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Resumen

La enfermedad de Newcastle es causada por el serotipo 1 de los
paramixovirus aviares que pertenece al género Avulavirus de la subfamilia
Paramyxovirinae, familia Paramyxoviridae. Incluida por la OIE en la lista de
enfermedades de declaracion obligatoria debido a que se considera la principal
amenaza para la avicultura mundial por las graves pérdidas econémicas que
produce principalmente en el pollo. Los animales afectados pueden presentar
desde una enfermedad inaparente hasta un cuadro clinico fulminante. Los
signos clinicos y las lesiones patoldgicas por si solos sugieren la presencia de
la enfermedad pero no son patonogmodnicos y requieren del aislamiento o la
demostracion directa de la presencia del virus y posterior caracterizacion
patogénica como diagndéstico confirmativo. La serologia se utiliza
fundamentalmente en la evaluacién de programas de vacunacion y en la
vigilancia epizootioldégica en zonas de riesgo. En el control de la enfermedad
se utiliza la combinacion de medidas de bioseguridad junto con la aplicacion
de vacunas vivas e inactivadas que protegen a las aves de la enfermedad
clinica severa y disminuyen la excrecion viral.
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Abstract

Newcastle disease is caused by avian paramyxovirus type 1 of the genus
Avulavirus belonging to subfamily Paramyxovirinae, family Paramyxoviridae,
include in the OIE list of diseases of obligatory declaration. This disease is
considered the main threat to poultry industry worldwide due to the serious
economic losses produced mainly in chickens. The affected animals main show
from a non-apparent disease to a fulminant clinical picture. The clinical signs
and the pathological lesions suggest the disease but as they are not
pathognomonic, the virus isolation or the direct demonstration of the virus
and further pathogenic characterization are required as confirmative
diagnostic. Serologic is mainly used for the evaluation of vaccination programs
and the epidemiological surveillance in risk zones. For the control of the
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disease a combination of biosafety measures together with the vaccination
using live or inactivated vaccines is used for protecting poultry from severe
clinical disease and diminishing viral excretion.

Key Words: Newcasttle disease, diagnostic, control

Introduccién

El desarrollo de la industria avicola como fuente de produccion de alimentos
constituye una de las principales actividades realizadas por el hombre a nivel
mundial debido a que cuenta con un ciclo corto de explotacién, buena
conversion y permite disponer de huevo y carne. Sin embargo, esta
produccion esta seriamente amenazada por la ocurrencia de enfermedades
infecciosas, entre las que se encuentra la enfermedad de Newcastle (EN) en
su forma virulenta (Alexander, 2001), que ocasiona graves pérdidas
economicas.

La EN se reporté por primera vez en 1926 y a partir de este momento se
disemind por todo el mundo siendo actualmente endémica en muchos paises
(OIE, 2008). Es causada por el paramixovirus aviar tipo 1 (APMV-1) que
afecta mas de 200 especies de aves, incluido el pollo (Alexander, 1997;
Grunid y col., 2002; Kapczynski y Tumpey, 2003). Este virus (APMV-1) junto
con otros ocho serotipos de paramixovirus aviares conforman el género
Avulavirus de la familia Paramyxoviridae (Mayo, 2002).

El curso de la enfermedad en las aves puede variar desde forma subclinica
hasta moderado a severo con alta mortalidad dependiendo principalmente de
la virulencia de la cepa circulante y de la susceptibilidad de la especie
infectada (Alexander, 2001 y 2003). En su forma severa esta reconocida como
la principal amenaza para la avicultura mundial, por las considerables
pérdidas econdmicas asociadas tanto a la alta mortalidad, al sacrificio
sanitario que se realiza para evitar una mayor diseminacion de la enfermedad,
asi como, por las restricciones en el comercio de aves y productos avicolas
desde y hacia la region afectada. Por su gravedad forma parte de la lista de
enfermedades de notificacion obligatoria de la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE, 2004).

El método de control de esta enfermedad se basa, fundamentalmente, en el
cumplimiento de un riguroso programa de bioseguridad unido a la aplicacion
de esquemas de vacunacién que incluyen tanto a la progenie como a las
reproductoras (Alexander, 1997; Czegledi y col., 2003).

El diagnostico de la EN sobre las base de los signos clinicos y alteraciones
patoldgicas sblo es presuntivo por lo que es necesario, para su confirmacion,
realizar el diagnéstico de Ilaboratorio, que involucra tanto las técnicas
virolégicas convencionales como las técnicas moleculares. El diagndstico
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seroldgico se utiliza fundamentalmente en la evaluacion de los programas de
vacunacion y en la vigilancia epizootiolégica en aves centinelas ubicadas en
zonas de riesgo.

En Cuba la enfermedad fue descrita por primera vez por Pérez (1953) e
incidid indistintamente en las crianzas especializadas como en las de patios
particulares en todo el pais. En 1962 se producen brotes de la enfermedad y
se introduce la vacunacion con vacuna inactivada, la cual no impidié la
presentacion de un brote en 1973. Esto motivo la introduccion de la vacuna
viva a principios del afio 1980 y llevar a la practica una nueva estrategia de
inmunizacion que incluia la vacunacion de toda la poblacion avicola comercial,
evaluacion de la efectividad de la vacunacion mediante el monitoreo
seroldgico de las aves vacunadas y el estudio de anticuerpos de las aves en
zonas de riesgo con lo cual la enfermedad se ha mantenido bajo control,
Viamontes, 1984; Lemes, 1990 y Viamontes, 2003).

Objetivo

El presente trabajo tiene como objetivo hacer una compilacion de parte de los
conocimientos publicados hasta el momento sobre esta enfermedad, asi
como, su agente etioldgico, bases moleculares de la patogenicidad, entre
otros aspectos de interés con particular énfasis en el diagndéstico y control.

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.

Sin embargo, existian reportes de brotes de una enfermedad similar en Corea
en 1924 y en Europa Central antes de 1926 (Alexander, 2001). Aunque se
desconocia el agente causal, Doyle (1927) pudo establecer la diferenciacion
con la peste aviar mediante el empleo de pruebas de inmunidad y el virus
recibié el nombre de virus de la enfermedad de Newcastle por el lugar donde
se aislo.

Posteriormente, la enfermedad se difundié con rapidez a Filipinas, China,
Japén, Corea, Australia, Espafia y parte de Africa. En 1935, llega a la costa
norteamericana del Pacifico y después de 1940 se difunde al resto de Ameérica,
Egipto y todos los paises de Europa (Schmidt, 1988). A partir de este
momento se notifica la presencia de brotes de la enfermedad en todos los
continentes excepto Oceania (Alexander, 1997; Aldous y Alexander, 2001).

Se considera que se han presentado cuatro o mas panzootias de la

enfermedad (Alexander, 2001; Abolnik y col., 2004). La primera, abarco

desde el brote inicial en 1926 hasta cerca de los afos 60, y se origindé en el

sudeste asiatico con una lenta diseminacidon hacia Europa. La segunda, a

diferencia de la primera, tuvo una rapida diseminacion y comenzo a finales de
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los afios 60 hasta el afio 1973. La difusion mas rapida de la enfermedad en
estos afnos estuvo influenciada por el mayor desarrollo de la industria avicola,
con un considerable aumento en el comercio internacional (Alexander, 1997).
El virus responsable de esta panzootia estuvo asociado con la importacion de
psitacidas (Walker y col., 1973; Francis, 1973), la cual provoco6 el desarrollo
de vacunas y medidas para la proteccion de la industria avicola, entre las
cuales se incluian nuevas regulaciones para la importacion de aves exdticas
(Alexander, 1997).

La tercera panzootia se inicid a finales de los afios 70 en el medio Oriente. La
especie de ave inicialmente afectada fue la paloma doméstica, que no habia
sido considerada importante en la epizootiologia de la enfermedad, lo que
posibilité una rapida diseminacion de la EN a Europa y otras partes del mundo
debido al contacto entre aves de competencia y ornamentales y al gran
comercio internacional con tales aves (Biancifiori y Fioroni, 1983; Alexander,
1997). La diseminacion de la enfermedad a los pollos produjo en Europa
numerosos brotes como resultado de la comida contaminada por heces de
palomas infectadas (Alexander y col., 1985a).

En la actualidad, se reconoce gue la enfermedad se mantiene controlada, pero
de forma enzodtica en esta especie, en muchos de los paises afectados
(Barbezange y Jestin, 2003a).

Desde finales del afio 1996 hasta la actualidad se han presentado numerosos
brotes de la enfermedad en diversas partes del mundo, que segun varios
autores (Cueto y col., 2001; Alexander 2001; Abolnik y col., 2004; FAO,
2004), constituyen elementos suficientes para que se les 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 (Kirkland,
2000; Westbury, 2001). En el continente americano durante el dltimo 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 (Senne, 2003; Pedersen y col., 2004; HandiStatus Il,
2004; Toro y col., 2005).

Distribucion geografica

El amplio uso de la vacunacién para el control de la EN constituye una
evidencia 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 esta ampliamente
diseminada en muchos paises de Asia, Africa y América; solo algunos paises
de Oceania parecen estar relativamente libres de la misma (Alexander, 1997;
Aldous y Alexander, 2001; FAO, 2004).
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Actualmente se reporta en el continente euroasiatico, africano, americano,
australiano (Nolou, 2003; Abolnik y col., 2004; Pedersen y col., 2004) 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.

Importancia econdmica

Su importancia econdmica radica en ser una de las enfermedades, en su
forma patdgena, mas importante y devastadora que afecta al pollo. La
magnitud de este problema a nivel mundial varia debido a la presentacion de
brotes recurrentes de la EN caracterizados por alta mortalidad y otros donde
solo se observan infecciones respiratorias ligeras o en algunos casos sin
evidencias clinicas de enfermedad (Alexander, 2003).

Debido a su importancia en el mercado avicola internacional por los brotes
que pueden afectar el comercio, la OIE (1999) cambidé la definicion de la
enfermedad que ahora incluye en su reporte infecciones por virus de
moderada y de alta virulencia, mientras que la definicion anterior solo incluia
las infecciones por cepas altamente patdgenas (King, 2004).

Agente etioldgico

El virus de la enfermedad de Newcastle (VEN) esta situado dentro del género
Avulavirus subfamilia Paramyxovirinae, familia Paramyxoviridae, orden
Mononegavirales, (Li y col., 2005; Van Regenmortel y col., 2005).

Los virus que pertenecen a esta familia son envueltos y pleomorficos.
Generalmente, 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. El peso molecular de la
particula es de 500 x 106 daltons, con una densidad en gradiente de sacarosa
de 1.18-1.20g/mL (Alexander, 1997). La capsida tiene simetria helicoidal y el
genoma es acido ribonucleico (ARN), no segmentado, de simple cadena y
polaridad negativa (Westover y Hughes, 2001; Pedersen y col., 2004).

Los Paramyxovirus aislados de las aves (APMV) han sido clasificados por
inhibiciéon de la hemaglutinaciéon (IHA) en 9 serotipos, designados APMV-1
hasta el APMV-9. El 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 (Alexander, 1997; King, 2004). Sin
embargo, el Paramyxovirus tipo 1 que afecta a las palomas (PPMV) se
diferencia antigénicamente de los APMV-1 clasicos por tener un patron
caracteristico de reaccion frente a anticuerpos monoclonales (Alexander y col.,
1984, Duchatel y Vindevogel, 1986; Lana y col., 1988), lo que lo identifica
como variante antigénica de APMV-1.
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Organizacion del genoma viral

El ARN de aproximadamente 15 186 nucleétidos (de Leeuw y Peeters, 1999;
Romer-Oberdorfer y col., 1999) tiene 6 genes, NP, P, M, F, HN, L, en el orden
37-5"7, 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)
(Huang y col., 2003; Mebatsion y col., 2003).

El gen L tiene 6 regiones altamente conservadas consideradas esenciales para
la actividad enzimatica de la polimerasa (Poch y col., 1990), es el mas
conservado de los genes virales (Locke y col., 2000; Seal y col., 2000) y es el
ultimo 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 (Wise y col., 2004).

La nucleoproteina (NP), codificada por el gen NP, (Errington y Emmerson,
1997), es esencial para la replicaciéon viral y las diferencias encontradas entre
las proteinas NP de distintos aislados del virus pudieran tener un papel
importante en la virulencia individual de las cepas (Seal y col., 2002). Este
gen es bien conservado dentro de todos los APMV-1 (Krishnamurthy y Samal,
1998) y es el primero y que mas se transcribe durante el ciclo de
multiplicacion viral (Longhi y Canard, 1999). Su proteina es la que se
encuentra en mayor cantidad en la particula viral y estd estrechamente
asociada con el ARN gendmico formando la nucleocapsida (Seal y col., 2002;
Kho y col., 2003; Wise y col., 2004). Asimismo, también estan asociadas a la
NP, la proteina fosforilada (P), y la ARN polimerasa ARN dependiente (L) y
juntas forman la ribonucleoproteina (Nagai y Kato, 1999; Huang y col., 2003).
A partir del gen P por el uso alternativo de diferentes marcos de lectura, el
VEN transcribe tres ARN mensajeros (ARNmM) que codifican para la proteinas
P, V.y W (Murphy y col., 1999; Mebatsion y col., 2003). La versatilidad
funcional de las proteinas V y W han sido investigadas recientemente y se ha
demostrado su participacion en la transcripcion, sintesis, ensamblaje y
propagacion viral (Uakan y col., 2000; Barou y Barrett, 2000). También se ha
confirmado que la proteina V es indispensable para la replicaciéon viral y esta
relacionada con la patogenicidad debido a que afecta la respuesta del
interferéon y apoptosis en la célula infectada (Peeters y col., 1999; Mebatsion y
col., 2001; Mebatsion y col., 2003). Ademas, sus niveles de expresion estan
directamente relacionados con la virulencia del VEN para el embrion de pollo
(Romer-Oberdorfer y col., 2003) 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 interfer6n es especie
especifica (Park y col., 2003, 2003a).

Las proteinas HN y F estan expuestas como protuberancias en la superficie de
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la envoltura del virién y son esenciales para iniciar la infeccion viral. La HN es
la mas grande de las moléculas glucoproteicas y tiene actividad
hemaglutinante y de elusién (Scheid y Chopping, 1973; Murphy y col., 1999).
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 acido sialico de la progenie viral para prevenir
la aglutinacion de las mismas y desempefia un papel importante en la
patogenicidad de este virus (Huang y col., 2004).

Estudios realizados en la secuencia de nucledtidos del gen de la HN de
diferentes aislados del VEN demostraron que pueden producirse tres
genotipos diferentes de HN de acuerdo a la posiciéon 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 aminoéacidos. Mientras
que la proteina de 616 aminoacidos se sintetiza como un precursor que
necesita para activarse biolégicamente de un procesamiento proteolitico, las
de 577 o 571 aminoacidos no requieren ser segmentados para ser funcionales
y estan presentes en la mayoria de las cepas del VEN, incluyendo cepas
lentogénicas, mesogeénicas y velogénicas. Sin embargo, resulta interesante
destacar que la HN de 571 aminoéacidos se ha encontrado solamente en las
cepas velogénicas (Romer-Oberdorfer y col., 2003).

La proteina F es la responsable de la fusion de las membranas celulares y
virales durante la penetracién (Shengging y col., 2002, Morrison, 2003). Esta
proteina es el principal determinante de la patogenicidad del VEN (Collins y
col., 1993; Peeters y col., 1999), 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 (Hernandez y col., 1996; Morrison, 2003).

Propiedades bioldgicas

La infectividad del virus puede ser eliminada por tratamientos fisicos y
quimicos tales como el calor, radiaciones, procesos de oxidacion, efectos de
pH, solventes lipidicos y varios compuestos quimicos. La velocidad a la cual es
destruida la misma depende de la cepa de virus, el tiempo de exposicion,
concentracion viral, la naturaleza del medio de suspensién y las interacciones
entre los tratamientos (Alexander, 1997).

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 (Kouwenhoven, 1993).

7 de 30



Sitio Argentino de Produccién Animal

Varias actividades bioldgicas estan asociadas con los paramyxovirus, pero las
principales y que caracterizan a este virus se relacionan con:

Actividad de Hemaglutinacion: La capacidad del VEN de aglutinar
eritrocitos es debida a la unidon de la proteina HN a los receptores presentes
en la superficie de los mismos. Esta propiedad y la inhibicion especifica de la
misma por antisueros constituyen una poderosa herramienta para el
diagndstico de la enfermedad. Las cepas del VEN aglutinan glébulos rojos de
pollos pero también de otras aves, de reptiles, anfibios, ratdon, curiel y
humanos. Ademas algunas cepas aglutinan asimismo, eritrocitos de bovinos,
ovinos, caprinos, porcino y equinos (Kouwenhoven, 1993; Alexander, 1997).

Actividad de Neuraminidasa: Es producida por el mucopolisacarido N-
acetyl neuraminico presente en las particulas del VEN. Después de la union 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 cepas del VEN, por lo tanto no son
de interés en el diagnéstico seroldégico (Kouwenhoven, 1993; Alexander,
1997).

El tiempo de elusion de las particulas virales a 4°C o 37°C y la destruccion de
la actividad hemoaglutinante a 56°C son utilizadas en la caracterizacion de las
cepas y son reconocidas como marcadores fenotipicos del VEN, que no estan
relacionadas con la patogenicidad o virulencia de las cepas (Hanson y
Spalatin, 1978; Kouwenhoven, 1993).

Hemalisis y fusion celular: El VEN puede causar la hemdlisis de eritrocitos
aviares y mamiferos y aunque esta caracteristica no se usa en el diagnadstico
puede ser empleada para diferenciar aislados virulentos y avirulentos (Nagai y
col., 1976; Kouwenhoven, 1993). También puede producir la fusiéon de varias
células y resultar en la formacion de sincitios o células gigantes (Alexander,
1997).

Multiplicacion viral

La replicacion del virus ocurre completamente en el citoplasma. Luego de la
unién del virus a la célula por medio de los receptores glicolipidicos, se
produce la fusion de las membranas virales y celulares a pH fisiologico y la
nucleocapsida 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 actuan como ARN mensajeros y utilizan los mecanismos celulares para la
produccion de proteinas virales. Al mismo tiempo, se sintetiza un ARN
completo de polaridad positiva que sirve como molde para la replicacion del
genoma viral de polaridad negativa que se asocia con la nucleoproteina y la
transcriptasa para formar la nucleocdpsida. La maduraciéon del virion involucra
en primer lugar la incorporacion en la membrana de la célula hospedero de las
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proteinas virales de la envoltura sintetizadas, seguido de la asociacion de la
proteina M y otras proteinas no glicosiladas con la membrana celular
modificada. Posteriormente, se ubica la nucleocapsida bajo la proteina M y
ocurre la formacion y liberacion de los viriones maduros por exocitosis
(Alexander, 1997; Murphy y col., 1999).

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 embrién y producen mortalidad en
corto tiempo, mientras que las cepas avirulentas no provocan mortalidad y si
la producen, ocurre en un lapso mayor de tiempo después de la inoculacion.
No obstante, este comportamiento puede variar en funciéon 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 embrién de pollo estda directamente relacionado con su
patogenicidad para el pollo (Kouwenhoven, 1993; Alexander, 1997).

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 (Alexander, 1997). La replicacion en cultivos celulares esta
relacionada con la virulencia de las cepas para los pollos (Hernandez y col.,
1996; Li y col., 1998; Murphy y col., 1999; Morrison, 2003) y el efecto
citopéatico (ECP) se caracteriza por la formacion de sincitios, y la presencia de
cuerpos de inclusién citoplasmaticos produciendo finalmente lisis celular. La
formacién de placas en cultivos de fibroblastos de embrién de pollo (FEP) es
caracteristico de las cepas velogénicas. Las cepas mesogénicas y lentogénicas
forman placas solo cuando iones magnesio y DEAE o tripsina son afadidos al
medio (Alexander, 1997).

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 (Huang y col., 2003). La influencia de la especie hospedero en la
infeccion viral puede ser también marcada, por ejemplo, cepas de virus que
provocan enfermedad severa en pollos y pavos pueden causar signos leves de
enfermedad en patos y gansos (Alexander, 1998).

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 jévenes sufren la enfermedad mas aguda
(Alexander, 1997). Las aves infectadas por las vias naturales (nasal, ocular y
oral) desarrollan la infeccion respiratoria (Beard y Easterday, 1967), mientras
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que la infeccibn por las vias intramuscular, intravenosa e intracerebral
favorece la presencia de signos neuroldgicos (Beard y Hanson, 1984).

De acuerdo con los signos clinicos que los aislados del VEN producen en los
pollos, estos se clasifican en (OIE, 2008):

Velogénica viscerotrépica (ENVV): forma de la enfermedad altamente
patdégena en la cual predominan las lesiones hemorragicas intestinales.

Velogénica neurotréopica (ENVN): forma de la enfermedad que se
presenta con alta mortalidad, en la cual predominan los signos nerviosos y
respiratorios.

Mesogénicas: forma de la enfermedad que se presenta con signos
respiratorios, signos nerviosos ocasionales y baja mortalidad.

Lentogénica o respiratoria: forma que se presenta con una infeccién
respiratoria media o subclinica.

Entérica asintomatica: Forma que se presenta generalmente como una
infeccion entérica subclinica.

La determinacion de la virulencia de los aislados del VEN, segun la actual
definicion de la enfermedad por la OIE (2008), se realiza tanto por la
secuenciacion nucleotidica y deduccion 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 recomienda realizar ambas pruebas
pues se ha visto que aislados del VEN procedentes de otras especies de aves,
como la paloma, muestran resultados discordantes cuando se les realiza la
caracterizacion patogénica (King, 1996; Kommers y col., 2001, 2003, OIE,
2008).

La prueba in vivo recomendada es el indice de patogenicidad intracerebral
(IPIC) en pollitos de 1 dia de edad (OIE, 2008). Sin embargo, otras pruebas
como el tiempo promedio de muerte embrionaria (TPM), y el indice de
patogenicidad intravenoso (IP1V) en pollos de 6-8 semanas de edad también
son empleadas (Alexander, 1998; OIE, 2004). Estas pruebas de acuerdo con
sus resultados (tabla 1) permiten clasificar las cepas o aislados en cepas
asintomaticas, cepas de baja virulencia conocidas como lentogénicas, cepas
de virulencia intermedia, conocidas como mesdégenicas y las cepas altamente
virulentas denominadas velogénicas, que a su vez se dividen en viscerotrépica
neurotropica (Alexander, 1997, 1998; Panda y col., 2004).

Tabla 1. Patotipos e indices |[Rango de indices

patogenicidad por pruebas Patotip TPM (horas) | IPIC IPIV
Velogénico Menor de 60 |1.5- 2.0 2.0-3.0
Mesogénico 60-90 1.0- 1.5 0.0-0.5
Lentogénico Mayor de 90 | 0.2-0.5

Asintomatica Mayor de 90 | 0.0-0.2
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Algunas modificaciones de estas pruebas (IPIV) han sido realizadas con
propositos especificos, como la inoculacion intracloacal en pollos de 6-8
semanas de edad para diferenciar cepas velogénicas viscerotrépicas de otras
velogénicas. Ademas otra prueba de laboratorio, como la formacién de placas
en fibroblastos de embrion de pollo en ausencia y presencia de tripsina,
también es utilizada en la determinacion de la virulencia de los aislados del
VEN (Alexander, 1997,1998).

Bases moleculares de la patogenicidad

Las bases moleculares de la patogenicidad del VEN esta determinada
principalmente por la secuencia de aminoacidos presente en la region 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
definicion de la enfermedad (OIE, 2008). Esta proteina durante la replicacion
es sintetizada como un precursor FO, que es activado por un procesamiento
proteolitico post-transcripcional entre los aminoacidos 116 y 117, dando lugar
a los fragmentos F1 y F2 para que la progenie viral sea infecciosa (Gould y
col., 2001; Zhao y Peeters, 2003; Romer-Oberddrfer y col., 2003).

Las cepas velogénicas y mesogenicas tienen alrededor de la glutamina en la
posicion 114 multiples aminoacidos basicos (al menos 3 residuos de arginina o
lisina entre las posiciones 113 y 116) en el extremo carboxilo de la proteina
F2 y un residuo de fenilalanina en el extremo amino de la proteina F1. Esta
estructura en el sitio de escision de la proteina FO es el sustrato de la furina,
una proteasa intracelular presente en la mayoria de las células del hospedero
(Gotoh y col., 1992) que posibilita que el virus se multiplique en diversos
6rganos y produzca una infeccidon sistémica fatal (Meulemans y col., 2002;
Romer-Oberdorfer y col., 2003; Morrison, 2003; Panda y col., 2004).

Excepciones en las secuencias de aminoacidos reportadas para este sitio en
aislados virulentos han sido reportadas para aislados de palomas que
muestran las secuencias de aminoacidos 112GRQKRF117 y 112RRKKRF117 en
el sitio de escision de la proteina F (Collins y col., 1994; Werner y col., 1999;
Huovilainen, 2001). La primera de estas secuencias fue encontrada en los
aislados de paloma que produjeron la panzootia de la década del 80 y
estudios realizados por Fujii y col. (1999) demostraron que el residuo de
arginina (R) de la posicion 112 solo es requerido para alcanzar un maximo de
eficiencia en el procesamiento proteolitico de esta proteina por la proteasa de
la célula hospedero.

Estudios posteriores efectuados por Meulemans y col. (2002) acerca de la
evoluciéon de PPMV demostraron que la region del péptido conectante de la
proteina F es asequible a la ocurrencia de mutaciones debido en primer lugar,
a que el residuo de glicina presente en la posicion 112 de los aislados de los
afnos 80 (112GRQKRF117) habia sido sustituida por una arginina (R) para los
aislados de principios de los afios 90 (112RRQKRF117) y en segundo lugar, la
simultanea sustitucion de la glutamina (Q) de la posicion 114 por una arginina
11
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(R) o lisina (K), dando lugar a la presencia de cinco aminoacidos basicos en
este sitio (112RRKKRF117), lo cual no es comun y que también ha sido
reportado para algunos aislados de pollos (Oberdorfer y Werner, 1998;
Herczeg y col., 1999).

Por el contrario, las cepas lentogénicas tienen en este sitio dos aminoacidos
basicos en las posiciones 113 y 116 del extremo carboxilo de la proteina F2 y
una leucina en la posicion 117 en el extremo amino de la proteina F1. Las
cepas que tienen esta secuencia de aminoacidos en el sitio de escision de la
proteina FO solamente son escindidas por enzimas extracelulares similares a
la tripsina, presentes solo en el tracto respiratorio e intestinal, resultando en
una infeccion localizada (Shengging y col., 2002; Meulemans y col., 2002;
Morrison, 2003; Otim y col., 2004).

Caracteristicas de la enfermedad

El periodo de incubacion de la enfermedad oscila de 2 a 15 dias con un
promedio entre 5 a 6 dias. Entre los signos clinicos que pueden estar
asociados con la enfermedad se encuentran problemas respiratorios,
circulatorios, gastrointestinales y nerviosos. El predominio de determinadas
manifestaciones clinicas depende de la edad y estado inmune del hospedero
asi como del tropismo y virulencia de la cepa actuante (Alexander, 1997;
Murphy y col., 1999). 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 inflamacion del buche, presencia de mucus
espumoso y secrecion fibrinosa en la faringe y diarrea verde-amarilla. Los
signos nerviosos se expresan por pardlisis de alas y patas, torticolis, ataxia o
movimientos circulares y convulsiones. En ponedoras ocurre una dréastica
disminucion de la produccion de huevos junto con despigmentacion y pérdida
de la cascara y una reduccion en la calidad de la albumina (Murphy y col.,
1999).

Con cepas de virus muy virulentas la enfermedad puede aparecer subitamente
con alta mortalidad, precedida por lesiones hemorragicas, signos respiratorios
0 nerviosos, 0 en ausencia de signos clinicos (Alexander, 1997; Romer-
Oberdorfer y col., 2003). 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
postracion y la muerte. También puede causar edema alrededor de los ojos y
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, paralisis de patas y alas y opistotonos. La mortalidad
frecuentemente alcanza el 100% en poblaciones de pollos susceptibles
(Alexander, 1997).

La enfermedad velogénica neurotropica, reportada principalmente en los

Estados Unidos, se presenta con la aparicion brusca de enfermedad
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respiratoria severa seguida en los dos dias posteriores por la aparicion de
signos neuroldgicos, una drastica disminucion de la postura pero sin la
presencia de diarrea generalmente. La morbilidad puede llegar al 100% pero
la mortalidad es baja, aunque ha sido reportada hasta un 50% en aves
adultas y un 90% en aves jovenes (Alexander, 1997).

Las cepas mesogénicas del VEN generalmente causan enfermedad respiratoria
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
condiciones exacerbantes (Alexander, 1997).

Las cepas lentogénicas pueden causar una infeccion media o subclinica en el
tracto respiratorio o infecciones entéricas (Berinstein y col., 2001). En aves
jovenes susceptibles se pueden presentar serios problemas respiratorios con
mortalidad cuando se producen infecciones mixtas (Alexander, 1997).

Patogénesis e Inmunidad

Inicialmente el virus se replica en las mucosas del tracto respiratorio e
intestinal. La diseminacion de la infeccion en la traquea 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
rinones, pulmones, bazo y la bolsa de Fabricio y las velogénicas se encuentran
dentro de las 12-24 horas posinfeccion (pi) en practicamente todos los
tejidos, con altos titulos en el timo y mas bajos en los musculos y el cerebro
(Kouwenhoven, 1993, Murphy y col., 1999)

Después de la multiplicacion inicial en el sitio de entrada, las cepas
velogénicas se difunden por viremia al bazo, higado, rifiones y pulmones
donde se interrumpe la multiplicacion por 12-24 horas hasta las 36 horas pi y
los titulos virales disminuyen. El virus infecta el cerebro antes de que circulen
cantidades suficientes de anticuerpos y después que la multiplicacion en los
tejidos no nerviosos ha cesado (alrededor de las 60 horas pi) y las aves estan
moribundas (Kouwenhoven, 1993). Durante la segunda multiplicacion,
después de la interrupcion, el virus es nuevamente liberado al flujo
sanguineo, lo cual estd asociado con la aparicion de los signos generales de la
enfermedad y la excrecién de virus. En algunas cepas de virus que afectan
rapidamente 6rganos vitales como el riidn y el higado, las aves pueden morir
antes que los signos sean evidentes (Kouwenhoven, 1993).

La secuencia en la cual son infectados los tejidos explica porque los signos
nerviosos aparecen después de la presencia de los signos respiratorios,

intestinales y generales de la enfermedad. Sin embargo, en las cepas
velogénicas neurotropicas el virus puede estar presente al mismo tiempo en el
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sistema nervioso central y en el tracto intestinal y respiratorio (Kouwenhoven,
1993).

La respuesta inmune inicial a la infeccion con el VEN es mediada por células y
puede ser detectada tan temprano como 2-3 dias posvacunacion con vacuna
viva (Timms y Alexander, 1977) lo que explica la temprana proteccion a la
confrontacibn observada en aves vacunadas antes de que puedan ser
detectados anticuerpos (Gough y Alexander, 1973) y evidencia la importancia
de esta inmunidad en la respuesta a la vacunacion (Agrawal y Reynolds,
1991; Ishikawa, 1992; Sharma, 1999). Sin embargo, se ha demostrado que
esta inmunidad sola no protege contra la confrontacién con cepas virulentas y
los anticuerpos neutralizantes son necesarios para la proteccion (Reynolds y
Maraga, 2000; 2000a), con un efecto cooperativo de ambos tipos de
respuestas inmunes que resulta en la prevalencia de los anticuerpos
neutralizantes (Ward y col., 2000).

La produccidon de anticuerpos es rapida, tanto a nivel local como sistémica. En
el tracto respiratorio superior se detectan anticuerpos de tipo IgA con
pequefas cantidades de IgG, similar a las reveladas en la glandula de Harder
que no permiten la replicacion viral en estos organos (Alexander, 1997). En la
respuesta sistémica aparecen en una primera fase los anticuerpos de tipo IgM
seguido por la IgG (Kouwenhoven, 1993), los cuales son detectados entre los
4 a 6 dias pi y persisten por al menos 2 afos (Alexander, 1997; Murphy y
col., 1999). El nivel de los titulos de anticuerpos dependen de la cepa de virus
que produce la infeccidn, 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 realizan reinmunizaciones
(Kouwenhoven, 1993; Alexander, 1997). 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 (Kouwenhoven, 1993; Murphy y col., 1999).

Diagndstico

En la EN el objetivo del diagndéstico es llegar a la decision de si es necesario o
no tomar medidas de control para evitar la diseminacién de la enfermedad.
Ninguno de los signos clinicos o lesiones producidos por el VEN son
considerados patognomonicos 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 poblaciones avicolas en la mayoria
de los paises por el amplio uso de vacunas vivas. Asimismo, 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 (Alexander, 1997; Murphy y col., 1999).
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El diagndstico confirmativo de la enfermedad debe ser realizado sobre la base
del aislamiento y la identificacion viral (Kouwenhoven, 1993; Alexander,
1997; FAO, 2004) y/o con el empleo de las técnicas moleculares que permitan
la deteccion especifica del virus, asi como, la determinacion de su potencial de
virulencia (Barbezange y Jestin, 2002; Creelan y col., 2002; Li y Zhang, 2004,
OIE, 2008).

Clinico-patologico

El VEN produce en los pollos afectados una variedad de signos clinicos y las
lesiones patoldgicas varian por la misma razén que los signos. Todos ellos
permiten realizar un diagndstico presuntivo de la enfermedad pero sus
resultados no se deben tomar como absolutos debido a que otras
enfermedades producen dafios y signos clinicos similares (FAO, 2004).

Al realizar la necropsia de pollos afectados por cepas virulentas del VENVV 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 proventriculo con la molleja y en la mitad posterior del
duodeno, ileo y yeyuno. Ademas, hay inflamacibn en el tejido linfoide
intestinal incluyendo las tonsilas cecales, en higado, en rifiones, en musculos
cardiacos y en el bazo producto de la reaccion general a la infeccion. El
musculo pectoral se torna de color rojo oscuro y estda seco por la
deshidratacién. Las hemorragias también estan presentes en las meninges y a
veces en la parte interior del crdneo. El contenido intestinal es de color verde-
grisaceo. Asimismo, se puede observar conjuntivitis catarral o serosa, rinitis,
sinusitis y traqueitis caseosa. En casos muy severos, las hemorragias ademas
estan presentes en los musculos, laringe, traquea, pulmones, sacos aéreos,
membranas serosas, pericardio, miocardio y en los foliculos del ovario de las
ponedoras adultas. (Kouwenhoven, 1993). Varias de estas lesiones fueron
observadas también por otros autores en estudios de patogenicidad realizados
con cepas velogénicas viscerotropicas y aislados virulentos del VEN (Kommers
y col., 2002; Kommers y col., 2003).

El examen histopatologico de los tejidos afectados mostré que todas las aves
inoculadas tenian inflamacion local del parpado consistente en una expansion
edematosa a los dos dias pi, que progreso al quinto dia pi a una infiltracion
pleocelular y ocasional necrosis de las miofibras. Al 4to dia pi se observo
esplenomegalia y ausencia de células mononucleares, frecuentemente con
grandes depdsitos de fibrina sustituyendo el tejido linfoide periarteriolar de la
cubierta. A este mismo tiempo pi se notd una masiva destruccion de areas del
tejido linfoide intestinal, mas evidente en las tonsilas cecales, donde el tejido
linfoide estaba sustituido por restos de fibrina, uUlceras extensivas en el
epitelio intestinal, rompimiento de las miofibras cardiacas y acumulacion de
macrofagos en el interior del miocardio. Asimismo, se evidencié deplecion
linfoide de la bolsa y el timo, degeneracion neuronal focal y gliosis en el
cerebro (Brown y col., 1999; Kommers y col., 2003).
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Viroldgico
Deteccién de antigenos virales por Inmunohistoquimica

Las técnicas inmunohistoldégicas son un método rapido para la demostracion
especifica de la presencia de virus o antigenos virales en 6rganos y tejidos. La
inmunofluorescencia y la inmunoperoxidasa en cortes o frotis de traquea han
sido utilizadas en infecciones producidas por el VEN (Alexander, 1997; Murphy
y col., 1999). Asimismo, Kommers y col. (2001, 2003) utilizaron el complejo
avidina-biotina para la deteccion de antigenos virales en muestras de corazon,
tejidos linfoides, pulmones, trdquea, higado, rifibn y cerebro de pollos
infectados experimentalmente con diferentes aislados del VEN.

Aislamiento e identificacion viral

El aislamiento viral constituye un método inequivoco de diagndéstico de la EN
que permite la caracterizacion del aislado viral (Alexander, 1998). 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 (Li y Zhang, 2004, Tiwari y col.,
2004) 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.

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 identificacion 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 (Alexander, 1997; Kommers y col., 2003).

Para realizar el aislamiento viral en casos de enfermedad severa con alta
mortalidad se utilizan muestras procedentes de aves muertas o recientemente
eutanizadas que incluyen exudado oro-nasal y muestras de 6rganos como,
traquea, pulmones, intestino (con material fecal), cerebro, bazo, higado,
rinones y corazon. En el caso de aves vivas se utilizan exudados traqueales y
cloacales (con restos de heces) (OIE, 2008).

Diferentes técnicas seroldégicas como la virus neutralizacion (VN), la
inmunodifusion doble o agar gel difusiobn 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) (Alexander, 1998). 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 (Alexander, 1997). (Alexander, 1998;
OIE, 2004).

La identificacion del aislado se realiza frente a los 16 antisueros de los

subtipos de hemaglutinina del virus de la Influenza aviar (Fouchier y col.,
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2005; OIE, 2008) como diagnostico 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 o exoéticas, asi como, con el APMV-7
aislado de avestruces, pavos y palomas (Srinivasappa y col., 1986; OIE,
2004).

Los anticuerpos monoclonales (AcMc) han sido utilizados en la caracterizacion
de los aislados y cepas del VEN y han posibilitado determinar la diversidad
antigénica y las similitudes existentes entre los APMV-1. La utilidad de esta
diversidad en el diagnoéstico y epidemiologia de los brotes de la EN depende
en gran medida de lo estrechamente relacionada que estén la diversidad
antigénica con las propiedades bioldgicas del virus y el mantenimiento de esta
antigenicidad durante una epizootia (Alexander y col., 1997).

Su empleo ha permitido realizar una serotipificacion altamente especifica y
diferenciar virus vacunal de aislados de campo (Srinivasappa y col., 1986;
Lana y col., 1988; King y Seal, 1998), asi como, establecer la especificidad de
la variante paloma del VEN y su distribucion a nivel mundial (Collins y col.,
1989; Alexander, 1998). Asimismo, los trabajos realizados por Alexander y
col., (1997) con la utilizacion de 9 AcMc permitié agrupar los virus analizados
en 14 patrones diferentes de unidbn comparado con los 8 reportados por
Russell y Alexander (1983).

La caracterizacion patogénica de los aislados del VEN se realiza, de acuerdo
con lo reportado en la OIE, (2008), por el Indice de patogenicidad
intracerebral (IPIC) en pollitos SPF de 1 dia de edad y por la determinaciéon de
la secuencia de aminoacidos del sitio de escision del péptido conectante de la
proteina F.

Molecular

La introduccién de las técnicas moleculares como prueba aceptada para el
diagndstico, identificacion y caracterizacion del VEN por la OIE (2008) ha
posibilitado realizar el diagndstico 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.

La deteccion del acido nucleico viral en muestras de tejidos empleando las
técnicas moleculares ha sido reportado por Brown y col., (1999) y Kommers y
col., (2001), quiénes utilizaron la hibridaciéon “in situ” para detectar la
extension de la replicacion viral en muestras de tejidos de pollos infectados
con cepas velogénicas, mesogenicas y lentogénicas del VEN.

Diferentes ensayos moleculares para la detecciéon y/o diferenciaciéon de las

cepas y aislados del VEN han sido desarrollados sobre la base de las

diferencias en las secuencias nucleotidicas en la region del péptido conectante
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de la proteina F que correlacionan con los diferentes fenotipos virales (Aldous
y Alexander, 2001; Cavanagh, 2001). Entre estas se han usado la reaccion en
cadena de la polimerasa acoplada a la transcripcion reversa (RT-PCR) (Ali y
Reynolds, 2000), RT- PCR anidado (Barbezange y Jestin, 2002), RT-PCR en
combinacion con el analisis con enzimas de restriccion (Gohm y col., 2000;
Nanthakumar y col., 2000; Herczeg y col., 2001), la hibridizaciéon de acidos
nucleicos con sondas patdgenas especificas (Jarecki-Black y King, 1993;
Oberdorfer y Werner, 1998), analisis por “fingerprint” (Palmieri y Mitchell,
1991; Aldous y Alexander, 2001) y el ensayo de movilidad heteroduplex
(Berinstein y col., 2001) entre otros.

Recientemente se han reportados ensayos de RT-PCR basados en la
fluorescencia en tiempo real (RRT-PCR) para la deteccién de antigenos virales
en muestras clinicas por las ventajas que reporta sobre los métodos de RT-
PCR convencionales (Bernd Hoffmann, 2009) ver con CLPReview RRT-PCR.
Este método se ha empleado no solo para la deteccién del VEN en muestras
clinicas sino también para la deteccion de cepas virulentas, incluidas cepas del
tipo de paloma y para la diferenciacion de cepas lentogénicas/vacunales y
velogénicas (Wise y col., 2004a; SheauWei Tan y col., 2009).

El empleo de estas técnicas en el diagndstico de la EN ha permitido también
determinar el origen y diseminaciéon de las cepas del VEN (Aldous y Alexander,
2001; Perdersen y col., 2004). Con el analisis de la secuencia de nucledtidos
de la region del péptido conectante de la proteina F, se han diferenciado cepas
y aislados del virus estrechamente relacionados, revelando importantes
evidencias epizootiolégicas acerca de su origen (Alexander y col., 1999) y
junto con los andlisis filogenéticos han establecido los diferentes genotipos del
VEN (Seal y col., 1995; Kwon y col., 2003; Aldous y col., 2003) y permitio
conocer que durante la primera panzootia de la enfermedad estuvieron
involucrados los genotipos Il, 11l y IV del virus (Ballagi-Pordany y col., 1996;
Yu y col., 2001; Mase y col., 2002): que los genotipos V y VI fueron
considerados los responsables de la segunda y tercera panzootia (Herczeg y
col., 2001; Czegledi y col., 2002; Wehmann y col., 2003), mientras que el
genotipo VII del virus fue el responsable de la cuarta panzootia de la
enfermedad (Tsai y col., 2004; Abolnik y col., 2004).

Seroldgico

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 diagnoéstico. No obstante, en poblaciones de aves no vacunadas la
demostracién de anticuerpos indica que ha sucedido la infeccion lo que unido
al cuadro clinico observado es suficiente para emitir el diagnostico (OIE,
2004). Diferentes pruebas seroldgicas se han utilizado para la deteccion de
anticuerpos al VEN, pero las mas empleadas en la actualidad son la IHA y los
ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) (de Witt y col., 1992; Cvelic-Cabrilo y
col., 1992; Perera y col., 1993, 1996; Alfonso y col., 2001).
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El diagndstico seroldgico post-vacunal es utilizado para confirmar la aplicacion
exitosa de la vacuna y una adecuada respuesta inmune por el ave (Alexander,
1997). Ademas, este diagnoéstico es de gran utilidad en la vigilancia
epidemioldgica de la enfermedad pues permite conocer si existe circulaciéon
viral en las poblaciones avicolas, determinado por un incremento de los titulos
de anticuerpos comparado con el perfil que las aves vacunadas deben
mostrar, aunque no muestren signos clinicos. Esto fue detectado por Cuello y
col. (2003) quiénes evaluaron la cinética de anticuerpos por ELISA en
poblaciones de reproductoras vacunadas, evidenciando la circulacion de este
virus en el campo.

Control

Uno de los objetivos del control es proteger a las aves de la infeccion con el
VEN y por otra parte reducir el nUmero de aves susceptibles mediante la
aplicacion de la vacunacion (Alexander, 1997). Para el control, se tiene en
cuenta como factor primordial la diseminacion de la enfermedad y en
consecuencia, se adoptan disposiciones a nivel nacional e 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 diseminacion 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 (Alexander, 1997).

Bioseguridad

La bioseguridad y la higiene constituyen dos elementos fundamentales para el
control de la EN (Alexander, 1997; FAO, 2004; King, 2004) y debido a su
rapida diseminacion entre las poblaciones avicolas, las precauciones sanitarias
que se aplican para prevenir la difusion de las enfermedades deben ser
rigurosamente utilizadas en este caso.

La bioseguridad es parte indispensable de los procedimientos de las buenas
practicas de producciéon, por ser la mejor defensa contra las enfermedades.
De no cumplirse con las mismas de nada valdrian las técnicas de diagndstico
de avanzada y la produccion de vacunas por ingenieria genética. Soélo la
prevencion permite lograr que el ave manifieste su potencial bioldgico
productivo, por lo tanto el desarrollo y cumplimiento de un extenso programa
de bioseguridad constituye uno de los factores mas importantes para reducir
las pérdidas debido al VEN (FAO, 2004). El control de la enfermedad soélo se
logra vinculando de una manera correcta un buen programa de bioseguridad y
un efectivo programa de vacunacion, que incluya tanto a los progenitores
como a la progenie.

Las fuentes y vias de transmision son los factores que esencialmente facilitan

que los agentes se transmitan de una unidad a otra. En esto influyen los

animales infectados, los fomites, el agua y el alimento contaminado, la yacija

y otros desechos de la crianza. Ademas, el hombre es otro factor en la
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transmision de esta enfermedad ya que las visitas a las granjas por personal
especializado son inevitables, lo que implica un reforzamiento en las medidas
de higiene y desinfeccion (FAO, 2004).

Vacunacion

La vacunacién constituye la herramienta profilactica mas efectiva y menos
costosa para el control de las enfermedades infecciosas (Huang y col., 2003) y
el uso combinado de vacunas vivas atenuadas e inactivadas induce en las
aves una mayor proteccion frente a los agentes infecciosos. 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.

En la EN la vacunacion tiene un papel fundamental para su control (Czegledi y
col., 2003; King, 2004) y aunque se producen altos titulos de anticuerpos en
las aves inmunizadas, la vacuna solo protege a las aves de las mas serias
consecuencias de la enfermedad pero no de la infeccidon y excrecion de virus
que puede ocurrir a un bajo nivel (Alexander, 1997; Alexander y col., 1999).
El desarrollo de la biologia molecular y el conocimiento acerca de los
mecanismos involucrados en la patogenicidad y antigenicidad del VEN han
permitido el clonaje de los genes involucrados en diferentes vectores,
reportando la obtencion de inmunidad protectora con vacunas recombinantes
de fowlpox, pigeonpox y herpesvirus de pavo (OIE, 2004). Por otro lado, el
desarrollo de la tecnologia de la genética reversa permite el uso de los virus
con genoma ARN, no segmentado, de polaridad negativa, para expresar genes
heterdlogos, lo cual provee un nuevo método para el perfeccionamiento de la
generacion de vacunas y vectores recombinantes (Huang y col., 2003).

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 EN, entre
las cuales se encuentran:

1. La no aplicacién de vacuna.

2. La vacunacion de reproductoras y ponedoras solamente.

3. El uso de estrategias de vacunacidon 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.

La elecciéon de una u otra estrategia dependerd del area geografica o pais en
cuestion, sus contactos con otras regiones que puedan favorecer la
introduccién de virus virulento y los riesgos de bloqueo del comercio en caso

de brotes de la enfermedad. La vigilancia epizootiolégica con la realizacién de
los muestreos serolégicos y los sistemas de reporte tanto nacionales como
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internacionales son esenciales para la eficiencia de estas medidas
(Kouwenhoven, 1993).

Debido a que numerosos brotes de la enfermedad en pollos han estado
asociados a virus de Newcastle variante paloma, la vacunaciéon en esta
especie de ave se utiliza como forma de control de la enfermedad. Diferentes
vacunas vivas e inactivadas han sido aplicadas obteniendo mejores resultados
con las vacunas inactivadas gue protegen a las palomas de la enfermedad
clinica y de la muerte pero no de la infeccion viral y redujeron de forma
significativa la diseminacion viral después de la confrontacion (Vindevogel y
col, 1984; Duchatel y col., 1985; Stone, 1989).

Conclusiones

La enfermedad de Newcastle continda siendo la principal amenaza de la
avicultura mundial. Su control basado en la aplicacion de programas de
bioseguridad, vacunacion y vigilancia epidemioldogica constituyen los pilares
fundamentales para la prevencion de brotes graves de la enfermedad y la
toma de medidas de control que eviten la diseminacién de la misma. La
revision y compilacion realizada en este trabajo sobre aspectos fundamentales
que son necesarios conocer acerca del VEN, con particular énfasis en el
diagnodstico y control, sera de utilidad a los profesionales de la rama avicola
para actuar de forma répida y eficiente ante una sospecha de la enfermedad.
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