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|. INTRODUCCION

La enfermedad de Newcastle (ENC) es producida por un virus de la familia
Paramixoviridae. Es una enfermedad de denuncia obligatoria y notificable a la

Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE).

La ENC causa una de las enfermedades mas graves en la avicultura comer-
cial y esté inscrita en la lista del Cédigo Sanitario para los Animales Terrestres de
la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) por esta razon es de declara-
cion obligatoria. El virus ha sido aislado de una amplia variedad de especies de
aves silvestres y domésticas en todo el mundo. Las diferentes cepas existentes
inducen enorme variacion en la severidad de la enfermedad. Las infecciones vira-
les pueden variar desde signos inaparentes a severos dependiendo de factores
propios del huésped y del virus. La forma usual es una infeccion respiratoria, pero

también pueden aparecer signos como manifestaciones nerviosas o digestivas.

Basados en la severidad de la enfermedad en pollos puede dividirse en cinco
patotipos y segun pruebas de patogenicidad se clasifican en altamente patégenas
o virulentas de presentacion velogénica viscerotropica y velogénica neurotrépica
(Forma de Beach, neumoencefalitis aviar); de moderada virulencia o mesogénicas;
apatodgenas de baja virulencia, de presentacion lentogénica o respiratoria (Forma

de Hitchner) y asintomatica-entérica.

La variacién extrema de los aislamientos y el uso generalizado de vacunas
vivas implica que la identificacion de un aislamiento como Virus de la enfermedad
de Newcastle (VEN) a partir de aves que muestren signos clinicos requiere una
valoracion de la virulencia. Hasta la fecha, esta valoracion se basa habitualmente
en una o mas de las siguientes pruebas in vivo: Tiempo medio de muerte
embrionaria, indice de patogenicidad intravenoso e indice de patogenicidad intra-

cerebral.



Esta enfermedad afecta a las aves de avicultura tecnificada (reproductoras,
postura y engorde) como también a las aves de traspatio debido a su alta suscep-
tibilidad; es ademas una enfermedad limitante para el comercio internacional de

aves, productos y subproductos.

El objetivo de este estudio es determinar el indice de patogenicidad intrace-
cerebral de los aislamientos virales correspondientes a la ENC realizados durante
el afio 2014 en el Laboratorio de Bioseguridad Ill (LARRSA) de la Universidad de
San Carlos de Guatemala, el cual cuenta con todo el equipo y condiciones nece-

sarias para determinar el indice de patogenicidad intracerebral (IPIC).



ll. HIPOTESIS

El 100% de las cepas de la enfermedad Newcastle (ENC) aisladas en

LARRSA de enero a agosto del afio 2014 poseen un indice de patogenicidad 0.0.



3.1

3.2

. OBJETIVOS

Objetivo General

Generar informacién acerca del indice de patogenicidad de las cepas de la
enfermedad de Newcastle, aisladas en Laboratorio de Referencia Regional
de Sanidad Animal (LARRSA), por medio de la técnica de inoculacion

intracerebral.
Objetivo Especifico
Determinar el indice de patogenicidad intracerebral en pollos de un dia de

edad de cepas de la enfermedad de Newcastle aisladas en el Laboratorio
Referencia Regional de Sanidad Animal (LARRSA).



IV. REVISION DE LITERATUTA

4.1 Enfermedad de Newcastle (ENC)

También conocida como Neumoencefalitis Aviar y Pseudopeste, es una
enfermedad viral que puede producir signos respiratorios, digestivos y nerviosos
en la mayoria de las aves de cualquier edad; en el hombre llega a producir
conjuntivitis (Rojas, E. 2008).

4.2. Historia

En 1926, se reporta una enfermedad altamente contagiosa y mortal de las
gallinas en dos lugares diferentes del mundo, las Islas de Java, Indonesia y en la

localidad de Newcastle-on-Tyne, Inglaterra (Cuello, S., Vega, A.,Noda, J. 2011).

Sin embargo, existian reportes de brotes de una enfermedad similar en
Coreaen 1924 y en Europa Central antes de 1926, aunque se desconocia el
agente causal, Doyle pudo establecer la diferencia con la peste aviar mediante el
empleo de pruebas de inmunidad y el virusrecibié el nombre de virus de la

enfermedad de Newcastle por el lugar donde se aislé (Cuello, S. et al., 2011).

Posteriormente, la enfermedad se difundié con rapidez a Filipinas, China,
Japén, Corea, Australia, Espafia y parte de Africa. En 1935, llega a la costa norte-
americana del Pacifico y después de 1940 se difunde al resto de América, Egipto y
todos los paises de Europa. A partir de este momento se notifica la presencia de
brotes de la enfermedad en todos los continentes excepto Oceania (Cuello, S. et
al., 2011).

Se considera que se han presentado cuatro 0 mas panzootias de la enferme-



dad, la primera, abarcédes de el brote inicial en 1926 hasta cerca de los afios 60 y
se origind en el sudeste asiatico con una lenta diseminacion hacia Europa. La
segunda; a diferencia de la primera, tuvo una rapida diseminacion y comenzé a
finales de los afios 60 hasta el afio 1973. La difusion mas rapida de la enfermedad
enestos afios estuvo influenciada por el mayor desarrollo de la industria avicola,
con un considerable aumento en el comercio internacional. El virus responsable de
esta panzootia estuvo asociado con la importacion depsitacidas, la cual provoco el
desarrollo de vacunas y medidas para la proteccion de la industria avicola, entre
las cuales se incluian nuevas regulaciones para la importacién de aves exoticas
(Cuello, S. et al., 2011).

La tercera panzootia se inicio a finales de los afios 70 en el medio Oriente, la
especie de ave inicialmente afectada fue la paloma doméstica, lo que posibilité
una rapida diseminacion de la ENC a Europa y otras partes del mundo debido al
contacto entre aves de competencia, ornamentales y al gran comercio
internacional de dichas aves. La diseminacion de la enfermedad a los pollos
produjo en Europa numerosos brotes como resultado de la comida contaminada
por heces de palo- mas infectadas. En la actualidad, se reconoce que la
enfermedad se mantiene controlada aunque de forma enzodética en esta especie,

en muchos de los paises afectados (Cuello, S. et al., 2011).

La cuarta panzootia segun varios autores inicié desde finales del afio 1996
hasta la actualidad. Debido que se han presentado numerosos brotes de la enfer-
medad en diversas partes del mundo, constituyendo elementos suficientes para
gue en conjunto se le considere la cuarta panzootia de Newcastle, la cual afectd
ademas de muchos paises, a Australia, pais que era libre de la enfermedad desde
los afios 1930-1932(Cuello, S. et al., 2011).

En el continente americano durante el ultimo lustro se han reportado brotes

de la enfermedad en la industria avicola comercial en México, Honduras, Colombia



Venezuela, en varios estados de los Estados Unidos y en Canada (Cuello, S. et
al., 2011).

Recientemente se ha reportado la presencia de un virus variante que circula

entre palomas capaz de afectar gallinas (Woernle, H. 1994).

Existe siempre la amenaza de un nuevo brote de la enfermedad, como
consecuencia del comercio avicola mundial y del ingreso de productos aviares
congelados procedentes de paises todavia afectados, asi como por la importacién
de pajaros exaticos (Woernle, H. 1994).

4.3. Distribucion geografica

El amplio uso de la vacunacion para el control de la ENC constituye
unaevidencia de la extensa difusion de la enfermedad a nivel mundial; esto unido
a su forma de diseminacion dificulta determinar su distribucién geografica, la cual
depende también de las medidas tomadas por los diferentes paises para el control
y erradicacion de la misma. La enfermedad estd ampliamente diseminada en
muchos paises de Asia, Africa y América; solo algunos paises de Oceania

parecen estar relativamente libres de la misma (Cuello, S. et al., 2011).

Actualmente se reporta en el continente euroasiatico, africano, americano y
en Australia donde ha ocasionado pérdidas considerables por la mortalidad que
produce y por el sacrificio sanitario aplicado para evitar una mayor diseminacion
de la enfermedad, asi como las restricciones en el comercio de aves (Cuello, S. et
al., 2011).

4.4. Situacion actual en Guatemala

Guatemala esta libre de Newcastle velogénico, enfermedad de denuncia obli-



gatoria a la OIE, enfermedad limitante del comercio internacional de aves,
productos y subproductos. (PROSA. 2014)

45 Otros estudios

En 1965 usando inoculacion embrionaria y patogenicidad intracerebral Leiva,

E. caracteriz6 cuatro cepas de virus aislados.

Cuadro No.1 Caracteristicas de las cepas de la ENC de acuerdo a los tres
grupos de virus de la enfermedad, Guatemala 1965

TIPO LENTOGENICA | MESOGENICA |VELOGENICA

CEPAS G-C G-B G-B G-A

TMM en Horas 96 72 64 56

IPIC (Pollo de 1 dia) 0.62 1.0 0.85 1.8

Estabilidad de Hemoaglutinas

a 56 C. (Tiempo en minutos) 30 30 30 60

Hemoaglutinacion en eritrocitos

de pollo 1/80 1/640 1/512 1/320
Bovinos

Hemoaglutinacién eritrocitos 1/80 1/10 1/160 1/160
Equinos

de mamiferos 1/80 1/80 1/340 1/20

Fuente. Leiva, E. 1965

Leiva, E. reporta la presencia en ese entonces de virus de cepas lentogéni-
cas, mesogénicas y velogénicas, asi mismo coincide con que la severidad de
cada brote es variable y se relaciona con el patotipo descrito. En el estudio re-
portado la Cepa G-C se manifestd en el campo como un brote severo, a pesar de
corresponder a una lentogénica, debido a que las aves no habian sido vacunadas
durante su vida (Leiva, E. 1965).




Otros de los aportes de este estudio es en relacidn a la termo estabilidad de
las hemoaglutininas en las que reporta que la mayoria de las cepas del virus
estudiado, es de 30 minutos, excepto en una de ellas que se establece a 60
minutos; mientras que la mayoria de las Cepas estadounidenses, no son estables
a 15 minutos. (Leiva, E. 1965). En el caso de este estudio es importante mencio-
nar que los pardmetros para realizar la lectura eran mas amplios con respecto a la
actualidad y las cepas de reporte obligatorio eran las cepas con IPIC mayor al 1.5
a diferencia de la actualidad que la cepas de reporte obligatorio son las que tienen
un IPIC mayor a 0.7. (Leiva, E. 1965).

En el afio 2011 se publico el estudio de anticuerpos circulantes contra
Influenza Aviar y Newcastle en zanates (Quiscalusmexicanus) de la ciudad de
Guatemala. Esta investigacion gener6 informacion sobre el papel del zanate en la
epizootiologia de la Influenza Aviar (Al, Orthomyxoviridae) y Newcastle (ENC;
Paramixoviridae; de las 71 muestras analizadas el 100% fueron negativas a IA,
pero el 88.73% resultaron positivas a ENC utilizando la prueba de Inhibicién de la
Hemoaglutinacién (IH).  El sitio de colecta, época, largo de cola, peso y sexo del
ave no mostraron asociacion o efecto sobre la presencia de titulacion de
anticuerpos contra ENC, lo que puede significar que el virus no afecta su eficiencia
biologica. Los zanates pueden ser potenciales dispersores de la ENC por su

amplia distribucién que incluye areas urbanas y rurales (Escobar, L. 2011).

En el 2002 De Noguera, C. et al. presentaron el estudio sobre “Aislamiento,
patogenicidad y estudio de algunas propiedades biologicas de una cepa del virus
de la Enfermedad de Newcastle” este estudio se realizé con la finalidad de evaluar
la patogenicidad y algunas propiedades biolégicas de una cepa del virus de la
Enfermedad de Newcastle aislado de un lote de pollos de engorde.

Las pruebas realizadas fueron indice de patogenicidad intracerebral (IPIC),

indice de patogenicidad intravenoso (IPIV) en aves libres de anticuerpos, el tiempo



medio de muerte embrionaria (TMM), la termo estabilidad de la hemoaglutinina y
el tiempo de elusion. Los resultados mostraron un IPIC de 1,9 y un IPIV de 2,2. En
el IPIC el 100% de las aves presentaron secrecion mucosa en traquea y
hemorragia severa en cloaca, el 75% presenté hemorragia en proventriculo y 25%
hemorragia y necrosis en el tracto intestinal. El TMM fue de 57,6 horas y la termo
estabilidad de la hemoaglutinina fue de 15 minutos la cepa present6 un tiempo de
elusion intermedio. Las pruebas de patogenicidad concuerdan con las descritas
para las cepas velogénicas viscerotropicas responsables de la forma Doyle’s de la
enfermedad, siendo las propiedades biolégicas consideradas intrinsecas de cada
cepa e independientes de la virulencia (De Noguera, C., Ledn, A., Infante, D., de
Rolo M., Sanchez, R., Herrera, A. 2002).

4.6 Importancia econ6mica

Su importancia econdmica radica en ser una de las enfermedades, en su for-
ma patdgena, mas importante y devastadora que afecta al pollo. Lamagnitud de
este problema a nivel mundial varia debido a la presentacién de brotes recurrentes
de la ENC caracterizados por alta mortalidad y otros donde solo se observan infec-
ciones respiratorias ligeras o en algunos casos sin evidencias clinicas de enferme-
dad (Cuello, S. et al., 2011).

Debido a su importancia en el mercado avicola internacional, la enfermedad
de Newcastle altamente patégena esta inscrita en la lista del Codigo Sanitario para
los Animales Terrestres de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) y es
de declaracioén obligatoria a la OIE (Codigo Sanitario para los Animales Terrestres
de la OIE).(OIE, 2014); ademas la OIE cambid la definicion de la enfermedad que
ahora incluye en su reporte infecciones por virus de moderada y de alta virulencia,
mientras que la definicién anterior solo incluia las infecciones por cepas altamente

patogenas(Cuello, S. et al., 2011).
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4.7 Agente etioldgico

El virus pertenece al Orden Mononegavirales, Familia Paramixoviridae, Sub-
familia Paramixovirinaey Género Rubulavirus. Existen 9 serotipos de Paramixo-
virus, de estos el agente causal de la Enfermedad de Newcastle es el denomi-

nado Paramixovirus aviar tipo 1 (PMV-1) (Hernandez, R. 2003).

Los virus que pertenecen a esta familia son envueltos y pleomoérficos, gene-
ralmente, son redondeados y miden entre 100-150 nm de diametro. La superficie
de la particula viral presenta proyecciones de aproximadamente 8 nm de longitud.
Presenta alrededor de un 20-25% de lipidos derivados de la célula hospedero y
cerca de un 6% de carbohidratos. ElI peso molecular de la particula es de 500 x
106 daltons, con una densidad en gradiente de sacarosa de 1.18-1.20g/mL. La
capside tiene simetria helicoidal y el genoma es &cido ribonucleico (ARN) no seg-
mentado, de simple cadena y polaridad negativa. Los Paramyxovirusaislados de
las aves (APMV) han sido clasificados por inhibicién de la hemaglutinacion (IHA)
en 9 serotipos, designados APMV-1 hasta el APMV-9. El Virus de la Enfermedad
de Newcastle (VEN), aunque produce una variedad de signos clinicos en las aves,
todas las cepas del virus forman un grupo antigénico homogéneo, que ha sido
designado como APMV-1; sin embargo, el Paramyxovirus tipo 1 que afecta a las
palomas (PPMV) se diferencia antigénicamente de los APMV-1 clasicos por tener
un patrén caracteristico de reaccion frente a anticuerpos monoclonales, lo que lo

identifica como variante antigénica de APMV-1. (Cuello, S. et al., 2011).

La enfermedad es causada por un Paramixovirus cuya caracteristica princi-
pal es la capacidad de aglutinar los globulos rojos de ciertas especies animales
(hemoaglutinacion). No presenta diferencias antigénicas, pero si en el grado de
patogenicidad; con base en esto, las cepas se han clasificado, segun el tiempo

gue tardan en matar al embrion de pollo en:
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o Lentogénicas, en 96 horas o mas.
o Mesogénicas, en 72 a 96 horas.

o Velogénicas, en 24 a 72 horas. Rojas, E. 2008

4.8 Cepas de la enfermedad de Newcastle

Las cepas del virus de Newcastle han sido agrupada en: Lentogénicas,

Mesogénicas y Velogénicas.

o Cepas lentogénicas: El grupo de las cepas lentogénicas, estan integradas
por las cepas Hitchner BI, Clona 30, La sota y F que han sido ampliamente
utilizadas como cepasvacunales. Ademas, las cepas ULSTER C2, MCIIO y
V4 aisladas recientemente son estables al calor, se replican en la mucosa

intestinal y se consideran cepas asintomaticas.

o Cepas mesogénicas: Cepas de virulencia media, son la Roakin, Komarov,

Meekteswar, H, ademas son utilizadas como cepas vacunales.

o Cepas velogénicas: Las cepas velogénicas o virulentas de campo gue se han
identificado son, la Milano, Hertz 33, NY, Parrot 70181 y ESSEX 70, que son
vicerotropicas y la Texas GB neurotrépica, que han sido utilizadas como
cepas de desafio.

Otras cepas como la Ca 1083 y Largo son aislamientos considerados como
velogénicas viscerotropicas de Newcastle, que son utilizados también en condicio-
nes de laboratorio con sistemas de alta bioseguridad, para hacer pruebas de
desafio y comprobar la eficiencia de las vacunas. Las cepas mexicanas Chimal-

huapan, Queretaro e Iztapalapa se consideran en este grupo (Moreno, R. 1994)
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4.9 Organizacion del genoma viral

El ARN de aproximadamente 15 a 186 nucleétidos tiene 6 genes, NP, P, M,
F, HN, L, en el orden3’-5", que codifican a su vez para las proteinas estructurales
y no estructurales: la nucleoproteina (NP), la proteina fosforilada (P), la ARN
polimerasa ARN dependiente (L), la proteina de la matrix (M) no glicosilada, que
forma la capa interna de la envoltura manteniendo su estructura e integridad, la
proteina de fusion (F) y la hemaglutinina-neuraminidasa (HN) (Cuello, S. et al.,
2011).

El gen L tiene 6 regiones altamente conservadas esenciales para la actividad
enzimatica de la polimerasa, es el mas conservado de los genes virales y es el
altimo que se transcribe del genoma. Su producto, la proteina L es la menos
abundante en la particula viral y en asociacion con la proteina P constituyen la

polimerasa viral activa (Cuello, S. et al., 2011).

La nucleoproteina (NP), codificada por el gen NP, es esencial para la repli-
cacion viral y las diferencias encontradas entre las proteinas NP de distintos
aislamientos del virus pudieran tener un papel importante en la virulencia individual
de las cepas. Este gen es bien conservado dentro de todos los APMV-1 y es el
primero y que mas se transcribe durante el ciclo de multiplicacion viral. Su proteina
es la que se encuentra en mayor cantidad en la particula viral y esta estrecha-
mente asociada con el ARN gendmico formando la nucleocapside. Asi mismo
también estan asociadas a la NP, la proteina fosforilada (P), y la ARN polimerasa
ARN dependiente (L) y juntas forman la ribonucleoproteina. A partir del gen P por
el uso alternativo de diferentes marcos de lectura, el VEN transcribe tres ARN
mensajeros (ARNm) que codifican para la proteinas P, V y W. La versatilidad fun-
cional de las proteinas V y W ha sido investigada recientemente y se ha demos-
trado su participacion en la transcripcién, sintesis, ensamblaje y propagacion viral.

También se ha confirmado que la proteina V es indispensable para la replicacion
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viral y esté relacionada con la patogenicidad debido a que afecta la respuesta del
interferén y apoptosis en la célula infectada. Ademas, sus niveles de expresion
estan directamente relacionados con la virulencia del VEN para el embridon de
pollo y al mismo tiempo, esta relacionada con el rango de hospedero que afecta
este virus, restringiéndolo solamente a las células aviares debido a que la

actividad antagonista del interferon es especie especifica (Cuello, S. et al., 2011).

Las proteinas HN y F estan expuestas como protuberancias en la superficie
de la envoltura del virion y son esenciales para iniciar la infeccion viral. La HN es
la més grande de las moléculas glucoproteicas y tiene actividad hemaglutinante y
de elusion. Esta proteina es la responsable de la union de las particulas virales a
los receptores del acido sialico de la célula hospedero, actia como neuraminidasa
removiendo los receptores del &cido sialico de la progenie viral para prevenir la
aglutinacion de las mismas y desempefia un papel importante en la patogenicidad
de este virus (Cuello, S. et al., 2011).

Estudios realizados en la secuencia de nucleétidos del gen de la HN de
diferentes aislamientos del VEN demostraron que pueden producirse tres geno-
tipos diferentes de HN de acuerdo a la posicién del codén de parada dentro del
marco de lectura de esta proteina. De acuerdo con esto, durante la traduccion se
produce una proteina de 616, 577 o 571 aminoacidos. Mientras que la proteina de
616 aminoacidos se sintetiza como un precursor que necesita para activarse biolo-
gicamente de un procesamiento proteolitico, las de 577 o 571 aminoacidos no
requieren ser segmentadas para ser funcionales y estan presentes en la mayoria
de las cepas del VEN, incluyendo cepas lentogénicas, mesogénicas y velogénicas.
Sin embargo, resulta interesante destacar que la HN de 571 aminoacidos se ha
encontrado solamente en las cepas velogénicas (Cuello, S. et al., 2011).

La proteina F es la responsable de la fusion de las membranas celulares y

virales durante la penetracion. Esta proteina es el principal determinante de la
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patogenicidad de VEN, su actividad es independiente del pH y como resultado de
ello las células infectadas que expresan esta proteina viral en su superficie se
fusionan con las células adyacentes formando células gigantes multinucleadas,
efecto caracteristico de este virus cuando se multiplica en cultivos celulares
(Cuello, S. etal., 2011).

Otros estudios han demostrado que el sitio de escision en la proteina de
fusion viral, también es determinante en la virulencia del virus, como se ha demos-
trado consistentemente, los estudios con VEN recombinantes generados por
medio de genética inversa mostraron que la virulencia aumento significativamente
cuando el sitio de escision de una cepa lentogénica se convirtié en la de una cepa

velogénica (Dortmans, J., Koch, G., Rottier, P., Peeters, B. 2011).

En otros estudios la observacion de que el valor IPIC de virus de origen
lentdbgeno que contiene un sitio de escision velogénica artificial no es tan alta
como la de las cepas velogénicas de los que procede el sitio de escision; entonces
debe haber otros factores que contribuyen a la virulencia y en la medida de la
enfermedad clinica (Dortmans, J. et al., 2011).

4.10 Clasificacién por genotipos

En afios recientes han surgido muchos estudios del genoma del virus de la
ENC dando lugar a varias clasificaciones, una de las cuales divide a estos virus en
dos clases: | y Il. La clase | contiene 9 genotipos y la Il, 10 genotipos. En la clase |
todos son lentogénicos y propios de aves acuaticas. La clase Il, con sus 10
genotipos contiene todos los virus lentogénicos, mesogénicos y velogénicos

conocidos de las aves comerciales (Mosqueda, A. 2012).

No obstante la diversidad de genotipos, se admite la existencia de un solo
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serotipo, por lo cual ha sido posible el uso de vacunas elaboradas con virus de un
genotipo para la proteccion de los demas genotipos. Las vacunas lentogénicas La
Sota y varias otras pertenecen al genotipo Il, por ejemplo, mientras que una cepa
de VNC altamente patégena como la Chimalhuacan (de México) pertenece al

genotipo Il (Mosqueda, A. 2012)

Una de las inquietudes actuales es la comprobacion de que un virus
lentogénico puede, bajo circunstancias y periodos indeterminados mutar hacia una
mayor virulencia, y se piensa que la abundante circulacion entre las aves puede
facilitar este fendbmeno. Existen teorias interesantes sobre la forma en que en la
naturaleza surgen nuevos genotipos, o nuevas formas de virulencia entre cepas

nuevas o ya existentes (Mosqueda, A. 2012)

4.11 Susceptibilidad

Son afectadas naturalmente las gallinas y pavos, asi como otras especies
de aves: Faisanes, patos, gansos, palomas, codornices, perdices, gorriones y
otras aves silvestre. Son susceptibles a la infeccion las aves de todas las edades.

La infeccion en seres humanos solé se ha manifestado como una afeccion
relativamente moderada, parecida al ojo rosado, contraida por las personas que
manejan aves enfermas o muertas, o por el personal de laboratorio 0 que trabaja
con el virus (Barger, E., Card. L.,Pomeroy. B. 1959). No es una enfermedad en la
que peligre la vida; sin embargo, podria ser posible que APMV-1 cause neumonia
grave en personas inmunodeprimidas (Center for Food Security and Public Health,
2011)

El virus de la enfermedad de Newcastle se ha considerado, como especifico

para especies aviares; sin embargo en el ailo 2012 Yuan, X., Wang, Y. reportan el

aislamiento de un Paramixovirus denominado “Xiny 10” en un cerdo enfermo con
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sintomas clinicos de pérdida progresiva de peso, fiebre y diarrea, determindndose
por medio de la homologia de amino&cido que corresponde con la vacuna La So-
ta, ademas, “Xinyl0” y La Sota poseian los mismos 12 residuos de cisteina con-
servados y 6 posibles sitios de glicosilacion. Los datos anteriores sugieren que el
virus porcino pudo haberse generado a partir de la cepa La Sota, ya que ha sido
ampliamente utilizado como virus vivo vacunal en China (Yuan, X., Wang, Y.,
Yang, J. 2012)

4.12 Trasmision

La via principal de transmision de ENCes, sin duda alguna la aerdgena, lo
cual explica su alta contagiosidad. Pero recientemente se ha demostrado median-
te la preparacion y la administracion cuidadosa de capsulas de gelatinaportadoras
del virus que también es posible la transmision por la via enteral; sin embargo la
cantidad de virus que para ello se requiere es considerablemente superior a la que
exige las vias parenterales y aerdgena. En el periodo de maxima eliminacion virica
de los animales enfermos bastaria 25 mg de heces fecales para infectar a los
pollitos por via alimentaria (Fritzche, K., E, Gerriets.1962).

4.13 Periodo de incubacién

Varia de dos a quince dias, con un promedio de cinco a seis dias y depende
de:
e Tipo de cepa.
e Cantidad de virus
e Edad del animal

e Susceptibilidad de la especie (Rojas, E. 2008).

A efectos del Codigo sanitario de los animales terrestre de la OIE, el periodo

de incubacion de la enfermedad de Newcastle es de 21 dias (OIE. 2014).
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4.14 Propiedades biologicas

La infectividad del virus puede ser eliminada por tratamientos fisicos y qui-
micos tales como el calor, radiaciones, procesos de oxidacion, efectos de pH,
solventes lipidicos y varios compuestos quimicos. La velocidad a la cual es des-
truida la misma depende de la cepa de virus, el tiempo de exposicidn, concentra-
cion viral, la naturaleza del medio de suspension y las interacciones entre los
tratamientos (Cuello, S. et al., 2011).

En la médula 6sea y musculos de pollos la infectividad de las particulas
virales puede ser preservada por mas de 6 meses en congelacion y por mas de
134 dias a 4°C. En la piel el virus persiste infectivo por un periodo de alrededor de
60 dias, en restos de animales muertos a temperatura entre los 40-43°C y con una
humedad relativa entre el 20-30% la infectividad del virus persiste por al menos 4

semanas (Cuello, S. et al., 2011).

Varias actividades bioldgicas estan asociadas con los Paramyxovirus, pero

las principales y que caracterizan a este virus se relacionan con:

4.14.1 Actividad de hemaglutinacion

La capacidad del VEN de aglutinareritrocitos es debida a la unién de la
proteina HN a los receptores presentes en la superficie de los mismos (Cuello, S.
et al., 2011).Se comprobo que el virus de la EN posee actividad hemoaglutinante
(HA) para los eritrocitos de las gallinas, parecida a la que ejerce el virus de la
influenza. De igual manera, la HA del virus de la enfermedad de Newcastle es
especificamente inhibida o neutralizada por el suero de animales que han pasado

la infeccién o tenido contacto con el virus (Biester, H., Schwart, L. 1964).

El virus de la EN no aglutinan los eritrocitos de todas las especies y esta
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actividad diferencial permite distinguirlo del virus de la peste de las gallinas, sin
embargo, no todas las cepas poseen igual actividad contra los eritrocitos de la
gallina ni tampoco contra los de otras especies. Se necesitan concentraciones
minimas de 20 millones de LDso para el embrion por mililitro, de varias cepas
altamente patdégenas, para producir hemoaglutinacion (Biester, H., Schwart, L.
1964).

4.14.2 Actividad hemolitica

Las propiedades que tiene el virus de EN de hemolizar los eritrocitos “in
vitro”fue descubierta y estudiada con dos cepas. La actividad hemolitica es mas
intensa contra los eritrocitos de las gallinas que contra los del hombre y el carnero,

y es neutralizada por el suero inmune contra EN (Biester, H., Schwart, L. 1964).

4.14.3 Hemalisis y fusién celular

El VEN puede causar la hemdlisis de eritrocito-saviares y mamiferos,
aunque esta caracteristica no se usa en el diagnostico puede ser empleada para
diferenciar aislados virulentos y avirulentos. También puede producir la fusion de
variascélulas y resultar en la formacion de sincitios o células gigantes (Cuello, S.
et al., 2011).

4.14.4 Actividad de neuraminidasa

Es producida por el mucopolisacaridoN-acetilneuraminico presente en las
particulas del VEN. Después de la unidn a los eritrocitos, la neuraminidasa
destruye el receptor del acido sialico y produce la elusion de los mismos. Su
funcién en la replicacion viral no se conoce hasta el momento y no se han

encontrado variaciones antigénicas entre las neuraminidasa de las diferentes
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cepas del VEN, por lo tanto no son de interés en el diagnostico serolégico (Cuello,
S. etal., 2011).

El tiempo de elusion de las particulas virales a 4°C o 37°C y la destruccion de
la actividad hemoaglutinante a 56°C es utilizado en la caracterizacion de las cepas
y quienes son reconocidas como marcadores fenotipicos del VEN, que no estan
relacionadas con la patogenicidad o virulencia de las cepas (Cuello, S. et al.,
2011).

4.15 Multiplicacion viral

La replicacion del virus ocurre completamente en el citoplasma. Luego de la
union del virus a la célula por medio de los receptores glicolipidicos, se produce la
fusion de las membranas virales y celulares a pH fisiolégico y la nucleocépsida
penetra dentro de la célula, donde permanece intacta con sus tres proteinas
asociadas, seguidamente se activa la ARN polimerasa ARN dependiente para
producir varios ARN complementarios de polaridad positiva, que actian como
ARN mensajeros y utilizan los mecanismos celulares para la produccion de

proteinas virales (Cuello, S. et al., 2011).

Al mismo tiempo, se sintetiza un ARN completo de polaridad positiva que
sirve como molde para la replicacién del genoma viral de polaridad negativa que
se asocia con la nucleoproteina y la transcriptasa para formar la nucleocapsida. La
maduracién del viridn involucra en primer lugar la incorporacion en la membrana
de la célula hospedero de las proteinas virales de la envoltura sintetizadas,
seguido de la asociacion de laproteina M y otras proteinas no glicosiladas con la
membrana celularmodificada. Posteriormente, se ubica la nucleocapsida bajo la
proteina M y ocurre la formacion y liberacidon de los viriones maduros por

exocitosis (Cuello, S. et al., 2011).
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Las cepas del VEN se multiplican bien en huevos embrionados de gallina y
debido a esta propiedad y a los altos titulos virales que se alcanzan en ellos, son
utilizados para el aislamiento y propagacion del mismo. Las cepas virulentas se
diseminan rapidamente por el embridon y producen mortalidad en corto tiempo,
mientras que las cepas avirulentas no provocan mortalidad y sila producen, ocurre
en un lapso mayor de tiempo después de la inoculacion. No obstante, este
comportamiento puede variar en funcion de la via de inoculacion, pues cepas que
no producen mortalidad embrionaria al ser inoculadas por la cavidad alantoidea
provocan la muerte del embrién al ser inoculadas via saco vitelino. El tiempo que
demora un aislado en producir mortalidad en el embridn de pollo esté directamente

relacionado con su patogenicidad para el pollo. (Cuello, S. et al., 2011).

Cultivos celulares de origen aviar y de mamiferos también son utilizados para
la multiplicacion de las cepas del VEN, pero los bajos titulos virales obtenidos en
la mayoria de los sistemas celulares hace que no sean utilizados generalmente.
La replicacion en cultivos celulares esta relacionada con la virulencia de las cepas
para los pollos y el efecto citopatico (ECP). La formacion de placas en cultivos de
fibroblastos de embrién de pollo (FEP) es caracteristico de las cepas velogénicas.
Las cepas mesogénicas y lentogénicas forman placas so6lo cuando iones
magnesio y dietilaminoetil DEAE o tripsina son afiadidos al medio. (Cuello, S. et
al., 2011).

4.16 Patogenicidad

La patogenicidad de las cepas del VEN varia de acuerdo con el hospedero.
En los pollos la enfermedad causada por las diferentes cepas del virus puede
variar desde muerte subita con un 100% de mortalidad hasta una infeccion
subclinica. La influencia de la especie hospedero en la infeccion viral puede ser

también marcada, por ejemplo, cepas de virus que provocan enfermedad severa
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en pollos y pavos pueden causar signos leves de enfermedad en patos y gansos
(Cuello, S. et al., 2011).

En los pollos, la patogenicidad de las cepas del VEN esta determinada
también por la cepa de virus, aunque la dosis, via de inoculacion, edad de los
pollos y las condiciones ambientales influyen en la severidad de la enfermedad.
Por lo general, los animales mas jovenes sufren la enfermedad mas aguda. Las
aves infectadas por las vias naturales (nasal, ocular y oral) desarrollan la infeccion
respiratoria, mientras que la infeccion por las vias intramuscular, intravenosa e

intracerebral favorece la presencia de signos neuroldgicos (Cuello, S. et al., 2011).

Una de las propiedades mas caracteristicas de las distintas cepas del VEN
es su enorme variacion respecto a la patogenicidad en los pollos. Las cepas del
VEN se agrupan en cinco patotipos con base en los signos clinicos observados

en los pollos infectados, estos son: (OIE, 2014)

e Velogénico viscerotrépico: Es una forma muy patdégena en la que se ob-

servan frecuentemente lesiones intestinales hemorragicas.

e Velogénico neurotropico: Se presenta con mortalidad elevada, habitual-

mente después de signos respiratorios y nerviosos.

e Mesogénico: Se presenta con signos respiratorios y signos nerviosos oca-

sionales pero baja mortalidad.

e Lentogénico o respiratorio: Se presenta con una infeccion respiratoria leve

o subclinica.

e Entérico asintomatico: Normalmente consiste en una infeccidon entérica
subclinica (OIE, 2014).
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Las agrupaciones en patotipos casi nunca estan claramente definidas, e in-
cluso en infecciones de aves libres de patdgenos especificos (SPF) se puede
apreciar un considerable solapamiento. Ademas, puede tener lugar una exacerba-
cion de los signos clinicos inducida por las cepas mas benignas si se superponen
infecciones por otros microorganismos 0 en caso de condiciones medio ambien-
tales adversas. Como los signos de la enfermedad clinica en pollos varian am-
pliamente y el diagndstico puede complicarse posteriormente por las respuestas
diferentes a la infeccion en los distintos hospedadores, los signos clinicos por si
solos no son fiables para el diagnostico de la ENC. Sin embargo, los signos cli-
nicos y las lesiones asociadas con los patotipos virulentos proporcionaran una

fuerte sospecha de enfermedad (OIE, 2014).

La determinacion de la virulencia de los aislados del VEN, segun la actual
definicion de la enfermedad, se realiza tanto por la secuenciacion nucleotidica y
deduccién de la secuencia de aminoacidos de la region del péptido conectante de
la proteina F como por pruebas de laboratorio “in vivo”. En la actualidad se reco-
mienda realizar ambas pruebas pues se ha visto que aislados del VEN proceden-
tes de otras especies de aves, como la paloma, muestran resultados discordantes
cuando se les realiza la caracterizacion patogénica (Cuello, S. et al., 2011).

La prueba “in vivo” recomendada es el indice de patogenicidad intracerebral
(IPIC) en pollitos de 1 dia de edad. Sin embargo, otras pruebas como el tiempo
promedio de muerte embrionaria (TPM), y el indice de patogenicidad intravenoso
(IPIV) en pollos de 6-8 semanas de edad también son empleadas. Estas pruebas
de acuerdo con sus resultados (Cuadro No. 2) permiten clasificar las cepas o ais-
lados en cepas de baja virulencia conocidas como lentogénicas, cepas de viru-
lencia intermedia, conocidas como mesdégenicas y las cepas altamente virulentas
denominadas velogénicas, que a su vez se dividen en viscerotropica y neurotro-
pica (Cuello, S. et al., 2011).
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Ademas existen pruebas “in vitro” como lo es la formacién de placas en fi-
broblastos y la termo estabilidad. La capacidad de APMV-1 para formar placas se
investigd en células de fibroblastosprimarios de embrion de pollo, en cultivos de
pulmén o de células renales. Tamafo de la placa, la morfologia y el color parece
estar relacionado con la virulencia. Las cepas lentogénicas requieren la adicién
de polimeros cationicos como dietilaminoetil DEAE y los iones de magnesio o

tripsina para la formacion de placas (European Food Safety Authority, 2007).

Termo estabilidad la inactivacion por calor (56 ° C durante 5 minutos) de
diferentes cepas APMV-1, esto revel6 que hay dos tipos de virus lentégenos; la
hemaglutinina de los virus de la vacuna clasica La Sota, B1 puede ser inactivado
mien tras que otros virus lentogénicos aislados tipicamente de las aves silvestres y
todas las cepas mesogénicas y velogénicas permanecen infecciosas después del
tratamiento(European Food Safety Authority, 2007).

Cuadro No. 2 Comparacion de resultados entre Pruebas “In vivo” e “In vitro”

Formacién Termo
Patotipos IPIC | IPIV T™MM de Placas estabilidad
Velogénica >15 | >25 | <60 Horas Si Si
Mesogénica 0,7-1,5 0,0 |60-72Horas Si Si
LentegénicaAvirulenta| <0,7 | 0,0 | >90 Horas No Si/No

Fuente: European Food Safety Authority, 2007

Algunas modificaciones de estas pruebas (IPIV) han sido realizadas con pro-
positos especificos, como la inoculacion intracloacal en pollos de 6-8 semanas de
edad para diferenciar cepas velogénicas viscerotropicas de otras velogénicas
(Cuello, S. et al., 2011).
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4.17 Base moleculares de la patogenicidad

La base molecular de la patogenicidad del virus de la enfermedad de New-
castle esta determinada principalmente por la secuencia de aminoacidos presente
en la regién del péptido conectante o sitio de escision de la proteina F, que
proporciona una clara indicacion de la virulencia del virus y por ello ha sido
incorporada en la definicién de la enfermedad. Esta proteina durante la replicacion
es sintetizada como un precursor FO, que es activado por un proceso proteolitico
post-transcripcional entre los aminoacidos 116 y 117, dando lugar a los
fragmentos F1 y F2 para que la progenie viral sea infecciosa (Cuello, S. et al.,
2011).

4.18 Patogénesis e inmunidad

Inicialmente el virus se replica en las mucosas del tracto respiratorio e
intestinal. La diseminacion de la infeccion en la trdquea ocurre por la accion de los
cilios y por la infeccion célula a célula. La subsiguiente diseminacion del virus
depende en gran medida de la virulencia de la cepa, mientras que las cepas
lentogénicas circulan con bajos titulos, las mesogénicas afectan los rifiones,
pulmones, bazo y la bolsa de Fabricio y las velogénicas se encuentran dentro de
las 12-24 horas pos infeccidon (pi) practicamente en todos los tejidos, con altos

titulos en el timo y méas bajos en los masculos y el cerebro (Cuello, S. et al., 2011).

Después de la multiplicacién inicial en el sitio de entrada, las cepas velogéni-
cas se difunden al bazo, higado, riflones y pulmones donde se interrumpe la
multiplicacion por 12-24 horas hasta las 36 horas pi y los titulos virales disminu-
yen. El virus infecta el cerebro antes de que circulen cantidades suficientes de an-
ticuerpos y después que la multiplicacion en los tejidos no nerviosos ha cesado
(alrededor de las 60horas pi) y las aves estan moribundas. Durante la segunda

multiplicacion, después de la interrupcion, el virus es nuevamente liberado al flujo
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sanguineo, lo cual est4 asociado con la aparicion de los signos generales de la
enfermedad y la excrecion de virus. En algunas cepas de virus que afectan
rapidamente érganos vitales como el rifion y el higado, las aves pueden morir

antes que los signos sean evidentes (Cuello, S. et al., 2011).

La secuencia en la cual son infectados los tejidos explica porque los signos
nerviosos aparecen después de la presencia de los signos respiratorios, instesti-
nales y generales de la enfermedad; sin embargo, en las cepas velogénicas neu-
rotrépicas el virus puede estar presente al mismo tiempo en el sistema nervioso

central, en el tracto intestinal y respiratorio (Cuello, S. et al., 2011).

La respuesta inmune inicial a la infeccion con el VEN es mediada por células
y puede ser detectada tan temprano como 2-3 dias pos vacunacién con vacuna
viva lo que explica la temprana proteccion al desafio en aves vacunadas antes de
gue puedan ser detectados anticuerpos y evidencia la importancia de esta
inmunidad en la respuesta a la vacunacion. Sin embargo, se ha demostrado que
esta inmunidad sola no protege contra el desafio de las cepas virulentas y los
anticuerpos neutralizantes son necesarios para la proteccion, con un efecto
cooperativo de ambos tipos de respuestas inmunes que resulta en la prevalencia

de los anticuerpos neutralizantes (Cuello, S. et al., 2011).

La produccion de anticuerpos es rapida, tanto a nivel local como sistémica,
en el tracto respiratorio superior se detectan anticuerpos de tipo IgA con pequeias
cantidades de IgG, similar a las reveladas en la glandula de Harder que no
permiten la replicacién viral en estos 6rganos. En la respuesta sistémica aparecen
en una primera fase los anticuerpos de tipo IgM seguido por la IgG, los cuales son
detectados entre los 4 a 6 dias pi y persisten de 8 a 12 meses. El nivel de los
titulos de anticuerpos dependen de la cepa de virus que produce la infeccién, pero
generalmente el nivel maximo de la respuesta se alcanza alrededor de la tercera o

cuarta semana pi, después de la cual los titulos comienzan a declinar si no se
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realizan reinmunizaciones. Estos anticuerpos son transmitidos mediante el saco
vitelino a la progenie y la protegen de la enfermedad en las primeras 3-4 semanas
de vida sin interferir con el desarrollo de la respuesta local de anticuerpos (Cuello,
S. etal., 2011).

4.19 Caracteristicas de la enfermedad

El periodo de incubacion de la enfermedad oscila de dos a quince dias con
un promedio entre cinco a seis dias. La enfermedad de Newcastle (ENC) es una
afeccion infecciosa virica de las aves, muy contagiosa y de gran importancia
econdémica. Curso, sintomas y efectos econémicos dependen mucho de la viru-
lencia y afinidad organica del agente causal. Las cepas vel6genas viscerotropas
originan una enfermedad general entre aguda y sobreaguda, de curso hemorra-
gico, con intensa participacion intestinal y diarrea, y tasas de mortalidad hasta del
100% (de la Sota, M., Espinoza, C., 2004).

En los animales afectados, se observa generalmente disnea, cianosis de
crestas y barbillas, espasmos musculares, pérdida de apetito, indiferencia, sed
intensa, debilidad y somnolencia. A nivel del tracto digestivo, se puede observar,
presencia de mucus espumoso y secrecion fibrinosa en la faringe y diarrea verde-
amarilla. Los signos nerviosos se expresan por paralisis de alas y patas, torticolis,
ataxia o0 movimientos circulares y convulsiones. En ponedoras ocurre una drastica
disminucién de la produccion de huevos junto con despigmentacion y pérdida de la

cascara y una reduccion en la calidad de la albimina (Cuello, S. et al., 2011).

Con cepas de virus muy virulentas la enfermedad puede aparecer subita-
mente con alta mortalidad, precedida por lesiones hemorragicas, signos respira-
torios nerviosos, o0 en ausencia de signos clinicos. En brotes en pollos debido a
virus velogénico viscerotropico, los signos clinicos frecuentemente comienzan con

apatia, aumento de la frecuencia respiratoria y debilidad, concluyendo con la pos-
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tracién y la muerte. También puede causar edema alrededor de los 0jos, la cabeza
y en las aves que no mueren tempranamente en la infeccion, puede observarse
diarrea verde y antes de la muerte pueden presentarse temblores musculares,
torticolis, pardlisis de patas, alas y opistotonos. La mortalidad frecuentemente

alcanza el 100% en poblaciones de pollos susceptibles (Cuello, S. et al., 2011).

La enfermedad velogénica neurotrOpica, reportada principalmente en los
Estados Unidos, se presenta con la aparicion brusca de enfermedad respiratoria
severa seguida en los dos dias posteriores por la aparicion de signos neurologi-
cos, una drastica disminucién de la postura pero sin la presencia de diarrea ge-
neralmente. La morbilidad puede llegar al 100% pero la mortalidad es baja, aun-
gue ha sido reportada hasta un 50% en aves adultas y un 90% en aves jovenes
(Cuello, S. et al., 2011).

Las cepas mesogénicas del VEN generalmente causan enfermedad respira-
toria en condiciones de campo. En aves adultas puede provocar una disminucion
de la postura que dura varias semanas. Pueden presentarse sSignos nerviosos
pero no son comunes. La mortalidad es generalmente baja, excepto en aves muy
jovenes susceptibles que pueden ser considerablemente afectadas por condicio-

nes exacerbantes (Cuello, S. et al., 2011).

Las cepas lentogénicas pueden causar una infeccion media o subclinica en
el tracto respiratorio o infecciones entéricas. En aves jovenes susceptibles se
pueden presentar serios problemas respiratorios con mortalidad cuando se
producen infecciones mixtas (Cuello, S. et al., 2011).

4.20 Sintomas

El primer sintoma que puede observarse en las aves de poca edad es

estornudos, bostezos y decaimiento, en esta fase de la enfermedad las manifesta-
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ciones se parecen mucho a las de la bronquitis infecciosa. Al cabo de poco tiempo
de haber aparecido los sintomas respiratorios aparecen manifestaciones nervio-
sas, que son de tres tipos: 1) falta de coordinacion muscular, especialmente en el
cuello y las patas, 2) temblores o sacudidas de todo el cuerpo y 3) paralisis parcial
o total de una o de las dos patas. Las aves afectadas pueden presentar sintomas
de cualquiera o de todas estas categorias, algunas aves son capaces de andar,
comer y beber, se mueven de un modo peculiar, como andar hacia atras o en cir-
culos, con torcedura constante de la cabeza y del cuello. La cabeza se inclina
hacia atras sobre el cuerpo, hacia un lado o bajo el cuerpo (Barger, E.,Card,
L.,Pomeroy B. 1959).

En las aves de mayor edad, el primer sintoma suele ser tos y ronquido,
seguidos de la pérdida de apetito o de rapida reduccion de la produccion de
huevo. Se observan huevos con cascara blanda y huevos puestos en diferentes
fases de desarrollo y en algunos casos se presenta una muda parcial. Algunos de
los huevos puestos por gallinas infectadas no forman la cAmara normal de aire y
se encontraba burbujas que flotaban independientemente unas de otras. En los
huevos puestos por gallinas afectadas una reduccion de la calidad de la albumina
y la produccién de cascaras anormales. Se observa adicionalmente los huevos no

se conservan bien durante el almacenamiento (Barger, E., et al., 1959).

Segun estudios recientes, la virulencia del virus es variable y puede presen-
tarse en un lote en forma tan moderada que no produce sintomas. El Gnico modo

de confirmar la infeccion es con pruebas de laboratorio (Barger, E. et all., 1959).
Los pavos y las aves acuaticas suelen mostrar manifestaciones patolégicas

poco marcadas a continuacion de sufrir el contagio con virus de la enfermedad de
Newcastle (Woernle, H. 1994).
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4.21 Impacto zoondtico

Los virus de la enfermedad de Newcastle pueden causar conjuntivitis en
humanos; podria presentarse neumonia en personas inmunosuprimidas (Center
for Food Security and Public Health, 2011). La literatura refiere los siguientes

casos en humanos.

En 2007, AMPV-1, posiblemente originada en palomas, fue aislada de un
paciente con neumonia mortal. La enfermedad se presenté 18 dias después de
que el paciente recibiera un trasplante de célula madre de sangre periférica. La
inmunosupresion derivada del procedimiento y las drogas recibidas para suprimir
el rechazo al trasplante probablemente permitieron que ocurriera la infeccion. El
APMV-1 pareci6 ser el tnico patégeno involucrado (Center for Food Security and
Public Health, 2011).

4.22 Diagnostico

En la ENC el objetivo del diagnéstico es decidir qué medidas de control
deben realizarse para evitar la diseminacion de la enfermedad, ninguno de los
signos clinicos o lesiones producidos por el VEN son considerados patognomoni-
cos y la amplia variacion en las manifestaciones de la enfermedad solo sirven para
sugerir que estamos en presencia de la misma, ademas, su demostracion sin la
identificacion del aislado viral es raramente una causa adecuada para la toma de
medidas de control debido a la presencia de cepas lentogénicas en las poblacio-
nes avicolas en la mayoria de los paises por el amplio uso de vacunas vivas. Asi
mismo, cuando ocurren epizootias devastadoras de la enfermedad que puedan
afectar el comercio de los productos avicolas, las medidas de control son tomadas

a nivel nacional e internacional (Cuello, S. et al., 2011).

El diagndstico confirmativo de la enfermedad debe ser realizado sobre la ba-
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se del aislamiento y la identificacion viral y/o con el empleo de las técnicas
moleculares que permitan la deteccién especifica del virus, asi como, la

determinacion de su potencial de virulencia (Cuello, S. et al., 2011).

4.22.1 Lesiones

En los pollos afectados por cepas virulentas del VEN se observan lesiones
hemorragicas de forma predominante en varias partes del tracto gastrointestinal,
en particular en la mucosa que une el es6fago con el proventriculo, el proventri-
culo con la molleja y en la mitad posterior del duodeno, ileon y yeyuno, ademas,
hay inflamacion en el tejido linfoide intestinal incluyendo las tonsilas cecales, en
higado, en riflones, en musculos cardiacos y en el bazo producto de la reaccion
general a la infeccion. EI masculo pectoral se torna de color rojo oscuro y esta
seco por la deshidratacion. Las hemorragias también estan presentes en las me-
ninges y a veces en la parte interior del craneo. El contenido intestinal es de color
verde grisdceo. Asi mismo, se puede observar conjuntivitis catarral o serosa, ri-
nitis, sinusitis y traqueitis caseosa. En casos muy severos, las hemorragias ade-
mAas estan presentes en los musculos, laringe, traquea, pulmones, sacos aéreos,
membranas serosas, pericardio, miocardio y en los foliculos del ovario de las
ponedoras adultas, varias de estas lesiones fueron observadas también por otros
autores en estudios de patogenicidad realizados con cepas velogénicas viscero-

tropicas y aislados virulentos del VEN (Cuello, S. et al., 2011).

4.22.2 Viroldgico

4.22.2.1 Deteccién de antigenos virales por inmunohistoquimica

Las técnicas inmunohistologicas son un metodo rapido para la demostracion

especifica de la presencia de virus o antigenos virales en érganos y tejidos. La

inmunofluorescencia y la inmunoperoxidasa en cortes o frotis de traquea han sido
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utilizadas en infecciones producidas por el VEN. Asi mismo, Kommers y
colaboradores utilizaron el complejo avidina-biotina para la deteccion de antigenos
virales en muestras de corazon, tejidos linfoides, pulmones, traquea, higado, rifiidén
y cerebro de pollos infectados experimentalmente con diferentes aislados del VEN
(Cuello, S. etal., 2011).

4.22.2.2 Aislamiento e identificacion viral

El aislamiento viral constituye un método inequivoco de diagnéstico de la
ENC que permite la caracterizacion del aislado viral. Este método tiene el
inconveniente de que los procedimientos utilizados generalmente son lentos pues
requieren de multiples pases, lo cual constituye una desventaja para el control de
los brotes debido a la rapidez con que se diseminan las enfermedades virales y el
corto tiempo de vida productiva de la mayoria de las aves comerciales (Cuello, S.
et al., 2011).

Por otra parte, la presencia de cepas lentogénicas del VEN en las
poblaciones avicolas y su uso como vacunas vivas, hacen que el aislamiento no
sea suficiente y haya que realizar la posterior identificacién y caracterizacion,
utilizando pruebas de laboratorio que permitan determinar la patogenicidad del
aislado, ya que su importancia e impacto esta directamente relacionado con su

virulencia (Cuello, S. et al., 2011).

Para realizar el aislamiento viral en casos de enfermedad severa con alta
mortalidad se utilizan muestras procedentes de aves muertas, deben consistir en
hisopos oronasales, asi como tejidos de pulmoén, rifiones, intestino (incluyendo
contenido), amigdalas cecales, bazo, encéfalo, higado y corazon. Pueden reco-
gerse separadamente o combinadas, aungque, habitualmente, las muestras intes-
tinales y las de encéfalo se procesan de forma separada de otras muestras (OIE,
2014).
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Diferentes técnicas seroldgicas como la virus neutralizacion (VN), la
inmunodifusion doble o agar gel difusién y ELISA se utilizan para la identificacion
de aislados del VEN, sin embargo el método convencional mas utilizado es la
inhibicion de la hemaglutinacion (IHA). La aplicacion de esta técnica en la
identificacion de los aislamientos, se ve favorecida por el hecho de que los
aislados de este virus pertenecen a un solo serotipo y por su facilidad y bajo costo
(Cuello, S. et al., 2011).

La identificacion del aislado se realiza frente a los 16 antisueros de los
subtipos de hemaglutinina del virus de la Influenza aviar como diagndstico
diferencial y frente a los 9 antisueros de los serotipos de los APMV, entre los que
se han reportado reacciones cruzadas entre el APMV-1 y el APMV-3,
particularmente cuando este ultimo es aislado de psitacidas, de aves en cautiverio
0 exoticas, asi como, con el APMV-7 aislado de avestruces, pavos y palomas
(Cuello, S. etal., 2011).

La actividad HA detectada en liquidos bacteriolégicamente estériles recogi-
dos a partir de huevos inoculados puede deberse a la presencia de cualquiera de
los 16 subtipos de hemoaglutininas de los virus de la gripe A o de los ocho restan-
tes serotipos de paramixovirus. (El liquido no estéril podria contener actividad HA
bacteriana). EI VEN puede confirmarse empleando antisuero especifico en una
prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion (HI). Habitualmente se utiliza el anti-
suero de pollo preparado contra una de las cepas del VEN (OIE, 2014).

Las reacciones cruzadas en las pruebas HI entre el VEN y algunos otros
APMV, especialmente los virus de los serotipos APMV-3 y APMV-7 pueden causar
algunos problemas que pueden resolverse empleando controles adecuados de

antigeno y antisuero (OIE, 2014).
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Los anticuerpos monoclonales han sido utilizados en la caracterizacion de los
aislamientos virales de VEN, lo cual a permitido determinar la diversidad antigéni-
ca ante los APMV-1 (OIE, 2014). La utilidad de esta diversidad en el diagnostico y
epidemiologia de los brotes de la ENC depende en gran medida de lo estrecha-
mente relacionada que estén la diversidad antigénica con las propiedades biologi-
cas del virus y el mantenimiento de esta antigenicidad durante una epizootia.
(Cuello, S. et al., 2011).Su empleo ha permitido realizar una serotipificacion alta-
mente especifica y diferenciar virus vacunales de aislados de campo, asi como,
establecer la especificidad de la variante paloma del VEN vy su distribucion a nivel
mundial (Cuello, S. et al., 2011).

La caracterizacion patogénica de los aislados del VEN se realiza, de acuerdo
con lo reportado en la OIE, por el indice de patogenicidad intracerebral (IPIC) en
pollitos SPF de 1 dia de edad y por la determinaciébn de la secuencia de
aminodacidos del sitio de escision del péptido conectante de la proteina F (Cuello,
S. etal., 2011).

4.22.2.2.1 indice de patogenicidad

La variacion extrema en la virulencia de las distintas cepas del VEN y el uso
generalizado de vacunas vivas implica que la identificacion de una cepa como
PMV-1 a partir de aves que presenten signos clinicos no confirma un diagndstico
de ENC, por lo que también se requiere una valoracion de la virulencia de la cepa
utilizando pruebas como el promedio de muerte en huevos, la prueba de la
patogenicidad intravenosa, y variaciones de esas pruebas, pero por acuerdo
internacional, se utiliza la prueba del indice de patogenicidad intracerebral (IPIC)

para la valoracion de la virulencia del virus. (OIE, 2014)

Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) también reconoce los avan-
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ces en los conocimientos sobre las bases moleculares de la patogenicidad y
permite una confirmacion de la virulencia, aunque no de la ausencia de virulencia,
mediante pruebas in vitro para determinar la secuencia de aminoacidos en el

punto de escision de la proteina FO (OIE, 2014).

Dada la severidad del procedimiento, el IPIC solo debe emplearse cuando
esté claramente justificado por las circunstancias epidemioldgicas, por ejemplo, en
la primera cepa asilada de un brote. No seria adecuado emplear el IPIC para

cepas detectadas en la vigilancia (OIE, 2014).

Las pruebas in vivo de cepas aisladas en especies diferentes al pollo (como
palomas) presentan ciertas dificultades, mismas que son subsanadas cuando se
realizan en huevos de pollo embrionados, en un numero estadisticamente
significativo >10 de aves jovenes y adultas con una dosis estandar de virus (por
ejemplo 10° DIH 50) administrada por vias naturales (como la oro-nasal) (OIE,
2014)

4.22.2.2.2 indice de patogenicidad intracerebral (IPIC)

La prueba mas sensible y ampliamente utilizado para la medicion de la
virulencia es la IPIC en pollos de un dia. (European Food Safety Authority, 2007)
La OIE recomienda realizar el procedimiento de IPIC de la siguiente forma:

e Se diluye liquido alantoideo infectivo y fresco con un titulo HA >2* (>1/16) a
1/10 en solucidn salina isoténica estéril sin aditivos, tales como antibiéticos.

e Se inyectan por via intracerebral 0,05 ml del virus diluido en diez polluelos
procedentes de huevos de un grupo de aves SPF. En el momento de la
inoculacion, estos polluelos deben tener mas de 24 y menos de 40 horas de

vida.
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e Las aves se examinan cada 24 horas durante 8 dias.

e En cada observacion, las aves se punttan: 0 si es normal, 1 si est4 enferma
y 2 si esta muerta. Las aves que estan vivas pero son incapaces de comer o
beber deben sacrificarse por métodos humanitarios y ser contabilizadas
como muertas en la observacién posterior. (Los individuos muertos deben
puntuarse como 2 en cada una de las observaciones diarias siguientes a la
muerte) (OIE, 2014).

e El indice de patogenicidad intracerebral (IPIC) es la puntuacién media por
ave y por observacion durante el periodo de 8 dias. Los virus mas virulentos
presentaran indices que se aproximan a la puntuacion maxima de 2,0,
mientras que las cepas entéricas lentogénicas y asintomaticas presentaran

valores préximos a 0,0 (OIE, 2014).

4.22.2.3 Molecular

La introduccién de las técnicas moleculares como prueba aceptada para el
diagnéstico, identificacion y caracterizacion del VEN por la OIE ha posibilitado
realizar el diagnéstico de una forma rapida, segura, sensible y especifica que
permita tomar las medidas de control adecuadas para prevenir la posterior
diseminacion y minimizar las pérdidas ocasionadas por la enfermedad (Cuello, S.
et al., 2011).

La detecciéon del acido nucleico viral en muestras de tejidos empleando las
técnicas moleculares ha sido reportado el uso de la hibridacion “in situ” para
detectar la extension de la replicacion viral en muestras de tejidos de pollos
infectados con cepas velogénicas, mesogénicas y lentogénicas del VEN (Cuello,
S. etal., 2011).
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Normalmente se han utilizado sistemas de RT-PCR para amplificar una
porcion especifica del genoma que tiene un valor afadido; por ejemplo,
amplificando parte del gen F que contiene el punto de escision del FO de manera
que el producto pueda utilizarse para valorar la virulencia. El principal
inconveniente de la utilizacion de la RT-PCR para el diagnéstico estriba en la
necesidad del procesamiento que sigue a la amplificacion debido a la
contaminacion potencial del laboratorio y la contaminacion cruzada de las
muestras (OIE, 2014).

Una de las estrategias que se siguen para no tener que realizar el
procesamiento post-amplificacion consiste en la utilizaciéon de las técnicas de la
RT-PCR (rRT-PCR) en tiempo real. La ventaja de estas pruebas es que la rRT-
PCR basada en el uso de sondas de hidrélisis fluorogénica o de tinciones
fluorescentes hace innecesaria la fase de procesamiento post-amplificacién y se

pueden obtener los resultados en menos de 3 horas (OIE, 2014).

4.22.2.4 Serologico

La presencia de anticuerpos especificos al VEN en las aves ofrece poca
informacion sobre la cepa de virus que infecta y por lo tanto tiene limitado valor
diagndstico (Calnek, B, 2000).

No obstante, en poblaciones de aves no vacunadas la demostracién de anti-
cuerpos indica que ha sucedido la infeccién lo que unido al cuadro clinico observa-
do es suficiente para emitir el diagnéstico. Diferentes pruebas seroldgicas se han
utilizado para la deteccién de anticuerpos al VEN, pero las mas empleadas en la
actualidad son la inhibicion de la hemoaglutinacion (IHA) y los ensayos inmunoen-

zimaticos. (Cuello, S. et al., 2011).
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El VEN puede emplearse como un antigeno en una variedad amplia de prue-
bas seroldgicas, lo que permite que se utilicen las técnicas de neutralizacion o de
enzimoinmunoensayo (ELISA) y HI para valorar el nivel de anticuerpos en las
aves. En la actualidad, la prueba HI es la mas ampliamente utilizada para la dete-
ccion de anticuerpos contra el VEN en las aves, aunque muchos productores de
aves de corral utilizan kits de ELISA comerciales para valorar los niveles de anti-

cuerpos tras la vacunacion (OIE, 2014).

Las pruebas HI y ELISA pueden medir los anticuerpos contra diferentes
antigenos; dependiendo del sistema utilizado, la prueba ELISA puede detectar
anticuerpos contra mas de un antigeno, mientras que el uso de la prueba Hl
probablemente se limita a los anticuerpos contra la proteina de la ENC. No
obstante, algunos estudios de tipo comparativo han demostrado que los ELISA
son reproducibles y tienen sensibilidad y especificidad altas; se ha demostrado

gue correlacionan bien con la prueba HI (OIE, 2014).

El diagnéstico seroldgico post-vacunal es utilizado para confirmar la aplica-
cién exitosa de la vacuna y una adecuada respuesta inmune por el ave (Calnek, B,
2000). Ademas, este diagnéstico es de gran utilidad en la vigilancia epidemiol6-
gica de la enfermedad pues permite conocer si existe circulacion viral en las pobla-
ciones avicolas, determinado por un incremento de los titulos de anticuerpos
comparado con el perfil que las aves vacunadas deben mostrar, aunque no mues-

tren signos clinicos (Cuello, S. et al., 2011).
4.23 Control

Uno de los objetivos del control es proteger a las aves de la infeccion con el
VEN y por otra parte reducir el nimero de aves susceptibles mediante la

aplicacién de la vacunaciéon. Para el control, se tiene en cuenta como factor

primordial la diseminaciéon de la enfermedad y en consecuencia, se adoptan
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disposiciones a nivel internacional que regulan el comercio de los productos
avicolas, asi como de aves vivas; sin embargo, los factores mas importantes en
prevenir la introduccion de la enfermedad y su diseminacién en presencia de un
brote son las condiciones bajo las cuales las aves son criadas y el grado de

bioseguridad practicado en las explotaciones avicolas (Cuello, S. et al., 2011).

4.24 Bioseguridad

La bioseguridad y la higiene constituyen dos elementos fundamentales para
el control de la ENC y debido a su rapida diseminacion entre las poblaciones
avicolas, las precauciones sanitarias que se aplican para prevenir la difusién de
las enfermedades deben ser rigurosamente utilizadas en este caso (Cuello, S. et
al., 2011).

Una buena bioseguridad puede ayudar a prevenir la enfermedad de ENC en
las bandadas de aves de corral; éstas no deben estar en contacto con aves de
corral domésticas con estado de salud desconocido, cualquier ave doméstica,
especialmente psitacidas; o aves silvestres. Siempre que sea posible, los
trabajadores deben evitar el contacto con aves fuera de la granja. Las medidas de
bioseguridad incluyen galpones protegidos de aves migratorias, suministro
adecuado de alimento y agua, reduccion al minimo de los movimientos dentro y
fuera de la instalacién, y la desinfeccion de vehiculos y equipos que entren a la
granja. Las plagas de insectos y ratones también deben ser controlados. Si es
posible, los empleados deben ducharse y ponerse ropa exclusiva de trabajo; es
aconsejable la cria de todo dentro todo fuera, con desinfeccion entre grupos
(Rovid, A., Roth, J., Galyon, J., Lofstedt, J., Lenardon, M., 2011).

Los brotes son erradicados mediante cuarentenas y controles de movimiento,
despoblacion de todas las aves afectadas y expuestas, limpieza profunda y

desinfeccion de los locales. Los desinfectantes eficaces incluyen clorhexidina,
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hipoclorito de sodio al 6%, fendlicos y agentes oxidantes. EIl APMV-1 también
puede ser inactivado por calor a 56°C durante 3 horas o 60° durante 30 minutos,
acido pH 3, éter y formol; la eficacia del formol varia con la temperatura (Rovid, A.
et al., 2011).

Las granjas en general, deben permanecer vacias durante unas semanas
antes de la repoblacién; el tiempo especifico puede variar con el clima, la estacion

y otros factores (Rovid, A. et al., 2011).

Incluso las gallinas que parecen sanas pueden llevar consigo el virus,
contribuyendo luego a su difusién. Tras la congelacion de estos canales, el virus

conserva durante afios su capacidad de multiplicacion (Woernle, H. 1994).

4.25 Vacunacioén

La vacunacién constituye la herramienta profilactica mas efectiva y menos
costosa para el control de las enfermedades infecciosas y el uso combinado de
vacunas vivas atenuadas e inactivadas induce en las aves una mayor proteccion

frente a los agentes infecciosos (Calnek, B, 2000).

La inmunizacion de las reproductoras reviste una especial importancia pues
estas le confieren a la progenie una inmunidad pasiva que puede protegerla

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

Como consecuencia de la amplia distribucién de este virus que ocasiona
pérdidas cuantiosas a la industria avicola en los paises donde se presenta,
diferentes estrategias de lucha se han utilizado en el control de la ENC, entre las

cuales se encuentran:

e Vacunacion para todas las finalidades zootécnicas
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e La vacunacion de reproductoras y ponedoras solamente.
e El uso de estrategias de vacunacion combinadas con la erradicacion, con la
vacunacion en anillo en caso de brote o la vacunacion de toda la poblacién

combinada con la erradicacion, entre otras. (Cuello, S. et al., 2011).

Las cepas viricas de la ENC empleadas en las vacunas comerciales de virus
vivos se encuadran en dos grupos: vacunas lentogénicas tales como Hitchner-B,
La Sota, V4, NDW, 12 y F, y vacunas mesogeénicas, tales como Roakin, Mukteswar
y Komarov. Las cepas de ambos grupos han sido seleccionadas y clonadas para

satisfacer los diferentes criterios en su produccion y aplicacion (OIE, 2014).

Las vacunas de virus activo, casiapatdgenas aplicadas por via nasal, ocular
0 enagua de bebida, se replican en las células del epitelio mucoso traqueatal y de
los pasajes nasales, propiciando el establecimiento de la inmunidad tisular,
justamente en los tejidos que son la puerta de entrada del virus virulento de campo
estableciéndose asi una barrera defensiva tisular contra el virus. Las vacunas de
virus activo producen su maximo nivel de anticuerpos a 13-15 dias después de su

aplicacién (Moreno, R., 1994).

Las vacunas de virus inactivado en emulsién oleosa, se aplican subcutanea-
mente, estimulan la formacion de anticuerpos con base en su masa antigénica y al
no replicarse en los tejidos del ave vacunada y ser aplicada por una via distinta a
la de la infeccion natural, no producen inmunidad tisular; sin embargo, estimulan la
produccién de altos niveles de anticuerpos humorales y sus méaximos titulos se
alcanzan las cuatro semanas después de su aplicacién, con la ventaja de que se

sostienen durante periodos relativamente largos (Moreno, R., 1994).
Cuando se disefia un programa de vacunacion, deberia tenerse en
consideracion el tipo de vacuna utilizada, el estado inmune y de enfermedad de

las aves a vacunar y el nivel de proteccion requerido en relacion a cualquier
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posibilidad de infeccién con el virus de campo bajo las condiciones locales (OIE,
2014).

La eleccion de una u otra estrategia dependera del area geogréfica o pais en
cuestion, sus contactos con otras regiones que puedan favorecer la introduccion
de virus virulento y los riesgos de bloqueo del comercio en caso de brotes de la
enfermedad. La vigilancia epizootiolégica con la realizacion de los muestreos
serologicos y los sistemas de reporte tanto nacionales como internacionales son

esenciales para la eficiencia de estas medidas (Cuello, S. et al., 2011).
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V. MATERIALES Y METODOS

Este estudio se realizé en el Laboratorio de Referencia Regional Sanidad
Animal LARRSA, ubicado en el campus central de la Universidad de San Carlos
de Guatemala edificio M-10.

5.1 Materiales

5.1.1 Recursos humanos

e Estudiante investigador
¢ Dos profesionales asesores

e Técnicos del laboratorio

5.1.2 Recursos de laboratorio

¢ Liquido alantoideo infectivo.

e Solucion salina isotonica esteéril.

e Guantes.

e Incubadora a 37°C.

e Huevos fértiles precedentes de grupos de aves sin anticuerpo neutralizantes
(SAN).

e Cuaderno de apuntes.

e Lapicero.

e Agar sangre de enriquecimiento y MacConkey

¢ Placas de microtitulacion de 96 fosos de poliestireno.

e Pipetas de microtitulacion de 100 pl.

e Globulos rojos al 1%.

e Solucidn salina buferada.
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e Puntas de microtitulacién de 100 pl.

5.1.3 Fase experimental

e Algodon

e Alcohol

e Concentrado iniciador
e Agua de bebida

e Comederos

e Bebederos

e Camara de desafio
e Detergente

¢ Desinfectante

e Prensa

e Escoba

e Pala

e Jeringas de insulina
¢ Pollitos

e Marcadores

e Masking tape

5.1.4 Centro de referencia

¢ Biblioteca Facultad Medicina Veterinaria y Zootecnia.
e LARRSA, FMVZ, USAC.

e Internet.
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5.2 Metodologia
5.2.1 Reactivacion de las cepas
e Las tres cepas reactivadas fueron obtenidas los aislamientos realizados de la
enfermedad de Newcastle en el periodo de enero a agosto del 2014, estas

se inocularon en huevos embrionados de 9 dias en cavidad alantoidea.

¢ Los huevos embrionados fueron observados diariamente para determinar su
viabilidad.

e Los que murieron dentro de las primeras 24 horas después de ser inoculados

fueron descartados.

e Los que murieron después de 24 horas fueron refrigerados

e Los que no murieron al cabo de 5 dias fueron refrigerados.

e El liquido alantoideo fue cosechado y titulado utilizando la prueba de

hemoaglutinacion.
e Se diluye liquido alantoideo infectivo y fresco con un titulo HA >2* (>1/16) se
diluyo 1/10 en solucion salina isotonica estéril. Sin aditivos, tales como

antibioticos.

e EIl control de esterilidad se realizO en Agar sangre y Agar MacConkey

sembrando 0.02 ml de la suspension viral.
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5.2.2 Determinacion del indice de patogenicidad intracerebral

e Se inocul6 via intracerebral 10 pollitos SAN, (> de 24 horas y < de 40 horas)
con 0,05 ml de la suspension viral de liquido alantoideo anteriormente
titulado > 1:16 y diluido 1:10 con solucién salina isoténica estéril. El punto de

inoculacioén correspondié a la parte posterior del craneo.

e Ademas, como control negativo se utilizaron 10 pollitos SAN sin inocular a

los que se les inoculara 0.05 ml solucién salina fisioldgica.

e Las observaciones se realizaron diariamente, inspeccionando los pollitos a la
misma hora de la inoculacion inicial en basqueda de la presencia o ausencia

de signos clinicos o mortalidad por un periodo total de 8 dias.

e Las observaciones fueron calificadas segun la propuesta por la OIE en:
(Ver anexo No.1)

¢ 0: Normal, pollos despiertos que se mueven normalmente.

e 1. Enfermos, con sintomas y paralisis o estan postrados, no entran en esta
clasificacion los que sélo estan débiles.

e 2: Muertos

e Para el célculo del indice de patogenicidad intracerebral, se registraron
diariamente el numero de pollos normales, enfermos o muertos. El resultado
se presentd en forma acumulada, sumando las anotaciones correspondien-
tes a cada categoria y multiplicandolas por un indice de ponderacion que va
de 0 para los normales, 1 para los enfermos y 2 para los muertos. Los valo-
res resultantes se suman y dividen por el total de las anotaciones acumula-

das.
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e EI IPIC se expresa como la media ponderada del niumero de observaciones
realizadas, siendo 2 el maximo valor posible, o que corresponderia a un
100% de mortalidad en 24 horas.

e Esta metodologia se utilizo para las 3 Cepas y los 3 grupos.

5.2.3 Andlisis de datos

El indice de patogenicidad intracerebral se obtuvo segin como lo indica la

metodologia de la OIE anteriormente descrita. (Ver anexo No.1)
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos de las cepas estudiadas tras la realizacion del IPIC,
fueron para la cepa A se obtuvo un IPIC de 0.00, para la cepa B un IPIC de 0.00 y
para la cepa C un IPIC de 0.00. El indice de patogenicidad intracerebral (IPIC)
obtenido de las cepas de la Enfermedad de Newcastle estudiadas fue de 0.00 en
el 100% de los casos, por lo cual ninguna de las aves de un dia de edad inocula-

das presento sintomas clinicos de la enfermedad.

De acuerdo a la European Food Safety Authority. 2007, las cepas de la
Enfermedad de Newcastle han sido clasificadas en tres patotipos. Ver cuadro 1.

Cuadro No. 3 Clasificacion del patotipo de las cepas estudiadas de acuerdo

a la clasificacion European Food Safety Authority 2007

Patotipo de Cepa de PIC Patotipo de las
Newcastle cepas estudiadas
Velogénica >15-2 0%
Mesogénica 0.7-15 0%
Lentogénica <0.7 100%

Fuente: Elaboracion propia

Al comparar las cepas aisladas en el periodo de estudio (enero a agosto del
2014) con el cuadro anterior, observamos que las mismas corresponden a cepas
lentogenicas o apatdgenas con resultados IPIC menores a 0.7 (IPIC 0.0 en el
100% de los casos), ya que las cepas mesogénicas se situan entre 0.7y 1.5, y las

velogénicas presentan un IPIC mayor a 1.5.

Existen dos posibles razones por las cuales el IPIC obtenido en las 3 cepas
estudiadas presentan una puntuacién media de 0.00, la primera; que la cepa ais-

lada corresponda a una cepa vacunal, debido a que estas son ampliamente utiliza-

48



utilizadas como cepas vacunales y durante el periodo de replicacién en el ave
pueda diseminarse dentro de la poblacién; (Moreno, R. 1944). Segundo las cepas
aisladas podrian corresponder a cepas lentogénica, entéricas o0 asintomaticas,

debido a que no hay una manera para diferenciarlas.

Debido a que estas cepas fueron remitidas al laboratorio de aves con cua-
dros sintomatoldgicos severos y elevadas mortalidades, se puede deducir que
pudieron existir otros factores responsables tanto bacterianos como virales que
coadyuvaron a la severidad de la infeccion; e incluso componentes inmunosupre-
sores. Dentro de las causas de inmunosupresién se puede mencionar la enferme-
dad de Gumboro, ya que la misma es considerada una enfermedad endémica
subclinica en nuestro pais (PROSA. 2015). La cual predispone al aparecimiento
de otras enfermedades infecciosas debido al efecto que el virus ocasiona en la
bursa de Fabricio, disminuyendo la cantidad de linfocitos disponibles, y si esto se
produce en las 2 primeras semanas de vida puede llegar a una reduccion signifi-
cativa de la respuesta inmune humoral (OIE. 2008). Otras causas inmunosupreso-
ras pueden ser las temperaturas extremas a las que estan sujetas las aves
jovenes debido a las particularidades del manejo en explotaciones avicolas yen
traspatio.

También se puede considerar el consumo de micotoxinas, ya que en niveles
relativamente bajos suprimen las funciones inmunoldgicas y por ende disminuir-
sela resistencia a enfermedades infecciosas, la Aflatoxina B1 es ampliamente co-
conocida por sus efectos negativos sobre la inmunidad humoral y en los niveles de
proteina sérica. (Yunus, A., J. B6hm. 2013). Segun Branson, W. et al., 2011. La
inmunosupresion debido a una reduccion de alfa y beta globulinas se ha

relacionado a la exposicion con aflatoxinas.

También se sefiala que la patogenicidad de la enfermedad de Newcastle
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esta determinada adicionalmente de la cepa del virus, por la dosis infectante, la
via de administracion, la edad del pollo y por las condiciones ambientales. En
general, entre mas jovenes sean los animales es mas aguda la enfermedad, con
virus virulentos en el campo, los pollos jovenes pueden presentar muertes
repentinas sin grandes signos clinicos, mientras que las aves mas viejas padecen
la enfermedad mas prolongada y con signos clinicos caracteristicos. La raza o
constitucion genética parece tener muy poco efecto en la susceptibilidad de los
pollos a la enfermedad. Las vias naturales de infeccion (nasal, oral, ocular)
parecen destacar la naturaleza respiratoria de la enfermedad mientras que las
vias intramuscular, intravenosa e intracerebral parecen aumentar los signos

neuroldgicos (Calnek,B. 2000)

Leiva, E. en un estudio previo en Guatemala 1965 reporta 3 cepas de la en-
fermedad de Newcastle (G-C, G-B, G-D, G-A) con resultados de IPIC mayores a
los obtenidos en este estudio; y una Unica cepa lentogénica con IPIC de 0.62;
adicionalmente reporta dos cepas mesogénicas con IPIC 1.0 y 0.85y una velogé-
nica de 1.8respectivamente, comparando los resultados de ambos estudios se
puede inferir que la situacion de la enfermedad en la actualidad en Guatemala
puede haber variado (ausencia de cepas mesogenicas y velogénicas) por la
implementacion por parte del MAGA de programas de vacunacion a nivel nacio-

nal.

Adicionalmente Leiva amplia que la severidad de cada brote es variable y se
relaciona con el patotipo involucrado, aunque en su estudio La cepa G-C fue
clasificada como cepa lentogenica, similar a los casos investigados en este
estudio, correspondid a un brote severo de campo debido a que las aves no

habian sido vacunadas durante su vida.

Otro estudio que fue realizado en Maracay, Venezuela, reporta que una cepa

estudiada posee un IPIC de 1.9, en el cual el 100% de las aves presentaron
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secrecion mucosa en la trdquea y hemorragia severa en la cloaca, el 75%
presentdé hemorragia en proventriculos y el 25% hemorragia y necrosis en el tracto
intestinal. Las pruebas de patogenicidad concuerdan con las descritas para las
cepas velogénicas viscerotropicas responsable de la forma Doyle’s de la

enfermedad.(De Noguera, et al. 2002),

En relacion con los estudios anteriores, podemos determinar el patotipo invo-
lucrado basado en el IPIC obtenido y la presencia o ausencia de signos clinicos.
En el estudio realizado por De Noguera, et al. se encontré la presencia de signos
clinicos en sistema respiratorio y digestivo, con un IPIC de 1.9, determinando que
fue una cepa velogénica viscerotropica que incrementaron su morbilidad y

mortalidad.
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VIl. CONCLUSIONES

El indice de patogenicidad intracerebral (IPIC) para las 3 cepas aisladas en
el 2014 en LARRSA fue de 0.00.

La informacion generada acerca del indice de patogenicidad intracerebral
(IPIC) de las cepas de la enfermedad de Newcastle aisladas en LARRSA en
el 2014, nos indica que pueden corresponder a cepas lentogénicas asintoma-

ticas o entéricas, segun la literatura reportada por la OIE.

Los resultados obtenidos en el IPIC para las 3 cepas estudiadas, pueden ser
debido a que los aislamientos del virus de la enfermedad de Newcastle,
corresponden a cepas vacunales o cepas lentogénicas de campo, y que
pudieron haberse exacerbado con la presencia de otros factores bacterianos,

virales e incluso inmunosupresores.

A partir del IPIC obtenido en este estudio, se puede determinar que ninguno
de los virus de la Enfermedad de Newcastle aislados en LARRSA, corres-
ponden a cepas de declaracion obligatoria de acuerdo a los parametros
técnicos cientificos de la OIE, por lo que no representan ninguna barrera

sanitaria para el comercio avicola de nuestro pais.
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VIll. RECOMENDACIONES

Utilizar la prueba de IPIC como una herramienta para determinar la

severidad de los brotes.

Utilizar el indice de patogenicidad intracerebral en las zonas del pais donde
ha habido un mayor nimero de brotes de la enfermedad de Newcastle, para

poder determinar el tipo de patotipo con la cual se esté tratando.

Realizar estudios de factores inmunosupresores asociados a brotes de la

enfermedad de Newcastle.
Los resultados obtenidos en este estudio son de importancia para continuar

con los planes de vacunacion contra la enfermedad de Newcastle en la

avicultura comercial.
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IX. RESUMEN

Este estudio se realizdé en el Laboratorio de Referencia Regional Sanidad
Animal LARRSA, este se encuentra ubicado en el campus central de la
Universidad de San Carlos de Guatemala edificio M-10. El objetivo de este estudio
fue determinar el indice de patogenicidad intracerebral de los aislamientos virales
correspondientes a la ENC realizados durante el afio 2014 en el laboratorio de
bioseguridad Il (LARRSA).

Esta investigacion se realizd por medio de la técnica de inoculacion intrace-
rebral, utilizandose la metodologia de la OIE para la realizacion. Se utilizaron diez

pollos de un diade edad por cada cepa evaluada.

Los resultados obtenidos de las cepas estudiadas tras la realizacion del IPIC,
fueron para la cepa A un IPIC de 0.00, para la cepa B un IPIC de 0.00 y para la
cepa C un IPIC de 0.00. El indice de patogenicidad intracerebral (IPIC) obtenido
de las cepas de la enfermedad de Newcastle estudiadas fue de 0.00 en el 100%
de los casos, por lo cual ninguna de las aves de un dia de edad inoculadas

presentd sintomas clinicos de la enfermedad.

Existen dos posibles razones por las cuales el IPIC obtenido en las 3 cepas
estudiadas presentaron una puntuacién media de 0.00. La primera; que la cepa
aislada corresponda a una cepa vacunal, debido a que estas son ampliamente
utilizadas como cepas vacunales y durante el periodo de replicacién en el ave
pudo diseminarse dentro de la poblacién y segundo las cepas aisladas podrian
corresponder a cepas entéricas o asintomaticas, debido a que no hay una manera

para diferenciarlas.

Los resultados obtenidos en el IPIC de 0.00 para las 3 cepas estudiadas,

pueden ser debido a que corresponden a cepas vacunales o cepas lentogenicas
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de campo que se pueden haber exacerbado con la presencia de otros factores

bacterianos, virales e incluso inmunosupresores.
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SUMMARY

This study was realized in the Regional Reference Laboratory of Animal
Health (LARRSA), this laboratory is located on the central campus of the University
San Carlos de Guatemala building M-10. The objective of this study was to
determine the intracerebral pathogenicity rate of the virus isolates corresponding to
the Newcastle disease realized on the year 2014 in the laboratory biosafety Il
(LARRSA).

This investigation was realized by the technique of intracerebral inoculation,
using the methodology described by the OIE. Ten chickens of one day of age for

each strain evaluated were used.

The results obtained of the studied strains after the realization of the IPIC,
were: for the strain “A” an IPIC of 0.0 and for the strain “C” an IPIC of 0.0. The rate
of intracerebral pathogenicity (IPIC) obtained from the strains of the Newcastle
disease studied was 0.0 in all 100% of the cases, because of that any of the birds

of one day of age inoculated presented clinic symptoms of the disease.

There exist two possible reasons for the IPIC obtained in the three strains
studied that presented an average punctuation of 0.00. The first reason is that the
isolated strain corresponds to a vaccine strain, because this are widely used as
vaccine strains and during the replication period in the bird it might be spread in the
population; and the second one is that the isolated strains might correspond to

enteric or asymptomatic strains because there is no way to differentiate them.

The results obtained in the IPIC of 0.00 for the three studied strains could be
due to corresponding vaccine strains or lentogenic field strains that might been
exacerbated by the presence of other bacterial, viral or even immunosuppressive

factors.
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XIl. ANEXOS



ANEXO No. 1 Tabla de evaluaciéon de IPIC

Fuente: Elaboracion propia

ANEXO NO. 2 Resultados del IPIC

EVALUACION CLINICA DE DIAS DE OBSEVACION '
LOS ANIMALES 1121374751678 TOTAL | PUNTUACION
SANOS
ENFERMOS
MUERTOS
TOTAL
ndice de
patogenicidad
Tipo de cepa

RESULTADOS DEL IPIC
CEPA IPIC
Cepa A 0.00
Cepa B 0.00
Cepa C 0.00

Fuente: Elaboracion propia
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