimeithdo valor diagndstico. No obstante, en

poblaciones de aves no vacunadas la demidstrde anticuerpos indica que ha sucedido la



infeccion, lo que unido al cuadro clinico observadaibilita emitir el diagnostico (Thayet al.,

2008).

Diferentes pruebas seroldgicas se han utilizada |zadeteccion de anticuerpos al VENC,
pero las mas empleadas en la actualidad son lagpdeHI y la prueba de ELISA. Los resultados de
estas pruebas, por lo general requieren de dosaléiferencia de los cultivos que pueden tomar de

3 a 5 dias hasta varias semanas (Gerlach, 1994).

Los sueros de pollos raramente dan respuestasvpesito especificas en esta prueba y
cualquier tratamiento previo del suero serd inretes(OIE, 2004). Existe evidencia que las
menores variaciones antigénicas entre diferenfessogel VENC pueden resultar en titulos diferentes
por HI con el mismo antisuero. Esto es particulamieecierto cuando se utiliza la variante de la

paloma (PPMV-1) como antigeno (Alexander, 1998).

Sueros de otras especies (incluyendo pavos) puedeionar bajos titulos y aglutinacién no
especifica de glébulos rojos de pollos, complicamaoprueba. Dicha aglutinacién puede ser

eliminada por adsorcién con concentrado de globuljos de pollos antes de la prueba (OIE, 2004).

Las pruebas de HA y HI no se ven muy afectadas@ambios menores en la metodologia,
aunque se ha recalcado la naturaleza critica deiodoe de incubacion del complejo
antigeno/anticuerpo en pruebas de estandariza&istudios no siempre han reportado buena

reproductividad en pruebas de HI entre distintberatorios (Alexander, 2001).

Existe una variedad de kits comerciales de ELISAsips se basan en varias estrategias
distintas para la deteccién de anticuerpos cohtvBENC, incluyendo la forma indirecta, sandwich y
competitividad o bloqueo utilizando anticuerpos wwanales (MABS). Al menos uno de estos kits

utiliza una subunidad de antigeno. Usualmestias pruebas han sido evaluadas y validadas por



el productor, y es por esto muy importante queganscuidadosamente las instrucciones especificas

para su uso (OIE, 2004).

La mayor ventaja de las pruebas ELISA es que siselesemiautomaticas, lo que permite la
obtencion de resultados rapidamente y de formadesima, especialmente cuando el suero debe ser
analizado contra anticuerpos para varios virusallr de ELISA para el diagnéstico se ve afectado
por la necesidad de madificar y validar la pruebamliferentes especies. Los ELISAs por lo general
son muy sensibles y esto podra restringir su \@tgpruebas diagndsticas cuando existen relaciones
antigénicas, como es el caso de los paramixoviises. Ambos problemas se pueden solucionar
con el uso de ELISA competitivo empleando uno o mHsBs, aunque se necesitaria buena
evidencia que los MABs reaccionara con todas lpasdel VENC y no con los otros paramixovirus

aviares (Alexander, 1998).

Los titulos de HI pueden emplearse para evaluestado inmune de un grupo de aves. En
grupos vacunados que estan siendo controladosigmaninente, es posible identificar respuestas
anamnésicas como resultado de una infeccion ddiaesa el virus de campo, pero se deberia
proceder con gran cautela porque se pueden prodar@ciones por otras causas. Por ejemplo, se ha
demostrado que las infecciones por el virus APMUe3pavos vacunados contra el VENC daran

como resultado titulos sustancialmente elevadosefr@ virus de la ENC (Alexander, 1998).

Cabe mencionar que las pruebas mas usadas engsgromo es HI y ELISA detectan
diferentes tipos de anticuerpos; mientras que ELd8Aprincipalmente Ig G, en la prueba de HI son
Ig M, teniendo la prueba de HI una muy buena séditgll para respuestas inducidas por cepas de
campo y la prueba de ELISA para respuestdiscidas por cepas vacunales (Rametnal.,

2012).



2.1.12.3 Diagnostico Diferencial

En general, el VENC produce signos clinicos queliroran tanto el tracto respiratorio

digestivo y al sistema nervioso, y como resultadasjquier infeccion, toxina u otra condicion que

ocasione dichos signos, debe ser tomada en cueatel giagndstico diferencial (Alexander, 1989).

Dentro de las posibles causas que ocasionen losiomedos signos las principales son:

a.

Influencia Aviar Altamente Patdgena:la ENC debe diferenciarse de la influenza aviar,
pues este virus también hemoaglutina los globudjssrde pollo y causa signos clinicos
similares a los observados en la ENC, como losiesiges: plumaje erizado postracion y
depresion extrema, caida repentina de la produadhuevos, varios huevos con céscara
blanda o sin céscara, edema y congestion de geaead de la piel, debajo de los ojos;
también signos respiratorios como tos, estornudogjuera, signos nerviosos y diarreas

hemorrégicas.

Viruela aviar (forma diftérica 0 humeda): Existen dos formas comunes de viruela aviar,
mencionadas como las formas “seca” y “hiumeda”. dtand humeda se caracteriza por la
presencia de lesiones similares a costras enllaype improbable que se confunda con 1A o
EEN. En la forma humeda, las lesiones ocurren stdwesuperficies mucosas, como la
conjuntiva del ojo, los conductos nasales, la maicm®l y faringea y la mucosa de la
trAquea. Desde el punto de vista clinico esta foemanas grave, puede interferir con la
alimentacion o la respiracion y puede producir laerte debido a la asfixia cuando esta

afectada la traquea.

Coriza infecciosa: causada por la bacteria Haemophilus paragallinarume
principalmente ataca el sistema respiratorio soperilos conductos nasales. Los sintomas
comunes son inflamacion de la cara, respiraciéondificultad, estornudos, descarga nasal,

conjuntivitis y respiracion con la boca atderLa coriza infecciosa puede ser aguda o



cronica. Los casos agudos se propagan rapidamedatmyerte puede ocurrir en el término
de horas a dias después de la aparicién de lognqmsnsintomas. Los portadores cronicos

sirven de reservorios de infeccion para parvadassée de corral.

d. Laringotraqueitis infecciosa: una enfermedad respiratoria aguda causada por un
herpesvirus. Principalmente afecta a los pollos pembién puede ocurrir en los pavos y en
las aves de caza. El virus puede persistir dugriedos prolongados en aves recuperadas y
en el medioambiente. La laringotraqueitis infeaipgede variar de enfermedad respiratoria
leve a enfermedad grave, con una respiracion tifisa que inicia repentinamente, ojos
acuosos inflamados, tos, expulsion de sangre deda y las fosas nasales, niveles elevados
de mortalidad, disminucion del consumo de alimenta$sminucion de la producciéon de

huevos.

e. Micoplasmosis:Mycoplasma gallisepticum Mycoplasma synovigeueden producir signos

respiratorios superiores e inferiores y depresion.

f. Bronquitis infecciosa: otro virus respiratorio que puede causar SignapinaEorios,

menores niveles de produccion de huevos y morbilida

g. Problemas de manejo:como la falta de agua o alimentos, y una ventiladéficiente

(hipertermia, extrema falta de agua).

La diferenciacion preliminar del MPVA-1 con los wé de influencia aviar puede ser
determinada por la exanimaciéon en microscopio Eeito, en la cual la tincion con contraste
negativo revelara las diferencias morfologicas cqup ejemplo la presencia de la nucleocapside

caracteristica emergiendo de los AMPV-1 (Alexaretel., 2012).



lIl.-MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugary tiempo de estudio
El estudio de se realiz6 durante los meses dertellel 2013 a setiembre del 2013 en el
Laboratorio de Patologia Aviar de la Facultad delidiea Veterinaria de la UNMSM en Lima,

Peru.

3.2 Muestras
Fueron analizados un total de 19Guestras de suero procedentes de pollos criados
experimentalmente desde el primer dia hasta ladiak®de edad y que fueron desafiados a los 28

dias con una cepa velogénica viscerotropica desde la enfermedad de Newcastle.

Las muestras fueron divididas en dos grupos:

1. Muestras de sueros de aves vacunadas y no desafiada
2. Muestras de sueros de aves vacunadas y desafiatas/imis patdgeno velogénico

viscerotrépicos.



A ambos grupos de sueros se les realiz6 la prueliE tBA y la prueba de HI con antigeno de

tropismo entérico y antigeno de tropismo respirator

3.3 Materiales de laboratorio

3.3.1 Prueba de INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION (H 1):

a) Antigeno La sota con 8 unidades hemaglutinantesAjJUH
b) Antigeno Entérico con 8 UHA.

c) Gloébulos rojos al 0.7%.

d) Solucién Buffer fosfato salina (PBS).

e) Microplacas con fondo en U.

3.3.2 Prueba de INMUNOENSAYO CON ENZIMAS ASOCIADAS (ELISA):

Kit de ELISA para deteccion del vVENC, del LaboraetdDEXX conteniendo:

1. Kit NVD para la deteccion de Anticuerpos frenteValus de la Enfermedad de Newcastle
(Pollo). (IDEXX NDV).

2. Lector de ELISA, modelo ELX 800 Biotec Instrumemni.

3. Programa computarizado NVD de ELISA IDEXX - Enfedtad de Newcastle.

4. Pipetas de 1 microlitro.

5. Pipetas multicanal regulables de 10 a 300 micoditr

6. Puntas desechables para pipetas.

7. Sistema de lavado manual y agua destilada o deaibeni

8. Recipientes para los reactivos.

9. Recipientes para los desinfectantes para desecho.



10. Papel absorbente para el secado de las microplacas.

11. Reloj cronometro.

3.4 Instrumentos y Equipo

a)
b)
<)
d)
e)
f)
9)
h)

Pipetas de alta precision (20-200 ul, 1-20 ul).
Pipetas de 1 mly 5 ml.

Pipetas multicanal de 8 a 12 canales.

Tips de 100 ul.

Microdilutor.

Mechero.

Centrifuga.

Frascos de vidrio estériles.

Agujas N° 21x1.5 pulgadas.

Recipiente de lavado.

Lector de ELISA (modelo ELX 800 Biotec Instrumelni;.)

3.4 Método de evaluacién

3.4.1 Coleccién de Muestras

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncidnladeena alar, colectandose

aproximadamente 2 mL de sangre por ave en jerigssartables N°21G x 1.5, las muestras fueron

trasvasadas a frascos de vidrio estériles sin aagidante e individualmente identificadas,

manteniéndose los frascos al ambiente por unadromano inclinado, para la obtencién del suero

para su posterior procesamiento por la prudbdéll en el Laboratorio de Patologia Aviar ae |



Facultad de Medicina Veterinaria de la UNMSM. Ekemsuremanente de la prueba de HI fue

congelado para su posterior evaluacion por la praebELISA.

3.4.2 Deteccion de anticuerpos contra el VENC pda prueba de HI. Se utilizé el protocolo

descrito por Alexander en 1998.

a. Preparacién de solucion de glébulos rojos (G.R.) &.7%

1. Usar una agujay jeringa estéril.

2. Colocar 1mL de anticoagulante (EDTA) en una jeridga 0 mL.

3. Extraer 5mL de sangre por puncion de la vena alar gollo sano no menor de 40 dias.

4. Cuidadosamente mezclar la sangre con el anticaagula

5. Trasvasar la solucién a un tubo de centrifuga.

6. Centrifugar durante 5 minutos a 1 200 rpm.

7. Remover y descartar el sobrenadante.

8. Lavar los G.R. adicionando 20 volimenes de unacgbiusalina fosfatada (PBS) estéril al
paquete celular. Mezclar cuidadosamente.

9. Centrifugar durante 5 minutos a 1 200 rpm.

10. Repetir esta accién por lo menos tres veces, hgat los glébulos rojos estén
completamente limpios.

11. Para preparar 100 mL de solucion de G.R.:

12. Colocar 0.7mL de glébulos rojos lavados y completesta 100 ml afladiendo.

13. 99.3 mL de PBS estéril.

14. Mezclar suavemente.



15. Guardar refrigerado hasta su uso por no mas ddites

b. Titulacion del antigeno del virus de la enfermedade Newcastle:

1. Con la ayuda de una micropipeta multicanal con di@scartable colocar 25 uL de suero
fisioldgico en cada una de las celdas de una mimetgocon fondo en “U”.

2. Colocar 25 uL de antigeno solo en la primera celda.

3. Con la ayuda del microdilutor de 25 uL mezclar @htenido y pasar 25 uL a la segunda
hilera de celdillas, y asi sucesivamente hastailada ultima celdilla donde se descartan los
25 uL sobrantes. De esta manera se obtienen dikegiseriadas de 1:2, 1:4, 1:8, y asi
sucesivamente hasta 1:128.

4. Adicionar a cada pozo de la microplaca 35 uL déullgs rojos al 0.75%.

5. Incluir un control de glébulos rojos, adicionandd 2L de suero fisiolégico y 25 uL de
glébulos rojos.

6. Incubar a medioambiente por 30 minutos.

7. Realizar la lectura: El titulo hemoaglutinante datigeno es la dilucion mas alta donde
existe una hemoaglutinacion completa.

Para detectar el virus de la enfermedad de Newegastlla prueba de HI se necesitan 8 unidades

hemoaglutinantes.

c. Prueba de la inhibicién de la hemaglutinacion.
Procedimiento de la prueba:

1. Llenar las celdas de una microplaca fondo en “Ui 286 uL de suero fisiol6gico con la

ayuda de una micropipeta.



2. Adicionar 25 uL de las muestras de suero de avesda una de las once celdillas de la
primera hilera de cada placa dejando una parantiatmegativo.

3. Con la ayuda del microdilutor de 25 uL mezclar @htenido y pasar 25 uL a la segunda
hilera de celdillas, mezclar y volver a pasar tetaera hilera, prosiguiendo sucesivamente
hasta el término de la microplaca, obteniendo aih&s seriadas de 1:2, 1:4, 1.8, y asi
sucesivamente.

4. Agregar con una micropipeta 25 uL de Antigeno &NIE.

5. Incubar a medio ambiente por 15 minutos.

6. Cubrir toda la placa con 35 ulL de glébulos rojos.

7. Incubar a medioambiente por 30 minutos.

8. Realizar la lectura: el titulo final de anticuerpsesa la reciproca de la dilucion mas alta

donde se haya inhibido la hemaglutinacion.

Interpretacién de resultados de la prueba de Hil:

Positivo: Formacion de un botén rojo en el fondo de lailtajdcomo consecuencia de la
sedimentacién de los glébulos rojos no aglutinadiehido a que los anticuerpos del suero

reaccionaron con el antigeno inhibiendo la capdoidgaeste de aglutinar a los glébulos rojos.

Negativo: Formacion de una malla en el fondo de una celddicando ausencia de

anticuerpos en el suero, aglutindndose los glébrojos a consecuencia del antigeno.

3.4.3 Deteccion de anticuerpos para el VENC por [arueba de ELISA.

Se us6 kits comerciales de ELISA para la detecdénanticuerpos contra el virus de la
enfermedad de Newcastle de los Laboratorios IDEXXa prueba se realiz6 siguiendo las

instrucciones del fabricante.



1. Dejar que los reactivos alcancen 18 a 26°C, lugitelas suavemente por inversion y con
un movimiento circular.

2. Obtenga la placa (o placas) tapizadas con antiganote la posicion de las muestras.

3. Vierta 100ul de control negativo no diluido en los pocillos ploplicado.

4. Vierta 100ul de control positivo no diluido en los pocillos mhuplicado.

5. Vierta 100ul de muestra diluida en los pocillos correspondient@s muestras pueden
analizarse por duplicado pero el analisis en um gotillo es también aceptable.

6. Incube durante 30 minutos (+/- 2 minutos) a 18°€26°

7. Aspire el contenido liquido de todos los pocillosthansfiéralo a un recipiente de
desperdicios adecuado.

8. Lave cada pocillo de tres a cinco veces con un@suBSle agua destilada o desionizada.
Aspire el contenido completamente.

9. Vierta 100ul de Conjugado a cada pocillo.

10. Incube durante 30 minutos (+/- 2 minutos) a 18°€26°

11. Repita los pasos 7 y 8.

12. Vierta 100ul de la Solucién de substrato (TMB) en cada pocillo.

13. Incube durante 15 minutos (+/- 1 minuto) a 18°-26°C

14. Vierta 100ul de solucidén de frenado en cada pocillo para frienegaccion.

15. La placa (placas) fue leida por un lector de ELI@#0delo ELX 800 Biotec Instrument,

Inc.) utilizandose un filtro de 650 nm.

La cuantificacion de los titulos de anticuerposistermind por el aumento de color resultante

que es directamente proporcional a la cantidadhtieugrpos anti-NDV presentes en la muestra.



3.5 Anadlisis de la Datos

Los resultados obtenidos a partir de las pruebaddgicas de ELISA indirecta e inhibicion
de la hemaglutinacién (HI) para las cepas La Sdatgrica fueron organizados como base de datos
en una hoja de célculo de Excel Microsoft e ingitesgosteriormente al programa estadistico Stata
12.0 (Stata Corp.) para los analisis corresponefietios niveles de seroconversion medidos en cada
una de las pruebas diagndsticas antes mencionaeamfclasificadas de la siguiente manera: 1).
Negativo; 2). Bajo, 3). Medio y 4). Alto. Esteterio de clasificacion toma en consideracion los
siguientes puntos de corte diagnostico para losyeissde Inhibicion de la Hemaglutinacion y

ELISA:

Cuadro 1. Clasificacion del nivel de seroconversiggra los ensayos de Inhibicion de la
hemaglutinacion (HI) y ELISA

Nivel de 3 Inh|b|C|oq de 'Ig ELISA
seroconversion Hemaglutinacién
Negativo 0 0a490
Bajo 1/2 al/l6 500 a 2900
Medio 1/32 a 1/64 3000 a 4900
Alto 1/128 a mas 5000 a mas

Fuente: Laboratorio de Patologia Aviar (FMV — UNMBM

A partir de esta clasificacion se evalud el nivelcdncordancia de los resultados entre cada
una de las pruebas diagndsticas a los dias 26igzafio) y 42 (post-desafio) mediante el valor de

indice de Kappa (K), el cual queda definido medidatsiguiente expresion:

Donde

Po denota la probabilidad de valores concordantesreados

Pedenota la probabilidad de valores concordantet@ies



Los resultados del analisis de Kappa fueron ctaxifys tal como se indica en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Valores de clasificacion referenciales para lssltados del andlisis de concordancia de

Kappa
indice de Kappa Concordancia
0 Nula

0.01-10.20 Muy pobre
0.21-0.40 Pobre
0.41-0.60 Moderada
0.61-0.80 Completa
0.81-1.00 Casi Perfecta

Fuente: Steet al, 1996

Asimismo, los resultados de concordancia fueroser@dos con sus respectivos intervalos de
confianza al 95%. Los resultados finales fueroranizados en tablas de contingencia y en gréaficas

Boxplot respectivamente.



IV.- RESULTADOS

4.1 Concordancia entre los resultados de ELISA enhibicion de la Hemaglutinacion (HI- cepa

respiratoria La Sota):

El analisis de concordancia entre los resultadosiG&gcos de ELISA y de HI — cepa
respiratoria La Sota a los dias 26 y 42 es pradenen los cuadros 3 y 4 respectivamente. En
relacion al andlisis de las muestras de sueroaal28f momento en el cual las aves aln no se
encontraban desafiadas con la cepa patégena wu@agéscerotrépica del virus de la ENC, los
resultados indicaron un nivel de concurrencia ofaska de 30.61%; en comparacion al porcentaje de
concurrencia aleatoria de 19.58%. Los resulta@osostraron un valor de indice de Kappa de 0.14,
estadisticamente significativp<0.05), con intervalos de confianza al 95% connresl@lesde 0.06 a
0.22 respectivamente. Considerando al ELISA comorieba referencial, los resultados de co-
positividad mas altos se observaron para un nieelddteccion alto (84% de co-positividad)
comparado con los valores de co-positividad pareles bajo y medio (29% y 7% respectivamente).

El valor de co-negatividad resulté 25%.



Cuadro 3. Distribucién de los resultados de serologia mediaBLISA e Inhibicion de la
hemaglutinacion (HI) — cepa La Sota, a partir destnas de suero de aves al dia 26 (n=98)

Resultados de Resultados de ELISA
! Cseoﬁg - Negativo Bajo Medio Alto TOTAL
Negativo 16 0 0 0 16
Bajo 33 2 0 1 36
Medio 9 0 1 1 11
Alto 5 5 14 11 35

Kappa indice: 0.14 (IC 95%: 0.06 — 0.22)

En relacion al cuadro 4, los resultados serologitasa 42 (post-desafio con cepas de virus
patégeno de la ENC) indicaron un nivel de concwieembservada de 67.35%, mientras que la
concurrencia aleatoria fue de 62.46%. No se detscttmuestras de suero negativas mediante el
andlisis de HI. El analisis estadistico reportdndice de Kappa de 0.18<0.05), con intervalos de
confianza al 95% de 0.04 a 0.25. De forma simiémumiendo al ELISA como la prueba
referencial, el valor mas alto de co-positividadobeervéd para un nivel de seropositividad alto de

92.9%, mientras que para los niveles medio y galtaron cero.

Cuadro 4. Distribucién de los resultados de serologia mediaBLISA e Inhibicion de la

hemaglutinacion (HI) — cepa respiratoria La Sotaadir de muestras de suero de aves al dia 42
(n=98)

Resultados de Resultados de ELISA
HI Cepa La Negativo Bajo Medio Alto TOTAL

Sota

Negativo 0 0 0 0 0
Bajo 2 0 0 0 2
Medio 4 4 0 5 13
Alto 1 10 6 66 83

TOTAL 7 14 6 71 98

indice Kappa: 0.13 (IC95%: 0.04 — 0.25)



La Gréfica 1 indica los valores de mediana y peilesnobtenidos para los valores de
serologia a los dias 26 (pre-desafio) y 42 (pos&fit]). Como se puede apreciar, al dia 26 los
valores de percentil asi como la mediana fuercadésttcamente dispersos entre los resultados de HI
la Sota y ELISA. Por otro lado, al dia 42, si bixsten variaciones interpercentilicas para los
resultados de ELISA, los valores de mediana en anedsayos se encontraron para un nivel de

deteccion alto (“3").
Dia26 Dia42

U

excludes outside values excludes outside values

| Hi_LaSota [ ELISA |

Graphs by dia

Gréfica 1. Representacion grafica mediante Boxplots (diagran cajas) para los valores de
mediana y percentiles a partir de los niveles decsaversion obtenidos mediante ELISA e
Inhibicion de la Hemaglutinacion — cepa la Sotad@jativo” 1"Bajo” 2"Medio” 3"Alto”(formato de
grafica Stata 12.0)



4.2 Concordancia entre los resultados de ELISA enhibicion de la Hemaglutinacion — cepa

Entérica

En relacidon a la concordancia entre los resultatlo&LISA e HI —antigeno de tropismo
Entérico al dia 26 (cuadro 4), la concurrencia nlzata resulté 31.63% de las muestras analizadas,
mientras que el valor de concurrencia aleatoriali@es22.32%. El andlisis estadistico reportdé un
valor de indice de Kappa de 0.1%Q.05), cuyos rangos mediante intervalos de cordiaal 95%
fluctuaron entre 0.03 y 0.21 respectivamente. Alngs al ELISA como la prueba referencial, los
valores mas altos de co-positividad se observaapa pn nivel alto de seroconversion de 84.62%;

mientras que el nivel de co-negatividad fue de Z8.Bespectivamente.

Cuadro 5. Distribucion de los resultados de serologia nradigELISA e Inhibicion de la
Hemaglutinacion (HI) — cepa Entérica, a partir deestras de suero de aves al dia 26 (n=98)

Resultados de Resultados de ELISA
HI Cepa . . .
. Negativo Bajo Medio Alto TOTAL

Entérica

Negativo 18 1 0 1 20
Bajo 26 1 0 0 27
Medio 13 1 1 1 16
Alto 6 4 14 11 35

TOTAL 63 7 15 13 98

indice de Kappa: 0.12; IC 95%: 0.03 — 0.21

En relacion a los resultados de concordancia aftdigpost-desafio), el andlisis estadistico
reportd un valor de indice de Kappa de 0.17 (IC:96%4 — 0.30). Como podemos apreciar en el
cuadro 6, los resultados de concurrencia obsemegtasentaron el 68.37% de los datos, superiores
a los valores de concurrencia aleatoria de 62.88%.porcentajes mas altos de co-positividad
asumiendo al ELISA como la prueba referencial, seoetraron para el nivel de deteccion alto
(94.37%), mientras que no se observaron valoresodpositividad para los otros niveles de

seroconversion.



Cuadro 6. Distribucion de los resultados de serologia nradigELISA e Inhibicion de la
Hemaglutinacion (HI) — cepa Entérica, a partir deegiras de suero de aves al dia 42 (n=98)

Resultados de Resultados de ELISA
HI Cepa . . .
. Negativo Bajo Medio Alto TOTAL
Enterica
Bajc 2 0 0 0 7
Medio 4 4 0 4 8
Alto 1 10 6 67 83
TOTAL 7 14 6 71 98

indice de Kappa: 0.17; IC 95%: 0.04 — 0.30)

La gréfica 2, representa los valores de percentilesnediana para la clasificacion de
resultados de serologia mediante ELISA y HI — déptérica. Como podemos apreciar, al dia 26
(pre-desafio) los valores de mediana para losteekad de HI-Entérica fueron para un nivel de
deteccién Medio, mientras que para los resulta@o&ldSA fueron los resultados negativos. Por
otro lado, al dia 42 (post-desafio) la mayoria ésultados de seroconversién presentaron una
mediana correspondiente al nivel de deteccién didprma similar para los resultados de ELISA al
dia 42 la mediana de la interpretacion de serogsitre correspondié a un nivel alto, aunque con

mayor variabilidad.
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Gréfica 2. Representacion gréafica mediante Boxplots (diagran cajas) para los valores de
mediana y percentiles a partir de los niveles decsaversion obtenidos mediante ELISA e
Inhibicién de la Hemaglutinacién (HI) — cepa Entéri 0"Negativo” 1"Bajo” 2"Medio” 3"Alto”
(formato de grafica Stata 12.0)

4.3 Concordancia entre los resultados de Inhibiciérde la Hemaglutinacion (HI) — cepa

respiratoria La Sota e Inhibicion de la Hemaglutinaion (HI) — cepa tropismo Entérica

En relacion a los resultados de concordancia éogrensayos de HI — cepa Entérica y los
resultados de HI — cepa La Sota al dia 26 (Verrou@y el andlisis indico un nivel de concordancia
de 0.62, con intervalos de confianza al 95% de @&50.74 respectivamentéa concurrencia
observada represento el 72.45% de las muestrdsaatasd con ambos ensayos; resultando superiores
a los valores de concurrencia aleatoria de 28.Q04% resultados de co-positividad mas altos al dia
26 entre los resultados de HI-Entérica y HI-La Se&a encontraron en los niveles de alta
seroconversion (91.43%) y baja seroconversion 8P8)7 mientras que la co-negatividad fue de

60%.



Cuadro 7. Distribucion de los resultados de serologia mediamhibicion de la Hemaglutinacion
(HI) — cepa La Sota e Inhibicién de la HemaglutiGadHI) — cepa Entérica, a partir de muestras de
suero de aves al dia 26 (n=98)

Resultados de Resultados de HI — Cepa Entérica
HiI Cseogz? La Negativo Bajo Medio Alto TOTAL
Negativo 12 4 0 0 16
Bajo 8 21 7 0 36
Medio 0 2 6 3 11
Alto 0 0 3 32 35
TOTAL 20 27 16 35 98

Indice Kappa: 0.62; IC 95%: 0.50 — 0.74

El cuadro 8 describe los resultados de concordahdé 42 (post-desafio). Como se indica,
no se observaron valores de seroconversion negativaambos ensayos de Inhibicién de
Hemaglutinacion. El andlisis reporté un indice deaordancia de Kappa de 0.550.05) (IC 95%:
0.40 — 0.70). La concurrencia observada entre arehsayos representd un 87.76%, superior a la
concurrencia aleatoria de 72.96%. La co-positivideds alta se encontr6 para un nivel de

seroconversion alta (95.18%).

Cuadro 8. Distribucién de los resultados de serologia medidnhibicién de la Hemaglutinaciéon
(HI) — cepa La Sota e Inhibicién de la HemaglutiGadHI) — cepa Entérica, a partir de muestras de
suero de aves al dia 42 (n=98)

Resultados de Resultados de HI — cepa Enterica
HI-Cepala Bajo Medio Alto TOTAL
Sota
Bajo 2 0 0 2
Medio 4 5 4 13
Alto 1 3 79 83
TOTAL 7 8 83 98

indice de kappa: 0.55; (1C95%: 0.40 — 0.70)

La gréfica 3 indica los valores de mediana y pdilesnpara los niveles de seroconversion
de HI-Entérica y HI — La Sota. Al dia 26 (pre —afés) el valor de mediana para los resultados de

HI-Entérica se encontrd para un nivel de serocaidemedio, mientras que para HI — La Sota fue



para un nivel de seroconversién bajo. Por otro,latidia 42 (post — desafio), la mediana (percenti

50%) para ambos ensayos serolégicos correspondiaromivel de seroconversion alto.

Dia26 Dia42

excludes outside values excludes outside values

| [0 Hi_LaSota [0 HI_Enterica |

Graphs by dia

Gréfica 3. Representacion grafica mediante Boxplots (graditaajas) para los valores de mediana
y percentiles a partir de los niveles de serocaiderobtenidos mediante HI — cepa La Sota y HI —
cepa Entérica (Formato de gréfica Stata 12.0).



V.- DISCUSION

Las aves que son expuestas a patdgenos desaantianerpos circulantes que persisten por
varias semanas después que el antigeno ha sidespdu; la deteccion de estos anticuerpos es
mucho mas conveniente que la deteccién de la irdadrielular, habiendo sido desarrolladas varias
pruebas serolégicas para cuantificar anticuerpasoces el caso de las pruebas de inhibicion de la
hemoaglutinacion y ELISA, esta Ultima es la mas @womprueba seroldgica usada bajo condiciones
comerciales, la tecnologia automatizada de es&bprpermite procesar un gran nimero de muestras
de suero, la transmision de datos a la computddoil@a el perfil de respuesta seroldgica del kpte
proporciona informacion Util sobre la exposicionbéental a patégenos y sobre la respuesta a la
vacunacion (Sharma, 2012). Existen muchos métods gietectar y cuantificar anticuerpos contra
el virus de la ENC, sin embargo las pruebas de BLKSA son las mas cominmente usadas, y aun
cuando la prueba de HI detecta anticuerpos coasrgiloteinas del gen de la HN y la prueba de
ELISA detecta anticuerpos dirigidos contra todasplieoteinas virales, se ha sefialado que existe una

correlacion entre ambas pruebas (Suarez, 2012).



El monitoreo serologico establece una linea bagéues de anticuerpos que son el resultado
de la vacunacion o exposicion de campo, es unaar@émta de gran importancia para la
implementacion de las estrategias de control dioig las enfermedades que afectan a la industria
avicola, como por ejemplo la Enfermedad de Newea&th deteccién especifica de anticuerpos
contra el virus de la ENC es un indicador potend@infeccion, por lo cual contribuye de manera

significativa con la epidemiologia de la enferme(fa@xanderet al.,2008).

De manera general, los resultados serolégicos sxgos mediante titulos de anticuerpos en Hl
o titulos derivados del ELISA correlacionan mejonigel de lote de aves que a nivel individual

(OIE, 2012), y en eso radica su importancia paraalitoreo epidemiolégico de la enfermedad.

Sin embargo, debemos considerar la interpretacdiosiresultados de serologia ya sea por
ELISA o por HI tomando en consideracion los diféesrprogramas de vacunacion en aves, ya que

ello puede influir en el patron de expresion deelpuesta inmune observado mediante la serologia.

Es por ello que el presente estudio tuvo portnjeevaluar el patron de interpretacion de
resultados serolégicos mediante HI y ELISA en avesunadas y posteriormente desafiadas con
cepas patogenas del virus de la enfermedad de N8eidaos resultados obtenidos a partir de estas
pruebas fueron organizados como base de datos a&rhaja de célculo de Excel Microsoft e
ingresados posteriormente al programa estadisttata S12.0 (Stata Corp.) para los andlisis
correspondientes. Los niveles de seroconversidridoedn cada una de las pruebas diagnésticas

antes mencionadas fueron clasificados como negditajo, medio y alto.

En relacion a la concordancia obtenida entre losles de seroconversion hallados mediante
ELISA y HI para la cepa La Sota, al dia 26 (preafie3 el andlisis de Kappa reporté un indice de
concordancia de 0.14, el cual es considerado muyepae acuerdo a nuestro criterio de
clasificacion, y a lo sefialado en la hip6tesis etlidio. En relacidon al ELISA existe una mayor

proporcion de resultados con serologia negativigntras que los valores para HI resultaron mas



variables. Posibles explicaciones para estos eskdt estarian relacionados a un proceso de
respuesta seroldgica post-vacunal. La vacunacdilasl aves fue realizada mediante el uso de la
vacuna VG/GA, la cual contiene una cepa apatogenaapismo entérico. Si bien se realizd el
ensayo de HI con el uso de cepa La Sota (lentogéméctropismo respiratorio), los resultados
indicarian que a pesar de ello las aves puederaerertir independientemente. Por otro lado, en
relacion al dia 42 (post-desafio viral), los vadotke concordancia mediante el andlisis de Kappa

demostraron un indice de 0.13, incluso menor a&mbsio al dia 26.

Los resultados de co-positividad mas altos se draxom para niveles de seroconversion
altos, en comparacion a niveles de seroconversifwsty medios, 0 que demuestra una reaccion
caracteristica luego del post-desafio. Incluso ial 42, los resultados de HI no detectaron
seronegativos, lo que corrobora esta informacian;ohstante si se pudieron observar algunos
seronegativos mediante ELISA. La presencia de iaglas inespecificas podria alterar los
resultados en el ensayo de HI; no obstante a difex@le otras especies, las muestras de sangre de
pollo se caracterizan por ser altamente especificao que no necesitan tratamiento previo de las

muestras de suero antes de su procesamiento.

Los resultados generales de concordancia entrailedes de seropositividad mediante
ELISA e HI en nuestro estudio han resultado infesoen comparaciones con resultados de
concordancia hallados por otros investigadoreshquereportado valores de concordancia entre Hl y
ELISA superiores a 0.80 (Charat al, 1981; Brownet al, 1989; Moroet al, 2000). Estas
diferencias probablemente se deban a que en etttafios consideraron los resultados tanto de Hl
como ELISA como valores positivos 0 negativos, iaglicar rangos de positividad dentro de los
valores positivos. Para nuestro estudio, duranfasa post-desafio (dia 42) resulta mas importante
caracterizar la concordancia entre niveles de eek@ssion para ambas pruebas que resultados

negativos y positivos. Esta interpretacion aatip de niveles de seroconversion nos perutite



posible caracterizacion de la respuesta post-desafi aves vacunadas con diferentes cepas de

Newcastle.

Es de esperar que los valores de concordancia lestréveles de seropositividad de HI y
ELISA fueran débiles, debido a que el ensayo deSEliesulta mas sensible para la deteccién de
inmunidad contra cepas de desafio en comparackdh Bosiblemente los valores de discordancia
entre los resultados de ELISA e HI en nuestro éstestan asociados al isotipo de inmunoglobulinas
detectadas en ambas pruebas serolégicas (Rahahi, 2012). Mientras que la HI permite una
mayor deteccidn de anticuerpos tipo IgM, los ensaymvencionales de ELISA permiten una mayor
deteccion de IgG. Por lo tanto, durante una fasmaguracion de la respuesta inmune con cambio

de perfil de IgM a IgG existirian niveles de distamcia entre ambas pruebas (Ranetiail.,2012).

En relacion a los resultados de concordancia ¢éwdgrensayos serolégicos de ELISA y HI —
cepa Enterica, los indices de kappa al dia 26 yed@ltaron relativamente bajosappa<0.20) lo
gue demuestra resultados similares a los obseryatasla comparacion entre ELISA y HI — cepa
La Sota. De forma similar, al dia 42 el porcentigeco-positividad méas alto se encontrd para un
nivel de seroconversion alto, lo que indica unaacleespuesta post-desafio en aves vacunadas
previamente, aunque este patrén puede verse iofagmpor el esquema de vacunacion y el numero

de vacunaciones.

Estos resultados difieren de varios estudios decardancia realizados anteriormente,
aunque para estos estudios consideraban comdacdiagnostico resultados positivo o negativo.
Al dia 42, del ensayo la prueba de Inhibicion dédanaglutinacion no detectd sueros negativos,
mientras que ELISA si lo hizo. Esto podria expkeapor las diferencias en isotipos de anticuerpos
que se detectan en ambas pruebas, ELISA detectarmmayte 1gG y HI detecta mas IgM, estas

Ultimas se producen mas en fases iniciales dedidfiecen este caso por el reto de campo.



Finalmente los resultados de concordancia parnarisebas de Hl — cepa La Sota e HI — cepa
Entérica demostraron un nivel de concordancia derdas dias 26 y 42 de 0.62 y 0.55
respectivamente, lo cuales son clasificados comalemnaolos. Estos resultados nos permiten
caracterizar el nivel de seroconversion dependigeditipo de cepa utilizada durante la vacunacion.
Estos resultados permitiran mas adelante podenidefl patron de respuesta antes diferentes
desafios y diferentes programas de vacunacion @ di¥ galpones en el pais, para un 6ptimo

monitoreo epidemioldgico de la enfermedad de Netheas



VI- CONCLUSION

La concordancia en la deteccion de anticuerposedas pruebas de HI (antigeno de
tropismo entérico y tropismo respiratorio) y ELI®Raluados por la prueba estadistica de indice de
Kappa, para antes del desafio y post desaficas#icb en un rango de 0,12-0,17 lo cual nos indica

una concordancia muy pobre.

La concordancia en la deteccion de anticuerpodgoprueba de HI entre los antigenos de
tropismo entérico y tropismo respiratorio, evalimdon la prueba estadistica de indice de Kappa
antes del desafio y post desafio se clasifico anadancia moderada con un indice que varia entre

0,55 -0,62.
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VIIl.- ANEXOS



Tabla N° 1. Resultados serologicos obtenidos al dia 26 dedes{pre desafio), por las
pruebas de HI (antigeno entérico y respiratorila) prueba de ELISA.

N° HI ENTERICO HI LA SOTA ELISA

1 1/256 1/256 7262

2 1/128 1/256 13 462
3 1/256 1/ 256 9662
4 1/256 1/ 256 19 958
5 1/256 1/256 7051
6 1/256 1/256 10 149
7 1/256 1/256 9165
8 1/256 1/ 256 11 675
9 1/128 1/128 8015
10 1/256 1/256 8950
11 1/256 1/128 14 611
12 1/128 1/256 20 122
13 1/256 1/256 12 325
14 1/256 1/256 1313
15 1/256 1/256 10 279
16 1/ 256 1/32 5047
17 1/256 1/128 13 989
18 1/256 1/256 13 214
19 1/256 1/256 9943

20 1/256 1/256 9140



21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

1/ 256

1/256

1/256

1/ 64

1/256

1/8

1/2

1/64

1/2

1/4

1/ 4

1/256

1/64

1/128

1/256

1/128

1/ 256

1/16

1/256

1/256

1/256

1/64

1/ 256

1/128

1/256

1/ 256

1/256

1/256

1/256

1/ 32

1/256

1/ 32

1/64

1/32

1/64

1/16

1/8

1/256

1/64

1/256

1/256

1/256

1/256

1/64

1/256

1/128

1/256

1/32

1/128

1/64

1/256

1/ 256

11 105

8646

12 885

10073

7573

396

150

45

87

22

2179

11478

8596

8950

6171

5229

1609

4731

3329

1784

2246

12 064

5728

13 859

4229
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53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

1/128

1/256

1/128

1/128

1/128

1/256

1/128

1/128

1/128

1/256

1/2

1/128

1/256

1/256

1/64

1/256

1/128

1/32

1/128

1/256

1/64

1/256

1/ 256

1/256

1/128

1/128

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/128

1/ 64

3319

9471

14262

8493

5223

8992

7279

10 645

11 258

7169

399

915

2070

8348

12 617

5773

2486

552

3272

4043

23467

5245

10 707

15193

1380

2769
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76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/128

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/64

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/64

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/64

1/128

2236

14771

10771

7474

10 390

6835

7532

6846

10 707

6505

7391

6551

13199

13 659

8381

9884

9972

11014

2501

12 626

8054

6578

7485

10 775

8034

7235



Tabla N° 2. Resultados serologicos obtenidos al dia 42 dedesfuost desafio, por las
pruebas de Hl y la prueba de ELISA.

N° HI ENTERICO HI LA SOTA ELISA
1 1/128 1/256 120
2 0 0 43
3 0 1/8 588
4 0 1/ 4 128
5 1/16 1/ 4 86
6 1/16 1/32 481
7 1/32 1/64 360
8 1/8 1/ 4 311
9 1/128 1/64 219
10 1/32 1/8 194
11 1/256 1/32 78
12 1/64 1/16 24
13 1/64 1/16 70
14 1/32 1/32 63
15 1/4 1/8 91
16 1/4 1/4 84
17 1/8 1/4 43
18 0 1/ 2 105
19 1/8 1/ 4 113
20 0 0 334

21 1/ 4 1/4 203
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31

32
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37

38

39
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41
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43

44

45

46

a7

1/8

1/4

1/16

1/8

1/64

1/ 4

1/64

1/32

1/8

1/4

1/32

1/256

1/256

1/32

1/32

1/ 4

1/128

1/8

1/ 4

1/2

1/4

1/4

1/ 4

1/2

1/256

1/8

1/ 64

1/ 32

1/8

1/4

1/ 16

1/128

1/128

1/8

1/ 16

1/4

1/256

1/4

1/2

120

84

91

164

113

24

150

271

479

226

350

319

78

334

240

78

70

512

319

248

233

113

10

91

24
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57

58

59

60
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62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

1/2

1/2

1/ 4

1/ 2

1/2

1/ 2

1/128

1/128

1/128

1/128

1/256

1/128

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/256

1/128

1/ 256

1/2

1/2

1/ 2

1/2

1/ 2

1/2

1/128

1/ 128

1/256

1/ 256

1/256

1/256

1/256

1/ 256

1/256

1/256

1/128

1/256

1/256

1/256

1/128

1/256

56

186

17

84

30

211

50

113

180

134

1968

5952

5746

11675

7002

5338

4569

3915

3124

4456

3681

3821

4877

6382

5378

5253



74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

1/32

1/128

1/256

1/256

1/ 128

1/64

1/256

1/ 128

1/128

1/128

1/256

1/128

1/128

1/32

1/64

1/16

1/16

1/64

1/256

1/256

1/ 4

1/64

1/256

1/256

1/256

1/128

1/128

1/128

1/128

1/128

1/64

1/256

1/256

1/128

1/128

1/16

1/8

1/32

1/64

1/ 4

1/256

1/256

6371

6458

4781

1614

5242

4256

2635

1156

5862

3195

4609

1440

4503

3124

3813

240

347

324

95

74

74

174

41

4551

5050



