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Resumen

El virus de Newcastle (VNC) es un paramyxovirus tipo 1 (APMV-1) que
pertenece a la familia Paramyxoviridae, género Avulavirus, los cuales
son virus de ARN no segmentados de una sola hebra de polaridad
negativa.

En Costa Rica, se vacuna con cepas de baja patogenicidad y nunca se ha
detectado brotes de cepas de alta patogenicidad. En el articulo se
informa sobre el aislamiento de una cepa de VNC la cual se hizo a
partir de un huevo embrionado inoculado con un hisopado cloacal de
una muestra de una parvada de aves que no presento6 signos clinicos de
la enfermedad. La cepa fue identificada por la prueba de inhibicion de la
hemaglutinacion y confirmada por PCR. Posteriormente, se secuencio
un fragmento de 310 pares de bases que incluyo el dominio de corte del
gen FO (posicion 112 a 117 de la proteina), se demostré por analisis
filogenéticos que la cepa aislada era de baja patogenicidad y de origen
vacunal.
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Abstract

A Newcastle Disease Virus was isolated from an embryonated egg
inoculated with a cloacal swab specimen fluid received for testing from a
poultry flock without clinical signs. The sample was identify by the
Hemagglutination-Inhibition Assay and confirmed by the Polymerase
Chain Reaction technique (PCR). Subsequently, a region of the fusion
protein gene FO of 310 base pairs (that included the cut site at position
112 to 117 of the protein) was sequenced and was demonstrated by
phylogenetic and molecular analysis that the isolated strain was low
pathogenic and vaccine origin.

Key words: Newcastle Virus|hemagglutination-inhibition
assay|PCR|sequencing| phylogenetic analysis

Introduccion

El virus de Newcastle (VNC) es un paramyxovirus tipo 1 (APMV-1) que
pertenece a la familia Paramyxoviridae, género Avulavirus, los cuales
son virus de ARN no segmentados de una sola hebra de polaridad
negativa (1).

Este tipo de virus muestra variabilidad patogénica, pudiendo presentar
diferentes cuadros clinicos dependiendo del tipo de cepa, por ejemplo:
Velogénica (Newcastle exético) forma mas virulenta con una alta
mortalidad que puede ser velogénica viscerotropico hemorragias
gastrointestinales y o velogénica neurotrdpico signos respiratorios y
nerviosos, mesogénica, forma intermedia, baja mortalidad con signos
respiratorios y esporadicamente nerviosos, cepas lentogénicas silvestres
o vacunales (2), forma moderada, problemas respiratorios o entéricos
leves, subclinicos y o asintomatico (3). En el hombre este virus puede
provocar conjuntivitis autolimitante que no deja secuelas (4).

Cepas del VNC de alta patogenicidad producen alta morbilidad y
mortalidad en aves generando pérdidas econdmicas cuantiosas. En
Estados Unidos de América, por ejemplo el costo de las medidas de
control y sacrificio de las formas velogénicas hasta el 5 de agosto del
2003 en 4 estados del suroeste, fue aproximadamente de 188 millones
de ddlares, lo que correspondié al sacrificio de 9.3 millones de aves,
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infectadas o0 expuestas y la cuarentena de un poco mas de 19000
granjas (5). No es de extrafar entonces, que este virus esté incluido en
la lista de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal, OIE (6).

Analisis filogenéticos recientes, basados en el tamafo del genoma y en
la secuencia del gen F y de la polimerasa, han sefialado dos clases
dentro del serotipo 1 del virus de Newcastle (7). La mayoria de los virus
notificados pertenecen a la clase IlI, mientras que la clase | incluye
reportes de virus de aves acuaticas y en mercados de aves vivas en los
Estados Unidos(8) Estos mismos estudios filogenéticos dentro de la
clase Il han determinado hasta el momento 9 genotipos.

El genoma del virus codifica para 6 proteinas, la ARN polimerasa
dependiente de ARN (L), la proteina Hemaglutinina-Neuraminidasa
(NH), una proteina de fusion (F), la proteina de la matriz (M), una
fosfoproteina (P) y la nucleoproteina (N).

La proteina F permite la fusion de Ila membrana del virus con la
membrana de la célula. Durante la replicacion de los viriones el
precursor de esta glicoproteina (FO) es cortada para producir dos
proteinas F1 y F2 las cuales son necesarias para que estas particulas
sean infecciosas (9).

Se ha determinado que la patogenicidad de las cepas esta asociada a la
secuencia de aminoacidos en el punto de corte de la proteina. La
secuencia consenso en la regién Carboxilo Terminal de la proteina F2
para cepas velogénicas y mesogénicas es 112R/K-R-Q-K/R-R-116 y una
fenilalanina F117 en la terminacién amino de la proteina F1, mientras
que las cepas con baja patogenicidad , lentogénicas poseen la
secuencia: 112G/E-K/R-Q-G/E-R116 y wuna L (leucina) en el residuo
117 (9,10,11).

En Costa Rica se vacuna con cepas vivas atenuadas del tipo lentogénicas
y hasta el momento no se han presentado brotes de cepas velogénicas o
mesogénicas.

Como parte del programa de vigilancia epidemioldgica llevado a cabo
por personal del Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA), junto con
las empresas avicolas del pais, se realizan constantes muestreos en
granjas industriales, en los puertos de entrada de huevos fértiles e
hisopados traqueales y cloacales de animales importados, muestreos
aleatorios en diferentes granjas del pais, incluyendo aves de traspatio
tanto de animales sanos como denuncia de casos clinicos, con la
finalidad de realizar una deteccion oportuna de la presencia de estos
virus en las parvadas del pais. Por esta razon es fundamental tener un
método eficaz y rapido para el diagnéstico y diferenciacion de las
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distintas cepas del virus de Newcastle.

La prueba de Reaccién en Cadena de la Polimerasa conocidas en inglés
por sus siglas PCR, es una metodologia rapida, sensible y altamente
especifica que puede ser usada para ratificar un resultado previo
obtenido de otra prueba, asi como una sospecha en el caso de animales
que presenten signos clinicos y un grado importante de mortalidad. Sin
embargo, no basta con demostrar que se ha aislado un virus de
Newcastle y que ha sido confirmado por PCR sino que también hay que
demostrar si el virus aislado es de alta o baja patogenicidad. En esta
publicacion se informa sobre el aislamiento de un virus de Newcastle,
realizado por el Laboratorio Seguridad (LSE) del Departamento
Diagnostico Veterinario del Laboratorio Nacional de Servicios
Veterinarios (LANASEVE).

Materiales y Métodos
Vigilancia epidemioldgica.

El 26 de octubre del 2007 ingresaron 6 hisopados los que se
identificaron con el protocolo D4533-07 y las muestras con los numeros
0999-07 hasta 1004-07, el cual correspondia a un muestreo rutinario de
aves sanas de una granja localizada en la provincia de Alajuela.

Aislamiento viral a partir de huevos embrionados.

Los 6 hisopados de este protocolo se identificaron una vez que
ingresaron al Laboratorio de Seguridad, posteriormente fueron
centrifugados a 1000 rpm (DYNAC, Clay Adans Brand. USA) por 10
minutos, a cada sobrenadante se le agreg6 de 1400 pl a 2800 pl de una
combinacién de antibidticos (12) los cuales fueron inoculados el 31 de
octubre de 2007 en huevos embrionados libres de patégenos especificos
de 10-11 dias de edad, (SPF- obtenidos en el Bioterio del SENASA).

Con cada hisopado se inocularon 3 huevos embrionados (procedimiento
realizado dentro de una cdmara de flujo laminar clase Il A). Cada
huevo fue limpiado en el area de la camara de aire con alcohol iodado al
70%. Luego de una puncidn, se inocularon 300 ul del hisopado con una
jeringa de 1 ml, adicionalmente, 100 pl fueron dispensados en un vial
con 2 ml de caldo infusion cerebro corazén y se dejaron a 37 °C por 24
horas como control de esterilidad del hisopado. Los huevos se
incubaron a 37 °C y se revisaron en el ovoscopio cada dia durante 5
dias. Se descartaron los embriones muertos dentro de las primeras

24 horas de haber sido inoculados. Se refrigeraron los embriones
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muertos del dia 2 al dia 5, al cabo de este periodo se dejaron los
embriones sobrevivientes en refrigeracion toda la noche. Al siguiente
dia se recolecté aproximadamente 1.5 ml del liquido amnio-alantoideo
(LAA) de cada uno de los huevos.

Prueba de Hemaglutinacion en placa (HA).

Los eritrocitos utilizados en la prueba de hemaglutinacion y de inhibicion
de la hemaglutinacion fueron obtenidos de aves seronegativas a la
enfermedad de Newcastle e Influenza Aviar, criadas y mantenidas en el
Bioterio del SENASA.

Se realizaron diluciones seriadas de 50 ul del LAA en 50 pl de PBS (un
total de 4 pozos de una placa de microtitulo), posteriormente se agrego
a cada pozo, 50 pl de globulos rojos de ave al 0.5%, la mezcla se
homogeniz6 con movimientos de rotacion durante 1 minuto. (Se
dejaron 5 pozos como control positivo, uno como control negativo y dos
para control de células), luego de una incubaciobn a temperatura
ambiente de 40 minutos se realizo la lectura. Los LAA que presentaban
HA, se montaron nuevamente por duplicado usando todos los pozos de
las placas.

Prueba de Inhibicion de la Hemaglutinacion (IHA) en placa.

Una vez que las muestras ingresaron al laboratorio, se procesaron
siguiendo la metodologia descrita previamente (13).

Las muestras venian con una titulacion hemoaglutinante de 1:2048 y se
ajusta para una concentracion de 16 unidades hemoaglutinantes UHA/
50ul (8UHA/ 25 ul), en, solucion bufferada fosfatos (PBS).

Se montdé la muestra por triplicado junto con los respectivos controles:
control negativo A, una hilera con la muestra en estudio enfrentada con
un Suero control normal, Control negativo B, se empled LAA recolectado
de huevos tipo SPF utilizados en su oportunidad como controles
negativos sin inocular, confirmados con reaccion Hemoaglutinante
negativa y almacenados a -80°C. Para el control positivo se utilizé una
hilera con antigeno de Newcastle de referencia (136-ADV) enfrentado
con el antisuero de referencia (433-ADV). Los controles fueron
comprados en el Laboratorio Nacional de Servicios Veterinarios, (NVSL),
Ames, lowa del USDA-APHIS.

Se dispensaron 25 pl del LAA reaccionante (16UHA/ 50 pl) en cada uno
de los pozos. Se adicionaron 25 pl del antisuero de Referencia de
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Newcastle en el primer pocillo y se realizaron diluciones seriadas a
través de siete pozos.

Se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente;
se adicionaron 50ul de suspensiéon de eritrocitos (GR) al 0.5% en cada
pozo. La lectura se realiz6 cuando los GR control sedimentaron en el
fondo del pozo, aproximadamente a los 20-30 minutos.

Iindice de Patogenicidad: Tiempo promedio de muerte
embrionaria.

El liguido alantoico infectivo es diluido en solucidon salina estéril se
toman las diluciones 107% a 107°. De cada dilucién, se inoculan 0.1mL en
la cavidad alantoica de cada uno de 5 huevos embrionados (libres de
antigeno especifico de 9-10 dias de edad) y se incuban a 37°C. Otros 5
huevos son inoculados con 0.1mL de cada dilucion (mantenidas a 4°C) 8
horas después y se dejan incubando a 37°C.

Cada huevo se examina dos veces al dia durante 7 dias y la fecha y hora
de muerte de cada embrién se apunta. La dosis letal minima es la
dilucion mas alta de virus que cause la muerte de todos los embriones
que fueron inoculados con esa muestra.

El tiempo medio de muerte (Mean Death Time -MDT) es el tiempo medio
en horas para la dosis letal minima en matar todos los embriones
inoculados.

El MDT ha sido utilizado para clasificar cepas de NDV en velogénicas
(toman menos de 60 horas en matar); mesogénicas (toman entre 60-90
horas en matar); y lentogénicas (toman mas de 90 horas en matar).

Extraccién de acido nucleico.

Las vacunas Bl y La Sota liofilizadas se reconstituyeron, cada una, con
5 ml de agua destilada estéril y se extrajeron junto con el antigeno de
Newcastle NDV AG136 utilizado en la IHA, para ello se us6 un método
comercial por columnas y centrifugacién (NucleoSpin® Macherey-Nagel
Alemania).

Prueba PCR Newcastle Comercial.

Las muestras se retrotranscribieron y amplificaron utilizando un
protocolo de un PCR comercial (Genekam Biotechnology AG, Alemania)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se hizo una dilucion
1:100 del retrotranscripto y se realizé el PCR comercial para Newcastle.
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Retrotranscripciéon de las muestras extraidas.

Se agregd 1 pl de hexameros (300 ng/ ul), 2 pl DNtps (10 mM Sigma,
USA.), 4 pl de muestra extraida, posteriormente se incubé a 70 °C por
10 min, luego se puso en hielo, después de esto se agrego 1 ul de
Retrotranscriptasa RT (virus de leucemia murina Maloney, 200
unidades/ pl, Sigma USA.), 2 ul de Buffer de la RT, 0.5 ul del Inhibidor
de RNAsas (40 unidades/ul Roche, USA.) vy 6.5 pl de agua tratada con
DEPC para un total de 20 ul de reaccion. La reaccion se corrid en un
termociclador 2400 Eppendorff, con el siguiente esquema 42 °C por 60
min, 99 °C por 5 min.

Prueba PCR Newcastle adaptado por el LSE.

La metodologia de este PCR se adaptdé de un protocolo publicado por
Pang y colaboradores 2002 (14). Las muestras se amplificaron en un
termociclador GeneAmp PCR System 2400 de Perkin Elmer. La region
amplificada va de la posicion 148 nt a 457 nt del gen F del virus de
Newcastle tomando como referencia la secuencia EU330230.

Deteccion de productos amplificados

Tanto para el PCR comercial como para el adaptado se utilizaron geles
de agarosa al 2%. A cada muestra se le agreg6 2 pl de buffer de corrida
y se usO un marcador molecular de 100 a 1000 pb. Se cargaron 10 pl
de muestra a analizar por pozo y se corrieron a 120 v por 40 min

Tanto para el PCR comercial como para el PCR “adaptado” el tamafo del
amplicon debe ser de 320 pb

Purificacion de las bandas a partir de agarosa.

Las bandas positivas observadas en el PCR “adaptado” fueron
seccionadas del gel de agarosa y purificadas utilizando un kit de Qiagen
(EUA) siguiendo las indicaciones del fabricante.

Reaccidon de secuenciacion.

Se utilizaron los mismos iniciadores de la reaccion de PCR a una
concentracion de 1.6 uM, 2 pl de cada iniciador, 4 pl del ADN purificado,
4 ul de master mix Big Dye (Apply Biosystems, USA.), 2 ul Buffer
(Apply Biosystems, USA.), 8 ul agua, las muestras se corrieron en un
termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer), con el
siguiente programa 96 °C por 1 min y 25 ciclos de 96 °C por 10 seg, 50
°C por 5 seg, 60 °C por 4 min, se mantuvo a 4 °C, finalmente sey
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precipité el ADN usando EDTA y acetato de sodio 3 M y se realizé la
electroforesis en un secuenciador Genetic Analyzer 3130.

Analisis filogenético.

Una vez que se limpiaron las secuencias 1002-2 y La Sota se alinearon
usando el programa Bioedit (15), junto con otras secuencias obtenidas
de Genbank los numeros de acceso aparecen en la fig 3. El andlisis
filogenético se realiz6 usando el programa Mega (16), utilizando la
prueba de Neighbor-Joining, con un boostrap de 1000 réplicas.

Resultados

En el cuadro 1 se presenta la mortalidad observada en los embriones
pos inoculacion.

Tabla 1. Mortalidad de los embriones inoculados con hisopados de
muestras tragueales o cloacales.

Muestra Dias pos inoculacion

Hisopado 1 2 3 4 5 6

999 17-1"

1001 1-3 1-2 1-1

1002 1-1 1-3

1003 1-2 1-3

1004 1-3 1-1

1005 1-2 1-3

* cantidad de embriones muertos en ese protocolo
corresponde al nimero que se le di6 al huevo inoculado

Todos los huevos, excepto aquellos cuyos embriones murieron el dia 1
de inoculacion, fueron recolectados el 6 de noviembre de 2007. El 7 de
noviembre se realiz6 la prueba de hemoaglutinacion, solo en el LAA
recolectado del huevo 2 del hisopado 1002 se observd una reaccion de
hemoaglutinacion con un titulo preliminar 1:16. El 13 de noviembre se
paso6 una alicuota al laboratorio de Virologia donde se realizé la prueba
de inmunodifusion en agar para influenza, la cual di6 negativa el 14 de
noviembre. Ese mismo dia se repitio la prueba de hemoaglutinacién por
duplicado usando todos los pozos de la placa, el titulo alcanzado fue de
1:256. Con el resto del LAA del huevo 2 se inocularon 3 huevos para
un segundo pasaje el 14 de noviembre, el embriéon del huevo 3 murio el
primer dia (no se recolectd) y los dos restantes el dia 5, la recolecciéon
se realizd6 el 20 de noviembre, el 22 se hizo la prueba de
hemaglutinacion, titulo 1:16 y el siguiente dia se repitio la prueba en la
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placa completa por duplicado, el titulo fue de 1:2048. La cantidad de
LAA permitio esta vez hacer extraccion de acidos nucleicos para realizar
la prueba de PCR y se remitié parte del LAA al laboratorio de Virologia,
la muestra repitid6 negativa por inmunodifusibn en agar gel para
influenza aviar pero dio positiva la prueba IHA para la enfermedad de
Newcastle el dia 26 de noviembre. El titulo final obtenido fue mayor a
1:128, sin embargo, no fue posible obtener la titulacion final debido a la
poca existencia disponible de la muestra.

En la fig 1, se presenta el resultado del PCR comercial, se observa una
banda esperada (320 pb) en el carril 1, vacuna B1, carril 2, antigeno
NDV AG136, carril 3, muestra del LAA 1002-2 asi como en el 6, control
positivo de la prueba y carril 9, dilucion 1:1000 de la muestra extraida
del segundo pasaje. No se observdé amplificacion en los carriles 4,
control de reactivos (agua), 5 control negativo de la prueba o en los 7 y
8 resultado de la amplificacién de las diluciones 1:1000 de la vacuna
B1, y el antigeno NDV AG136 respectivamente.

1

Fig 1. PCR Newcastle comercial

Analisis molecular de una cepa de virus de Newcastle de origen vacunal aislada a partir de
un hisopado cloacal de aves sanas en Costa Rica
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n111109/111105.pdf




REDVET. Revista electronica de Veterinaria. ISSN: 1695-7504
2009 Vol. 10, N° 11

ATEATA00 LaSots
GTCAACATATACALCC TCATCCCAGAL AGGATC AATCATAGTTAAGLTCC TCCOGAATCT

o ol 1w I 4] T
TR @V € aatf &T AT A AC ET 0 aF CCEF a@alfi FAT S &aalf L A&TA BT T aAaasa@CT CLT §COC Haal Tl

]I VAL =~ ) I|IIl. J i W f f I||
Secuencia
Sentido 5

GCCCAAGGATAAGGAGHRCATG TGCGAAAGCLCCCCTIGGATGCATACAACAGGACATT

Tk A L = L L]
b bAT EFBEF €A AR F AT A ASDABBENTOERE Bhbddd EFEETTORATOE ATAG A AFADE A ATT

el & &% LB N af 40 Fp AFGAT T FAE g YA AT A R A D G R F 0 9 F0 af F08 T a1 & @8 & F a0 @ AaF af & a8 & @ 8

Secuencla
Antizentide
compleaments
mverga

CTOTOACTACATC TGGAGOOOGOGOALAL ADGOGLOLCTTATAGGLGLCATTA

LEH] L1 Ll L] L] A e

B dTALAAD LD CEOETNAFT ACAT CTE DA GO DR A0S 4 0DBDEE O CEFTATABDE B E AT ¥ A E.“.ﬂﬁ.

Sentido 5

]
AAE BB TE TR TN A TAEATE T RS AG B NS AR AN AL AR AT RO T Favas B 68 sy y . SCUCIE

Antisentido
camplemento

inversa
L A A AAA AW A ANAAA A Ananf A

TTEGCGETGTGGEGE TCT GGG TIGCAAC TGO C GO ACAAATAACAGLGGECEG E““F‘;‘l

an i wEw Tie s LL

TATTI P C A TTOT O OCT € TTE I ATT A C & a FTTOHBE CFF AT a4 4 T a © 40 § & ¢ O CA4A Q0 CETTTAET
N

i

I

Secusncia
Antizentide
complamenta
CAGCTCTGATAL AAGECAAAC AAAATGE TGCCAACATCCTOC Inversa
Eo = ol a L]
& & F &0 E® 8 E E el AR b FET® afF dfaap i € asad scssaifndg Tef@sac0FE E F
1! 1 ] I|I
Fig 2. Electroferograma de la secuencias sentido 5’ y antisentido 3’
10

Analisis molecular de una cepa de virus de Newcastle de origen vacunal aislada a partir de
un hisopado cloacal de aves sanas en Costa Rica
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n111109/111105.pdf




REDVET. Revista electronica de Veterinaria. ISSN: 1695-7504
2009 Vol. 10, N° 11

| EU239663 genotipo 2
AF309418 cepa B1
= muestra 1002 Lab Seguridad LAMASEVE
AVE4A5400 LaSota
4 LA SOTA VACUNA AMPLIFICADA |
DiQ452298 vacuna mesogemca

23407 genotipo 2

24703 genotipo 2

|0 4719 genotipo 2
249527

EF565036 GENOTIPO ZA

S8
—95|:E.F1 10539 GENOTIPO

M24692 genotipo 1

88
o3 DQ0ST3%4 genotipo 1

AFA58022 genotipo 9
o9 AFOTI1T2
AFA458009 genohpo 2
EF2Z01805

J'AYIWIBG genotipo 3
D4 39897 genotipo 3

WTF1995
AF525385 genotipo 4
L EU293914 genotipo 4
L M17710
100 — AFITEZ52 genotipo &
| AF378250 genotipo 3
AY131277

Evsazggn

oo AFS525388 genotipo 5
EF065652

ﬁ{— AFS20592

AY444501 6

1 E EF520716 genotipo 6b
28 ATEB0277F gentipo 6

L—— AF109885 genotipo b
AF525390 genohpo Ta
ANDZE0S5
2y AV 449497 genotrpo Ta
AF358786 genotpo Td

o3
—J: DO4E5256

oL

AYS62921 genotipo 1

ELJ140955
DO485261
DO B85274
AF364835 genotipo 7d
D4 39936 genotapo 7d
A F431744

o.02

Fig 3. Dendrograma de los diferentes genotipos del virus de Newcastle
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El electroferograma de la secuenciacion se muestra en la fig 2, tanto de
la secuencia sentido como antisentido (complementaria inversa) de la
muestra 1002-2 las cuales se analizaron con el programa DNASTAR
(USA) usando como patron la secuencia La Sota obtenida del Genbank
con el nimero de acceso AY845400. Es importante notar que en ciertas
regiones donde la secuencia no es nitida en uno de los sentidos la
secuencia es compensada en el otro sentido.

La muestra 1002-2 aislada en el
Laboratorio de  Seguridad del
Departamento Diagnostico
Veterinario del LANASEVE, se ubica
en el genotipo 2, junto con las cepas
vacunales Bl y La Sota tanto la
secuenciada como la obtenida del
Genbank asi como también la cepa
EU239663, no se observod diferencias
en la secuencia de nucledtidos en
estas secuencias con un valor
boostrap de 99. Dentro del
genotipo 2, pero en un nodo
diferente se observan otras
secuencias como Beaudette C vy
Texas G.B (ambas velogénicas),
separada de estas se encuentra la
cepa mesogénica DQ452298, fig 3.

Finalmente, en la figura 4, se
muestra la comparacion de los
dominios del sitio de corte del
precursor de la proteina F (112-
117). Las cepas lentogénicas del
dendrograma fig 3 de los genotipos
2 y 1 presentan la misma
composicion de aminoacidos que a
la cepa aislada en nuestro
laboratorio. La cepa AF309418 que
aparece en el dendrograma junto
con la cepa aislada 1002,
corresponde a la cepa vacunal
lentogénica Hitchner B1.

Fig 4.- Dominio del sitio de corte del
precursor de la proteina FO
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Debido a problemas de infraestructura, se decidio utilizar la prueba de
mortalidad promedio de huevos embrionados en vez del indice de
patogenicidad intracerebral. Después de inoculados los huevos se
determindé que la menor dilucion en la que murieron todos embriones
fue 10® y que el periodo en el que se logré el 100% de la mortalidad fue
mayor a 90 horas.

Discusion

Las cepas velogénicas de la enfermedad de Newcastle estan incluidas en
la lista de la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE), por lo que
su diagndstico debe ser notificado a este organismo, lo que conlleva a
realizar estrictas medidas cuarentenarias, el sacrificio inmediato de las
aves involucradas en el brote, asi como embargos comerciales (6). Por
esta razon la caracterizacion y posterior diferenciacion de este tipo de
cepas con respecto a las mesogénicas y lentogénicas es de suma
importancia.

Esta caracterizacion puede ser realizada con técnicas “in vivo” como el
indice de patogenicidad intracerebral (ICPIl) realizado en pollitos de un
dia de edad, el tiempo promedio de muerte de huevos embrionados
(MDT) libre de patégenos especificos y el indice de patogenicidad
intravenoso (IVPI) realizado en aves de 6 semanas de edad, ademas de
estas pruebas bioldogicas la OIE ha aceptado también el patron de
aminoéacidos derivado de la secuenciacion de nucledétidos en el sitio de
corte de la proteina F como criterio adicional de virulencia (15).

En este estudio se implementoé el criterio utilizando la técnica molecular
como metodologia valida para determinar el grado de virulencia de la
cepa aislada en el laboratorio, a partir de huevos embrionados SPF, y
se reforzé el criterio con la prueba MDT. Adicionalmente, se realizd un
analisis filogenético para establecer el posible origen de la cepa aislada.

El conocer los linajes o genotipos de cualquier agente infeccioso es muy
importante desde el punto de vista epidemioldgico, ya que permite
rastrear el origen de estos y asi tomar medidas de control para evitar
futuros brotes. Con respecto a Newcastle varias panzodtias se han dado
en el mundo correspondientes a los genotipos II, 111 y VI. En Japén, el
genotipo VIl esta empezando a desplazar al VI en aves domésticas (17).
En Costa Rica no tenemos cepas velogénicas circulando y se vacuna con
cepas lentogénicas. Aun no hemos generado estudios sobre la situacion
de posibles cepas lentogénicas en aves acuaticas las que segun la
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literatura podrian jugar un papel importante en la epidemiologia de VNC
en brotes en aves domésticas o industriales (18).

El virus de Newcastle afecta alrededor de unas 250 especies de aves,
siendo las aves acuaticas las mas resistentes, las cuales pueden ser
reservorios de la enfermedad (18). Nuestro pais al igual que el resto del
istmo Centroamericano es un corredor biolégico y poseemos gran
diversidad de aves y entre esa gran variedad tenemos especies que
podrian ser portadoras de la enfermedad (19), razén por la cual es
necesario estar constantemente muestreando las granjas industriales,
asi como los casos de denuncias de presencia de signos clinicos en aves
de traspatio y a nivel de laboratorio responder con un diagndstico
preciso en el menor tiempo posible.

Por esta razén se han desarrollado diferentes metodologias como: PCR
tiempo real para diferenciar entre cepas de alta y media patogenicidad,
sin embargo, este tipo de pruebas podrian no detectar todas las cepas
debido a mutaciones en los genes donde se unen los iniciadores o las
sondas (5). Los iniciadores usados en este estudio fueron seleccionados
de regiones bastante conservadas con muy pocos polimorfismos segun
se constaté cuando se compararon con secuencias de los diferentes
genotipos obtenidos del genbank.

A nivel molecular se han usado enzimas de restriccion que reconocen el
sitio de corte del gen F y que logren diferenciar entre cepas de baja o
alta patogenicidad (20). Sin embargo; la eficacia de este método
también estd sujeta a que no se den mutaciones en la secuencia de
nucledtidos, por lo que la secuenciacion del gen F sigue siendo la técnica
de eleccion para demostrar molecularmente el grado de virulencia de la
cepa aislada asi como la presencia de estas mutaciones.

Publicaciones previas han establecido que la secuenciacién del gen F o
en su defecto de regiones que van del nucledtido (nt) 47 al 420 nt o del
329 nt al 582 pueden ser usados para determinar relaciones
filogenéticas de cepas de Newcastle, seleccionando el fragmento de
nucledétidos de la regién variable 47 al 420 nt como el fragmento de
referencia o estandar para el genotipeo de las cepas de Newcastle (18,
21, 22).

En un estudio realizado en China en el que se aislaron 30 cepas de
brotes desde 1996 hasta el 2005 en el que se compararon estas 3
regiones, los autores concluyen que la secuenciacion del gen F completo
seria la mejor opcidon para realizar analisis filogenéticos (21). Asi mismo
sefalan, que la secuenciacion del sitio de corte de la proteina F no es
suficiente para caracterizar adecuadamente la patogenicidad de una

cepa del virus de Newcastle, por lo que deben de realizarse ademas
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ensayos “in vivo”. Otro estudio también realizado en China comparé
también 3 regiones del gen F que van del nt 47 al 420, 329 al 582, y del
47 | al708, a diferencia del estudio anterior estos autores sefialan que
estas 3 regiones pueden ser usadas para realizar analisis filogenéticos;
pero concuerdan en indicar que el sitio de corte no es suficiente para
caracterizar con precision la virulencia de la cepa (22, 23).

Segun el manual de pruebas diagnésticas y vacunas para los animales
terrestres de la OIE, en la definicibn de caso de enfermedad de
Newcastle, dada la extrema variacion de los signos clinicos y virulencia
observada por las cepas de este virus se decidid que para reportar un
brote de enfermedad de Newcastle, la cepa debe de cumplir con uno de
los siguientes criterios de virulencia:

Un indice de patogenicidad intracerebral mayor o igual a 0.7 o cumplir
con el patron de aminoacidos descrito anteriormente para cepas
mesogénicas o velogeénicas, si dicho patron no puede ser establecido
debe recurrirse al indice (ICPI).

Un aspecto importante que se debe recalcar es que a diferencia de los
estudios Chinos citados previamente en los que se sefiala la importancia
de caracterizar los aislamientos con el uso de pruebas bioldgicas, los
animales de donde provino la muestra 1002-2 eran aves de 15 semanas
que no presentaban ningun tipo de signo clinico. En el estudio de Qin et
al, las aves presentaron mortalidades que variaron de un 90% en
animales jovenes a menos de un 2% en aves de postura, en las que se
observd una caida en la produccion de huevos de un 90 a un 40% (21),
en el segundo estudio de Tan et al, la mortalidad fue de 71% en
palomas mensajeras, dos meses después se presentd un brote en pollos
con una mortalidad de un 97% (22),

Con respecto a las pruebas bioldgicas en el estudio de Qin et al, (21)
dos muestras caracterizadas por el ICPlI y por la secuencia de
aminoacidos como velogénicas, fueron catalogadas como lentogénicas
por el IVPlI (21), mientras que en un estudio realizado en Canada
durante un brote en Cormoranes, el ICPI clasific6 5 aislamientos como
mesogénicos (0.7- < 1.60) y 6 velogénicos (> 1.60), mientras que el
IVPI en estos mismos aislamientos fueron 9 lentogénicos (<1.40) y 2
velogénicos (> 1.60), (segun la clasificacion de ICPI e IVPI dada por
Qin, (21) mientras que todos los 15 aislamientos aislados en el brote en
Canada presentaron la secuencia RRQKR*F correspondiente a cepas
mesogénicas o velogenicas (24).

De estos resultados se desprende que estos indices tampoco presentan
una buena correspondencia entre si. Nosotros nos inclinamos por el

indice MDT por lo practico de la prueba ya que no requeria lidiar con
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los animales lo que representa: manejo adecuado e instalaciones con
un mayor grado de bioseguridad, el resultado del MDT apoyd los
resultados moleculares indicando que la cepa aislada correspondia a un
virus lentogénico.

Un método in vitro que podria diferenciar entre cepas de velogénicas de
lentogénicas es el uso de proteasas tales como tripsina la cual es
fundamental para que se formen placas en cultivos celulares infectados
con cepas lentogénicas, mientras que con cepas virulentas no es
necesario el uso de tripsina para que se formen dichas placas, sin
embargo; esta técnica también presenta sus excepciones (18) y no
esta avalada por la OIE. El uso de esta metodologia como el de ICPI
(sin el uso de controles de cepas velogénicas) podria ser implementada
y evaluada en nuestro laboratorio, siempre y cuando las condiciones de
infraestructura lo permitan, para realizar una mejor caracterizacion de
cualquier otra cepa que se logre aislar en un futuro

Con respecto a la validez del tamafo del fragmento para realizar analisis
de secuencias podemos sefalar que en el presente estudio, el
fragmento amplificado y secuenciado (320 pb) cubre un 73% de la
region nt 47 al 420 y se extiende 37 nt mas hacia el extremo 3 prima.
Otros autores han realizado estudios filogenéticos con fragmentos
incluso mas pequefios 252 pb del 282 nt al 535 nt (25).

El fragmento secuenciado aqui, pudo discriminar entre los diferentes
genotipos del virus de Newcastle segun los resultados obtenidos en la fig
3, indicando que la cepa aislada pertenece al genotipo Il del virus de
Newcastle y lo que es mas importante fue capaz de diferenciar entre las
cepas lentogénicas y velogénicas dentro de este genotipo; no obstante,
no permitié diferenciar entre las cepas B1l, la Sota, la secuencia
EU23966I y la cepa aislada en el LANASEVE.

Comparando el fragmento que va del nt 47 al 146 del gen F (el cual no
es abarcado por la regiéon amplificada en este estudio), en estas mismas
secuencias obtenidas del genbank, (excepto la 1002-2 ) la cepa Bl se
diferencia de la Sota por 4 nucleotidos y la Sota presenta un nucledtido
de diferencia cuando se compara con la secuencia EU23966 (datos no
mostrados).

En conclusion debido al aislamiento de una cepa del virus de Newcastle
a partir de hisopados cloacales realizada en el LANASEVE, se
implementaron metodologias moleculares y biolégicas como el indice
MDT, para caracterizar esta cepa demostrandose que el aislamiento
1002-07 correspondié a una cepa lentogénica vacunal, ubicada dentro

16
Analisis molecular de una cepa de virus de Newcastle de origen vacunal aislada a partir de

un hisopado cloacal de aves sanas en Costa Rica
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n111109/111105.pdf




REDVET. Revista electronica de Veterinaria. ISSN: 1695-7504
2009 Vol. 10, N° 11

del genotipo 2, y que dichas metodologias son herramientas valiosas
para la caracterizacion de cepas de Newcastle en futuros estudios.
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