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ABREVIATURAS

A = Avirulento

Al = Influenza Aviar

AIV = Virus de Influenza Aviar

APMV-1 = Paramixovirus Aviar tipo 1

ELISA = Inmuno ensayo ligado a enzima

F = Proteina de Fusion

HA = Hemaglutinacién

HI = Inhibicién de la Hemaglutinacion

HN = Hemaglutinina-Neuraminidasa
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HPNAI = Virus de Influenza Aviar de Alta Patogenicidad Notificable
HR= heptad repeat

ICPI = indice de Patogenicidad Intracerebral

IDGA = Inmunodifusion en gel agar

IVPI = indice patogenicidad intravenoso

L = Lentogénico

L = RNA polimerasa-RNA dependiente

LPAI = Virus de Influenza Aviar de Baja Patogenicidad
LPNAI = Virus de Influenza Aviar de Baja Patogenicidad Notificable
M = Mesogénico

M = Proteina M

mAb = Anticuerpo monoclonal

MDT = Tiempo medio de muerte embrionaria

ND = Enfermedad de Newcastle

ND = Virus de la Enfermedad de Newcastle

NM = Nandmetro

NP = Nucleoproteina



P = Fosfoproteina

PCR = Reaccion en cadena de la Polimerasa
PMV-1 = Paramixovirus tipo 1
PPMV-1= Paramixovirus de la paloma
RNA = Acido ribonucleico

RNAmM = RNA mensajero

rRT-PCR = RT-PCR en Tiempo real.
RT = Transcripcion Reversa

TRT = Rinotraqueitis del pavo

V = Proteina V

VN = velogénico neurotropico

VNDV = NDV virulento

VV = velogénico viscerotropico

W = Proteina W



RESUMEN

A patrtir de la década de los 80, surgio una enfermedad en palomas mensajeras
(Columba livia), causada por una variante del virus de la Enfermedad de
Newcaslte (PPMV-1) la cual se extendio por todo el mundo y se sospecha que
esta presente en nuestro pais. Segun su poder patdégeno puede trasmitirse y
provocar enfermedad clinica a las aves de corral. La deteccion y la
caracterizacion del agente se realiza mediante técnicas moleculares como RT-
PCR, rRT-PCR y secuenciamiento genético. A su vez, es conocido el papel de
las aves silvestres como reservorio natural del virus de la Influenza Aviar y
como potencial factor en la transmisién del mismo a las aves de corral. La
deteccion del virus de Influenza Aviar y de sus subtipos mas importantes para la
avicultura (H5y H7), se efectia por técnicas moleculares como el rRT-PCR
validadas por Laboratorios de Referencia Internacional. El objetivo del trabajo
fue detectar la presencia de Paramixovirus Tipo 1y Virus de Influenza Aviar en
palomas del Uruguay vy caracterizarlos mediante el uso de técnicas
moleculares. Se tomaron muestras de sangre y de hisopados traqueales-
cloacales de 20 palomas silvestres y de 1 paloma mensajera con sintomas
clinicos de la enfermedad. Se realizaron pruebas seroldgicas de Inmunodifusion
en Gel Agar para detectar anticuerpos para el Virus de Influenza Aviar y la
totalidad de las mismas resultaron negativas. Se efectuaron ensayos de
Inhibicion de la Hemaglutinacion para detectar anticuerpos al Paramixovirus
Aviar serotipo 1 obteniéndose un 5% de seropositividad en la poblacion de las
palomas silvestres capturadas, con un intervalo de Confianza entre 1,3-24,9%.
Los hisopados traqueales-cloacales se procesaron por las técnicas de rRT-PCR
y no se detectd Virus de Influenza Aviar en ninguna de las muestras. Por otra
parte, las muestras correspondientes a la paloma mensajera enferma resultaron
positivas a la deteccién de Paramixovirus Aviar tipo 1.

El aislamiento viral en huevo embrionado de pollo confirmd la deteccion
molecular del Paramixovirus. Se logré identificar el patotipo virulento
caracteristico de la mayoria de los PPMV-1 solamente con rRT-PCR validado
por NVSL-USDA para detectar cepas virulentas del Virus de la Enfermedad de
Newscastle, disminuyendo la temperatura de alineamiento a 50°C.

La muestra de hisopado traqueal positiva a la deteccion de Paramixovirus Aviar
tipo 1 por rRT-PCR, presenté un motivo molecular caracteristico de PPMV-1 en
el sitio de clivaje de la Proteina de Fusién F (RRQKRF).Se construy6 un arbol
filogenético con 137 secuencias de 375 nucleétidos correspondientes al
extremo 3" del gen de la proteina F de diferentes linajes de Paramixovirus tipo
1. Se comprob6 que la correspondiente al hisopado traqueal de la paloma
mensajera enferma se agrupaba en el linaje 4b representativo de los PPMV-1.
Se detecta y caracteriza por primera vez en el Uruguay, por Aislamiento Viral y
por técnicas moleculares, PPMV-1 en una paloma mensajera con sintomas
clinicos de Paramixovirosis Aviar. A su vez, se detecta indirectamente por la
prueba de HI, Paramixovirus Aviar serotipo 1 en palomas silvestres en nuestro
pais.
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SUMMARY

A variant of the Newcastle Disease Virus (PPMV-1) appeared in domestic
pigeons (Columba liva) in the eighties. It had spread everywhere and its
presence in our country is suspected. According to its pathogenic power, poultry
can be infected and develop clinical disease. Pathogen agent detection and
characterization can be performed by molecular techniques, like RT-PCR, rRT-
PCR, and nucleotide sequencing. It is well known that wild birds are the natural
reservoir of Influenza Aviar virus, and this represents a potential factor for its
transmission in poultry. The detection of Influenza Aviar virus and its more
important subtypes for the poultry industry (H5 and H7), takes place by
molecular techniques like rRT-PCR validated by International Reference
Laboratories. The aim of this work was to detect the presence of Avian
Paramixovirus Type 1 and Avian Influenza Virus in pigeons of Uruguay and to
characterize them by molecular methods. Blood samples and traqueal-cloacal
swabs were taken from 20 wild pigeons and from one racing pigeon with clinical
symptoms of the disease. All serological Agar Gel Immunodifussion tests to
detect antibodies for the Virus of Avian Influenza were negative.
Hemagglutination Inhibition tests to detect antibodies for Avian Paramixovirus
serotype 1 were done, a 5% of positive samples in the population of the
captured wild pigeons was obtained, with a confidence interval between 1,3 /
24,9%. Tracheal-cloacal swabs were processed by rRT-PCR techniques to
detect Avian Influenza virus, none of the samples were positive. On the other
hand, samples corresponding to the racing pigeon were positive for Avian
Paramixovirus type 1. Chicken embrionated eggs viral isolation confirmed the
molecular detection of Paramixovirus. The virulent molecular patotype
characteristic of PPMV-1strains was detected by rRT-PCR validated by NVSL-
USDA decreasing the alignment temperature to 50°C. The tracheal swab
sample, that was positive for the detection of Avian Paramixovirus type 1 by
rRT-PCR, displayed a characteristic motif of PPMV-1 in the cleavage site of the
fusion protein F (RRQKRF). A phylogenetic tree with 137 sequences of 375
nucleotides from the 3’end protein F gene of different genotypes from
Paramixovirus type 1 was constructed. The corresponding tracheal swab of the
racing pigeon was grouped in the representative lineage 4b of the PPMV-1. This
is the first report that detects and characterizes, by viral isolation and molecular
techniques, PPMV-1 in a racing pigeon with clinical symptoms of Pigeon
Paramixovirosis in Uruguay. It was also detected indirectly by the test of HI,
Avian Paramixovirus type 1 in wild pigeons in our country.
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1. INTRODUCCION

La Enfermedad de Newcastle (ND) y la Influenza Aviar (Al) son las
enfermedades infecciosas mas graves que afectan a las aves. La
Enfermedad de Newcastle (ND) histéricamente ha sido
considerada, por su frecuencia y distribucién, como la mas seria
amenaza para la avicultura mundial. Se reconocen al menos
cuatro panzootias de ND y a partir del afio 2000, se registra un
incremento notable en su presentacion. Como fuerte evidencia de
esta amenaza, practicamente todos los paises vacunan contra
esta entidad. En numerosos paises africanos ND es la principal
enfermedad de las aves y su presencia provoca importantes
pérdidas econdémicas para la avicultura.

La Al, fue una enfermedad de rara ocurrencia hasta hace
relativamente poco tiempo. De 1959 al 2003 los registros de la
forma altamente patogena, uUnica entonces de declaracion
obligatoria, afectaron a 21 paises mientras que a partir del 2004 se
han afectado 23 naciones. La actual epizootia ocasionada por el
subtipo H5N1, se trata de un hecho sin precedentes en cuanto a
extension e intensidad y sin dudas es el episodio zoosanitario mas
importante durante los afios 2004 y 2005.

1.1. ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

La Enfermedad de Newcastle es una enfermedad de las aves
altamente contagiosa, provoca grandes pérdidas economicas a la
avicultura, y su aparicion es de denuncia obligatoria (Organizacion
Mundial de la Salud Animal OIE, 2006a).

1.1.1. HISTORIA

Los primeros brotes de la enfermedad fueron descritos en Java,
Indonesia e Inglaterra en 1926. Doyle en 1926 asigno el nombre
de Virus de la Enfermedad de Newcastle (NDV) al virus
responsable de una enfermedad emergente, altamente patdgena
para pollos, descripta en una granja cercana a Newcastle,
Inglaterra (Doyle, 1927).

A partir de estos primeros reportes, la enfermedad se extendio por
todo el mundo bajo la forma de 4 panzootias. La primera comienza
en 1926 en el continente asiatico y luego se disemina lentamente
por Europa y América mediante el transporte maritimo. La



segunda panzootia se inicia a finales de la década del 60 en el
Medio Oriente y se extiende por casi todos los paises durante
1973 debido al comercio internacional de psitacidos exoticos. El
transporte aéreo fue el principal factor causante de la rapida
extension de la enfermedad. Debido a los graves efectos
provocados, los paises afectados establecieron medidas sanitarias
como proteccion de las aves de corral mediante la vacunacion
contra ND vy el fortalecimiento de las cuarentenarias imponiendo
normas de restriccion a la importacion de aves exoticas.

Las palomas (Columba livia) constituyen otra fuente de infeccion
de ND. En muchos paises de Europa se crian con fines
deportivos, de exposicién y de produccién de carne y alcanzan
poblaciones de millones de aves. Estas fueron las primeras aves
afectadas por la tercer panzootia de ND. Esta enfermedad, que se
asemejaba a la forma neurotrépica de los pollos pero sin signos
respiratorios, aparentemente surgio en el Medio Oriente a fines de
los 70 (Kaleta y Baldauf, 1988). En 1981 llegé a Europa y
rapidamente se extendié por todo el mundo debido a las
exposiciones y competencias internacionales de palomas
mensajeras (Biancifiori y Fioroni, 1983).

A fines de la década de los 90 surge una nueva panzootia en
varios paises de Europa y Asia cuyo origen podria estar
ocasionado por la trasmision de cepas virulentas de las aves
silvestres acuéticas, como patos y gansos, a las aves de corral
(Liu y col., 2007).

1.1.2. ETIOLOGIA

El agente causal es el Paramixovirus Aviar serotipo 1
perteneciente al género Avulavirus, subfamilia Paramyxovirinae,
familia Paramixovidirae. La familia Paramixoviridae esta integrada
por las subfamilias Paramixovirinae y Pnemovirinae. La subfamilia
Paramixovirinae estd compuesta por los géneros Paramyxovirus,
Morbillivirus y Avulavirus (Mayo, 2002), al cual pertenece el Virus
de la Enfermedad de Newcastle (NDV). La subfamilia
Pneumovirinae esta integrada por el género Pneumovirus donde
se encuentran los virus causantes de Sindrome de cabeza
hinchada en pollos y de la Rinotraqueitis del pavo (TRT). Existen
nueve serotipos diferentes de Paramixovirus Aviar (APMV-1 al
APMV-9) siendo el Virus de la Enfermedad de Newcastle un
APMV-1 (Alexander, 1997).



1.1.2.1. Estructura del virus

El NDV es pleomorfico, presentandose generalmente bajo la forma
de particulas redondeadas de 100 a 500 nm de diametro, aunque
pueden observarse también formas filamentosas de
aproximadamente 100 nm de diametro y longitud variable al
microscopio electronico (Alexander, 1997).

Es un virus envuelto con simetria helicoidal, y posee una sola
cadena de acido ribonucleico (RNA) de polaridad negativa. La
molécula de RNA, de aproximadamente 15.000 nucleo6tidos
codifica 8 proteinas: nucleoproteina (NP), fosfoproteina (P),
proteina V (V), proteina W (W), proteina de matriz (M), proteina de
fusion (F), hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y una RNA
polimerasa-RNA dependiente (L) (Lamb y Kolakofski, 2001).

En ambos extremos, el genoma de NDV presenta dos regiones
extracistronicas de aproximadamente 50 nucleétidos, una en el
extremo 3" llamada secuencia leader y otra en el extremo 5
conocida como trailer o leader (Figura 1). Estas regiones cumplen
una funcién esencial en la transcripcion y replicacion viral.

T T T

3 leader NP P/IVIW M F HN
5 trailer
1748 1451 1241 1792 2031 6704

Figura 1. Esquema de la organizacion genémica de ND V. Se
muestra la posicion y el tamafio de los genes virales en direcciéon 3" a
5, y la presencia de las dos regiones extracistronicas integradas por
aproximadamente 50 nucleétidos en los extremos de la cadena de
RNA.

La cadena de RNA junto a la proteina NP forma la nucleocapside
viral. Este complejo RNA-NP adquiere una configuracion helicoidal
y las proteinas P y L se encuentran asociadas al mismo. La
proteina M se ubica entre la envoltura lipidica y la nucleocapside
viral.

Las glicoproteinas F y HN se encuentran en el interior de la
membrana viral bajo la forma de espiculas (Figura 2). Estas
glicoproteinas de superficie intervienen en la interaccion virus-
hospedador y en la induccién de la respuesta inmune (Alexander,
1997, Meulemans y col., 1986).
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La glicoproteina HN es una proteina integral de membrana de tipo
Il. Presenta un dominio hidrofébico, localizado cerca del extremo
amino-terminal, que permite anclar HN a la bicapa lipidica y
ademas actuar como péptido sefial (Figuras 3 y 5). La orientacién
de HN es similar a la del virus de Influenza Aviar. Posee 4 a 6
sitios de unién a carbohidratos. El dominio extracelular es un tallo
gue sostiene una cabeza globular en la cual residen los sitios
antigénicos y los residuos aminoacidicos que intervienen en la
union al receptor y en la actividad neuraminidasa (Lamb y
Kolakofski, 2001, Mirza y col., 1993).
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Figura 3. Esquema de la Glicoproteina HN. Se indica el dominio de

anclaje y péptido sefial en el extremo aminoterminal. Las posiciones 110,
139, 267 y 504 indican 4 de los 6 sitios potenciales de glicosilacion. Fuente:
Lamb, 2001.

La glicoproteina HN se inserta dentro de la membrana celular
formando pares de dimeros (homotetrameros) unidos por puentes
disulfuro en la region del tallo.

Se ha comprobado que la HN interviene en la union al receptor
celular, formado por sialoconjugados, y en la hidrélisis de &cido
sidlico mediante su actividad neuraminidasa (Scheid y Choppin
1974, Lamb y Kolakofsky 2001). Por otra parte, la proteina de
Fusion F se fusiona con la membrana celular hospedadora, e
interactuando con la HN (Gravel, 2003), permite la entrada de la
nucleocapside viral a la célula (Scheid y Choppin 1974).

La glicoproteina F de los Paramixovirus es una proteina integral
de membrana de tipo I. Se inserta en la membrana celular a través
de un dominio hidrofébico (dominio transmembrana) ubicado en la
region carboxi-terminal, dejando una cola citoplasmatica de 20 a
40 residuos. Se sintetiza como un precursor inactivo (Fo) que es
clivado en los péptidos F; y F, por proteasas de la célula
hospedadora. Los mismos estan unidos por puentes disulfuro
formando la proteina de fusion madura (F) (Scheid y Choppin,
1974, Nagai y col., 1976, Scheid y Choppin, 1977, Richardson y
col., 1980). La region amino-terminal de F; es altamente
hidrofobica y constituye el péptido de fusion (Figuras 4 y 5).

La glicoproteina F presenta dos dominios heptad repeat
denominados HR1 y HR2. HR1 se encuentra junto al péptido de
fusion y la secuencia HR2 se ubica cerca del dominio
transmembrana (Chambers y col., 1990) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de la Glicoproteina F.
dominio de transmembrana, sitio de clivaje,

secuencia sefial,
hidrofébica del péptido de fusién y Regiones HR. Fuente: Lamb, 2001.

El péptido de fusion y los HRs intervienen en la fusion de las
membranas viral y celular. El péptido de fusion se inserta en la
membrana celular y desorganiza su estructura lipidica, mientras
gue los HRs generan el acercamiento de ambas membranas

requerido para la fusion.
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Figura 5. Representacion esquemdtica de la insercion de las
Glicoproteinas Fy HN en la Envoltura Viral. Fuente: Lamb, 2001.

1.1.2.2. Ciclo de Replicacion Viral

El ciclo completo de replicacion de NDV ocurre en el citoplasma
de la célula hospedadora. La sintesis de proteinas del hospedador
es reemplazada con la sintesis de proteinas virales dentro de las 6
hs de infeccion, llegando a la maxima produccién de virus entre
las 10 y 12 hs postinfeccion, segun la virulencia de la cepa
(Hightower y Bratt, 1974).

El ciclo de replicacion de NDV, comprende 4 etapas principales
(Figura 6). En la primera de ellas se produce la adsorcion del virus
al receptor celular, la fusion de las membranas y finalmente la
liberacion de las nucleocapsides al citoplasma celular. (Lamb,
2001, McGinnes y col., 2002, Takimoto y col., 2002, Zaitsev,
2004). En la segunda etapa, transcripcion primaria, ocurre la
sintesis de los RNAm virales y sus correspondientes proteinas
(Giorgi y col., 1983, Kolakofsky y col., 1998). En la tercera etapa
se produce la replicacion del genoma, en la cual se sintetizan
nuevas copias del genoma viral. (Robinson, 1971). Finalmente, en
la cuarta etapa, ensamblado y liberacién, se asocian las proteinas
NP, P y L al genoma viral para formar el complejo de la
nucleocapside el cual es liberado de la célula hospedadora por un
proceso de brotacion, adquiriendo la envoltura lipidica que lleva
insertas las glicoproteinas virales de superficie (Kingsbury y col.,
1978).
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Figura 6. Representacion gréafica del ciclo de los Paramixovir us. La
particula viral se adsorbe en la membrana de la célula hospedera por medio
de la proteina HN, que reconoce como receptor especifico el oligosacarido
NeuAca2,3Gal (1). Un cambio conformacional de la HN activa la proteina F,
la cual lleva a cabo la fusibn de las membranas celular y viral (2),
provocando que el RNA viral sea liberado en el citoplasma (3). En este punto
comienza, por un lado, la sintesis de RNA antigenémico (cadena
complementaria al genoma), la cual da origen a genomas nuevos (4), y por
otro lado, a la producciéon de RNA mensajero (5), que codifica para las
proteinas virales (6a). Los productos de la traduccion se dirigen al sitio de
ensamble, las proteinas NP, P y L son acopladas al RNA recién sintetizado y
la proteina M se ubica en la parte interna de la membrana celular (7). Las
glicoproteinas (HN y F), sintetizadas en reticulo endoplasmico, son
modificadas en aparato de Golgi (6b) y posteriormente expresadas en la
membrana citoplasmica, en contacto intimo con la proteina M (8). La afinidad
de las proteinas del genoma (NP, P y L) con la proteina de matriz y de ésta
con las glicoproteinas es determinante para el ensamble del virién, que es
liberado de la célula por exocitosis (9). Es caracteristico en los Paramixovirus
que ademas de la formacion de viriones, los virus pueden infectar las células
inmediatamente vecinas a través de la fusibn membranal célula-célula,
debido a la expresién de las proteinas virales en la membrana de la célula
hospedera (10), lo cual le permite dispersarse sin necesidad de salir al medio
extracelular.Fuente: Santos-Lopbez v col.. 2004.

1.1.2.3. Bases Moleculares de la Patogenicidad

Las bases moleculares de la patogenicidad se han definido
mediante el estudio comparativo de las secuencias nucleotidicas



de genomas de NDV que fueron agrupados de acuerdo con las
pruebas bioldgicas en diferentes patotipos.

La patogenicidad de las cepas de NDV esta relacionada con la
secuencia de aminoéacidos en el sitio de clivaje del precursor Fy
que determina la capacidad de ser escindidas por proteasas
especificas presentes en diferentes tejidos (Nagai y col., 1976,
Ogasawara y col., 1992). El precursor Fy de las cepas virulentas
de NDV contiene, en este sitio, mayor proporcion de aminoacidos
basicos que las cepas no virulentas. La secuencia ?K/R-R-Q-
K/R-R-F!" es caracteristica de cepas velogénicas y mesogénicas
(Glickman y col., 1988), mientras que **G/E-K/R-Q-G/E-R-L*" se
presenta en cepas de baja virulencia (Nagai y col., 1976).

El precursor Fo de cepas no virulentas puede ser clivado sélo por
serin proteasas presentes en las mucosas del tracto respiratorio e
intestinal. La secuencia aminoacidica del precursor de cepas
virulentas es clivado por proteasas ubicuas que se encuentran
distribuidas en un amplio rango de células y tejidos (Nagai y col.,
1976). De esta manera las cepas virulentas pueden replicar y
diseminarse en diversos tejidos y 6rganos del huésped causando
una infeccién sistémica (Nagai y col., 1976, Garten y col., 1980a).

Se sabe que el motivo aminoacidico de cepas velogénicas y
mesogenicas es comparable a la secuencia clivada por proteasas
de la familia de las furinas (Fujii y col., 1999). Por otra parte, el
motivo de cepas no virulentas es reconocido por una serin
proteasa (vitamina K dependiente) de la familia de la protrombina
la cual esta presente en el liquido amniético-alantoideo de huevos
embrionados (Gotoh y col., 1990, Ogasawara y col., 1992).

También se ha propuesto a la HN como otro factor determinante
de la virulencia de NDV en base al analisis de las secuencias
nucleotidicas y aminoacidicas determinadas en aislamientos de
diferente patogenicidad. (Nagai y col., 1976, Nagai y Klenk, 1977,
Nagai y col., 1979, Garten y col., 1980b, Millar y col., 1988). A su
vez, Leeuw y col. (2005), determinaron que tanto la cabeza
globular como el tallo de la HN estaban involucrados en la
determinacion de la virulencia.

Otro factor de virulencia descrito recientemente, es la proteina V,
la cual se sintetiza a partir del RNAm editado del gen P (Steward y
col., 1995, Kato y col., 1997, Huang, 2000). Probablemente Ila
proteina V posee una funcién dual, en la replicacion y en la
virulencia de NDV. El dominio carboxiterminal de la proteina V es
rico en cistefnas y une atomos de Zn'>. Se demostré que la
patogenicidad de NDV in vivo estd modulada, entre otros factores,
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por los niveles de expresion de la proteina V. Esta proteina
antagoniza la actividad del interferon, citoquina mediadora de la
muerte de células evitando la apoptosis celular, permitiendo asi
una eficiente replicacion y diseminacion de los viriones (Roulston y
col., 1999).

1.1.3 SIGNOS CLINICOS

Las manifestaciones clinicas de ND varian ampliamente segun el
huésped. Los pollos y los pavos son altamente susceptibles, y en
estas especies la patogenicidad esta determinada principalmente
por la edad de las aves y el patotipo viral. Por el contrario, los
patos, gansos y codornices no manifiestan signos clinicos ni aln
en infecciones con cepas virulentas (Higgins y Shortridge, 1988).

Ademads, la severidad de la enfermedad depende de otros factores
como el estado inmune de las aves, la dosis infectiva, la ruta de
exposicion y las condiciones ambientales adversas.

Beard y Hanson en 1981 clasificaron a las cepas de NDV en 5
patotipos virales segun los signos clinicos que ocasionan en
pollos:

I) Cepas velogénicas viscerotropicas (VV): Son de virulencia
extremadamente alta y ocasionan lesiones hemorragicas
intestinales que se manifiestan con diarrea verde acuosa,
debilidad y postracion. Estas cepas ocasionan mortalidad elevada
en pollos de todas las edades (generalmente alcanza el 100%).

II) Cepas velogénicas neurotropicas (VN): Las aves afectadas
manifiestan severa dificultad respiratoria y signos neurologicos
como torticolis, paralisis de patas y alas y contracciones
opistotonicas. La morbilidad suele ser del 100%. La mortalidad
alcanza el 50% en aves adultas y el 90 % en pollos jovenes.

[II) Cepas mesogeénicas (M): Causan infecciones agudas del tracto
respiratorio y, en ocasiones, infecciones del sistema nervioso y
son letales para pollos jovenes. En aves adultas la mortalidad es
poco frecuente.

IV) Cepas lentogénicas (L): Producen infecciones leves o
inaparentes del tracto respiratorio. La mortalidad es poco
frecuente en aves de todas las edades y varias de estas cepas se
usan como vacunas.
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V) Cepas avirulentas (A): causan infecciones intestinales
inaparentes sin ocasionar mortalidad al hospedador.

Esta variacion en la virulencia y en los signos clinicos implica la
necesidad de definir cuidadosamente lo que constituye la ND para
los propésitos de comercio, politicas y medidas de control.
(Organizacion Mundial de Sanidad Animal OIE, 2006).

1.1.4 TRANSMISION Y DISEMINACION

La infeccion de aves con NDV ocurre principalmente por via
inhalatoria o digestiva.

Cuando las aves de corral se infectan con virus entéricos
avirulentos (Beard y Hanson, 1981), los mismos se replican en el
intestino, y por lo tanto la trasmision de la infeccion a otras aves se
realiza a través de las heces.

Por ejemplo los brotes de ND en aves de corral ocurridos en Gran
Bretafia durante los afios “80 se debieron a la ingestién de comida
contaminada con heces y carcasas de palomas infectadas
(Alexander, 1985a, Alexander y col., 1985b).

Las evidencias de transmision vertical son contradictorias debido a
que el virus puede penetrar la cascara de huevo después de su
postura. Sin embargo, los embriones infectados normalmente
mueren antes de nacer o puede ocurrir cesacion en la postura
asociada con infecciones por cepas patogénicas de NDV (Beard y
Hanson, 1981). En contraste a la infeccion con cepas virulentas,
los embriones de huevos infectados con cepas lentdgenicas o
vacunales de NDV llegan a término. Por lo tanto, no esta claro en
qué momento ocurre la infeccidn aunque se demostro que la cepa
vaccinal La Sota estd presente en ovarios, oviducto y utero
después de la vacunacion (Pharo, 2001).

Existen diferentes formas de introduccion de NDV dentro de un
area geografica determinada libre de la enfermedad.

Una de ellas lo constituye el transporte de aves vivas con fines
comerciales (Kaleta y Baldauf, 1988). El riesgo de introduccion de
ND por esta via se ha incrementado debido a que los modernos
medios de transporte permiten cubrir grandes distancias en cortos
periodos menores al periodo de incubacion de la enfermedad. Las
medidas de cuarentena evitan la introduccién de NDV en paises
libres. Sin embargo, el incumplimiento de estas medidas y la
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posibilidad de que algunas especies puedan volverse
persistentemente infectadas y excretar virus intermitentemente
durante varios afios pueden provocar la introduccion del agente en
areas libres de la enfermedad.

Otro mecanismo de trasmision lo constituye el contacto entre aves
domésticas y silvestres. Durante las epidemias de NDV en aves
domésticas, el virus pasa a las aves salvajes y luego vuelve a las
aves de corral (Maldonado y col., 1994). Ademas, las aves
migratorias silvestres pueden trasmitir el NDV a través de grandes
distancias.

Otra fuente posible de diseminacion del virus son las palomas de
carrera durante las competencias, debido a que estas aves son
reunidas en un determinado sitio antes de ser liberadas
(Alexander, 1986). Las palomas de carrera suelen volar largas
distancias y si estan enfermas pueden desviarse del recorrido y
anidar en otros palomares, depdsitos de raciones para aves, 0
mezclarse con aves silvestres, transmitiendo el virus.

Asimismo, la enfermedad puede trasmitirse por el movimiento de
personas y equipos, los productos avicolas, el aire, la comida y el
agua contaminada. Por lo tanto, para evitar la trasmision de la
enfermedad por estos medios, es de gran importancia
implementar un eficaz sistema de bioseguridad en las granjas
avicolas.

1.1.5 RESERVORIO DEL VIRUS EN AVES
SILVESTRES

Las aves silvestres constituyen un reservorio natural, ya que se
han aislado de al menos 236 especies diferentes todos los
patotipos de NDV. Las mismas pueden diseminar el agente a
través de la migracién intra o intercontinental o por captura y
traslado para su comercializacibn como mascotas o aves exoticas
(Kaleta y Baldauf, 1988).

Existen al menos dos reservorios de NDV en aves salvajes
(Higgins y Shortridge, 1988): las aves acuaticas migratorias de
zonas templadas en las cuales circulan principalmente cepas
avirulentas de NDV y las aves de zonas tropicales (loros)
infectadas con cepas de NDV virulentas pudiendo eliminar el virus
en forma asintomatica por periodos prolongados de hasta un afio
de duracion. En consecuencia, estas aves pueden representar un
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serio problema en la introduccion de cepas patdégenas en aves
comerciales susceptibles.

Asi, se describe que la mayoria de las cepas virulentas de APMV-I
infectan tanto loros como a aves domesticas, y ademas se han
aislado de aves silvestres en diferentes lugares del mundo
(Alexander, 1997).

Segun Ujerivari (2006) hay dos reservorios principales de
Paramixovirus aviares, el primario y mas viejo constituido por las
aves silvestres acuaticas, y otro secundario mas reciente,
conformado por los pollos. Ultimamente surgio un tercer reservorio
integrado por las palomas y los cormoranes estableciendo los
genotipos VI (linaje 4b) y V (linaje 3) respectivamente.

Se han descrito altas mortalidades por APMV-1 velogénicos
neurotropicos en cormoranes de doble cresta (Phalacrocorax
bougainvilli) en Canadd y Estados Unidos en 1990 y 1992.
También se han aislado virus velogénicos viscerotropicos en
cormoranes, en California en el brote de 1970 de origen psitacido
en Québec (Canada) en el afio 1975, 1992 y 2000, y en Florida
(EEUU) en el afio 2002.

En Chile (Ternecier, 2007) se report6 un aislamiento de
Paramixovirus tipo velogénico en cormoranes, con sintomas
clinicos similares a los provocados por la Enfermedad de
Newcastle. El mismo se agrupdé en la linea genética del
genogrupo V, linaje 3, sublinaje 3c derivada de la panzootia de
1970 de origen de aves psitacidas de vida libre de América y
filogenéticamente relacionado con virus aislados en cormoranes
en Norteamérica en 1990 y 1992. Presenta la sustitucion R por G
en la posicion 110 lo que seria uUnico y caracteristico de los
aislados del genotipo de cormoranes y en particular, posee mayor
similitud con el virus Newcastle velogénico viscerotropico cepa
Trenque Lauquen aislado en Argentina durante un brote de ND en
los afios 1970-1971. Por lo tanto se infiere que este virus esta
circulando en forma endémica en Sudamérica en aves silvestres
acuaticas desde los afios 1970 a la fecha (Moreno y col., 2009).

Se han aislado también cepas avirulentas y lentogénicas de NDV
de aves acuaticas migratorias (Spalatini y Hanson, 1975). Estas
cepas pueden ser mantenidas en diferentes especies de aves
silvestres sin causar perjuicio a sus hospedadores habituales.
Segun Miller y col., (2010), las mismas se agrupan
filogenéticamente en la clase | la cual contiene 9 genotipos
diferentes y en los genotipos | y lla de la clase Il. Ademas
sostienen que en estos Ultimos aflos se han aislado cepas
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lentogénicas de los mismos genotipos en aves de traspatio en
USA y en Asia, lo cual sugiere que estos virus circulan en aves
de corral y en aves silvestres por todo el mundo.

Estudios realizados en Argentina (Zanetti, 2004, Zanetti y col.,
2005) determinaron la presencia de anticuerpos contra el virus de
la Enfermedad de Newcastle en distintas especies de aves
silvestres de una zona geogréfica de importancia para la industria
avicola y se aislaron 7 Paramixovirus tipo 1 no patégenos
relacionados con el genotipo lla.

Sin embargo, poco se conoce sobre su potencial patogenicidad en
especies altamente susceptibles (Rott y Klenk, 1988).

En ese sentido, Aldous y col. (2007) han reportado un brote de
ND ocurrido en Reino Unido, en julio de 2007, en una granja con
12000 faisanes destinados a la caza deportiva. La caracterizacion
genética del mismo demostré que pertenecia al linaje 5b y estaba
filogenéticamente relacionado con otros aislamientos de faisanes
en brotes ocurridos en Dinamarca y Suecia (Jorgensen y col.,
2002, 2004). A su vez, se han descrito focos en faisanes en varios
paises de la Union Europea, Africa y Asia. Probablemente todos
estos brotes hayan sido trasmitidos por aves silvestres migratorias
acuaticas.

Por lo tanto, las aves silvestres también pueden ser portadoresy
trasmitir el virus de la Enfermedad de Newcastle (APMV-1); por
tal motivo es importante realizar vigilancia epidemiolodgica en las
mismas para evaluar el riesgo de trasmision de APMV-1 a las
aves de corral.

1.1.6 DIAGNOSTICO

El diagnoéstico de la Enfermedad de Newcastle esta basado en la
deteccion del agente y la determinacion de su patogenicidad
(patotipificacion).

1.1.6.1 Deteccion virolégica

La deteccion virologica comprende el aislamiento del virus, y la
identificacion del agente.
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Aislamiento en huevo embrionado de pollo

El aislamiento viral puede realizarse a partir de muestras de
organos (cerebro, higado, intestino, pulmon, traquea, rifidn, bazo),
de hisopados traqueales y cloacales y de heces transportados en
un medio con antibiéticos (Manual de la OIE, 2006). NDV puede
mantener su infectividad en heces por mas de 8 semanas a
temperaturas de 40°C, por aproximadamente 3 meses entre 20 y
30°C y por periodos mas prolongados a temperaturas menores.

Una suspension obtenida del material sospechoso se inocula en la
cavidad alantoidea de huevos embrionados de pollos de 9-11 dias
de edad vy se incuba a 37°C durante una semana. Los huevos
muertos o0 moribundos y los que sobrevivieron hasta el final del
periodo de incubacion se enfrian a 4° C. Se colectan los liquidos
alantoideos de los mismos para detectar actividad hemaglutinante
por la prueba de Hemaglutinacion (HA).

Identificacion
La identificacion del virus se realiza por la prueba de Inhibicion de

la Hemaglutinacion (HI) usando antisueros especificos para cada
uno de los 9 serotipos de APMV.

1.1.6.2 Deteccién molecular

El diagnostico molecular de NDV se basa en la amplificacién por
RT-PCR de determinadas regiones del genoma viral (Seal y col.,
1995, Kant y col., 1997, Creelan J.L, 2002, Wang, 2004). También
se han desarrollado pruebas de rRT-PCR (RT-PCR en tiempo
real) que utilizan sondas de hidrdlisis Tagman disefiadas para
reconocer secuencias especificas de regiones conservadas del
gen de la proteina M de NDV (Wise y col., 2004).

1.1.6.3 Detecciodn seroldgica

Se han desarrollado varias técnicas (Beard y Hanson, 1984) para
detectar anticuerpos para el NDV presentes en la sangre de las
aves infectadas o vacunadas, siendo las mas usadas, la
Inhibicion de la Hemaglutinacion (HI) y el ELISA. Las mismas se
pueden emplear para realizar estudios seroepidemiolégicos de
prevalencia de la enfermedad y estudio de nivel de proteccion
contra la enfermedad en aves vacunadas.
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1.1.6.4 Determinacién de Patogenicidad

Pruebas biolégicas

La virulencia de las cepas se puede determinar mediante la
realizacion de pruebas biolégicas y su valoracidén se basa en las
siguientes pruebas:

Tiempo medio de muerte embrionaria (MDT)

Se inoculan diferentes diluciones de la suspensién viral en la
cavidad alantoidea de huevos embrionados de pollo 9-11 dias y se
incuba a 37°C por 7 dias. Se determina el tiempo medio de muerte
(MDT) como el tiempo minimo en que la dosis letal minima
(dilucibn méas alta que provoca muerte de la totalidad de los
embriones) en que mueren todos los embriones. Las cepas
velogénicas tardan menos de 60 hs en matar, las mesogénicas
tardan entre 60-90 horas y las lentogénicas tardan mas de 90
horas.

indice de patogenicidad intracerebral (ICPI)

Se inyecta a 10 pollitos de 1 dia de edad por via intracerebral
0,05 ml. de virus diluido 1/10, se observan durante 8 dias y se
establecen registros diarios, (se adjudica a los muertos un puntaje
de 2, 1 a los enfermos y 0 a los sanos). EIl ICPI es la puntuacion
media por ave y por observacion, durante un periodo de 8 dias de
observacion y los valores oscilan entre 0 y 2. La OIE ha
establecido que los Paramixovirus tipo 1 que causan la
Enfermedad de Newcastle en las aves de corral, tienen un ICPI
mayor a 0,7.

indice de patogenicidad intravenosa (IVPI)

El liquido alantoideo diluido 1/10 del material a estudiar se inyecta
por via intravenosa a pollitos de 6 semanas de edad, se observan
durante 10 dias adjudicando un puntaje de 2 para los muertos o
con paralisis, 1 para los enfermos y 0 para los sanos. El IVPI es la
puntuacién media por ave y por observaciéon durante el periodo de
10 dias. Las cepas lentogénicas y algunas mesogénicas tendran
valores cercanos a 0 y las velogénicas valores mayores a 3.

La interpretacion de las pruebas debe realizarse con un criterio
practico, ya que existen variaciones de los valores usando
diferentes pruebas biologicas. Segun las normas de la OIE un
virus de APMV-1 con un ICPI mayor a 0,7 se considera como
agente causal de la Enfermedad de Newcastle.
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Pruebas moleculares

Durante la replicacion viral se sintetiza la glicoproteina F, la cual
es escindida por enzimas proteoliticas (como la tripsina) en dos
fracciones F1y F2 para formar la proteina F. Esta va a integrar
la estructura de la membrana del virus y es necesaria para
determinar la infecciosidad del mismo. La F, de las cepas
velogénicas puede ser clivada por otras proteasas presentes en
un rango mas amplio de células y tejidos del hospedador, lo cual
explicaria su mayor virulencia.

La mayoria de los virus de la enfermedad de Newcastle que son
patégenos para los pollos tiene una secuencia *?R/K-R-K-K/R-
R™® en el extremo C-terminal de la proteina F2 y un residuo de
fenilalanina en la posicion 117 en el extremo N-terminal de la
proteina F1, mientras que los virus de baja patogenicidad
presentan la secuencia ™?G/E-K/R-Q-G/E-R*® y un residuo de
leucina en la posicion 117 de Fo. De manera que las cepas
virulentas de NDV contienen al menos un par de aminoacidos
basicos en las posiciones 115 y 116 mas una fenilalanina en la
posicion 117 y un residuo basico (R) en la posicion 113
(Organizacion Mundial de la Salud Animal, 2006).

Se han desarrollado diversas técnicas moleculares para
caracterizar el punto de escision de Fo. Mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa de transcripcion reversa (RT-PCR) y
usando cebadores especificos, se puede obtener productos de
PCR que amplifican la secuencia de nucleotidos que codifican el
sitio de escision de Fo para cepas de NDV virulentas y avirulentas
a partir de aislamientos, tejidos y heces procedentes de aves
infectadas (Viljoen, 2005).

Ademaés, dichos productos de PCR pueden ser caracterizados por
las técnicas de secuenciacion de nucledtidos, analisis con
enzimas de restriccion y estudios con sondas de hibridizacion. A
su vez el RT-PCR en tiempo real permite identificar cepas
velogénicas cuando se emplean cebadores y sondas especificas
que reconocen secuencias representativas de los virus
velogénicos (Aldous, 2001).

La presencia de multiples aminoacidos basicos en el punto de
escision de Fo identifica a los virus virulentos o potencialmente
virulentos y esto se ha incorporado en la definicion de la
Enfermedad de Newcastle en el Manual de la OIE. Sin embargo
hay que tener en cuenta que la ausencia de los mismos no
confirma ausencia de patogenicidad del virus debiéndose recurrir
al uso de pruebas bioldgicas confirmatorias.
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1.1.7 SITUACION DE LA ENFERMEDAD DE
NEWCASTLE EN AMERICA DEL SUR Y EN NUESTRO
PAIS

A partir de de la década del 60 se comienza a denunciar la
aparicion de esta enfermedad en América del Sur. En estos
ultimos cinco afos, la enfermedad se ha reportado en Bolivia en
los afios 2006 y 2008, Brasil en el 2006, Chile en el 2007,
Colombia en los afios 2005 al 2009, Ecuador en el 2009
(sospecha clinica) y Peru en los afios 2008 y 2009 (WAHID
Interface, 2009a). Cabe mencionar que la OIE aun no tiene
informacion sobre la enfermedad en Peru en el afio 2010 y en
Venezuela en los afios 2009 y 2010.

A su vez, la situacion sanitaria de ND en el Cono Sur es excelente
ya que la misma no se ha reportado en muchos afios en paises
como Argentina (1987) y Uruguay (1984) o bien se presento en
forma limitada y sin graves consecuencias para la avicultura, en
otros paises de la region. Por ejemplo, en Brasil el foco de NDV
ocurrido en el 2006, solo afectd a un pequefio numero de aves de
traspatio que rapidamente fue controlada sin comprometer a la
industria avicola (WAHID Interface, 2009b).

ND fue diagnosticada por primera vez en nuestro pais en 1970 y
se presentd como un brote con elevados indices de morbilidad y
mortalidad.

Posteriormente se registraron escasos brotes y estuvieron
relacionados con el ingreso irregular de aves infectadas desde
paises limitrofes, afectando a la zona fronteriza (Rivera, Soriano)
fuera de la zona avicola industrial del pais (Trenchi, 1993).

La enfermedad de Newcastle fue diagnosticada por ultima vez en
nuestro pais en 1984 en el Departamento de Rivera, y los estudios
clinicos, patologicos y seroepidemioldgicos realizados durante
1997, 1998, 1999 y 2000 por el MGAP, no evidenciaron actividad
viral en la poblacion de pollos de engorde del sector avicola
comercial del Uruguay (Dias, 2010).

A partir del 23 de junio de 2000 la Direccién General de Servicios
Ganaderos (DGSG) de acuerdo con lo establecido por el Decreto
177/000 inicié la primera etapa de supresion de la vacunacion
contra la Enfermedad de Newcastle prohibiéndola en "parrilleros" y
autorizando el uso de vacunas vivas con indice de patogenicidad
intracerebral (ICPI) menor de 0.2.
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1.2 INFLUENZA AVIAR

Segun el Manual de la OIE (2006b), la Influenza Aviar altamente
patogénica, también conocida como peste aviar, es una
enfermedad de las aves de corral muy contagiosa y causa alta
mortalidad. Es causada por los virus del tipo A de la familia
Orthomyxoviridae. En base a las caracteristicas antigénicas de las
proteinas internas virales (proteinas de la matriz y de la
nucleocapside) los virus de Influenza se clasifican en los tipos A,
B y C siendo las aves susceptibles solo para el tipo A. También
son susceptibles a la infeccibn viral otras especies de
hospedadores como las focas, las ballenas, los equinos, visones,
los suinos y el hombre. El virus de Influenza Aviar (AIV) se ha
adaptado a persistir en las aves acuaticas silvestres sin causar
enfermedad determinando que estas aves constituyan en principal
reservorio natural del virus.

En el siglo XX ha causado tres brotes pandémicos en el hombre,
que surgieron como consecuencia de la aparicion de nuevos
subtipos de virus. La primera pandemia fue la gripe espafiola que
provoco 20 millones de muertes humanas entre los afios 1918-19
y fue ocasionada por el virus HIN1. La segunda pandemia surgio
en Asia en 1957 y fue provocada por el virus H2N2, teniendo un
impacto menor que la primera. En 1968 aparece la tercera, en
Hong Kong, causada por el H3N2. Estos brotes han sido
provocados por virus recombinantes que comparten genes de
origen humano y aviar y por lo tanto es importante considerar el rol
que han tenido los virus de origen aviar en la trasmision de la
enfermedad y en la emergencia de pandemias de Influenza en el
hombre.

En mayo de 1997 en Hong Kong, se aisla H5N1 de un nifio que
sufre un cuadro de neumonia fatal. A partir de entonces y hasta
fines de 1997 se reportan otros 18 casos provocados por el mismo
virus, el cual se caracteriza por no ser recombinante y estar
constituido solamente por genes de origen aviar. Es a partir de
entonces que se considera al AIV como un agente capaz de
causar graves perdidas a la avicultura y también poseer potencial
para trasmitirse y diseminarse al hombre (Horimoto y Kawaoka,
2001).

Los virus de influenza tipo A se pueden subtipificar de acuerdo
con los antigenos de superficie del virus, Hemaglutinina y
Neuraminidasa, en 16 subtipos H (H1-H16) y 9 subtipos N (N1-
N9). Los virus que provocan enfermedad clinica en las aves de
corral estan asociados a los subtipos H5 y H7. Los virus que
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provocan enfermedad clinica leve con baja mortalidad se
denominan virus de baja patogenicidad (LPAI) y los muy
virulentos de alta patogenicidad (HPAI).

1.2.1. HISTORIA

Segun Easterday y col. (1997), la Peste Aviar fue descrita por
primera vez como una enfermedad grave de los pollos en Italia en
1878. En 1901, Centanni y Savunozzi comprobaron que el agente
etiologico era un agente filtrable.

En 1955 se demostré que la Peste Aviar era provocada por el
Virus de Influenza tipo A. Los virus H7N1 y H7N7, relacionados
con el aislamiento original de peste aviar, causaban brotes de la
enfermedad con alta mortalidad afectando a pollos, pavos y otras
especies en diversas partes del mundo.

En Escocia en 1959, se detecta el subtipo H5 (H5N1) en pollos y
en golondrinas provocando severos perjuicios econémicos. En
ese entonces se sostenia que ambos subtipos H5 y H7 eran
altamente virulentos. Posteriormente se demuestra que esto no
era asi ya que en Oregon en 1971 se aislé6 en pavos un subtipo
H7 avirulento. A partir de entonces, se han aislado virus H5 y H7
avirulentos de diversas especies de aves domésticas y salvajes,
en varias partes del mundo (Easterday y col, 1997).

Posteriormente se reportan escasos brotes de HPAI, como por
ejemplo el sucedido en Australia en 1975 y en 1985, Inglaterra en
1979 y en Irlanda y EEUU en 1983-84 en donde se describe por
primera vez la mutacion del virus HS5N2 de baja patogenicidad a
un virus de alta patogenicidad. Gracias a las estrictas medidas
sanitarias adoptadas se erradico la enfermedad pero no se pudo
eliminar la circulacion del virus de baja patogenicidad que aun se
aislaba en las granjas avicolas y en las ferias de aves vivas.

A finales del aflo 1993 México reporta la aparicion de una
enfermedad en aves de corral con signos similares a los de la
Influenza Aviar, y se aisla un HS5N2 de baja patogenicidad similar
al aislado en EEUU. A fines de 1994 y comienzos del afio
siguiente se comunica un brote de HPAI que afectdé a millones de
aves de corral en varios estados de México. Se adopta como
medida de control, la vacunacion de las aves con vacuna
inactivada, lograndose bajar significativamente la incidencia de la
enfermedad. Sin embargo, en base a estudios seroldgicos
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efectuados a la poblacion centinela sin vacunar, se pudo
comprobar la circulacion de LPAI (Easterday y col, 1997).

A partir del primer aislamiento de Influenza Aviar en pavos en
EEUU en 1963 se han registrado varios brotes de importancia en
esta especie a menudo causada por la trasmision interespecie
entre aves silvestres acuaticas y pavos. Es interesante mencionar
otra trasmision inter-especie en la década del 80, mamifero-ave,
del virus HIN1 del cerdo a los pavos provocando enfermedad
respiratoria y pérdidas en la produccién de huevo, y de patos
silvestres a los cerdos.

A partir de los 70 se reconoce al grupo de las aves silvestres
acuaticas migratorias, especialmente patos y aves de orilla, como
el principal reservorio de todos los subtipos H y N de Virus de
Influenza A.

Durante los afios 90 se ha recuperado virus en mamiferos como
ballenas, focas y visones, lo que demuestra la trasmision natural
del virus de las aves a los mamiferos lo cual puede provocar
enfermedades importantes en los mismos (Easterday y col, 1997).

Actualmente, emergen y re-emergen brotes de Al tanto en paises
desarrollados como en vias de desarrollo (Capua y Alexander,
2010). A su vez se han reportado diversos subtipos de LPAI en
aves silvestres, o que no debe llamar la atencion ya que las
mismas constituyen el reservorio natural del virus. La trasmision y
la generacion de brotes de estos virus a la avicultura dependeran
del nivel de bioseguridad de las granjas expuestas y de las
caracteristicas del virus. Por tal motivo el cddigo de la OIE no
impone cambios en el status sanitario de aquellos paises que
notifican aislamientos de virus de alta y baja patogenicidad en
aves silvestres. Desde el 2009 se han reportado varios brotes de
Influenza Aviar notificable (NAI) en paises desarrollados como
Gran Bretafia (H7N7, HPNAI), Alemania (H5N3, LPNAI) y Japon
(H7N6, LPNAI), lo que indica que la introduccién del virus no
puede ser evitada ni siquiera en aquellos paises tecnolégicamente
avanzados. Por otro lado las epizootias provocadas por el HSN1
aun no han sido controladas, y se han descrito casos humanos
(que hasta el presente a afectado a 411 personas con 256 casos
fatales) en China, Vietnam y Egipto. También se han reportado
brotes de H5N1 en aves de corral y en aves silvestres en
Bangladesh, China, Alemania, India, Laos, Nepal, Nigeria,
Tailandia, Togo y Vietnam. Estos hechos fundamentan la hipotesis
de que H5N1 persiste en forma endémica en la avicultura en
amplias regiones del mundo.
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1.2.2. ETIOLOGIA

El Virus de Influenza Aviar o Virus de Influenza tipo A (AlV) junto
con los demas virus de Influenza pertenece a la familia
Orthomixoviridae y se caracteriza por poseer un tamafio mediano
(80-120 nm de diametro), ser pleomorfico (forma esférica o
filamentos de longitud variable), estar constituido por 8 segmentos
RNA monocateniarios de polaridad negativa, presentar simetria
helicoidal y estar cubierto por una envoltura con proyecciones
glicoproteicas con actividad de hemaglutinina y neuraminidasa.

En base a las propiedades antigénicas de las proteinas internas
del virus, proteina M y nucleoproteina, se reconocen 3 tipos de
Virus de Influenza: Tipo A, By C. Los tipos B y C son tipicos de
los humanos, mientras que el tipo A se encuentra en las aves,
cerdos, equinos y ocasionalmente en otros mamiferos como focas,
ballenas y visones.

De acuerdo con las caracteristicas antigénicas de las proteinas de
superficie, Hemaglutinina y Neuraminidasa, los virus tipo A se
clasifican en 16 y 9 subtipos diferentes respectivamente.

Hasta la fecha, los virus muy virulentos de la gripe tipo A, que
producen una enfermedad clinica aguda en los pollos y pavos,
solamente se han asociado con los subtipos H5 y H7.
(Organizacion Mundial de Sanidad Animal OIE, 2006b).

En las aves de corral, hay dos formas de presentacion de la
enfermedad: la Influenza Aviar de Baja Patogenicidad que
presenta sintomas, muchos de ellos compatibles con otras
enfermedades de las aves, tales como estado febril, enfermedad
respiratoria leve y disminucién de la produccion de huevos vy la
Influenza Aviar de Alta Patogenicidad que se caracteriza por su
aparicion repentina, con alta mortandad de las aves.

1.2.2.1. Estructura del virus

La envoltura del virion presenta dos glicoproteinas de superficie,
La Hemaglutinina (HA), y la Neuraminidasa (NA), tal como lo
muestra la figura 7.
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Figura 7.Diagrama esquematico del Virus de Influenza Aviar Se muestra
a la membrana lipoproteica integrada por la HA y la NA. Por debajo de la
envoltura del virién, se encuentra la las proteinas M1y M2 que, junto a NP y
a las tres proteinas de la Polimerasa viral PB1, PB2 y PA, rodean al RNA
viral. El genoma viral estd compuesto por 8 segmentos de RNA que
codifican 10 proteinas, 8 estructurales (HA, NA, M1, M2, NP, PA, PB1, y
PB2) y 2 no estructurales (NS1 y NS2) las cuales son codificadas por los
segmentos de RNA mas chicos. Fuente: Fusaro, 2009.

La Hemaglutinina (figura 8) se presenta como un trimero en forma
de baston y su mondémero consiste en una cabeza globular
conectada a un tallo constituido por dos péptidos denominados
HAly HA2. HAL se une a los receptores sialo-oligosacaridos de la
membrana de la célula huésped y tiene actividad hemaglutinante.
El segmento HA2 constituye el sitio de anclaje y su extremo amino
terminal se denomina péptido de Fusion (Tollis y Di Trani, 2002).
La cabeza globular contiene el sitio de unién al receptor de la
membrana de la célula huésped y presenta cadenas laterales de
carbohidratos cuyo nimero y posicion varian con la cepa de virus.
Los anticuerpos contra esta glicoproteina tienen accion
neutralizante jugando un papel importante en la proteccion contra
la infeccion viral.

La Hemaglutinina tendria el rol mas importante para determinar la
virulencia de AIV. Para que el virus sea infeccioso es necesario



24

gue la proteina precursora HAO se clive en HA1 y HA2 debido a
que la fusién con la célula esta mediada por el extremo libre
aminoterminal de HA2. Dicha escision es protagonizada por las
proteasas del hospedador. Las proteasas se dividen en dos
grupos: el primero constituido por las enzimas tipo tripsina
localizadas en lugares especificos del organismo como el tracto
digestivo y respiratorio. El segundo grupo esta integrado por
proteasas ubicuas que escinden aquellas HAO con multiples
aminoacidos béasicos en su sitio de clivaje.

La HAO de los virus de LPAI es escindida por las proteasas
extracelulares tipo tripsina, mientras que la HAO de los virus de
HPAI lo son por las proteasas ubicuas. La presencia de multiples
aminoacidos basicos upstream, y la ausencia de cadenas laterales
de carbohidratos en el sitio de clivaje de la Hemaglutinina,
permiten que la misma sea escindida por varios tipos de
endoproteasas, entre las cuales se encuentra la furina. La mayoria
de los HPAI que presentan estas caracteristicas, pertenecen a los
subtipos H5, H7 y H10, mientras que los LPAI solo presentan
residuos basicos en las posiciones -1y -4 para los subtipos H5 y -
1y -3 para los subtipos H7.

Recepior
birding site
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Figura 8.Hemaglutinina del virus de influenza AH1IN1 de 1918. Esta
proteina estd compuesta por tres subunidades iguales (homotrimero). En la
parte superior se encuentra el sitio de unién al receptor celular acido sidlico
(receptor binding site). El sitio de clivaje (cleavage site) se encuentra en la
parte inferior.Fuente: Stevens, 2010.
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La NA que es un tetramero con forma de hongo, presenta un tallo
hidrofobico que se ancla en la membrana y una cabeza globular
gue contiene los sitios enzimatico y antigénico. Actia sobre el
acido neuraminico de la membrana celular permitiendo la
liberacion de los virones de la célula infectada. Los anticuerpos
contra NA también tienen un rol en la proteccion evitando la
diseminacion del virus de las células huéspedes. La Hemaglutinina
y la Neuraminidasa junto a una pequefia proteina denominada M1
se encuentran incluidas en la membrana lipidica del virus.

Figura 9. Vista superior Neuraminidasa. La neuraminidasa es una enzima que
permite a un virus cruzar las paredes celulares. La neuraminidasa también se
llama sialidasa porque disuelve los enlaces quimicos entre el acido sialico y las
glicoproteinas o glucolipidos que se encuentran en las paredes celulares. Hay 9
subtipos de neuraminidasa con designaciones numericas de N1 hasta N9. Las
moléculas de neuraminidasa forman unas proyecciones sobre la superficie del
virus de la gripe en forma de hongo. La parte superior consiste de cuatro
proteinas idénticas con una forma aproximadamente esférica. La siguiente
imagen muestra como cada una de estas unidades se encuentra girada 90
grados con respecto al centro de la estructura. Fuente: Scientific Psychic, 2010.

Por debajo de la envoltura del viribn, se encuentra la mayor
proteina estructura, la proteina M que, junto a la nucleoproteina
(NP) y a las tres proteinas de la Polimerasa viral (PB1, PB2 y PA),
rodean al RNA viral.

El genoma viral esta compuesto por 8 segmentos de RNA que
codifican 10 proteinas, 8 estructurales (HA, NA, M1, M2, NP, PA,




26

PB1, y PB2) y 2 no estructurales (NS1 y NS2) las cuales son
codificadas por los segmentos de RNA mas chicos.

El caracter segmentado del genoma viral determina la posibilidad
de que los segmentos de RNA se puedan reordenar durante la
replicacién cuando ocurre una infeccion simultdnea con diferentes
virus de Influenza Aviar. Mediante este mecanismo se han
detectado aparicién de nuevos subtipos antigénicos en infecciones
mixtas en poblaciones de patos silvestres en la naturaleza. De
esta manera se explica la aparicion de nuevas cepas pandémicas
de AIV en humanos producto de recombinacion genética de virus
de aves y humanos.

También existe otra forma de determinar la variabilidad de AIV y
es la provocada por mutaciones puntuales de la secuencia
genética lo que genera el surgimiento de nuevas variantes
antigénicas del virus.

1.2.2.2. Ciclo de replicacion viral

El virus se adsorbe a la membrana celular mediante la union a
receptores que contienen &cido sialico y es introducido al interior
de la célula por un proceso de endocitosis. La Hemaglutinina sufre
un cambio conformacional e inicia el proceso de fusion lo que
desencadena la liberacién de la nucleocapside en el interior del
nacleo de la célula (Figura 10).

Una endonucleasa viral escinde el extremo 5 CAP de los RNA
mensajeros de la célula y éstos son usados como primers de la
transcripcion viral efectuada por la transcriptasa viral. De esta
manera se generan 6 RNA mensajeros monocistronicos que
codifican la sintesis de HA, NA, NP, PA, PB1 y PB2. Los dos RNA
mensajeros de NS y M, se forman por solapamiento genético, y se
transcriben en marcos de lectura diferentes y como consecuencia
de ello se realiza la sintesis de NS1, NS2, M1, y M2. La HA y la
NA se glicosilan en el Aparato de Golgi y son transportadas a la
membrana celular donde quedan incluidas.

Una vez que se sintetizaron y se ensamblaron las proteinas virales
y el RNA genomico, los viriones resultantes son excretados fuera
de la célula por un mecanismo de brotamiento.
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1.2.2.3. Bases moleculares de la patogenicidad

El fendbmeno de patogenicidad es muy complejo y no se puede
explicar por el origen del huésped o por el subtipo antigénico del
virus. Los subtipos H5 y H7 estan asociados a aislamientos de
virus de alta patogenicidad en pollos, pavos, patos y golondrinas.
Sin embargo existen otros subtipos H5 y H7 que se clasifican
como de baja patogenicidad.

Un virus muy patdgeno para una especie puede no serlo para otra.
Por ejemplo, el virus pavo/Ontario/7732/66 es muy virulento en
pavos y pollos (mortandad del 100%) pero es avirulento para los
patos.

Es importante considerar que las diferentes especies tienen
distintos receptores para los virus lo cual podria explicar el rango
de hospedadores, el tropismo celular y la patogenicidad de los
diferentes virus.

Las bases moleculares de la patogenicidad estarian determinadas
por varios genes, en especial los que codifican la Neuraminidasa
y la Hemaglutinina (especialmente el sitio de clivaje). Los HPAI
tienen la particularidad de que su Hemaglutinina es escindida por
diferentes proteasas en diferentes tejidos del organismo, y
presenta multiples aminoacidos basicos en el extremo carboxilo
terminal de HA1l. Sin embargo los H5N2 de alta y baja
patogenicidad aislados en el brote de Pensilvania de 1983 tienen
multiples aminoacidos en el sitio de clivaje de la Hemaglutinina,
pero se diferencian entre si porque los de baja patogenicidad
tienen cadenas laterales glicosiladas lo que impediria la accion
enzimatica de algunas proteasas.

Ademaés las cepas virulentas se diferencian de las avirulentas por
la actividad de los canales i6nicos de la proteina M2 lo cual podria
evitar cambios conformacionales de la Hemaglutinina a pH &cido
durante la escision de la misma a nivel intracelular.

1.2.3. SIGNOS CLINICOS

Los signos clinicos son extremadamente variables y depende de
la especie afectada, edad, enfermedades concurrentes, virus,
condiciones ambientales, etc.

Los signos pueden ser de tipo respiratorio, entérico, nervioso o
reproductivo. En algunos casos la enfermedad se presenta en
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forma fulminante provocando la muerte en pocas horas sin
manifestacion de signos clinicos.

La gravedad de la enfermedad puede estar determinada por la
especie afectada. Por ejemplo en el brote de Influenza H5N8 en
1987 en Irlanda, hubo alta mortalidad en los pavos mientras que
la misma no afect6 a los patos a pesar de que los mismos jugaron
un rol importante en la trasmision de la enfermedad.

También la gravedad de la enfermedad dependera del patotipo
actuante de virus. Por ejemplo en el brote de Influenza
Pennsylvania en 1987 la enfermedad comenzé por presentarse en
forma leve con baja mortalidad y terminé siendo grave debido a la
mutacién del virus de baja patogenicidad a alta patogenicidad, con
una mortalidad de 50-80% con manifestacion de cuadros
respiratorios severos.

1.2.4. DIAGNOSTICO

1.2.4.1. Deteccion viroldgica

Aislamiento viral

De acuerdo con lo descrito por el Manual de la OIE (OIE, 2006), el
virus de Influenza Aviar se aisla mediante la inoculacion de una
suspension obtenida de hisopados traqueales y/o cloacales y de
tejidos procedentes de aves infectadas, en la cavidad alantoidea
de huevos embrionados de pollo de 9-11 dias de edad y se incuba
a 37°C durante una semana. Finalmente, se colecta el liquido
alantoideo de los mismos para detectar actividad hemaglutinante
por la prueba de Hemaglutinacion (HA).

Identificacion

La presencia del virus en el liquido alantoideo con actividad
hemaglutinante se determina por la prueba de Inmunodifusion en
gel agar (IDGA) usando un antisuero que reconoce los antigenos
de la matriz y de la nucleocapside comunes en la totalidad de los
subtipos de Influenza A.

La subtipificacion se realiza mediante las pruebas de Inhibicién de
la Hemaglutinacion (HI) para reconocer a los 16 subtipos H y de
la Inhibicion de la Neuraminidasa (NI) para identificar a los 9
subtipos N usando antisueros especificos.
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1.2.4.2. Deteccidn molecular

La deteccion de influenza aviar también se realiza por la técnica
de RT-PCR usando cebadores especificos que reconocen
secuencias conservadas de los genes de las proteinas de la
nucleocapside y de la matriz (Munhoz Suarez y col.,, 2005;
Fouchier y col.,, 2000 respectivamente). A su vez, los virus
detectados se pueden  subtipificar usando cebadores que
amplifican secuencias de los genes de las proteinas virales de los
subtipos H5 y H7 (Spackmann y col., 2002, Munch y col., 2001).

1.2.4.3. Deteccion seroldgica

Las pruebas de ELISA e Inmundifusion en gel agar (IDGA),
permiten tipificar al virus (tipo A, B 0 C) ya que todos los virus de
un mismo tipo presentan antigenos de la nucleocépside y de la
matriz similares (OIE, 2006b) Ambas técnicas se han utilizado en
los programas de vigilancia seroepidemioldgica de la enfermedad
en aves de corral siendo usada el ELISA como prueba tamiz
(debido a su alta sensibilidad) y la IDGA como prueba
confirmatoria (debido a su mayor especificidad).

La prueba de Inhibicion de la Hemaglutinacion (HI), permite
identificar anticuerpos contra los 16 subtipos H mientras que la
prueba de Inhibicion de la Neuroaminidasa detecta anticuerpos
contra los 9 subtipos N del virus de la IA (OIE, 2006b).

1.2.4.4. Determinacion de Patogenicidad

Pruebas biolégicas

indice de patogenicidad intravenosa (IVPI). Se inocula por via
intravenosa 0,1 ml. de liquido alantoideo con un titulo > 1/16, a 10
pollos de 6 semanas de edad y se observan diariamente durante
10 dias consecutivos. A las aves sanas se las adjudica un puntaje
de 0, a las enfermas 1, muy enferma 2 y a las muertas 3. Un
indice de 3 indica que todas las aves murieron en un lapso de 24
hs, mientras que un indice igual a 0 significa que ninguna ave
mostro signos clinicos durante los 10 dias de observacion.
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Pruebas moleculares

Se puede determinar la patogenicidad por técnicas moleculares ya
que los virus de alta patogenicidad presentan multiples aminacidos
basicos en el sitio de corte de la hemaglutinina.

La OIE ha adoptado los siguientes criterios para clasificar los virus
de Influenza Aviar como muy patdgenos:

e Cualquier virus que es letal para mas de 6 de un total de 8
pollos de 4-8 semanas de edad, después de los 10 dias post-
inoculacion por via intravenosa con una suspension 1/10 del
liquido alantoideo infectivo.

* Si mueren menos de 6 y si el virus es del subtipo H5-H7 se
debe determinar si produce efecto citopatico a cultivos celulares
sensibles a influenza aviar en ausencia de tripsina.

* Si no hay crecimiento el aislamiento no se considera de alta
patogenicidad.

* Si no mata a los pollos pero el virus es del H5 o H7 y produce
efecto citopatico a cultivos celulares en ausencia de tripsina se
debe determinar la secuencia de aminacidos de sitio de clivaje de
la hemaglutinina.

La Union Europea  define a la Influenza Aviar de alta
patogenicidad como la infeccion de las aves causada por un virus
de influenza tipo A que tiene un indice de patogenicidad
intravenosa (IVPI) >1,2 en pollos de 6 semanas de edad o
cualquier infeccion con virus de tipo A de los subtipos H5 y H7 en
lo que la secuenciacion de nucle6tidos ha demostrado presencia
de mudltiples aminoacidos bésicos en el sitio de corte de la
Hemaglutinina.

1.2.5. TRASMISION Y DISEMINACION

La trasmision de Al de las aves silvestres acuaticas a otras
especies es un hecho que sucede con un grupo muy limitado de
subtipos de virus en un lapso de tiempo prolongado. Un ejemplo lo
constituye el caso de aislamiento de H7N7, H4AN5, H4N6 y H3N3
en focas que padecieron neumonia fatal. La trasmision accidental
de Al de las focas al hombre es otro caso de trasmision aves
hombre por intermedio de otros hospedadores.
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También se ha aislado en ballenas, virus HIN3 relacionado con
virus de origen aviar, y virus H13N2 y H13N9 genéticamente
relacionados con aislamientos en gaviotas. A su vez se ha
reportado aislamientos de H10N4 en brotes de Al en granjas de
visones en Suecia en el afio 1990, estaban vinculados con virus
de origen aviar.

En 1989, durante un severo brote de Al en equinos en China se
aisl6 H3N8 y se comprobd su origen aviar mediante estudios
genéticos e inmunologicos. También se ha demostrado la
trasmision de HIN1 de aves a los cerdos en Europa en 1981 y
1983, Canadéa en 1999 y China en 1996, 1998 y 2000.

En 1993 se aisld en cerdos un virus recombinante que presentaba
genes de proteinas internas de HIN1 de origen aviar y genes de
las glicoproteinas de superficie de H3N2 de origen humano y que
posteriormente estos virus recombinantes fueron aislados en nifios
en Holanda en 1993. Este hallazgo comprueba el rol de la especie
suina de vaso comunicante en la trasmision de la Al de las aves al
hombre.

Existen evidencias genéticas de que en las dos Ultimas pandemias
de 1957 y 1968 surgieron virus recombinantes que poseian genes
de origen aviar. Por otra parte se ha reportado la trasmision
directa de H7N7 de las aves al hombre.

En 1997 en Hong Kong se registraron 18 casos de Al en el
hombre trasmitidos por el contacto con aves infectadas con HPAI
H5N1. El virus aislado estaba constituido en su totalidad por genes
de origen aviar y el gen de Ho presentaba multiples aminoacidos
basicos en el sitio que codifica el clivaje de la hemaglutinina.
Posteriormente, en 1999, se aisla de humanos HO9N2 que
contenian genes de proteinas virales internas idénticos a HS5N1
dando sustento a la potencial trasmision interespecie de Al.

Aun no se ha esclarecido bien la causa del rango restringido de
hospedadores para la Al. Se cree que el principal factor es la
presencia de receptores especificos de especie de acido sialico
para unirse a la hemaglutinina viral. La hemaglutinina viral de
origen aviar se une al receptor especifico alfa 2-3 sialo-
oligosacérido en donde el &cido sialico se une a la galactosa por
puentes 2-3. En cambio la hemaglutinina de los virus de origen
humano se une a los receptores de sialo-oligosacaridos que tienen
puentes alfa 2-6. Sin embargo los H5N1 aislados en el hombre en
Hong Kong se unen a receptores con puentes 2-3 alfa galactosa lo
que indica que existen otros productos genéticos que determinan
el rango de huéspedes. A su vez los cerdos presenta ambos
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receptores, lo que explicaria su susceptibilidad a la infeccion por
virus de origen aviar y humano a la vez. (Tollis y Di Triani, 2002).

1.26. RESERVORIO DEL VIRUS EN AVES
SILVESTRES

Las aves silvestres acuéticas (orden Anseriformes) y aves
playeras (Orden Charadiformes) parecen ser los reservorios
naturales para el virus de la Influenza tipo A, y las infecciones
cursan generalmente de forma asintomatica. (Rovid Spickler,
2009). La trasmision a través de la ingestibn de agua
contaminada por materia fecal es la principal via de diseminacion
del virus entre las aves acuéticas silvestres.

1.2.7. SITUACION DE LA ENFERMEDAD EN
AMERICA DEL SUR Y EN NUESTRO PAIS

En América del Sur, hay un solo caso de Influenza Aviar de alta
patogenicidad ocurrido en aves de corral en Chile en abril de
2002, por el virus H7N3. Este foco fue rapidamente extinguido
gracias a las medidas implementadas por las autoridades
sanitarias del SAG (Servicio Agricola Ganadero) en coordinacién
con los interesados.

También en Chile se reportd la aparicion de un nuevo Virus de
Influenza Aviar HIN1 en una granja de reproductores de pavos, y
desaparecio rapidamente de la poblacion afectada (Mathieu y col.,
2010; WAHID 2009c). Este virus presentaba caracteristicas
genéticas idénticas al nuevo virus pandémico que comenzo a
circular en humanos y cerdos en el afio 2009.

En Colombia, en un relevamiento seroepidemioldgico en el afio
2005 (Asociacion Latinoamericana de Avicultura, 2009), se detect6
por PCR y por serologia el virus de Influenza Aviar Subtipo H9, de
baja patogenicidad pero sin lograr aislamiento viral.

En el resto de los paises de América del Sur, incluido Uruguay, no
se ha reportado ningun caso de Influenza Aviar en las aves de
corral, ni de baja ni de alta patogenicidad.

Los virus de Influenza aviar (Al) en especies silvestres se han
aislado muy esporadicamente en Sudamérica. Se aisl6 una cepa
del virus LPAI H7 en Bolivia en una especie de pato silvestre
(Anas cyanoptera) que estuvo relacionado filogenéticamente con
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la cepa del H7 aislada en Chile en 2002 en aves de corral
(Spackman 2007). Las aves acuaticas son posibles reservorios de
Influenza en Sudamérica, dado que en esta region hay anatidos
emparentados con las especies del hemisferio norte.

La vigilancia extensiva realizada en aves silvestres en Argentina
durante 2006-2007, permitio hacer 12 detecciones de virus de
Influenza Aviar de 2895 muestras de hisopados cloacales por la
técnica RRT-PCR. Dos muestras positivas a Influenza tipo A de
baja patogenicidad (no H5 ni H7) pertenecian a dos especies de
patos, cutiri (Amazoneta brasiliensis) y pato de collar (Callonetta
leucophrys) capturados en el sur de Corrientes. El virus del
subtipo H13N9 se pudo aislar de la gaviota cocinera (Larus
dominicanus) capturada en la costa Sud-atlantica de Argentina. La
caracterizacion de este virus revela cierta relacion con aquellos
aislados en Chile y Bolivia y muestran evidencias de evolucion
independiente con minimo intercambio de genes con virus de
Influenza de otras latitudes (Pereda, 2008).

Chile detectdé 2 aislamientos de LPNAI en gaviotas (Larus
pipixcan y Larus dominicanus ), un H13N6 en el 2007 y un H5N9
en el 2008, mientras que Brasil reportd tres aislamientos de H3
LPNAI a partir de 1200 muestras colectadas durante los afios
2006 y 2007 (Senne, 2010). Los aislamientos fueron realizados en
gaviota (Larus dominicanus), chorlito enano (Calidris pusilla) y
playero (Actitis macularia).

Uruguay reporto resultados negativos en 181 muestras de aves
silvestres procesadas durante un monitoreo virolégico molecular
en el afio 2008 (Dias, 2010).
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2. ANTECEDENTES _ESPECIFICOS _DE
PARAMIXOVIRUS AVIAR Y VIRUS DE
INFLUENZA AVIAR EN PALOMAS

2.1. PARAMIXOVIRUS DE LA PALOMA

2.1.1. HISTORIA

Las palomas domésticas (Columba livia domestica), junto con mas
de 300 especies de aves, pertenecen a la familia Columbidae.
Esta familia estd integrada por cinco especies diferentes:
Streptopelia turtur y Streptopelia decaorto (torcazas), Columba
palumbus, Columba oenas y Columba livia de la cual la paloma
domeéstica ha evolucionado genéticamente mediante un proceso
de seleccion progresiva (Marlier y Vindevogel , 2006).

A partir de 1971 se registran los primeros casos de infeccion
natural por el Paramixovirus Aviar tipo 1 en palomas mensajeras
en Holanda, Gran Bretafia, Bélgica y Alemania durante la
epizootia de la Enfermedad de Newcastle que devastd a la
avicultura en Europa (Vindevogel,1988). Las aves infectadas
presentaban sintomatologia digestiva y nerviosa y los virus
aislados de las mismas eran idénticos a las cepas clasicas
velogénicas APMV-1 lo que indica que las palomas se infectaron
al estar en contacto con las aves de corral enfermas.

En 1980 se aislan cepas lentogénicas de APMV-1 de palomas
con sintomas respiratorios y de acuerdo con investigaciones
serolégicas se determina que el 7% de las palomas mensajeras de
Bélgica y el 19% en Francia, estaban infectadas sin mostrar
signos clinicos de la enfermedad (Landre, 1982).

En 1981 se reporta, por primera vez en los paises del
Mediterraneo, una enfermedad en palomas mensajeras con
caracteristicas clinicas similares a la forma neurotropica de la
Enfermedad de Newcastle y el primer caso se publica en Bélgica
donde se aisla un virus con caracteristicas de APMV-1 en dos
palomas mensajeras importadas de Italia (Kaleta, 1985).

En 1983, la enfermedad se extiende rapidamente por toda Europa,
posiblemente debido a los contactos de las aves durante las
competencias y por el intercambio comercial de las mismas.
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En 1984, la paramixovirosis de la paloma adquiere las
caracteristicas de panzootia y a partir de 1985 se propaga por
todo el mundo (Alexander, 1997).

Con el desarrollo de una vacuna especifica, en estos ultimos
aflos se ha logrado controlar la aparicion de brotes en palomas
aunque esta enfermedad se considera aun enzodtica en algunos
paises (Alexander, 2001; Liu, 2006)

Se han reportado aislamientos de APMV-7 avirulentos en
palomas cuarentenadas y en palomas silvestres en Inglaterra,
USA y Japén. También se ha aislado APMV-1 virulento durante
brotes de Enfermedad de Newcastle en aves de corral y APMV-1
avirulento durante los periodos interepizooticos de la enfermedad.
(Marlier y Vindevogel, 2006)

2.1.2. CARACTERISTICAS DEL PARAMIXOVIRUS DE LA
PALOMA

2.1.2.1. Termoestabilidad de la hemaglutinina

La actividad hemaglutinante de PPMV-1 se mantiene luego de un
tratamiento térmico a 56C por un lapso igual o mayor a 30
minutos, mientras que las cepas lentogénicas La Sota y Hitchner
Bl se inactivan antes de los 15 minutos (Bianchifiori y Fiorini,
1983, Gelb y col., 1985).

2.1.2.2. Formacioén de placas

Los aislamientos de PPMV-1 producen efecto citopéatico al ser
inoculados en cultivos primarios de embridon de pollo formando
placas de 1,3-3,5 mm de didmetro después de las 96 hs. de
incubacion. Por otra parte las cepas mesogénicas y velogénicas
(cepas Roakin y Texas GB respectivamente) forman placas de un
diametro de 2-4 mm y las lentogénicas (cepa La Sota) no
desarrollan placas (Biancifiori y Fiorini, 1983, Gelb y col., 1985).

2.1.2.3. Caracterizacion antigénica

En un principio se sostuvo que el agente causal de la
paramixovirosis de la paloma era un Paramixovirus Aviar tipo 3,
pero posteriormente mediante estudios serologicos de Inhibicion
de la Hemaglutinacion (Biancifiori, 1983; Alexander, 1984) se
determiné que los aislamientos realizados de palomas
mensajeras con enfermedad clinica en diferentes paises de
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Europa eran similares y pertenecian al serotipo 1. Los virus
aislados de las palomas se distinguen del Paramixovirus Aviar
tipo 1 clasico (APMV-1), por presentar titulos significativamente
diferentes (Alexander, 1984).

La caracterizacién antigénica se puede determinar mediante el
estudio de la reactividad del virus con un panel de anticuerpos
monoclonales (mAbs) producidos para reconocer epitopes
especificos de las diferentes proteinas virales.

Alexander y col. (1984) mediante esta técnica logra diferenciar las
cepas de Paramixovirus Aviar aisladas en palomas de las clasicas
por la reactividad con solo tres (481 F, 38 NP y 479 NP) de los
nueve anticuerpos monoclonales producidos contra la cepa
lentogénica Ulster C de NDV.

Pearson y col. (1987), corroboran que siete de ocho cepas
aisladas en palomas en Estados Unidos son similares a las
europeas al reaccionan en forma idéntica con los anticuerpos
monoclonales 481, 38y 479.

Gelb y col. (1985) distinguen dos aislamientos procedentes de
palomas como diferentes antigénicamente a las cepas de la
Enfermedad de Newcastle porque no reaccionan con el anticuerpo
monoclonal 2F12 especifico de las cepas de APMV-1 en las
pruebas de HI.

En un estudio posterior (Alexander y col., 1997), se examinaron un
total de 1525 viriones de Paramixovirus Aviar tipo 1 usando un
panel con nueve mAbs, y 818 de los mismos fueron estudiados
con un panel adicional de 17 mAbs. Los mAbs fueron producidos
contra las cepas Ulster 2C y Pigeon/England/617/83 y se estudio
su reactividad con los diferentes péptidos virales: Nucleoproteina
(NP), Fosfoproteina (P). Matriz (M), péptido de fusion (F),
Hemaglutinina-Neuraminidasa (HN) (ver tabla 1).
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Tabla 1. Anticuerpos monoclonales (mAbs) y su react ividad
con los polipéptidos virales

pobipephiaes
NMAbs produced against Ulster 206
Code a b € d e f g h i
mAb 14 32 38 86 424 445 [ 479\/481\ 688

Viral
polypeptide HN  HN NP HN M? HN \ NP/\ F 'y

MAbs produced against Ulster 2C

Code v

mAh Uiz 1145 Us7 1168 185
Viral
pulypepide HN HN HN HN

MAbs produced against pageomfngiand‘ﬁf 783

b ]

Code

mAb 3617 [ 380617\ 43/61T7/ F¥6l 161610/ 165/617
Viral
polypeptide NP

O: reactividad del mAb con las proteinas virales de PPMV-1 HN, F y
NP. Fuente: Alexander y col., 1997.

Los 1525 virus fueron clasificados en 15 grupos antigénicos en
base al panel de nueve mAbs producidos contra la cepa Ulster 2C
(mAb a al i). La mayoria de los aislamientos del grupo antigénico
P (tal como lo muestra la tabla 2) correspondian a palomas.
También se incluyeron en el mismo grupo aislamientos obtenidos
de otros huéspedes que fueron infectados como resultado de la
diseminacion del virus por palomas silvestres y mensajeras
infectadas.
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Tabla 2. Propiedades de los NDV agrupados usando p  anel de
9 mADbs.

with virulence Year of isolation of:

Binding of mAbs®. _— -

Group abedefghi In group High®  Medium® Low! Main host (number)  Earliest ~ Most recent
A PR i 3 31 — — Chickens {21) 1970 1992
B R 159 156 3 - Chickens (81) 1933 1993
Cl1 T L 118 115 1 — Chickens (68) 1968 1694
c2 ot b FF—t ot 1 — - 11 Watetfowl (7) 1976 1994
D ++ bk ko 18 11 3 Chickens (9) 1940 1003
E dh bt iot-4 284 - — 284 Chickens (253) 1948 1995
F R 10 - - 10 Chickens (5) 1949 1989
G&Q S bl 60 - - 50 Waterbirds (44) 1966 1902
H R 3 1 — 42 Waterbirds (36) 1972 1993
L i bt hmttd 13 _ — i2 Waterbirds (3) 1972 1905
L TR S N A a6 26 — — Chickens [13) 1071 1903
| P b ——t - 25 varisble Pigeons (580) 1978 1995
i3 —r 4 7 = = Chitkems (36, 99T Towt
PORT A 54 54 — — Chickens (44) 1991 1995

Fuente: Alexander y col., 1997.

Los aislamientos de los virus responsables de la panzootia en las
palomas mostraron homogeneidad antigénica. Segun lo evaluado
con el panel de 26 mADbs, 145 de los 158 virus ubicados en el
grupo P pertenecian al patron 32 (ver tabla 3). Los autores
consideraron que el mAb 161/617 era especifico para detectar
PPMV-1 en la prueba de HI debido a que reaccion6 con todos los
virus del grupo antigénico P con excepciéon de 10 virus
pertenecientes al patrén antigénico 34 y 36.

Tabla 3. Patron de unién para las diferentes cepas y
aislamientos de NDV usando el panel ampliado de 26  mADs.

Fatem 9-mAb Binding of mAbs:
mo! Growp'sbededighi jklmnopgrty wexyzf$ Numbe®

32 P - —+--——++—- ~t——+++=-—+- -+ —-+-+ 145
a3 P T R A R o T T I N S P St R St S 8 1
34 P ===t += — ==t - mm —= = = — +- - -
35 F —=-+—-—=-- ++—- —t+t—-——+++——+ - —F+ -+ -+ 5
35 P e Bt i Sl it S I S S SR S R ¢ 3

Fuente: Alexander y col., 1997.

La principal utilidad de los mAbs radica en el estudio de las
diferencias y similitudes entre los aislamientos en el transcurso de
una epizootia.

Un ejemplo de aplicacion de los mAbs, fue el estudio realizado por
Werner y col. (1999), quienes caracterizaron antigénicamente
635 aislamientos de Paramixovirus Aviar tipo 1 obtenidos de aves
de corral, aves exoéticas y palomas durante el periodo
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comprendido entre los afios 1992-1996. Este autor utilizé un panel
de anticuerpos monoclonales producidos para reconocer a las
cepas velogénicas, mesogénicas y lentogénicas de virus de la
Enfermedad de Newcastle (APMV-1) y a las cepas de
Paramixovirus de la paloma (PPMV-1). De esta manera
caracteriza aislamientos obtenidos de las palomas como PPMV-
1,y APMV-1 lentogénico (cepa La Sota). Comprueba que el mAb
39 preparado contra PPMV-1 aislado en Alemania presenta la
misma reactividad que el mAb 161/617 en los ensayos de HlI.

Por otro lado, mediante el estudio con los mAbs, fue posible
determinar que las palomas mensajeras infectadas por la variante
de NDV provocaron la epizootia de la Enfermedad de Newcastle
en aves de corral en 1984 en Gran Bretafia y en 1991 en Irlanda.

Finalmente, fue en base al patron especifico de reactividad con
mADbs de los virus aislados en las palomas mensajeras de todo el
mundo que se le confiri6 el caracter de panzootia a esta
enfermedad.

2.1.2.4. Caracterizacion bioldgica

Como se menciond anteriormente la patotipificacion del agente es
de suma importancia debido a que la misma va a indicar el poder
patdgeno del agente en las aves de corral. En ese sentido, una de
las pruebas biologicas mas utilizadas es el ICPI la cual ha
caracterizado a los PPMV-1 en diversas areas geograficas como
mesogenicos, aunque también se reportan cepas lentogénicas y
velogénicas aunque en menor proporcion.

Por ejemplo, los aislamientos de PPMV-1 realizados en ltalia, y la
mayoria de los aislamientos realizados en Bélgica, Francia y
Alemania en 1983 y 1984 se caracterizaron como mesogenicos
para los pollos (Alexander y col., 1984, Werner y col., 1999).

En América del Norte también se han comunicado aislamientos de
cepas mesogénicas de PPMV-1. Pearson y col. (1986) estudiaron
la patogenicidad de 44 aislamientos de PPMV-1 obtenidos de
palomas en cautiverio (excepto una silvestre) con sintomatologia
clinica en varios estados de USA. Estas cepas presentaban un
ICPI compatible con las cepas mesogénicas (0,89-1,64), excepto
dos que fueron lentogénicas (0,06 y 0,29).

También Kim y col. (2008) caracterizaron biolégicamente 15
aislamientos de PPMV como mesogénicas con un ICPI entre 0,98
a 1,35. Dichos aislamientos se obtuvieron durante un programa de
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vigilancia de la enfermedad del Nilo del Oeste entre los afios 2000
al 2007 donde se colectaron 5608 muestras de cerebro de aves
muertas recolectadas en espacios publicos en Rhode Island y en
el Oeste de Texas.

Con respecto a estudios realizados en América del Sur, el primer
aislamiento de PPMV-1 de palomas silvestres se realizd en
Argentina (Zanetti y col.,, 2001), y fue caracterizado como una
cepa mesogénica con un ICPI de 1,29.

A su vez en el continente asiatico también se han caracterizado
PPMV-1 vy en un estudio en palomas enfermas en China durante
el periodo 1996-2005, once aislamientos de PPMV-1 resultaron
mesogénicos y dos fueron velogénicos. Solo un aislamiento se
identificdé como una cepa lentogénica vaccinal tipo La Sota.

Estas pruebas biologicas presentan el inconveniente de que
cuando se caracterizan los PPMV-1, las mismas resultan ser muy
variables y no presentan resultados concordantes entre si.

Por ejemplo, Gelb (1984) al usar la prueba MDT caracteriza dos
aislamientos realizados en palomas de carrera en Estados Unidos
de Ameérica como lentogénicas, pero resultaron mesogénicas con
la prueba de ICPI. También determinan que dichos aislamientos
de palomas, se comportaron como mesogénicas o0 velogénicas
(100% de mortalidad), cuando fueron inoculadas por via
intratraqueal a pollitos de un dia de edad. Sin embargo, las
mismas resultaron lentogénicas (infeccion con 0% de mortalidad)
cuando se inoculan por la misma via a pollos de 15 dias de edad.

Por otra parte, Alexander y col. (1984) comprueban que 51
aislamientos obtenidos de 15 paises europeos presentaban
valores de ICPI (indice de Patogenicidad Intracerebral) muy
homogéneos en el entorno de 1,44, mientras que los valores de
IVPI (indice Patogenicidad Intravenoso) eran muy variables
desde 0,0 a 2,44. También Pearson y col., (1986) obtienen valores
de IVPI muy heterogéneos (de 0 a 1.33) en diez aislamientos de
PPMV-1 estudiados.

Otros autores (Pearson y col., 1986, Zanetti y col., 2000) reportan
resultados muy variables, ya que reproducen la enfermedad en las
palomas, pero no lo logran en los pollos.
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2.1.2.5 Caracterizacion genética

Los PPMV-1 tienen una secuencia de mdultiples aminoacidos
basicos en el sitio de corte y un residuo de fenilalanina en la
posicion 117 de la proteina F (Muelemans y col., 2002, Zoman
Rojs y col., 2002).

Sin embargo a diferencia de los APMV-1, la misma no esta
relacionada con la patogenicidad en pollos ya que esta presente
en cepas mesogeénicas o lentogénicas (Collins y col., 1994).
Diferentes aislamientos de PPMV-1 con la secuencia *?G-R-Q-K-
R-F'” fueron clasificados como moderadamente virulentos o
virulentos mediante ensayos de patogenicidad. A su vez,
aislamientos de palomas que presentaron la secuencia ***R-R-Q-
K-R-F'*, tipica de aislamientos de NDV virulentos, presentaron
valores de moderada a baja patogenicidad.

Zanetti y col. (2001) también encuentran el motivo virulento
RRQRKI/F en el andlisis de la secuencia de aminoéacidos en el
sitio de clivaje de la proteina F de un aislamiento de PPMV-1 que
presentaba una patogenicidad intermedia para los pollos,
indicando que otros factores genéticos y ambientales influyen en
la determinacion de la patogenicidad.

Con el proposito de esclarecer la relacion entre la secuencia de
aminoacidos de la proteina F y el patotipo, Collins y sus
colaboradores (1996) determinaron las secuencias nucleotidicas
del gen de la proteina F en aislamientos de PPMV-1 que fueron
sometidos a pasaje en pollos con valores de IVPI que oscilaban
entre 0,0 a 2,01 y concluye que la estructura primaria de F no
esta vinculada a la patogenicidad ya que no hay diferencias en la
secuencia de aminoacidos de la proteina F entre las cepas a pesar
de tener diferentes IVPI. En el estudio filogenético incluyen a los
PPMV-1 y una cepa muy virulenta (cepa WARW, aislada en
Warwikshire en 1966) en el linaje 4, lo cual indicaria el origen
evolutivo de los PPMV-1.

Werner y sus colaboradores (1999) hallaron que Ila secuencia
genética que codifica el sitio de clivaje de la proteina F de los
aislamientos de PPMV-1 mesogénicos presentaba variaciones ya
que tenia un patron de 5 aminoacidos basicos (secuencia de
clivaje *?R-R-K-K-R-F*") detectando por primera vez lisina (K)
en la posicién 114. La hibridacién con oligonucleétidos derivados
de estas secuencias fue positiva en 15 de los 21 aislamientos
estudiados. EI mismo autor sostiene que la secuencia de
multiples aminoacidos basicos del sitio proteolitico de F de
PPMV-1 no estd asociada a la patogenicidad en los pollos debido
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a que estan presentes en aislamientos con valores altos y bajos
de ICPI , y que por lo tanto deben existir otros factores genéticos
0 ambientales que la determinen.

Asimismo, se han descrito en aislamientos de palomas patotipos
de baja virulencia basados en los valores de IPCI asociados con
un patron genético del sitio de clivaje de la proteina F de alta
virulencia (Collins y col., 1994, Meulemans y col., 2002). En uno
de estos estudios Meulemans y col. (2002) investigaron las
caracteristicas de 27 aislamientos de PPMV.1. Si bien todos los
aislamientos se patotipificaron como velogénicos en funcién de la
secuencia del sito de clivaje de la proteina F
(*PRR(Q/KIR)KRF), 14 aislamientos presentaban un ICPI
menor a 0,7.

De manera de poder aclarar estos hallazgos contradictorios,
Dortmans y col. (2009) trataron de encontrar otros factores
determinantes de la virulencia, mediante la secuenciacion de los
genomas virales de dos clones de un aislamiento de PPMV-1. Las
secuencias de los sitios de clivaje de la proteina de fusion
presentaban multiples aminoacidos basicos (RRQKR/F), pero se
caracterizaban por tener valores de IPCI diferentes (0,0025 y 1,3).
Encontro solo cuatro nucledtidos diferentes, de las cuales dos
eran irrelevantes ya que se encontraban en los virus con IPCI
0,025 y en cepas virulentas. Para estudiar el papel de las otras
dos diferencias, se usG cDNA de un clon de una cepa virulenta
Hertz de NDV, para introducir, individual y en forma conjunta, las
secuencias con las dos mutaciones idénticas a las encontradas en
la proteina F y L del virus lentogénico 0,025. A pesar de que estos
cambios reducian el ICPI, el efecto era muy reducido y por lo tanto
no explica la diferencia de patogenicdad entre ambos PPMV-1.

Todos estos hallazgos ponen en duda la asociacion de fenotipo
de virulencia (ICPI) con datos de la secuencia de nucleétidos. Los
autores enfatizan que la secuencia del sitio de clivaje de la
proteina F no es un indicador confiable de virulencia para los
PPMV-1 a diferencia de lo que sucede con el NDV clasico.

Por lo tanto, hasta tanto no se determine una correlacion entre
otras secuencias del genoma y el patotipo viral es necesario
caracterizar biolégicamente los aislamientos obtenidos de palomas
antes de llegar a una conclusion final acerca de su virulencia.

Los estudios de secuenciacion y andlisis filogenético han permitido
agrupar al Paramixovirus Aviar en varios genotipos o linajes
genéticos permitiendo la caracterizacion de los PPMV-1 (Collins y
col., 1994, Aldous y col., 2003).
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Estos agrupamientos se determinan por el secuenciamiento de
los nucleotidos de los genes que codifican el sitio de clivaje de la
proteina F debido a que el mismo presenta mas variaciones
genéticas en relacibn a otros genes con secuencias mas
conservadas (Aldous, 2004).

Abolnik  (2004) secuencié el area de clivaje del gen de la
proteina F de un aislamiento de Paramixovirus Aviar tipo 1
obtenido en pollos con enfermedad clinica y determin6 que el
mismo se trata de un PPMV-1. El andlisis filogenético sefial6 que
tiene similitud con las cepas de PPMV-1 europeas y que ademas
esta estrechamente relacionado con cepas aisladas en Japoén a
finales de los 90 (98% homologia en la secuencia de nucleétidos).
En base a estos datos sugiere que el PPMV-1 podria haber
ingresado al pais por medio de aves migratorias procedentes del
Este Asiético.

Aldous (2004), determin6 que 178 cepas de PPMV, excepto una,
se agrupan filogenéticamente en el linaje 4b, sindnimo al genotipo
VI descrito por Lomniczi (1998), y se divide en los grupos 4bi y
4bii (ver figura 11). A su vez cada grupo se subdivide en 3
subgrupos. El mismo autor agrup6é 91 aislamientos obtenidos en
el periodo 1983-2002 en Asia Yy Europa (principalmente Reino
Unido) en el subgrupo 4bi. Ademas clasificO otros 114
aislamientos en el subgrupo 4bii que fueron obtenidos en el
periodo 1984-2002 en Europa, Estados Unidos de Ameérica, y
Asia, siendo éste el mas predominante en los dltimos afios.

Mediante el mismo andlisis filogenético llegé a la conclusion de
que el brote de la Enfermedad de Newcastle que afectdé a los
pollos de Reino Unido en 1985 fue originado por el mismo virus
que se aislé contemporaneamente en palomas ya que estan
genéticamente relacionados. Ademas verifica que el virus aislado
de faisanes infectados en 1996 en Reino Unido es genéticamente
idéntico a los aislamientos de palomas realizados en el mismo
tiempo. Se observa que la mayoria de los aislamientos analizados
(>64%) hechos en Reino Unido en el periodo 1980 y los primeros
afos de 1990 pertenecian al grupo 4bi, mientras que los
posteriores (hechos de mediados de 1990 a 2002) se agrupan en
el sublinaje 4bii. Esta variacidbn se puede deber a la seleccion
inmunolégica inducidas por la vacunacion. Sin embargo esto no
quiere decir que exista una progresion secuencial entre estos
subgrupos ya que pueden circular en un mismo lugar y al mismo
tiempo diferentes cepas genéticamente diferentes (Alexander,
2001). La relaciones entre los aislamientos pueden estar
vinculados geograficamente, pero éstas pueden estar alteradas
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por los movimientos realizados por acciéon del hombre en el
transporte y comercializacion de palomas mensajeras.

Figura 11. Filograma radial de la secuencia nucleot idica de 225
aislamientos de APMV-1 incluyendo 208 PPMV-1 y 17 representantes de
otras lineas genéticas, basado en el andlisis del fragmento de 375 nucle6tidos
del extremo 3- (42 al 422) del gen del péptido F. Fuente: Aldous, 2004.

Liu (2006) secuencia el sitio funcional de la proteina F y encuentra
gue 13 de los 14 aislamientos realizados en palomas presentan
multiples aminoacidos basicos en las posiciones 112 a 116 y un
residuo de fenilalanina en la posicion 117 lo que se asemeja a lo
hallado en otras cepas de PPMV-1 por otros autores. Solo un
aislamiento presenté una secuencia con patron idéntico al de las
cepas vaccinales lentogénicas de APMV-1. La homologia de la
secuencia de nucleétidos del extremo 3’ del gen de la proteina F
(nucledtido 47-470) varié entre un 86,9% a un 100%, excepto el
aislamiento caracterizado como cepa vaccinal de APMV-1 que
presentd una homologia con las deméas cepas de 82,1%-84,9%.
En el andlisis filogenético 10 cepas fueron agrupadas en el
genotipo VIb (representativo del grupo PPMV-1), 3 en el grupo
VIld (cepas que causan alta mortalidad en pollos y palomas) y
una en el genotipo Il (donde se encuentra la cepa APMV-1 La
Sota).
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Kim y col., (2008) obtienen 15 aislamientos de PPMV de 1416
muestras de cerebros obtenidos de aves de la familia Columbidae
colectadas en lugares publicos en Rodhe Island y en el Este de
Texas en el periodo 2000 a 2007. Ademés logra detectarlos
mediante un ensayo de rRT-PCR, validado por USDA, que
identifica secuencias especificas del gen de la proteina M de
APMV-1 vy del gen de la proteina F de cepas virulentas de NDV
(presencia de nucleétidos que codifican mdultiples aminoacidos
basicos en el sitio de clivaje). Sin embargo gran nimero de los
aislamientos escaparon a la deteccion del gen F. Mediante la
modificacion de tres nucledtidos de la secuencia de la sonda
usada para detectar gen de la proteina F de las cepas virulentas
de NDV se pudo detectar a los mismos por el rRT-PCR (ver Fig.
12).

Fusion probe F-4894 TGGAGGAAGGAGACAGAAACGCTT
Pigeon-specific probe TGGAGTAAGGAGGAAGAAACGCTT
MajorityCACATCAGGAGEAAGGAGEJ_&AGAAGCGCTTTATA

GenBank Sequence position 4871 4881 4891 4901
Accessi Virus name v M v v
EU477188  * Pigeon/US(TX)/04 = « = = = = « « « « o e e e e e e e e e e e e
AY562989 Dove/Italy/2736/00 - - -« -+ .« o . e e e e e e e .
AY175759 Turtle Dove/Italy/00 - - - « « « o e e e oo .
AY471769 Pigeon/Italy/99 - - - . . . . . ..o Lo AL oo
AY471758 Pigeon/UK/90 - - - - . . . . oo - N
AY150149 t Pigeon/Germany/98 - - - - . . . . . . . S
AY471767  Pigeon/Germany/94 - - - - . . . . . . . =
AB070434 Pigeon/Japan/00 - - - - . . . . . . . C v v e v e e e e e e e e e e e e e e e e e
AY150153  Pigeon/Germany/99 T . . . . . . . . . ... o e e e e

Figura 12. Comparacion de PPMV-1 que codifican la secuencia
RRKKREF en el sitio de clivaje de la proteina de Fus i6n. Los mismatches
de la secuencia de la sonda de fusion estan en negrita y los cambios en la

sonda para detectar PPMV-1 estan subrayados .Fuente: Kim y col., 2008.

En base al andlisis filogenético de la secuencia genémica parcial
estos virus fueron agrupados en un nuevo sublinaje dentro de la
clase Il genotipo VIb y presentaban la secuencia ***RRKKRF* en
el sitio de clivaje del gen de la proteina F. (ver fig. 13). Estos
resultados concuerdan con lo expresado por Aldous y col. (2004),
quienes sugieren que el subgrupo 4bii comenzé a predominar
sobre el subgrupo 4bi a partir de 1990 probablemente debido a la
presion selectiva de las vacunas.
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Figura 13. Andlisis filogenético de fragmento de 37 4 bases del gen de la
proteina F de PPMV-1- Los asteriscos representan los aislamientos que
escaparon a la deteccion del gen F usando el protocolo rRT-PCR validado por
USDA. La escala indica el largo del brazo basado en el nimero de
sustituciones de bases. El nombre de virus se representa en 10 digitos, dos
indican el afio, dos letras indican el pais, 3 digitos para la identificacion de la
muestra y 3 letras para el nhombre de la especie de ave. Fuente: Kim y col.,
2008.

Ujv'ari y col. (2005) desarrollaron un método genético especifico
para identificar a mas de 100 cepas PPMV aisladas entre los afios
1978 y 2002 en 16 paises basados en el uso de las enzimas de
restriccion: Hinfl, BstOl y Rsal. De esta manera las pudieron
agrupar en 9 patrones diferentes y a pesar de esta significativa
variacion, todas las cepas carecian del sitio de clivaje para la
enzima BstOl en la posicidon correspondiente al nucle6tido 1601 a
diferencia de otras cepas de NDV aisladas en pollos.

El mismo autor (2006) logra describir la secuencia del genoma
completo de una cepa de PPMV aislada en el inicio de la
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panzootia en palomas mensajeras de la década de los 80 (IT-
227/82) la cual tiene un longitud de 15192 nucledtidos, 6 bases
mas larga que las cepas avirulentas que se agrupan en la Clase II,
debido a la insercion de 6 bases en el extremo 5 no codificante
del gen de la nucleoproteina NP. Clasifica los genotipos viejos (I,
[I, IlI'y IV) con una longitud de 15186 bases, y los genotipos
nuevos (V, VI, VII y VIII) con una longitud de 15192. Comprueba
que esta cepa codifica la proteina W con mayor longitud (227 aa)
aungque esto no constituye una caracteristica filogenética.

La longitud de la hemaglutinina-neuraminidasa HN es de 571
aminoécidos (similar a los genotipos IV, V y VII, mientras que los
genotipos | y Il presentan 616 y 577 aminoacidos respectivamente,
hecho que tiene valor filogenético.

2.1.3. TRASMISION NATURAL DE PPMV-1 A LAS
AVES DE CORRAL

En 1984 se observa por primera vez la aparicion de 23 focos de la
Enfermedad de Newcastle en establecimientos avicolas en Gran
Bretafia causado por el Paramixovirus tipo 1 de la paloma. Los
aislamientos virales realizados en 22 focos se estudiaron con un
panel de monoclonales y se identificaron como similares a los
aislamientos realizados en palomas en el afio anterior. Mediante
investigacion epidemiologica demuestran que 19 de estos focos
estaban vinculados directa o indirectamente con la diseminacion
de la infeccion en palomas que contaminaban con sus
deyecciones y plumas los depésitos de racion para aves de
corral. Los ICPI oscilan en un rango de 1,5-2 y los valores de
IVPI son mayores a 2 en la mayoria de los aislamientos. Estos
valores son superiores a los ICPI de los aislamientos en palomas,
lo que refleja que el Paramixovirus de la paloma debe adaptarse
en sucesivos pasajes en pollos para poder ser patdgeno para los
mismos. (Alexander y col., 1985, King., 1996).

Los virus PPMV-1 fueron los causantes de brotes infecciosos
producidos principalmente por la propagacion del virus en las
granjas de pollos a través de alimentos contaminados por palomas
silvestres infectadas, en 1991 en Irlanda del Norte. En este caso
las medidas de control fueron bastante integras, comportando una
mejora en la bioseguridad de las explotaciones y un refuerzo en el
tratamiento de la racion por calor en fabrica.

Werner y col., (1999) al caracterizar 635 aislamientos realizados
durante la epizootia de la Enfermedad de Newcastle en el periodo
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1992-1996 en Alemania determinan que seis cepas aisladas en
pollos, una de faisan y otra de un pato tienen el patron antigénico
del Paramixovirus de la paloma lo que evidencia la importancia de
de los PPMV-1 en la trasmision de la enfermedad de las palomas
a las aves de corral del sector industrial. Sin embargo la gravedad
de la enfermedad no es tan severa como la provocada por las
cepas velogénicas de APMV-1.

En el afio 2002 C. Abolnik registra el primer aislamiento y
caracterizacion de PPMV-1 en Sud Africa obtenido a partir de
visceras de pollos con sintomas de traqueitis moderada con un
MDT mayor a 90 horas, propio de las cepas lentogénicas a pesar
de presentar otras caracteristicas similares a las de las cepas
velogénicas (termoestabilidad y secuencia de mudltiples
aminoacidos béasicos en el sitio de clivaje de la proteina F)
(Abolnik, 2004). El mismo autor establece que se trata de un
PPMV-1 ya que tiene un 98% de identidad con la secuencia
nucleotidica del PPMV-1 aislados en el Este Asiatico.

2.2. INFLUENZA AVIAR EN LAS PALOMAS

Panigrahy y col. (1996) realizan un estudio experimental de
susceptibilidad de las palomas inoculando por via intravenosa e
intratraqueal virus de Influenza Aviar de alta (cepas CK/PA
H5N2, CK7AUSTRALIA H7N7) y baja patogenicidad (cepas
CK/PA H5N2, EMU/TX H7N1). Concluyen que las palomas son
resistentes a la infeccion ya que las aves no enfermaron, no
desarrollaron anticuerpos ni tampoco eliminaron virus durante un
periodo de observacion de 21 dias.

Por otra parte Perkins y Swayne (2002) al inocular palomas por
via intranasal el virus HPAI A/chicken/Hong Kong/220/97 (H5N1)
comprueban que las mismas eran resistentes al no encontrar
lesiones histologicas importantes y al no poder reaislar el virus, lo
que sugiere que las palomas no jugarian un papel importante en la
epidemiologia de la enfermedad.

Sin embargo, Elis y col. (2004) aislan virus HPAI H5N1 de una
paloma que se encontr6 muerta durante un brote de que afecto a
gansos, patos, cisnes y flamencos en un parque de aves acuaticas
en Hong Kong a finales del 2002.

Por otra parte, otros autores consideran que las palomas no son
susceptibles a Influenza Aviar de Alta y de Baja Patogenicidad
(Marlier y Vindevogel, 2006)



50

2.3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Avicultura en el Uruguay usufructa una excelente condicion
sanitaria ya que nunca se reportaron casos clinicos de Influenza
Aviar y desde 1984 no se han declarado focos de Enfermedad de
Newcastle. Esta situacion constituye una gran ventaja para el
comercio internacional de la industria avicola y por lo tanto es
muy importante contar con un sistema de vigilancia sanitaria para
prevenir la aparicion de estas enfermedades en el sector avicola.

En Uruguay en el afio 2001, veterinarios colombofilos reportaron
por primera vez la sospecha clinica de Paramixovirosis en
palomas silvestres y mensajeras y se piensa que la misma aun
persiste en nuestro pais. De acuerdo con los antecedentes
descritos, las aves de corral pueden padecer la Enfermedad de
Newcastle trasmitida por ingestion de racién contaminada con
carcasas Yy heces de palomas infectadas.

Si bien la literatura cientifica no incluye a la paloma domeéstica
como un reservorio relevante de la Influenza Aviar, debido a la
importancia de la enfermedad, la deteccion de AIV en esta
especie podria contribuir a agregar informacién acerca del papel
epidemiolbgico que podria jugar esta especie.

Por otra parte las técnicas moleculares permiten detectar y
caracterizar rapidamente a estos agentes sin necesidad de
requerir laboratorios con nivel alto de bioseguridad (BSL-3) ya
que en las mismas no se manipula virus infeccioso.

Por lo tanto la deteccion y la caracterizacion por técnicas
moleculares de Paramixovirus Aviar tipo 1 y el Virus de Influenza
Aviar en la paloma domeéstica podrian constituir un elemento de
apoyo en la vigilancia de estas enfermedades y aportar
informaciéon para conocer su papel en la trasmisiéon de la
Enfermedad de Newcastle e Influenza Aviar a la industria avicola.
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2.4. OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de Paramixovirus Aviar y del Virus de la
influenza Aviar en las palomas domésticas y caracterizar ambos
virus mediante el uso de técnicas moleculares.

2.5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Detectar por ensayos seroldgicos, anticuerpos para los virus de
Influenza Aviar y de la Enfermedad de Newcastle de las muestras
de sangre colectadas.

* Poner a punto RT-PCR y rRT-PCR para detectar y caracterizar
Virus de Influenza Aviar y Paramixovirus Aviar tipo 1.

» Detectar Virus de Influenza Aviar y Paramixovirus Aviar tipo 1
por rRT-PCR de los hisopados traqueales y cloacales colectados.

» Caracterizar por RT-PCR, rRT-PCR y secuenciamiento
nucleotidico los genomas virales detectados.

e Realizar aislamiento viral en las muestras de hisopados
traqueales y cloacales recolectadas de las palomas.
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Las actividades se organizaron en el siguiente orden estratégico:

MUESTRAS HISOPADOS

RECOLECCION

T-C

/

\

DETECCION
AlV
rRT-PCR

DETECCION
APMV-1
rRT-PCR

RECOLECCION
MUESTRAS SANGRE

/N

DETECCION
AlV
IDGA

CARACTERIZACION |

MOTIVO MOLECULAR
VIRULENTO
2RR(Q/IK/R)K RFY

rRT-PCR VNDV
rRT-PCR PPMV1
RT-PCR (Vir-Av)

CARACTERIZACION I

v

AISLAMIENTO HUEVO
EMBRIONADO

SECUENCIACION y
ANALISIS
FILOGENETICO

!

IDENTIFICACION
HA-HI
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3.MATERIALES Y METODOS

3.1. MUESTRAS

Se tomaron muestras de sangre y de hisopados traqueales y/o cloacales de 20
palomas silvestres (Columba livia) capturadas en los corrales de la Division de
Laboratorios Veterinarios "M.C. Rubino”™ (Ruta 8 km. 17,5 Montevideo-Uruguay)
donde se alimentan con racidon administrada a los bovinos destinados a
pruebas de control de zooterapicos durante los meses de febrero, marzo y abril
de 2008. Luego de recolectar las muestras, las aves fueron sacrificadas por
dislocacion cervical.

En el mismo periodo, se tomaron muestras de sangre y de hisopado cloacal y
traqueal de una paloma mensajera remitida por un colombdfilo con diagndstico
presuntivo clinico de Paramixovirosis de la paloma (diarrea, torticolis,
temblores, ataxia).

Las muestras de sangre se tomaron por puncion de la vena del ala de las
palomas, se centrifugaron y el suero obtenido se conservo a -20<C.

Las muestras de hisopados traqueales y cloacales se colectaron con hisopos
con mango de plastico y tubos conteniendo medio de transporte con solucion
de antibidticos -antimicoticos y DMEM (SIGMA) y se conservaron a -70C.

En el caso de los hisopados procedentes de las palomas silvestres, se realizd
pool de hasta 5 palomas, evitando mezclar hisopados traqueales con los
cloacales en el mismo pool. En el siguiente cuadro se indica la identificacion de
los pools:

Numero | Tipo de hisopado | NOmero muestras
de Pool por Pool

Cloacal
Traqueal
Cloacal
Traqueal
Cloacal
Traqueal
Cloacal
Traqueal

OIN[O|O|BWIN|F-
gajcgooor| oo
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3.2. SEROLOGIA

3.2.1. Paramixovirus aviar

Las muestras de suero se procesaron por la técnica de Inhibicion de la
Hemaglutinacion (HI), segun lo descrito por el Manual de la OIE (2006a). El
antigeno, los sueros controles positivos y negativos procedieron de Laboratorios
de Referencia Internacional (NVSL,Ames, USA y CLV,Weybridge, Reino Unido).

En una placa de 96 hoyos con fondo en U se colocaron 25 pl de PBS en todos
los pocillos. En cada hoyo de la primer columna de la placa, se colocaron 25 pl
suero control positivo (suero anti-NDV procedente de NVSL-USDA, Ames) y
suero control negativo (suero de pollos SPF procedente de NVSL-USDA, Ames)
y 25 ul de los sueros problema. Se realizaron diluciones dobles partiendo de la
primera hilera hasta la 12. Luego se agregaron 25 ul de control de Virus con 8
UHA/50 pl, de la segunda columna hasta la ultima. En la primera columna se
agrego 25 pl de PBS como control de suero. Se incub0 a temperatura ambiente
durante una hora y luego se agrego6 25 pl de suspension de glébulos rojos al
1%, nuevamente se incubd 30 minutos y se realizo la lectura (HI=.formacion de
un botén de eritrocitos sedimentados en el fondo del hoyo). Se verificaron los
titulos de los sueros controles positivo y negativos y del control de Virus (8
UHA/ 50 ul), control de globulos y de sueros. Los sueros son positivos a la
reaccion cuando los mismos inhiben la hemaglutinacién en diluciones iguales o
mayores a 1/16.

3.2.2. Influenza Aviar

Las muestras de suero se procesaron por la técnica de Inmunodifusion en Gel
Agar de acuerdo con lo descrito por Panigrahy (2005). El antigeno y los sueros
controles (positivos y negativos) provenian del Laboratorio de Referencia
Internacional NVSL.

Se cargaron Placas de Petri de 100 mm de diametro con una suspension al 1%
de agarosa (Sigma) previamente fundida mediante autoclavado a 110°C
durante 10 minutos. Se dejaron enfriar y al quedar gelificadas se perforaron
con un perforador con especificaciones establecidas por el Laboratorio de
Referencia NVSL-USDA (Marca Veterinary Diagnostic Technology Inc). Se
vaciaron los hoyos y se cargaron los pocillos de la periferia en forma alternada
3 con sueros problema y 3 con suero control positivo. El hoyo central se cargd
con el control de antigeno de AIV. Se incub6 a temperatura ambiente en
camara humeda y se realizo la lectura con lupa en un transiluminador a las 24-
48 horas. Se verificaron las bandas de precipitacion originadas por los sueros
controles positivos y se determiné la formacion de lineas de precipitacion entre
los pocillos cargados con los sueros problema y los cargados con el control de
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antigeno. Se consideraron los sueros como positivos, al observar lineas de
precipitacion especificas.

3.3. ANALISIS ESTADISTICO

En los ensayos serologicos se estimo el Intervalo de Confianza (IC) del 95%
para la proporcion de seropositivos con la Distribucion Binomial usando el
Programa Statacorp 2009.

3.4. DETECCION MOLECULAR

3.4.1. Extraccion ARN viral

Los hisopados se procesaron por la técnica de extraccion de RNA con Trizol,
segun lo descrito por Chomczynski y Sacchi (2006). Posteriormente los
extractos fueron sometidos a una segunda extraccion utilizando el Kit Rneasy
Mini Qiagen, siguiendo sus propias indicaciones, eluyéndose la muestra en un
volumen final de 50 ul para ser usado como templado en las pruebas de RT-
PCR convencional y rRT-PCR (RT-PCR en tiempo real).

3.4.2. Deteccion molecular por rRT-PCR

Los extractos de ARN fueron retrotranscriptos a c-DNA y amplificados por PCR
en un solo paso, utilizando sondas de hidrdlisis Tagman y oligos especificos
para deteccion de la secuencia blanco. La sonda estd marcada en el extremo 5:
con FAM (fluorocromo donador o reporter), y en el extremo 3: con BHQ-1
(fluorocromo aceptor o quencher). Cuando la sonda se hibrida con el templado
durante la reaccion de PCR, la Tag polimerasa la hidroliza (gracias a su
actividad de nucleasa en el extremo 57) liberando el quencher y permitiendo la
emision de fluorescencia por el colorante FAM cuando es excitado por la onda
de luz en la cual fluoresce. La reaccion se visualiza bajo la forma de una curva
de amplificacion en la cual se determina el Ct que corresponde al nimero de
ciclo en el cual el valor de la fluorescencia emitida cruza la linea de base.

3.4.2.1. Virus Influenza Aviar

Se basa en la deteccion de regiones conservadas del gen de la proteina M del
virus de Influenza Aviar (Spackman y col, 2002).
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Las secuencias de los oligos y la sonda disefiadas por Spackman y col. (2002)
y sintetizados por Operon, fueron las siguientes:

M+25*(oligo 5°): 5'- AGA TGA GTC TTC TAA CCG AGG TCG-3'
M+64*(sonda): 5'- FAM- TCA GGC CCC CTC AAA GCC GA-GA-TAMRA-3’
M-124*(oligo 3°): 5 - TGC AAA AAC ATC TCC AAG TCT CTG-3’

(*) Se refiere a la posicion del nucleétido donde el extremo 5”se hibrida con el genoma viral.
FAM: 6-carboxilfluoresceina
TAMRA: 6-carboxiltetrametilrodamina

Se uso el Kit Qiagen RT-PCR One Step y se prepar6 un volumen de 17 ul de la
premezcla (volumen final de la reaccién 25 pl) de acuerdo con las siguientes
condiciones: 5 pl Buffer 5X del Kit, 1 ul de la mezcla de enzimas (incluyendo la
RT y la Hot Start Tag-polimerasa), 0,12 uM de la sonda, 13 unidades de
Inhibidor de Rnasa (Promega), 10 pmoles de cada oligo, 10 uM de cada de
cada dNTP,y 3,75 mM de MgCl; (Invitrogen)..

La reaccion de RT-PCR se realiz6 utilizando el termociclador Tiempo Real
Stratagene 3005X siguiendo el siguiente protocolo:

Paso | N°ciclos | Etapa temperatura | Tiempo
1 1 RT 50°C 30
Desnaturalizacion 95°C 15
2 45 Desnaturalizacion 94°C 1
Alineamiento 60°C 207

Se utilizaron como controles positivos a la cepa AlV/Swine/ Indiana/83/H1N1
procedente de FADC Winnipeg-Canad4, y como control negativo agua libre de
RNasa.

Las muestras se consideraron positivas cuando se observaba una
amplificacién del ADN con un Ct menor a 35.

3.4.2.2. Paramixovirus Tipo 1

Se baso en la deteccion de regiones conservadas del gen de la proteina M del
virus de Influenza Aviar (Wise y col, 2004., Manual de NVSL ,2005).

Las secuencias de los oligos y la sonda disefiadas por Wise y col, (2004) y
sintetizados por Operon, fueron las siguientes:

M+ 4100* (oligo 5°): 5 - AGT GAT GTG CTC GGA CCT TC-3’
M+4169* (sonda): 5'- FAM-TTC TCT AGC AGT GGG ACA GCC TGC-BHQ-3’
M-4220* (oligo 3'): 5'- CCT GAG GAG AGG CAT TTG CTA-3’

(*) Se refiere a la posicion del nucle6tido donde el extremo 5”se hibrida con el genoma viral.
BHQ: Black hole quencher
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Se uso el Kit Qiagen RT-PCR One Step y se prepar6 un volumen de 17 pl de la
premezcla (volumen final de la reaccion 25 ul) de acuerdo con las siguientes
condiciones: 5 ul Buffer 5x del Kit, 1 ul de la mezcla de enzimas (incluyendo la
RT y la Hot Start Tag-polimerasa), 0,24 uM de la sonda, 13 unidades de
Inhibidor de Rnasa (Promega), 10 pmoles de cada oligo, 10 uM de cada de
cada dNTP,y 3,75 mM de MgCI2 (Invitrogen).

La reaccion de RT-PCR se realiz6 utilizando el termociclador Tiempo Real
Stratagene 3005X siguiendo el siguiente protocolo:

Paso | N° ciclos | etapa temperatura | Tiempo
1 1 RT 50°C 307
Desnaturalizacion 95°C 157

2 40 Desnaturalizacion 94°C 107
alineamiento 56°C 30

extension 72°C 107

Se utilizaron como controles positivos a la cepa La Sota Clon 30 de NDV
(INTERVET), plasmidos del gen de proteina de Matriz de la cepa La Sota de
NDV y de PPMV-1 El tigre, procedentes del Instituto de Biotecnologia de INTA-
Castelar (gentilmente cedidos por la Dra. Flavia Zanetti). Se usé como control
negativo agua libre de RNasa.

Las muestras se consideraron positivas cuando se observaba una
amplificacién del ADN con un Ct menor a 35.

3.5. DETECCION VIRAL DE APMV-1

3.5.1. Aislamiento

La totalidad de las muestras de hisopados traqueal y cloacal se sometieron al
aislamiento viral en huevo embrionado de pollo de 9 a 11 dias de edad de
acuerdo con lo descrito por el Manual de la OIE (2006a).

Primeramente se prepar6 un inéculo realizando una suspension al 10% p/v en
PBS estéril conteniendo una solucion comercial de mezcla de antibiéticos y
antimicoticos (SIGMA). Se dejo actuar durante una hora a temperatura
ambiente y luego se inoculd 0,2 ml. de cada muestra en la cavidad alantoidea
de 5 huevos embrionados de pollo de 9-11 dias de edad procedentes del plantel
de aves libres de IA y NDV de DILAVE. Se incub6 a 37°C durante 4 dias.
Posteriormente se cosecharon los liquidos alantoideos para ser procesados por
la técnica de identificacibn de Hemaglutinacion e Inhibicion de la
Hemaglutinacion (HA-HI). Las muestras negativas a dicha prueba fueron
sometidas a un nuevo pasaje en huevos embrionados.
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3.5.2. Identificacion

Se procedi6 de la siguiente manera, segun lo descrito por el Manual de la OIE
(2006a):

3.5.2.1. Hemaglutinacion (HA)

En una placa de 96 hoyos con fondo en U se colocaron 50 pl de PBS en todos
los pocillos. Posteriormente se agregd en la primer columna 50 pl de las
muestras y 50 ul del control positivo (cepa Vacuna La Sota Clon 30 de APMV-
1, Intervet) y 50 ul de control negativo (liquido alantoideo de huevo embrionado
de pollo normal de 9 a 11 dias de edad). Se realizaron diluciones dobles y
finalmente se adiciono 25 ul por hoyo de una suspension al 1% de eritrocitos de
pollo. Se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos hasta visualizar la
formacion de boton del control de glébulos rojos. Finalmente se procedié a
realizar la lectura de la reaccion para observar la hemaglutinacion. El titulo
hemaglutinante fue determinado como la inversa de la dilucion méas alta que
produjo hemaglutinacién total; esta cantidad de antigeno representa 1UHA.

3.5.2.2. Inhibicién de la Hemaglutinacion (HI)

La identidad de los liquidos alantoides hemaglutinantes se confirmé por la
reaccion de HI. En una placa de 96 hoyos con fondo en U se coloc6 en todos
los pocillos 25 pl de PBS. En la primer columna se coloc6 25 pl suero control
positivo (suero anti-NDV procedente de NVSL-USDA, Ames) y suero control
negativo (suero de pollos SPF procedente de NVSL-USDA, Ames). Se
realizaron diluciones dobles y luego se agregaron 25 pl de liquidos
hemaglutinantes y de control de de Virus con 8 UHA/50 pl., de la segunda
columna hasta la ultima. En la primera columna se agrego 25 ul de PBS como
control de suero. Se incub6 a temperatura ambiente durante una hora y luego
se agreg0 25 pl de suspension de globulos rojos al 1%. Se incubd 30 minutos y
se realiz0 la lectura. Se verificaron los controles de titulacion de sueros positivos
y negativos, titulacion de dilucion de virus y liquidos hemaglutinantes con 8
UHA/50ul, control de glébulos y de sueros.

3.6. CARACTERIZACION MOLECULAR

Las muestras positivas a la deteccion del gen de la proteina M de APMV-1 se
procesaron por los siguientes ensayos de caracterizacion molecular:
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3.6.1. RT-PCR APMV-1 Virulento-Avirulento

Se pretendid establecer la virulencia, mediante la deteccion del gen de la
proteina F usando cebadores que reconocen secuencias de nucledtidos
especificas de las cepas virulentas y avirulentas de acuerdo con la técnica RT-
PCR en un solo paso (Viljéen, 2004, Kant, 1997 y Wang 2001).

Se utilizaron como controles positivos la cepa La Sota Clon 30 de NDV
(Intervet). Se usaron como control negativo suspensiones de pulmén y traquea
de pollitos BB libres de IA 'y ND y agua libre de RNasa.

Los oligos fueron disefiados para detectar secuencias especificas del gen de la
proteina de Fusion de todas las cepas de NDV, de las cepas virulentas y de las
cepas avirulentas (Viljoen, 2004). Fueron sintetizadas por Operon y sus
secuencias fueron las siguientes:

ALLs 5- TTG ATG GCA GGC CTC TTG C -3’

AlLLe 5'- GGA GGA TGT TGG GAG CAT T -3

VLTe 5- AGC GT(C/T) TCT GTC TCC T -3’

AVLe 5'- G(A/G)C G(A/T)C CCT GT(C/T) TCC C -3’

Se usaron los siguientes pares de oligos para diferenciar los patotipos de virus:

Tipo Par de oligos | Tamafio amplicon
Grupo Newcastle | ALLs + AlLLe 362 pb
Newcastle ALLs + VLTe 254 pb
virulento

Newcastle ALLs + AVLe 254 pb
avirulento

Se uso el Kit Qiagen RT-PCR One Step y se prepar6 un volumen de 17 pl de la
premezcla (volumen final de la reaccién 25 pl) de acuerdo con las siguientes
condiciones: 5 pul Buffer 5x del Kit, 1 yl de la mezcla de enzimas (incluyendo la
RT y la Hot Start Tag-polimerasa), 13 unidades de Inhibidor de Rnasa
(Promega), 10 pmoles de oligo +, y 10 pmoles de oligo -, 10 uM de cada de
cada dNTP,y 3,75 mM de MgCl; (Invitrogen).

La reaccion de RT-PCR se realizé utilizando el termociclador Applied Biosystem
7500 siguiendo el siguiente protocolo:
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Paso | N°ciclos | etapa temperatura | Tiempo
1 1 RT 42°C 40
Inactivacion 95°C 7

2 55 Desnaturalizacion 94°C 307
alineamiento 53°C 307

extension 72°C 307

Los productos de PCR se corrieron por electroforesis en un gel de agarosa al
1% (Gibco) tefiido con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio en Buffer TAE 1X
(Promega) a 120 V durante 45 minutos. Los bandas de los productos fueron
visualizadas por rayos ultravioletas (UV) con un sistema de documentacion
fotografica. Se sembraron en el gel 10 pl de la muestra previo agregado de 2 pl
de buffer de siembra (FERMENTAS SMO311). Se incluyé en la corrida
marcadores de peso molecular (FERMENTAS SMO311 1kb y SBS 100pb)

3.6.2. rRT-PCR APMV-1 Virulento

Se tratd de determinar la virulencia mediante el ensayo de rRT-PCR usando
cebadores y sondas de hidrélisis Tagman que reconocen secuencias de
nucleétidos especificas de la proteina F de las cepas virulentas de NDV
(Aldous, 2001).

Las secuencias de los oligos y la sonda disefladas por Aldous (2001) y
sintetizadas por Operon, fueron las siguientes:

F+ 4829* (0ligo 5°): 5'- CGT GAG TCT ATC CGG ARG ATA CAA G-3’
F+ 4894* (sonda): 5'- FAM- AAG CGT TTC TGT CTC CTT CCT CCA-BHQ-3'
F- 4939* (oligo 3'): 5'- AGC TGT TGC AAC CCC AAG-3’

(*) Se refiere a la posicion del nucle6tido donde el extremo 5°se hibridiza con el genoma viral.

Se uso el Kit Qiagen RT-PCR One Step y se prepar6 un volumen de 17 pl de la
premezcla (volumen final de la reaccion 25 ul) de acuerdo con las siguientes
condiciones: 5 ul Buffer 5x del Kit, 1 ul de la mezcla de enzimas (incluyendo la
RT y la Hot Start Tag-polimerasa), 0,18 pM de la sonda, 13 unidades de
Inhibidor de Rnasa (Promega), 13,4 pmoles de oligo-, 26,8 pmoles de oligo +,
10 uM, de cada dNTP,y 3,75 mM de MgCl, (Invitrogen).

La reaccion de RT-PCR se realizé utilizando el termociclador Tiempo Real
Stratagene 3005X siguiendo el siguiente protocolo:
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Paso | N°ciclos | etapa temperatura | Tiempo
1 1 RT 50°C 30
Desnaturalizacion 95°C 15

2 40 Desnaturalizacion 94°C 10”
alineamiento 58°C 307

extension 72°C 10”

Ademas de usar los tiempos y temperaturas de termociclado establecidos por
Aldous (2001), se usO un protocolo que diferia solo en la temperatura de
alineamiento que en vez de ser de 58° C, fue modificada a 50° C. Se usaron los
mismos controles positivo y negativo que los empleados en la prueba anterior
con el agregado de plasmido de la proteina F de la cepa PPMV-1 EIl Tigre
procedente del Instituto de Biotecnologia INTA-Castelar.

3.6.3. rRT-PCR PPMV-1

A su vez las muestras fueron procesadas por la misma técnica arriba descrita,
pero usando una sonda de hidrélisis Tagman que reconoce secuencias de
nucleétidos especificas de la proteina F de cepas de PPMV-1 que escapan a la
deteccion de cepas virulentas de NDV por el ensayo de rRT-PCR descrito
anteriormente . La secuencia de la sonda (Kim y col, 2008) es la siguiente:

F-4894 (sonda): 5'-FAM-TGG AGT AAG GAG GAAA GAA ACG CTT-BHQ-3"

Ademas de usar los tiempos y temperaturas de termociclado establecidos por
los autores de la técnica, se uso6 un protocolo que diferia solo en la temperatura
de alineamiento que en vez de ser de 58° C, fue modificada a 50° C.

También se usaron los mismos controles positivo y negativo de la prueba
anteriormente descrita.

3.6.4. Secuenciamiento de nucleoétidos

Los extractos de ARN fueron procesados por RT-PCR empleando los oligos
descritos por Aldous y col. (2004) para secuenciar un segmento de 518
nucledtidos correspondiente al extremo 3’del gen de la proteina de Fusidon que
codifica su sitio de clivaje.
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Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados:

Nombre Secuenciab’ - 3 Polaridad * | Posicion | Fuente

Seqb5 TTA GAA AAA ACA + 1207°¢ Aldous y
(sense) CGG GTA col, 2004
Seq56 CCTTGG TGAITC - 507¢¢ Aldous y
(antisense) | TAT CCG IAG col, 2004

*Los oligonucledtidos de polaridad positiva son aquellos que tienen igual secuencia que el
genoma de NDV vy los de polaridad negativa son aquellos cuya secuencia es complementaria a
la del genoma de NDV.

®Posicion correspondiente a la secuencia de la cepa de NDV Roakin, ARNm proteina M (cds
completo) . GenBank: AF124443.1

©® Posicién correspondiente a la secuencia de la cepa de NDV Roakin, ARNm bicistronico
proteinas F y HN (cds completo) GenBank: AY289000.

Purificacién de los fragmentos PCR obtenidos

Los productos de PCR obtenidos con los oligonucleétidos “sec” se resolvieron
por electroforesis en geles de agarosa al 1% (Sigma Chemical Co. St. Louis,
Mo., USA) con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio y en buffer TAE 1X (Tris-acetato
10 mM, pH = 8, EDTA 1 mM). Las corridas electroforéticas se realizaron a 5-10
Volts/cm y a temperatura ambiente. Las muestras de ADN se sembraron en el
gel, previo agregado de 1/10 del volumen de la muestra de buffer de siembra
(azpl de bromo fenol 0,5%, glicerol 50%, TAE 1X). Se incluyé en la corrida un
marcador de peso molecular (1 Kb Plus ladder de Invitrogen). Luego de la
corrida, las bandas se visualizaron por fluorescencia a la luz ultravioleta (UV),
se escindieron del gel y se purificé el ADN amplificado usando el kit QIAEX I
(Qiagen, GmbH, Germany) segun instrucciones del fabricante.

La concentracion de ADN obtenida luego de la purificacion se determind por
medicién espectrofotométrica a 260 nm utilizando un equipo NanoDrop
Spectrophotometer ND-1000 V3 3.0 de NanoDrop Technologies Inc.

Secuenciacion de los productos de amplificacion de PCR

La secuencia nucleotidica de los fragmentos obtenidos por PCR se determino
mediante secuenciacion automatica. Este andlisis se realizdé en la Unidad de
Gendmica del Instituto de Biotecnologia, CICVYyA-INTA- Castelar de Argentina
(Centro de Investigaciones en Ciencias Veterinarias y AgronOmicas- Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria);

Para ello se utilizé el método de terminadores de cadena de Sanger (Sanger y
col, 1977) con el sistema de BigDye® Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) que utiliza dideoxinucleétidos (ddNTPs) marcados con
fluorocromos. Cada reaccion de secuenciacion se realizo utilizando 45 a 50 ng
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de ADN purificado y el oligonucledtido sec55 (sentido) o el oligonucleotido
sec56 (antisentido).

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo en un termociclador Gene
Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems) y las condiciones de reaccion
fueron las siguientes:

Desnaturalizacion Inicial 1 min, 96 °C
desnaturalizacion |10 seg, 96°C
25 ciclos annealing 5 seg, 50°C
extension 4 min, 60°C

Una vez finalizado el ciclado, el exceso de ddNTPs se elimind mediante
precipitacion con etanol/EDTA. Los productos de las reacciones de
secuenciacion purificados se sometieron a electroforesis capilar y andlisis de
datos utilizando el equipo ABI PRIS® 310 Genetic Analyzer de Applied
Biosystems para la obtencion de los electroferogramas.

Deduccion de la Secuencia de Aminoacidos

Las secuencias de aminoacidos correspondientes al extremo aminoterminal de
la proteina de Fusion, fueron deducidas a partir de las secuencias nucleotidicas
obtenidas usando el Programa BioEdit v7.0.5 (Hall, 1999).

3.6.5. Analisis Filogenético de los Aislamientos

Para realizar el andlisis filogenético de los aislamientos se usé la secuencia
nucleotidica correspondiente al fragmento de F amplificado de la muestra de
hisopado traqueal positiva a la deteccion de APMV-1

En el andlisis genético correspondiente al sitio de clivaje de la proteina F de
NDV, se incluyeron las siguientes secuencias de aislamientos reportados en
palomas y cepas de referencia de NDV publicadas GenBank:
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Numero | Aislamiento o cepa NUmero acceso
GenBank

1 Usted (A) M24694

2 Q-V4 (A) AF217084

3 B D26-76 (A) M24692

4 B1 (L) NC002617

5 VGGA (L) U22273

6 La Sota (L) AF077761

7 Roakin (M) U22284

8 Michigan (M) U22281

9 Mass.-MK (M) U22280

10 Kimber (M) U22278

11 Texas-GB (VN) M33855

12 T.-Lauquen (VV) AF100299

13 Beaudette-C (VN) X04719

14 Italy-Milano (VN) U22294

15 Aust.-Vict. (VN) M21881

16 Largo (VV) U22279

17 Fontana (VV) Uu22274

18 Pigeon/Argentina/Capital 3/97 AY734536.1

19 Paloma tigre/98 -

20 Paloma/Uruguay/Montevideo/2/08 | -

21 Pigeon/GB/1168/84 AF109885

22 Pigeon/TX/17498/98 AY008330

23 Pigeon NY/84 AY008329

Se construyd un arbol filogenético con las secuencias de 375 nt de largo del
extremo 3" del gen de la proteina F, correspondientes a 134 cepas Yy
aislamientos de NDV registrados en el GenBank. El nimero de acceso al
GenBank, linaje genético, procedencia y fecha (Aldous, 2003) se describen en
Anexo 1.

Se incluyen en esta lista las secuencias de los aislamientos realizados en
palomas de Argentina y Uruguay (paloma/Tigre/6/99, paloma/Argentina/Capital
3/97, gb|AY734536.1 y paloma/Uruguay/Montevideo/2/08).

Se analizaron los mismatches de las secuencias de las sondas y los oligos
usados en los ensayos de rRT-PCR y RT-PCR con la secuencia del
aislamiento correspondiente a paloma/Uruguay/Montevideo/2/08.

El alineamiento y las relaciones filogenéticas de las secuencias fue realizado
con los programa BioEdit v7.0.5 (Hall, 1999) y MEGA 5 (Tamura, 2007), sitios
web: www.bioedit.com Yy www.megasoftware.net respectivamente. Las
secuencias fueron alineadas comenzando por el codon de inicio (ATG en la
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posicion 47) del gen de la proteina F y terminando en la posicion 422 que esta
por debajo del sitio de clivaje, usando el método de alineamiento mdultiple
Clustal W 5. Los resultados fueron expresados como un arbol filogenético
neighbour-joining, método Boostrap con 500 réplicas, modelo Tamura-Nei sin
raiz con longitud de las ramas proporcional al nimero previsto de sustituciones.
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4. RESULTADOS

4.1. SEROLOGIA

Se recolectaron 20 muestras de sangre de palomas silvestres (Columba livia) y
una de paloma mensajera. La totalidad de las mismas se procesaron por las
pruebas de Inmunodifusion en Gel Agar e Inhibicion de la Hemaglutinacion,
previamente descritas en Serologia de Material y Métodos, para detectar AlV y
APMV-1 respectivamente.

Todas las muestras resultaron negativas a la deteccién de AlV por la prueba de
Inmunodifusion en Gel Agar, debido a que no se visualizaron bandas de
precipitacién antigeno-anticuerpo especificas.

La muestra de sangre de la paloma mensajera fue positiva a la deteccion de
anticuerpos para APMV-1 ya que presento un titulo HI mayor al limite de
seropositividad establecido de 1/16 (titulo HI obtenido 1/32).

Una muestra de sangre de las palomas silvestres también presentd anticuerpos
para APMV-1 con un titulo HI de 1/256.

La proporcion media estimada de seropositividad en las palomas silvestres fue
del 5% con un IC 95% que oscil6 entre el 1,3% al 24,9%.

4.2. PUESTA APUNTO RT-PCR VY IRT-PCR

Se adquirieron los Kits, reactivos y material fungible necesarios para realizar
todas las pruebas dispuestas en la metodologia de la investigacion. Se
realizaron todas las pruebas de RT-PCR y rRT-PCR de acuerdo con los
protocolos de las técnicas descritas en Material y Métodos y se verifico la
conformidad de los resultados de los controles positivos y negativos.

4.3. DETECCION MOLECULAR (rRT-PCR)

4.3.1. Influenza Aviar

Se procesaron los 8 pools de muestras de hisopados cloacales y traqueales de
las palomas silvestres y los hisopados traqueal y cloacal de la paloma
mensajera enferma, por rRT-PCR para detectar secuencias conservadas del
gen de la proteina M de AlV.
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La totalidad de las muestras resultaron negativas a la deteccién, debido a que
no se observaron curvas de amplificacion en ninguno de los pools, con
excepcion de la muestra correspondiente al Pool N° 2 (ver Tabla 4). Sin
embargo, la misma se consider6 negativa ya que el valor de Ct igual a 38,08 fue
mayor al limite de positividad (Ct=35).

Tabla 4: Resultados rRT-PCR Gen M AIV

Identificacion de la muestra Valor Ct IRT-PCR
Gen M AIlV
Pool 1 no Ct
Pool 2 38,08
Pool 3 no Ct
Pool 4 no Ct
Pool 5 no Ct
Pool 6 no Ct
Pool 7 no Ct
Pool 8 no Ct
Hisopado traqueal no Ct
paloma mensajera
Hisopado traqueal no Ct
paloma mensajera
Control Positivo 14,09
AlV
Control Negativo no Ct
Hisopado cloacal aves plantel
Libres de NDV y AlV

4.3.2. Paramixovirus Aviar tipo 1

Los 8 pools de muestras de hisopados cloacales y traqueales de las palomas
silvestres y los hisopados traqueal y cloacal de la paloma mensajera enferma
fueron procesados por rRT-PCR para detectar secuencias conservadas del gen
de la proteina M de NDV.

Tal como lo muestra la tabla 5, todas las muestras obtenidas de las palomas
silvestres fueron negativas ya que los Pooles N° 1,2,5 y 8 no amplificaron, y
los Pooles N° 3 y 4 mostraron valores de Ct de 37,32 y 38,35
respectivamente, superiores al limite de positividad (Ct = 35).
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Tabla 5: Resultados rRT-PCR Gen M APMV-1

rRT-PCR
gen M APMV-1
Identificacién de la muestra Valor Ct

Pool 1 no Ct
Pool 2 no Ct
Pool 3 37,32
Pool 4 38,36
Pool 5 no Ct
Pool 6 no Ct
Pool 7 no Ct
Pool 8 No Ct
Hisopado cloac_al 28.89
paloma mensajera

Hisopado traqugal 30.43
paloma mensajera

Control Positivo 21,05
Control Negativo No Ct

Contrariamente a lo hallado en las palomas silvestres, se detect6 APMV-1 en
las muestras de hisopado traqueal y cloacal de la paloma mensajera enferma
ya que como se muestra en la Tabla 5, los valores de Ct obtenidos son
inferiores al limite de seropositividad establecido en Deteccion Molecular por
rRT-PCR de Material y Métodos (Ct = de 35).

Las figuras 14 y 16 ilustran la curvas de amplificacion obtenidas con las
muestra de hisopado traqueal y cloacal de la paloma mensajera.

Ct = 28,89

ig 15: Curva amplificacion
Hisopado traqueal Hisopado cloacal

inea de base

ig 14: Curva amplificacion
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: e
- /
B
Ct= 21,05
Fig 16: Curva amplificacién Fig 17: Curva amplificacién
Control positivo Control Negativo

4.4. AISLAMIENTO VIRAL

Con el objetivo de aislar AlV y NDV las ocho muestras de Pooles de hisopados
cloacales y traqueales obtenidos y procesados como se describié en Muestras
de Materiales y Métodos, fueron inoculadas en la cavidad alantoidea de huevos
embrionados de 9-11 dias de edad. A los 4 dias se cosechod el liquido
alantoideo y se realizaron dos pasajes ciegos.

No se detectd actividad hemaglutinante en los liquidos alantoides cosechados
en el segundo pasaje en huevo embrionado de pollo en ninguna de las
muestras de pool de hisopados traqueales y cloacales de las palomas
silvestres.

Por el contrario, los liquidos alantoideos del segundo pasaje en huevo
embrionado de pollo de las muestras de hisopado cloacal y traqueal de la
paloma mensajera enferma presentaron un titulo 16 y 64 UHA respectivamente.
No se observé mortalidad embrionaria en ninguno de los dos pasajes.

La especificidad de la HA se determind al comprobar que el suero control anti-
NDV inhibi¢ la actividad hemaglutinante de los liquidos alantoides en la prueba
de HI (ver Fig. 18)



70

Control de —
glébulos Dilucién sueros controles
rojos 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32_1/64 1/128 1/256 1/5121024
L~

Control + R
<« Tit=1/512 Cepa NCD
> La Sota
< Control - 4UHA
Tit=1/7
\ J
Control + ~ Liquido
Tit.= 1/512 Alantoideo
\ hisopado
Control - cloacal 2°
Tit.=1/2 Pasaje
< 4UHA
Control + S Liquido
Tit.= 1/512 Alantoideo
hisopado
Control - s tranuea}I 2°
o asaje
Tit.=1/2 ) 4UHA

Figura 18: Prueba HI. Se visualiza la Inhibicion especifica de la Hemaglutinacion del 2°
pasaje hisopado traqueal y cloacal de la paloma mensajera enferma, y de la cepa La
Sota de NDV por el suero especifico anti-NDV (Titulo HI=1/512). En la primer hilera se
observa los controles de glébulos rojos, mientras que en las restantes se observan las
reacciones de las diversas diluciones de los antisueros negativos y positivos con el
antigeno control (cepa La Sota) y los sobrenadantes de los hisopados cloacal y traqueal
de la paloma enferma.

El aislamiento se nombra Paloma/Uruguay/Montevideo/2/08

4.5. CARACTERIZACION MOLECULAR

45.1. RT-PCR virulento-avirulento

Con el objetivo de caracterizar molecularmente las muestras de la paloma
mensajera positivas a la deteccion de NDV, el ARN total fue extraido y
procesado por RT-PCR de acuerdo con lo descrito en RT-PCR Virulento-
Avirulento de Material y Métodos.
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Se determind la virulencia, mediante la deteccion del gen de la proteina F
usando cebadores que reconocen secuencias de nucledtidos especificas de las
cepas virulentas y avirulentas.

Como ya se menciond anteriormente, PPMV-1 a semejanza de las cepas
virulentas de NDV, contiene multiples aminoacidos béasicos en el sitio de clivaje
de la proteina de Fusion F. Por lo tanto es de esperar que los PPMV-1 se
puedan detectar por RT-PCR usando oligos especificos para las cepas
virulentas que amplifican las secuencias genéticas que codifican el sitio de
clivaje de la proteina F.

Sin embargo, las muestras de hisopados traqueales y cloacales de la paloma
mensajera procesadas por este ensayo fueron caracterizadas como avirulentas
debido a que generaron amplicones con los oligos especificos de Virus del
Grupo Newcastle (362 pb) y del Patotipo Avirulento (254 pb). En la Fig. 19 se
pueden observar las bandas obtenidas.

1 234 56 78 91

Resul

Calle oligo Producto PCR tado

Marcador tamafio
molecular 1 Kb

Grupo Control positivo +
NDV (NDV La Sota)

Control positivo +

3 Avirulento (NDV La Sota)

Control positivo

4 Virulento (NDV La Sota)

Grupo +

5 NDV Hisopado traqueal
6 Avirulento | Hisopado traqueal +
7 Virulento Hisopado traqueal -
8 Grupo Hisopado cloacal +
NDV
1112 13 9 Avirulento Hisopado cloacal +
10 Virulento Hisopado cloacal
1 Marcador tamafio
molecular 1 Kb
12 Grupo Control Negativo
) . NDV (Agua libre RNAsa)
Fig. 19. Electroforesis gel de agarosa RT- 13 | Avirdl Control Negativo
PCR NDV virulento-avirulento  (hisopados virulento | gua libre RNAsa)
traqueal y cloacal paloma mensajera 14 | Virulento | Control Negativo
(Agua libre RNAsa)
4.5.2. rRT-PCR virulento

Tal como se habia descrito en rRT-PCR virulento de Material y Métodos, las
muestras positivas a la deteccion de Paramixovirus Aviar tipo 1, se procesaron
por la técnica de rRT-PCR para determinar su virulencia.

Por lo tanto, las muestras de hisopados traqueal y cloacal de la paloma
mensajera enferma se procesaron por rRT-PCR para detectar secuencias
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conservadas del gen de la proteina de Fusidn de cepas virulentas de NDV
(VNDV).

Se esperaba obtener resultados positivos debido a que PPMV-1 presenta en el
sitio de clivaje de la Proteina de Fusion F, una secuencia semejante a las cepas
virulentas de NDV. Sin embargo, tanto las muestras como el Plasmido de
PPMV-1 El Tigre usado como control positivo, no amplificaron.

Como consecuencia de este resultado, dichas muestras se volvieron a procesar
por la misma técnica, pero bajando la temperatura de alineamiento a 50°C. De
esta manera se obtuvieron curvas de amplificacion. En la tabla 6 se indican los
valores de Ct obtenidos:

Tabla 6: rRT-PCR gen F vNDV

Identificacién Valor de Ct temperatura | Valor de Ct temperatura
de la muestra alineamiento 58° C alineamiento 50° C
Hisopado traqueal
paloma mensajera no Ct 20,82
Hisopado cloa_cal no Ct 21,47
paloma mensajera
Plasmido F
PPMV-1"El Tigre" no Ct 7,91
Plasmido F
APMV-1 La Sota no Ct no Ct
Control Negativo no Ct no Ct

Sin embargo las mismas no tenian la forma exponencial como la obtenida en la
rRT-PCR para detectar gen de M de APMV-1 (ver figura 20).
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Amplification Plots
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3
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Cyeles

PLASMIDO PROTEINA FUSION HISOPADO CLOA CAL
AISLAMIENTO EL TIGRE PALOMA ME NSAJERA

HISOPADO TRAQUEAL
PALOMA MENSAJERA

Figura 20. rRT-PCR Gen F vNDV (alineamiento a 50°C). Se muestran las curvas de
amplificacion obtenidas con los extractos de ARN de los hisopados traqueal y cloacal
de la paloma enferma y del pldsmido de la Proteina de Fusién del aislamiento “El
Tigre”. Las mismas no son exponenciales lo que evidencia baja eficiencia de
amplificacion.

45.3. rRT-PCR Paramixovirus de la Paloma (PPMV-1)

Las muestras positivas a la deteccidon de Paramixovirus Aviar tipo 1 (muestras
de hisopados traqueal y cloacal de la paloma mensajera enferma), se
procesaron por la técnica de rRT-PCR descrita en: rRT-PCR Paramixovirus de
paloma (PPMV-1) de Material y Métodos, para poder determinar si se
identificaban con los PPMV-1 que escapan a la detecciéon de NDV virulento por
rRT-PCR (segun Kim y col, 2008).

Tanto las muestras como el Plasmido de PPMV-1 El Tigre usado como control
positivo no amplificaron.

Como consecuencia de este resultado, dichas muestras se volvieron a procesar
por la misma técnica, pero bajando la temperatura de alineamiento a 50°C a los
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efectos de poder facilitar la hibridacién. Tal como lo muestra la tabla 7, tampoco
se logré amplificar las muestras ni los plasmidos usados como controles.

Tabla 7: rRT-PCR gen F PPMV -1

Identificacién Valor de Ct temperatura | Valor de Ct temperatura
de la muestra alineamiento 58° C alineamiento 50° C
Hisopado traqqeal no Ct no Ct
paloma mensajera
Hisopado cloa_cal no Ct no Ct
paloma mensajera
Plasmido F
PPMV-1"El Tigre" no Ct no Ct
Plasmido F
APMV-1 La Sota no Ct no Ct
Contr_ol no Ct no Ct
Negativo
4.5.4, Secuenciamiento v deduccidén de aminoacidos

A los efectos de poder realizar la caracterizacion genética, los extractos de ARN
de las muestras de hisopado traqueal y cloacal de la paloma enferma fueron
procesados por RT-PCR empleando los oligos Seq 55 y Seq 56 para secuenciar
por el método de terminadores de cadena, la region correspondiente al extremo
3’del gen de la proteina de Fusion que codifica su sitio de clivaje, de acuerdo
con lo descrito en Secuenciamiento y Deduccion de aminoacidos de Material y
Métodos.

El secuenciamiento de nucleétidos de los productos de PCR de los cDNA de los
extractos de RNA del hisopado traqueal permitié obtener fragmentos de ADN
cuyas secuencias fueron las siguientes:

Muestra Hisopado cloacal paloma mensajera (487 nt)

NNNNNNNNNNNNCNNGNTAGAAGAGTCTGGATCCCGACTGGCACACTCAAAGTGCA
ACATGGGCTCCAAACCCTCCATCAAGATCCCAGCAACTCTGATGCTGATCATCAGGAT
TACGCTGATACTGAGCTGCATCTGTTCGACGAGCTCTCTTGACGGCAGGCCTCTTGC
AGCTGCAGGGATTGTGGTAACAGGAGATAAGGCAATCAATANNNNNNNNNCATCTCA
GACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTTCCGAATATGCCCAAAGACAAGGAGGCATG
TGCAAAGGCCCCATTAGAAGCATACAACAGAACACTGACCACTTTGCTCACCCCCCTT
GGTGATTCCATCCGCAGGATACAAGGGTCTGTGTCCACATCAGGAGGGAGGAGGCA
GAAGCGTTTTATAGGNGCCATTATAGGCAGTGTAGCTCTTGGGGTTGCGACGTCGGC
NCAGANNANNGNNGCCGNNNNNNNNNNNNNN.
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Muestra Hisopado traqueal paloma mensajera (523 nt)

NTTTNNNNAAANNNNNNNGTAGAAGAGTCTGGATCCCGACTGGCACACTCAAAGTGC
AACATGGGCTCCAAACCCTCCATCAAGATCCCAGCAACTCTGATGCTGATCATCAGG
ATTACGCTGATACTGAGCTGCATCTGTTCGACGAGCTCTCTTGACGGCAGGCCTCTT
GCAGCTGCAGGGATTGTGGTAACAGGAGATAAGGCAATCAATATATACACCTCATCTC
AGACAGGGTCAATCATAGTCAAGTTGCTTCCGAATATGCCCAAAGACAAGGAGGCAT
GTGCAAAGGCCCCATTAGAAGCATACAACAGAACACTGACCACTTTGCTCACCCCCC
TTGGTGATTCCATCCGCAGGATACAAGGGTCTGTGTCCACATCAGGAGGGAGGAGG
CAGAAGCGTTTTATAGGTGCCATTATAGGCAGTGTAGCTCTTGGGGTTGCGACGTCG
GCACAGATAACAGCAGCCGCGGCCCTAATACAAGCCAACCAAAATGCTGCCANNNNN
NNCCNACTAN

A continuacién se muestra la secuencia aminoacidica deducida (se incluye
secuencia de nucleoétidos) y se subraya la secuencia 'R_R Q K R F
correspondiente al sitio de clivaje de la proteina F de fusion caracteristica de las
cepas virulentas de NDV.

Como resultado de este hallazgo el aislamiento de Paramixovirus tipo 1

realizado en la paloma mensajera se identific6 como perteneciente al patotipo
virulento.

Hisopado cloacal

atgggctccaaaccctccatcaagatcccagcaactctgatgctgatcatcaggattacgctg
MGSKPSIKIPATLMLIIRITL
atactgagctgcatctgttcgacgagctctcttgacggcaggcctcttgcaqctgcaggg
 LSCICSTSSLDGRPLAAAG
attgtggtaacaggagataaggcaatcaatannnnnnnnncatctcagacagggtcaatc
IVVTGDKAINXXXXSQTGSI
atagtcaagttgcttccgaatatgcccaaagacaaggaggcatgtgcaaaggccccatta
GZIVKLLPNMPKDKEACAKAPL
gaagcatacaacagaacactgaccactttgctcaccccccttggtgattccatccgcagg
BZEAYNRTLTTLLTPLGDSIRR
atacaagggtctgtgtccacatcaggagggaggaggcagaagcgttttataggngccatt
21 QGSVSTSGGRROQOKRFIXAIY
ataggcagtgtagctcttggggttgcgacgtcg
’GSVALGVATS

126 185

186 245

365

366
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Hisopado traqueal.

'atgggctccaaaccetec™®

'MGskKPS®
19atcaagatcccagcaactctgatgctgatcatcaggattacgctg;atactgagctgcatc78
TKIPATLMLIIRITLILSCI?®
"tgttcgacgagctctettgacggeaggectettgcagetgcagggattgtggtaacagga'™®
“CSTSSLDGRPLAAAGIVVTG®
1¥9gataaggcaatcaatatatacacctcatctcagacagggtcaatcatagtcaagttgctt
“‘DKAINIYTSSQTGSIIVKLL®
199ccgaatatgcccaaagacaaggaggcatgtgcaaaggccccattagaa%catacaacaga25
P NMPKDKEACAKAPLEAYNR®
*93cactgaccactttgctcaccecccttggtgattccatccgeaggatacaagggtetgtg
¥ TLTTLLTPLGDSIRRIQGS V?®
319tccacatcaggagggaggaggcagaagcgttttataggtgccattatag%cagtgtagct
YSTSGGRROKRFIGAIIGSVA™®
¥"cttggggttgcgacgtcggcacagataacagcagecgeggecctaatacaagccaaccaa™?
I GVATSAQITAAAALIQANOQ™
*Faatgctgec™®

147N A Al49

198

8

318

378

En la figura 21 se muestra el alineamiento nucleotidico del fragmento
amplificado del hisopado traqueal junto con la secuencia del gen de la proteina
de fusion F del aislamiento Pigeon/Argentina/Capital/3/97 (gb|AY734536.1] )

mostrando una homologia del 96%.
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a 43  ATGGGCTCCAAACCCTCCATCAAGATCCCAGCAACTCTGATGCTGATCATCAGGATTACG 102

R A AN R AR A A RNy
B 1  ATGGGCTCCAAACCCTCCACCAGGATCCCAGCAACTCTGATGCTGATCACCAGGATTACG 60

a 103 CTGATACTGAGCTGCATCTGTTCGACGAGCTCTCTTGACGGCAGCCCTCTTGCAGCTGCA 162

R AN AR A R AR AR AR
b 61  CTGATACTGAGCTGCATCTGITCGACGAGCTCTCT TGACGGCAGGCCTCTTGCAGCTGOG 120

a 163 GGGATTGIGGTAACAGGAGATAAGGCAATCAATATATACACCTCATCTCAGACAGGGTCA 222

R AR AR R AN AR AN
b 121 GGGATTGTGGTAACAGGAGATAAGGCAATCAATATATACACCT CATCTCAGACAGGATCA

a 223 ATCATAGICAAGITGCTTCCGAATATGCCCAAAGAC- AAGGAGGCATGTGC- AAAGGCCC 280

CCCEEEEE e et e e
b 181 ATCATAGTCAAGTTGCTCCCGAATATGCCC- AAGACTAAGGAGGCATGTGOGAAA- GOCC - 238

a 281 CATTAGAAGCATACAACAGAACACTGACCACTTTGCTCACCCCCCTTGGTGATTCCATCC 340

R AN AR ARy
b 239 CGTTAGAAGCATACAACAGAACACTGACCACTTTACTCACCCCCCTTGGTGACTCCATCC 298

a 341 GCAGGATACAAGGGTCTGIGT CCACAT CAGGAGGGAGGAGGCAGAAGCGTITTTATAGGTG 400

R R R R R A R AR AR AR
b 299 GCAGGATACAAGGGTCTGIGTCCACATCAGGAGGAAGGAGGCAGAAGCGT TTTATAGGTG 358

a 401 CCATTATAGGCAGIGIAGCTCTTGGEGEGT TGCGACGT CGGCACAGATAACAGCAGCCECGG 460

AR R R A AR
b 359 CCATTATAGGCAGTGIAGCTCTTGGGGT TGCGACGT CGECACAGATAACAGCAGCCGCGG 418

a 461 CCCTAATACAAGCCAACCAAAATGCTGCCA 490

AR RN
b 419 CCCTAATACAAGCCAACCAAAATGCAGCCA 448

Figura 21. Alineamiento Paloma/Uruguay/Montevideo/2 /08 con el
Aislamiento Pigeon/Argentina/Capital/3/97  indicando las diferencias
en las secuencias de nucleétidos.

a) Aislamiento Pigeon/Argentina/Capital/3/97

b) hisopado tragueal paloma mensajera

En la figura 22 se muestra el alineamiento nucleotidico que codifica el sitio de
clivaje de la proteina F del fragmento amplificado del hisopado traqueal de
paloma correspondiente al aislamiento Paloma/Uruguay/Montevideo/2/08, junto
con otros aislamientos de palomas y cepas de referencia de NDV publicadas en
el GenBank. El aislamiento Paloma/Uruguay/Montevideo/2/08 presentdé mayor
similitud con aislamientos de palomas: Pigeon/TX/3503/04 (91%), Pigeon/NY/84
(92%) y Pigeon/GB/1168/84 (91%) que con cepas de NDV: Ulster (81%), La
Sota (81%) y Texas-GB (85%).
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310 320 330

I ) N BTN IS N BN B
Ulster (A) TACAAGA-GTCTGTGACTACATCTGEGAGGAGGGA
Qv4amny L T C..G..C.|.........
BD26-76 (A) ... . cC..... c.l.........
B1L (L) R .G.
VGGA (L) e L. Gl
La Sota (L) ACAGGT.ATGAG. AAC . ATGT.GCCATT.CA . .C
Roakin(v) ... - A ... GA.
Michigan(™M) ... - Ao GA.
Mass-MK (M) ... - A, ..o GA.
Kimber(M) ... - A ..o GA.
Texas-GB(VN) ... L T..C.|..... A.
T.-Lauquen(VV) ... G-. ... ..., G...... GA.
Beaudette-C (VN) . . ... .. - A, ..o GA.
taly-Milano (VN) . ... e e T..C.|.. ... A.
Aust-Vict. (VN) ... L cC...... A .
Largo(VV) L. G-..... C. ... ... .. ... A .
Fontana (VV) .. ... G-. ... ... T. ... ... Ald. .. .. A.
Pigeon/Argentina/Capital 3/97 . . . . . . G-....... T.C.. ... Add. . ... A .
Paloma tigre©8 . ... L. G-....... T.C. . ... N
Paloma/Uruguay/Montevideo/2/08 . . . . . . G-....... T.C..... A .GA
Pigeon/GB/1168/84 . . .. .. G-....... T.C..... N
Pigeon/TX/17498/98 . . . . .. G-....... T.C.. ... A G.A.A.
PigeonNY®84 ... G-....... T.C..... Ald. .. .. A.

| 35|O | 3?0 | 3TO |

Ulster (A) GACGCCTTATAGGCGCCATTATCGGCGGTGCAG
Q-V4 (A) ST T. LT
B D26-76 (A) T Y T. LT
B1 (L) G. ... | T. ... ... TG.
VGGA (L) I C T T. .. .. .. TG . .
La Sota (L) A. T.AAGCCACATT.G.CG.GCTT.A.A.TG. T
Roakin (M) A. ST T....... TG .
Michigan (M) A . ST T....... TG.
Mass.-MK (M) A. ST T. .. .. .. TG.
Kimber (M) A. ST T. ... ... TG .
Texas-GB(VN) | ... .. TS, .. ... T. ... 00 A...T.
T.-Lauquen (VV) A . LT T. ... 0. TA. . .T..
Beaudette-C (VN) A. ST T. ... ... TG .
ltaly-Milano (vN) | .. . .. TS. .. ... T. .. A...T.
Aust.-Vict. (VN) A. ST T..T.. ... . ... A...T..
Largo (VV) A. .T].G. LT TA. . .TG.
Fontana (VV) A. ... T|...... T..T......... A...T.
Pigeon/Argentina/Capital 3/97 AG. . TT|. .. ... T. ... . ... A.. . A...T.
Paloma tigre/98 A....T/)...... T...G.. ... ... A...T.
Paloma/Uruguay/Montevideo/2/08( AG . . TT [. .. . .. T. ... .. .. A...A...T.
Pigeon/GB/1168/84 A . LT T. ... 000 A . T
Pigeon/TX/17498/98 A ST T. .. A...T.
Pigeon NY/84 A. LT T. ... . A...T.
Figura 22. Alineamiento nucleotidico de Paloma/Urug uay/Montevideo/2/08 con
cepas referencia de NDV y de PPMV-1 (Sdlo se indican las diferencias nucleotidicas
respecto de la cepa Ulster (avirulenta). En los recuadros se indican los nucleétidos que
codifican el sitio de clivaie de la alicooroteina F.
El hisopado traqueal correspondiente al aislamiento

Paloma/Uruguay/Montevideo/2/08 presenté arginina (R) en las posiciones 112,
113 y 116, lisina (K) en la posicion 115 y fenilalanina (F) en la posicion 117.
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Este motivo fue idéntico al del aislamiento Pigeon/NY/84 y a otros aislamientos
de palomas reportados por Collins y col. (1994).

En ambos casos los aminoacidos presentes en el sitio de clivaje son
caracteristicos de cepas virulentas de NDV. Fuera del sitio de clivaje, las
secuencias de aminoacidos de ambos hisopados de paloma mensajera y
Pigeon/GB/1168/84 fueron similares en un 98,6% presentando un cambio
conservativo (V/I) en posicion 122.

Todos los aislamientos de palomas, presentados en la Figura 23, compartieron
fuera del sitio de clivaje una serina en la posicion 132. Este aminoéacido fue
diferente para las demas cepas de NDV estudiadas las cuales presentaron
alanina en la misma posicion.
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Secuencias deducidas extremo aminoterminal proteina F

10 a1 3 L] &1l
T S T T T I R I |
Ulster (8 MGSRESTRIPYPLMLTYRYALALSCYCPTSSLDGRPLAALG [ VY TGDKAY
G (A
B D26-76 (& 1 (L)
B

WEGA (L)
L= Sota (L)

Foakin (b))

Michigan (M)

Mazs -MK (W)

Kimber (M)

Texas-GB (VM)

T.-Lauguen %)

Beaudette-C (M)

ftaly -Milano (W)

At -vict. ()

Largo (Y]

Fortana (VW)
Pigeon/&rgentinaiCapital 3/97
Paloma tigresa8
PalomaUrugusy Montevideo05
Pigeon/ZBM 1658054

PigeonTHM 74958/98

Pigeon MY/54  Pigeon NY'154

Ulster (8 MIVTSSATGS | IVKLLPNMPKDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDS IR
G (A

B D26-76 (& 1 (L)
B

WEGA (L)
La Sota (L)

Roakin (M)

Michigan (M)

hazs MK (W)

Kimker (M)

Texas-GB (VM)

T.-Lauguen (%"
Beaudette-C (%h)

ftaly -Milano (W)

Aust-ict, (VM)

Largo (%)

Fortana (VW)
Pigeon/&rgentinaiCapital 3/97

Paloma tigres35 L
PalomaUruguayMontevideof08 . 0 . L 0 L L L L L
PigeondZEMABEMEE e
FigeonTHH 7498098 - - o o o o e e e e e e e e oo B
Pigeon MY/84  Pigeon MY 134 I N S
1o 120 130} i 13
PO T 1 [ e e sl 11 I 1 S O O O I |
Ulster (&) RIGQESYTTSGGGHAQGRL|I GAl | GGRALGYANARG | TAASA-LILAXTHMY
L Y R T ' P A I EENE ~ R I
BO2E-TECATL) o - -
Bt A A 1 e SN
WEGL (L) Koo R ] LN
LaSctally Lo R LN
Roakin (M) .. FR.K.F| ... .. .¥ .... T
Michigan ¢d) L. FR.K.F| ... .. .¥ .... T
Mass-MEM Lo FR.K.FL ... ¥ .... . SN
Kimber by oo FR.K.FL...... R L UHL
Texas-GBR(WM) oL FR.R.FL ... .. sS¥. ... e R
T.-Lauguen (%) Lo A RR K OFL L ¥ Q. R
Beaudette-C (M) 000 FR . K.FL...... ¥ .... P = IV
aly-bilano CVRY L FR .R.F[ ... .. s L@. . R.
Aust-vict (WM Lo FR.W.F[l..... 23 U DA L@ IR
Largn (%) GLAL L FR .K.FK..... s L@, . .RT
Fortana (%% P ¢ U FR K OFL .. sS¥. ... S
Pigeon/frgentinaiCapital 397 R ¢ U BER K .F|. ... .. S¥L .. s J &
Paloma tigres25 P ¢ U CRLOKLF RPN 1 DA 5 L@ L URT
...G..S. FR.K.F|..... 3 5 - DI
Pigeon/GBM 16384 LGl LUE J R CKLOF[ 28 U DA 5 L@ . .RT
Pigeon/THM 749595 LG s ERR . K.Fl...... =3 ' = L@ R
Pigeon MY/54  Pigeon NY'154 LI FR K OFL .. sS¥. ... = L@ L URT
R
Llister () AN ILRL
Q-4 (A -
B D26-76 (4 1 (L) -
B -
WEGA (L) -
La Sota (L) -

Figura 23. Secuencia deducida de aminoéacido deremo amino terminal de la proteina F
Alineamiento Paloma/Uruguay/Montevideo/2/08 coneseggferencia de NDV y de PPMV-1 (Sélo
indican las diferencias aminoacidicas respectoadedpa Ulster (avirulenta).
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Con el fin de determinar la causa de la deteccion del aislamiento de
Paramixovirus tipo 1 por rRT-PCR usando la sonda descrita por Aldous, 2001 y
la falla de la misma al usar la sonda descrita por Kim y col (2008), se alinearon
ambas sondas con las secuencias del aislamiento para poder cuantificar el
nuamero de mismatches en cada alineamiento.

Tal como lo muestra en el siguiente cuadro, el alineamiento de las sondas con
la secuencia correspondiente a Paloma/Uruguay/Montevideo/02/08 mostro
mayor homologia con la sonda usada por Aldous (2001) para detectar vNDV (5
mismatches) en comparacion con la sonda usada por Kim y col. (2008) para
detectar PPMV-1 ( 6 mismatches).

Alineamiento de sondas con secuencia Paloma/Uruguay  /Montevideo/02/08

Paloma/Uruguay/Montevideo/02/08 AGGAGGGAGGAGGCAGAAGCGTTT
Sonda PPMV-1 ( 6 mismatches) TGGAGTAAGGAGGAAGAAACGCTT

Paloma/Uruguay/Montevideo/02/08 AAACGCTTCTGCCTCCTCCCTCCT
Sonda VNDV (5 mismatches) AAGCGTTTCTGTCTCCTTCCTCCA

Nota: Mismatches resaltados en gris.

455, Analisis Filogenético

En la figura 24 se diagrama un arbol filogenético en el cual se puede observar el
aislamiento de paloma/Uruguay/Montevideo/2/08 junto con diversas cepas de
Referencia representativas de los diferentes linajes genéticos de Paramixovirus
Aviar tipo 1. Como se puede apreciar, el mismo se agrupo, junto con los
aislamientos el Tigre/99, Capital/98 y los demas PPMV-1, en el linaje 4b.Dicho
linaje solo contiene aislamientos y cepas de PPMV-1.
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Linaje
4h

gbJAY175779.1[linaje 4b/paloma/Reino Unido/99
gbJAY175771.1[linaje 4b/paloma/Reinonido/99
gb|AY175770.1linaje 4b/paloma/Reino Unido/99
gb|AY175773.1|linaje 4b/paloma/Reino Unido/99
0i[32395220|gb|AY175754.1|linaje 4b/paloma/Alemania/99
gbJAY175772.1| linaje 4b/paloma/Reino Unido/99
gb|AY175776.1]linaje 4b/aves de corral/Turquia/95
gbjAY175751.1]linaje 4b/paloma/emiratos Arabes Unidos/96
4 paloma/Urug deo/2/08
gb|AY734536.1|paloma/Argentina/Capital 3/97
gbJAY175755.1linaje 4b/paloma/Dinamarca/95
gbjAY175766.1| linaje 4b/paloma/Reino Unido/84
gbJAY135749.1| linaje 4b/paloma/Alemania/95
paloma/Tigre/6/99
gb|AY175769.1]linaje 4b/paloma/Reino Unido/90
gb|AY175768.1] linaje 4b/paloma/Reino Unido/89
gb|AY175778.1] linaje 4b/paloma/Reino Unido/88
gbJAY175655.1] linaje 4a/patol/Tanzania/95
gbJAY175738.1linaje 4a/halcon/Emiratos arabes Unidos/96

gb|AY135748.1] linaje 4a/saker/Emiratos Arabes Unidos/92
gbJAY175763.1| linaje 4a/paloma/Turquia/95
gbjAY175667.1| linaje 4c/halcon peregrino/Emiratos Unidos/90

gbjAY175667.1| linaje 4c/halcon peregrino/Emiratos arabes Unidos/92

gb|AY135743.1linaje 5c/aves de corral/Republica Checa/96
gbJAY175632.1| linaje 5d/avestruz/Emiratos arabes Unigos/99
gbJAY175677.1| linaje 5b/periquito/Malasia/90

MR|AY135744.1| linaje 3b/pavo/Italia/94

Figura 24: Arbol filogenético de aislamientos y capde diferentes linajes de Famixovirus Aviar tipo . en donde
se observa el agrupamiento del aislamiento Palomaguay/2/08 en el linaje 4 b junto a los demas PF1.
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5. DISCUSION

5.1. SEROLOGIA

Existen opiniones encontradas en cuanto a la susceptibilidad de las palomas a
Al. Mientras algunos autores han registrado casos de aislamiento de AIV (Ellis y
col., 2004), otros descartan la posibilidad de infeccion. (Marlier y Vindevogel,
2006, Panigrahy y col., 1996, y Perkins y Swayne, 2002).

Este estudio investiga la presencia de AIV en las palomas domésticas
silvestres. Los ensayos serologicos de IDGA realizados en las muestras de
sangre de las palomas fueron negativos; y demuestran ausencia de circulacion
de AIV en las palomas domésticas estudiadas, lo que estaria indicando que
esta especie no tendria un papel importante en la epidemiologia de la
enfermedad. Sin embargo, no se logré obtener un numero de muestras
necesario para realizar inferencias estadisticas sobre la prevalencia de APMV-1
en la poblacion de palomas del Uruguay.

La Paramixovirosis de la paloma se reportd por primera vez en el inicio de la
década del 80 (Vindevogel y col., 1982, Kaleta y col., 1985) y a pesar de que
se ha desarrollado una vacuna especifica para controlar la aparicion de brotes,
la misma aun se considera enzodtica en algunos paises. Esta enfermedad tiene
gran importancia para la avicultura debido a que se ha comprobado la
trasmision del agente a las aves de corral como pollos (Alexander y col., 1985)
y faisanes (Werner, 1999) provocando brotes de Enfermedad de Newcastle.

En Argentina esta enfermedad se reportd por primera vez en palomas silvestres
en el afo 2001 (Zanetti y col., 2001) y en nuestro pais existe sospecha de su
presencia en palomas mensajeras y silvestres.

Con el objetivo de detectar serologicamente Paramixovirus tipo 1 en las
palomas domésticas silvestres (Columba livia) capturadas, las muestras de
sangre obtenidas fueron procesadas por la prueba HlI.

El 5 % de las muestras resultaron positivas a APMV-1. Sin embargo no se pudo
establecer la prevalencia del agente, debido a que el intervalo de confianza fue
muy amplio (1,3-24,9%), provocado por el escaso numero de muestras
obtenido.

Por otro lado, el alto titulo HI obtenido con la muestra de sangre positiva
(1/256), estaria confirmando la especificidad de la reaccion debido a que el
mismo es cuatro veces mas alto que la dilucién limite seropositividad (1/16).

Sin embargo, estos hallazgos serolégicos no permiten determinar las
caracteristicas del virus detectado ya que podria tratarse de Paramixovirus
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avirulento que habitualmente circula en aves silvestres, o virus vaccinal que
presente en granjas avicolas de la zona, o bien PPMV-1.

A su vez la seropositividad de la muestra de sangre de la paloma mensajera
enferma sin antecedentes de vacunacion, permite realizar el diagndstico
seroldgico de infeccion por APMV-1, y el titulo HI relativamente bajo (1/32)
estaria indicando que la paloma se encontraba en la fase aguda de la
enfermedad.

Todos estos hallazgos estarian apoyando la hipétesis de la presencia de
Paramixovirus Aviar tipo 1 en palomas domésticas en nuestro pais.

Varios autores han realizado estudios serolégicos de Paramixovirus tipo 1 en la
paloma con diversos resultados como ausencia total de positivos a diversos
valores de seropositividad. Los valores de seropositividad del 7% de las
palomas mensajeras de Bélgica y el 19% en Francia, que estaban infectadas
sin mostrar signos clinicos de la enfermedad (Landre. F., 1982; Vindevogel, H.,
1982a), coinciden con estos hallazgos ya que estarian dentro de intervalo de
confianza estimado.

Por otra parte, existen reportes de ausencia de seropositividad en palomas en
regiones en donde no se habia reportado la enfermedad. Chang (1999) no
detectd presencia de anticuerpos a APMV-1 en 135 muestras de sangre de
aves silvestres Columbiformes capturadas en la Provincia de Chancay del Perd,
lo cual lo llevé a concluir que esta especie no era un importante reservorio del
virus.

En un estudio serologico de NDV realizado en el periodo 1989-1991 en la
Provincia de Andalucia de Espafna (Maldonado y col., 1994) no se detectaron
anticuerpos a APMV-1 en 51 muestras de sangre de palomas en cautiverio en 5
establecimientos.

Toro y col. (1999) no encontraron titulos significativos HI en 100 muestras de

sangre recolectadas de palomas silvestres de vida libre en un area urbana de
Santiago de Chile.

5.2. AISLAMIENTO VIRAL

El Aislamiento Viral de la totalidad de las muestras de pooles de hisopados
traqueales y cloacales de las palomas detectd actividad hemaglutinante en las
muestras pertenecientes a la paloma mensajera enferma.

La actividad hemaglutinante, testeada en los liquidos alantoideos cosechados
después del segundo pasaje de las muestras en huevos embrionados de pollo,
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presentd un titulo HA igual a 32 UHA para el aislamiento denominado
Paloma/Uruguay/Montevideo/2/08.

Titulos similares al obtenido, fueron reportados por varios autores para

aislamientos de palomas (Biancifiori y Fiorini, 1983, King, 1996). Finalmente, el
ensayo de HI identificd al virus aislado como Paramixovirus Aviar tipo 1.

5.3. DETECCION MOLECULAR

A su vez los ensayos de rRT-PCR para detectar AIV y APMV-1 en la totalidad
de las muestras de las palomas estudiadas, arrojaron resultados positivos para
la deteccion de APMV-1 en las muestras de hisopado traqueal y cloacal de la
paloma enferma.

Se pudo constatar total concordancia en los resultados entre los ensayos de
rRT-PCR y el aislamiento viral para detectar APMV-1y AlV, lo cual comprueba
la alta sensibilidad y especificidad de estas pruebas moleculares (Aldous,
2001).

Cabe mencionar que el uso de estas técnicas moleculares ofrece como ventaja
frente al Aislamiento Viral, mayor rapidez ya que la duracion de las mismas es
de 2-3 horas, y en cambio el Aislamiento Viral tarda entre 2 y 12 dias (el
Aislamiento Viral de Paloma/Uruguay/Montevideo/2/08 se obtuvo a los 8 dias de
la inoculacion). Otra ventaja adicional es que no es necesario contar con
laboratorios de alta seguridad bioldgica (BSL-3) para manipular virus de alta
patogenicidad ya que en estas técnicas se trabaja con el virus inactivado y por
lo tanto no tienen riesgo de escape de virus infeccioso.

En consecuencia, se puede considerar a esta técnica molecular como una

herramienta vélida por ser usada en la deteccion precoz de PPMV-1 en
palomas.

5.4. CARACTERIZACION MOLECULAR

La patogenicidad de las cepas de NDV esta relacionada con la secuencia de
aminoacidos en el sitio de clivaje del precursor Fo y la disponibilidad en los
diferentes tejidos de proteasas especificas capaces de clivarlo (Nagai y col.,
1976, Ogasawara y col., 1992). El precursor F, de las cepas virulentas de NDV
contiene, en este sitio, mayor proporcion de aminoacidos basicos que las cepas
no virulentas. El motivo ?K/R-R-Q-K/R-R-F'!’ es caracteristico de cepas
velogénicas y mesogénicas mientras que la secuencia ***G/E-K/R-Q-G/E-R-L*’
se presenta en cepas de baja virulencia (Nagai y col., 1976).
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Se han desarrollado diversas técnicas moleculares para caracterizar el punto de
escision de F,.

Mediante el RT-PCR vy usando cebadores especificos se puede obtener
productos de PCR que amplifican la secuencia de nucleétidos que codifican el
sitio de escision de F, a partir de aislamientos, tejidos y heces procedentes de
aves infectadas (Viljoen, 2005).

A su vez el rRT-PCR permite identificar cepas velogénicas cuando se emplean
cebadores y sondas especificas que reconocen secuencias representativas de
los virus velogénicos (Aldous, 2001).

La presencia de multiples aminoacidos basicos en el punto de escision de F,
caracteriza a los virus virulentos o potencialmente virulentos y esto se ha
incorporado en la definicion de la Enfermedad de Newcastle en el Manual de la
OIE. Sin embargo hay que tener en cuenta que la ausencia de los mismos no
confirma ausencia de patogenicidad del virus debiéndose recurrir al uso de
pruebas bioldgicas confirmatorias.

54.1. RT-PCR Virulento-Avirulento

El RT-PCR usado para determinar el patotipo del PMV-1 no obtuvo resultados
concordantes con la secuenciacion de nucleétidos ya que el hisopado fue
caracterizado como avirulento mientras que la secuenciacion determiné una
secuencia en el sitio que codifica el sitio de clivaje de la proteina F compatible
con las cepas virulentas (***RRQKRF7).

Si bien esta técnica ha demostrado ser eficaz para patotipificar aislamientos de
NDV de pollos (Wang, 2001), no demostré ser confiable para patotipificar
aislamientos de PPMV-1 (Kant, 1997).

Para poder explicar esta falla en la deteccion del patotipo virulento del
Paramixovirus de la Paloma habria que secuenciar los productos de PCR
obtenidos por esta técnica para poder determinar los sitios de alineamiento con
el genoma de PPMV-1.

Por lo tanto deberia usarse otra técnica RT-PCR para poder diferenciar PPMV-1
de los restantes Paramixovirus aviares tipo 1. En tal sentido se propone usar
una técnica RT-PCR que utiliza oligonucleétidos especificos que reconocen la
region genomica codificante de la sefial de localizacion nuclear de la proteina M
de NDV pero no de PPMV-1 (Seal y col., 1995).

Se propone ademas, ensayar y validar otras técnicas de RT-PCR para detectar
PPMV-1 tales como el nested RT-PCR descrito por otros autores (Barbezange y
Jestin, 2003, Lei Zhang, 2010).
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5.4.2. rRT-PCR Virulento

En cuanto a los resultados obtenidos con el rRT-PCR para determinar la
virulencia, se pudo constatar que la técnica validada por NVSL-USDA, Ames
para detectar cepas virulentas de la Enfermedad de Newcastle (vVNDV) no logré
amplificar ADN de los extractos de ARN de los hisopados de la paloma
mensajera enferma, a pesar de que la misma detecta secuencias que presentan
multiples aminoacidos basicos en el sitio de clivaje de la Proteina de Fusion F
presentes en VNDV y PPMV-1.

Sin embargo al bajar la temperatura de alineamiento, la sonda para detectar
gen de proteina F de vNDV genero curvas de amplificacion aunque no en forma
exponencial, como las obtenidas con la sonda para detectar gen de proteina M
de APMV-1.

Tal como lo describen Kim y col. (2006) esto se puede explicar por el hecho de
gue existe menor grado de homologia entre las secuencias de las sondas
usadas con las de los aislamientos de PPMV-1 y por lo tanto ambas no logran
alinearse cuando se someten a la temperatura de hibridacién establecida. Al
bajar la temperatura, las cadenas se unen y por lo tanto se produce la
amplificacion de ADN pero con una eficiencia menor, tal como lo muestra la
forma de la curva.

Por lo tanto, para poder validar el rRT-PCR para deteccion del gen de la
proteina F de PPMV-1 deberia optimizarse la temperatura de hibridacion de la
sonda con un gradiente de temperatura. Una vez alcanzado este objetivo se
deberia estudiar el comportamiento de la misma en la deteccién de un namero
significativo de aislamientos de PPMV-1.

Recientemente Fratnik y col. (2010) describen un rRT-PCR que utiliza sondas

MGB disefiadas para reconocer especificamente motivos virulentos vy
avirulentos del sitio de clivaje de la proteina F de APMV-1y PPMV-1.

5.4.3. IRT-PCR PPMV-1

Por otro lado, no se obtuvieron curvas de amplificacion cuando se uso la sonda
empleada por Kim y col. (2008) para detectar cepas de PPMV-1 que escapan a
la deteccion por la técnica anteriormente mencionada (rRT-PCR Virulento), en
ninguna de las dos temperaturas de alineamiento ensayadas.

Como se mostro en la Secciéon: rRT-PCR Paramixovirus de la Paloma (PPMV-
1) en Resultados, la sonda para detectar vNDV descrita por Aldous (2001),
pudo amplificar ADN probablemente debido a que presenta menor numero de
mismatches que la sonda descrita por Kim y col. (2008).
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5.4.4. Analisis genético

El analisis molecular del hisopado traqueal de la paloma mensajera enferma
permiti6 determinar la secuencia *RRQKRF*’ en el sitio de clivaje de la
proteina de fusion. Este motivo fue idéntico al de otros aislamientos de palomas
reportados por Collins y col. (1994) y es caracteristico de cepas virulentas de
NDV.

Sin embargo, es importante mencionar que en el caso de PPMV-1 no existe una
correlacion estricta entre la secuencia aminoacidica del sitio de clivaje de la
glicoproteina F y su virulencia en pollos debido a que se han encontrado PPMV-
1 virulentos y avirulentos con estos motivos de secuencia molecular en el sitio
de clivaje de la proteina de fusién F (Collins y col., 1994, Meulemans y col.,
2002, Smietanka vy col., 2006, Dortman y col., 2010).

Por |lo tanto para poder evaluar la virulencia del virus
Paloma/Uruguay/Montevideo/2/08 seria necesario recurrir al uso de pruebas
biol6gicas como el Indice de Patogenicidad Intracerebral (ICPI).

Esto estd indicando que otros factores, tanto ambientales como genéticos,
influyen en la patogenicidad de la variante de palomas y que la determinacion
de este motivo tendria mas importancia en la caracterizacion filogenética que
en la asociacién con patogenicidad cuando se trata de aislamientos de PPMV-1.

La caracterizacion genética sugiere que el aislamiento
Paloma/Uruguay/Montevideo/2/08 podria tener un origen en comun con el
aislamiento Pigeon/Argentina/Capital/3/97 (gb|AY734536.1|) debido a su alto
grado de homologia genética (96%) y a la proximidad en el tiempo en que se
detectaron.

En el andlisis filogenético, el hisopado traqueal de la paloma mensajera
correspondiente al aislamiento Paloma/Uruguay/Montevideo/02/10 se agrupé
junto a otros aislamientos de PPMV-1 en el linaje 4b (Aldous, 2004, Liu, 2006)
formando un grupo diferenciado del resto de las cepas y aislamientos de NDV
gue caracteriza a esta variante de NDV.

La presencia confirmada de PPMV-1 por los ensayos de secuenciacion y
analisis filogenético, en la poblacion de las palomas domésticas en el Uruguay,
podria tener importancia epidemiologica a tener en cuenta en los Programas
Sanitarios de Vigilancia de la Enfermedad de Newcastle para tomar decisiones
sobre adopciéon de medidas preventivas, tales como la vacunacion y el
fortalecimiento de la bioseguridad en los establecimientos de cria de palomas
mensajeras.
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Mediante la adopcion de estas medidas se lograria disminuir la circulacion de
PPMV-1 y el riesgo de trasmision del virus de las palomas mensajeras a las
aves silvestres y a las de corral. De esta forma se estarian tomando acciones
destinadas a mantener la excelente condicion sanitaria de la avicultura del
pais, de ser libre de la Enfermedad de Newcastle.
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7. CONCLUSIONES

Se obtuvieron hallazgos de serologia negativa a infeccion por AlV y positiva a
infeccion por APMV-1 en las palomas silvestres capturadas.

El rRT-PCR resultdé ser un ensayo eficaz para la deteccion rapida de
Paramixovirus Aviar tipo 1 en las palomas domeésticas.

El secuenciamiento nucleotidico y el andlisis filogenético permitié caracterizar
al Paramixovirus Aviar tipo 1 detectado como un Paramixovirus de la Paloma
(PPMV-1).

Se realiz6 el primer aislamiento de Paramixovirus de la Paloma (PPMV-1) en el
Uruguay.
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Numero acceso GenBank/linaje/hospedador/Pais/afio

paloma/Uruguay/Montevideo/2/08

paloma/Tigre/6/99

gb|AY734536.1|paloma/Argentina/Capital 3/97

gh]AY175693.1|linaje 2/aves de corral/Polonia/96

gb|AY175708.1linaje 2/aves de corral/Zambia/95

gb]AY175661.1|linaje 2/Sud Africa/98

gh]AY175701.1|linaje 2/Espafia/94

gb]AY135740.1]linaje 2/avestruz/Sud Africa/95

gb]AY175697.1]linaje 2/aves de corral importadas/Suiza/99

gh]AY175695.1|linaje 2/avestruz/Brasil/98

gb|AY175709.1]linaje 2/aves de corral/Zambia/95

gbJAY175671.1]linaje 2/pato/Alemania/95

gb]AY175707.1|linaje 2/aves de corral/Reino Unido/98

gb|AY175696.1]linaje 2/aves de corral/Suiza/97

gb|AY175700.1]linaje 2/cotorra/Alemania/95

gh]AY175714.1|linaje 2/aves de corral/ltalia/94

gb|AY175716.1]linaje 2/gorrién/ltalia/94

gbJAY175705.1]linaje 2/aves de corral/Noruega/96

gb|AY175703.1]linaje 2/aves de corral/ltalia/95

gb|AY175699.1]linaje 2/canario/Alemania/95

gb|AY175726.1]linaje 1/pato/Nueva Zelanda/98

gi|AY175686.1|linaje 1/pato/Canada/99

gbJAY175659.1]linaje 1/aves de corral/Australia/98

gb|AY175658.1]|linaje 1/aves de corral/Australia/98

gb|AY175660.1]linaje 1/aves de corral/Australia/98

gbJAY175718.1]linaje 1/pato/Alemania/85

gb|AY175722.1]linaje 1/pato/Irlanda/95

gb|AY175719.1]linaje 1/pato/Malasia/97

gbJAY175645.1]linaje 1/aves de corral/Noruega/95

gb]AY175666.1|linaje 4c/avestruz/Emiratos Arabes Unidos/98

gb|AY175680.1]linaje 4c/aves de corral/Arabia Saudita/85

gb|AY135741.1]linaje 4c/aves de corral/Bélgica/97

gb]AY175738.1]linaje 4a/halcon/Emiratos Arabes Unidos/96

gb|AY175742.1]linaje 4d/paloma/Bulgaria/98

gb]AY175690.1] linaje 5b/aves de corral/India/96

gb|AY175627.1]linaje 5b/aves de corral/lran/96

gb|AY175634.1]linaje 5b/faisan/Irlanda del Norte/97

gbJAY175640.1|linaje 5b/avestruz/Sud Africa/97

gb|AY175667.1]linaje 4c/halcédn peregrino/Emiratos Unidos/90

gb|AY175662.1]linaje 4c/aves de corral/Emiratos Unidos/92

gb]AY175731.1]linaje 2/aves de corral/Dinamarca/97

gb|AY175741.1]linaje 5b/aves de corral/Portugal/96

gb|AY175644.1]linaje 1/aves de corral/Noruega/94

gb|AY175656.1]linaje 3c/pato/Tanzania/95

gb|AY135747.1]linaje 3c/paloma/ltalia/87

gb|AY175677.1]linaje 5hb/periquito/Malasia/90

gbJAY135746.1]linaje 5b/aves de corral/lrlanda del Norte/97

gb|AY175633.1]linaje 5b/aves de corral/lrlanda del Norte/97

gb|AY175779.1]linaje 4b/paloma/Reino Unido/99

gb|AY175770.1]linaje 4b/paloma/Reino Unido/99
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0i|32395220|gb|AY175754.1|linaje 4b/paloma/Alemania/99

gb|AY135745.1]linaje 3a/aves de corral/Singapur/99

gb|AY175687.1]linaje 5a/aves ornamentales/Alemania/95

gb|AY175775.1]linaje 3a/aves de corral/Singapur/99

gb|AY135744.1|linaje 3b/pavo/ltalia/94

gb|AY175655.1]linaje 4a/pato/Tanzania/95

gb|AY175654.1]linaje 3c/aves de corral/Tanzania/95

gb|AY175653.1]linaje 3c/aves de corral/Tanzania/95

gb|AY175780.1]linaje 3c/cormoran/USA/97

gb|AY175639.1]linaje 3c/pavo/USA/92

gb|AY175630.1|linaje 3c/cormoran/Canada/92

gb|AY175629.1]linaje 3c/cormoran/Canada/9l

gb|AY175628.1|linaje 3c/gaviota/Canada/91

gb|AY175631.1]linaje 3c/pelicano/Canadé/92

gb|AY135743.1]linaje 5c/aves de corral/Republica Checa/96

gb|AY175650.1]linaje 5b/loro/Suecia/92

gb|AY175731.1]linaje 2/aves de corral/Dinamarca/97

gb]AY175667.1|linaje 4c/halcén peregrino/Emiratos Arabes Unidos/92

gb]AY175774.1]linaje 1/paloma/Sud Africa/99

gilgb|AY175735.1|linaje 2/pato/Taiwan/97

gb|AY175723.1]linaje 1/faisén/Irlanda/99

gb]AY175663.1|linaje 4c/aves de corral/Emiratos Arabes Unidos/96

gb]AY175692.1]linaje 2/codorniz/India/99

gb|AY175687.1]linaje 5a/aves ornamental/Alemania/96

gb|AY175681.1|linaje 3c/cormoran/Canada/92

gb|AY175635.1|linaje 5b/faisan/Irlanda del Norte/97

gb|AY175728.1]linaje 3c/aves de corral/Tanzania/95

gb|AY175638.1]|linaje 3c/cormoran/USA/96

gb]AY135748.1|linaje 4a/halcon sacre/Emiratos Arabes Unidos/92

gb|AY175750.1]linaje 1/aves de corral/Noruega/00

gb|AY175747.1]linaje 5a/aves de corral/Alemania/94

gb|AY175761.1]linaje 5b/pavo/Portugal/92

gb|AY175646.1]linaje 1/faisdn/Reino Unido/88

gb|AY175679.1|linaje 4c/aves de corral/Per(/95

gb|AY175749.1]linaje 5a/aves de corral/Espafia/94

gb]AY175665.1|linaje 4c/halcon/Emiratos Arabes Unidos/99

gbJAY175641.1|linaje 5b/avestruz/Sud Africa/99

gb|AY175670.1]linaje 3c/cormoran/Canada/93

gb|AY175746.1]linaje 5a/aves de corral/Suiza/94

gb|AY175715.1]linaje 2/faisan/Italia/94

gb|AY175713.1]linaje 2/aves de corral/ltalia/94

gb|AY175689.1]linaje 2/aves de corral/India/94

gb|AY175688.1]linaje 2/aves de corral/India/94

gb|AY175773.1]linaje 4b/paloma/Reino Unido/99

gb|AY175772.1]linaje 4b/paloma/Reino Unido/99

gb]AY175737.1]linaje 1/paloma/ltalia/99

gb|AY175771.1]linaje 4b/paloma/ Reino Unido/99

gb|AY175777.1linaje 1/pato/Reino Unido/99

gb]AY175769.1]linaje 4b/paloma/Reino Unido/90

gb|AY175766.1]|linaje 4b/paloma/Reino Unido/84

gb|AY175768.1]linaje 4b/paloma/Reino Unido/89

gbJAY175748.1]linaje 5a/aves de corral/Alemania/96

gb|AY175694.1]linaje 4c/aves de corral/Arabia Saudita/95

gb|AY175724.1]linaje 2/Nepal/95
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gb|AY175717.1]linaje 2/aves de corral/Malasia/90

gb|AY175702.1]linaje 2/paloma/Francia/99

gb|AY175778.1]linaje 4b/paloma/Reino Unido/88

gb|AY175721.1]linaje 2/aves de corral/Indonesia/94

gb]AY175664.1]linaje 4c/aves de corral/Emiratos Arabes Unidos/96

gb|AY175725.1]linaje 1/aves de corral/Nueva Zelanda 90

gb|AY175727.1]linaje 1/pato/Nueva Zelanda/99

gb|AY175776.1]linaje 4b/aves de corral/Turquia/95

gb|AY175698.1]linaje 2/aves de corral/Suiza/99

gb]AY175668.1|linaje 4c/paloma/Emiratos Arabes Unidos/99

gb|AY175710.1]linaje 2/avestruz/Zimbabwe/95

gb|AY175763.1]linaje 4a/paloma/Turquia/95

gb|AY175742.1|linaje 1/control de incubaduria/Suecia/95

gb|AY175739.1]linaje 5b/aves de corral/Portugal/95

gb|AY175755.1]linaje 4b/paloma/Dinamarca/95

gb|AY135749.1]linaje 4b/paloma/Alemania/95

gb]AY175632.1]linaje 5d/avestruz/Emiratos Arabes Unidos/99

gb|AY175762.1]linaje 2/aves de corral/Portugal/93

gb|AY175743.1]linaje 1/pato/Reino Unido/90

gb|AY175744.1]linaje 1/somorgujo/USA/83

gb|AY175729.1]linaje 1/pato/Alemania/93

gb|AY175712.1]linaje 2/aves de corral/Espafia/86

gb|AY175729.1]linaje 1/pato/Alemania/93

gb]AY175751.1|linaje 4b/paloma/emiratos Arabes Unidos/96

gb|AY175649.1]linaje 3c/aves de corral/Brasil/90

gb|AY175642.1]linaje 1/aves de corral/Espafia/88

gb|AY175647.1]linaje 3c/aves de corral/Albania/91

gb|AY175651.1]linaje 3c/humano/Alemania/86

gb|AY175672.1]linaje 3b/paloma/Hong Kong/89

gb|AY175676.1]linaje 3a/laboratorio/India/

gb|AY175674.1|linaje 3c/Hungria/84

gb|AY175669.1|linaje 3b/aves de corral/Bulgaria/91

gb|AY175675.1]linaje 5b/aves de corral/India/94




