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Resumen

En Colombia, se han reportado cepas de virus causantes de enfermedades en aves de corral, lo cual ha generado
preocupacion en la industria avicola por la posible transmision de dichas enfermedades entre especies. El objetivo de este
estudio fue evaluar la presencia de los virus de la enfermedad de Newcastle (ND), enfermedad de Gumboro (IBD), Bronquitis
Infecciosa Aviar (IB) y Laringotraqueitis Infecciosa (ILT) mediante técnicas seroldgicas y moleculares en aves silvestres de los
municipios de Fomeque y Choachi, Cundinamarca, Colombia. Todas las muestras fueron negativas al genoma de los virus
evaluados mediante las técnicas moleculares. En los resultados seroldgicos, se detectaron titulos contra NDV en el pool de
sueros de dos de las granjas, sugiriendo un posible contacto de las aves silvestres con el virus, a pesar de no detectar el
genoma en las muestras; por lo cual, las aves silvestres podrian no representar un riesgo potencial de trasmisién de estas
enfermedades para las producciones avicolas en esta region.

Palabras clave: aves silvestres, Bronquitis infecciosa aviar, enfermedad de Gumboro, enfermedad de Newcastle,
laringotraqueitis infecciosa.

Abstract

In Colombia, reports of disease-causing virus strains on poultry have concerned the food industry, due to the risk cross-
species transmission of diseases. The goal of this study was to evaluate the presence of Newcastle Disease (ND), Gumboro
Disease (IBD), Avian Infectious Bronchitis (IB) and infectious laryngotracheitis (ILT) viruses by serological and molecular
techniques in wild birds Fbmeque and Choachi, Cundinamarca, in the Eastern Andes of Colombia. All samples were negative
to the genome of the viruses evaluated by molecular techniques. In the serological results, titers against NDV were detected
in the pool of sera from two of the farms, suggesting a possible contact of the wild birds with the virus, despite not detecting
the genome in the samples; therefore, wild birds may not represent a potential risk of transmission of these diseases for
poultry production in this region.

Key words: avian infectious bronchitis, Gumboro disease, infectious laryngotracheitis, Newcastle disease, wild birds.

Las enfermedades virales que impactan a la  género Awulavirus, subfamilia Paramixovirinae,
industria avicola producen pérdidas econdmicas  familia Paramixoviridae y del orden
por la alta morbilidad y mortalidad que generan ~ Mononegavirales  (Aldous, 2003, Fauquet vy
al presentarse en las producciones de aves de  Fargette, 2005); que afecta alrededor de 250
corral (Barnes et al/, 2003). Una de éstas, es la  especies de aves, en los ordenes Anseriformes,
enfermedad de Newcastle (NDV por sus siglas en  Columbiformes,  Cuculiformes,  Psittaciformes,
inglés), cuyo agente etioldgico pertenece al  Passeriformes, Falconiformes, Strigiformes,
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Sphenisciformes,  Gruiformes, Piciformes,
Phasianidae, Struthioniformes vy Pelicaniformes
(Ritchie y Carter, 1995). El curso clinico de la
enfermedad varfa ampliamente (Fowler, 1993),
mostrando infecciones persistentes en aves
silvestres  (Anseriformes, Psittaciformes,
Strigiformes y Passeriformes), lo cual aumenta su
participacion en la diseminacion del virus (Ritchie
y Carter, 1995). En Colombia, desde junio de
1950, se considera una enfermedad endémica en
las aves de corral, con 394 focos en el territorio
nacional desde el 2006 hasta el 2009 (ICA, 2009;
Avicultores, 2010).

Para la Bronquitis Infecciosa Aviar (IBV)
(Coronaviridae, Gammacoronavirus), —existe
evidencia de un amplio numero de huéspedes
(Acevedo, 2010). En Colombia, se ha detectado
esta enfermedad en diferentes producciones
avicolas, con cepas de tipo muy virulento (Banda
y Villegas, 2004; Pulido y Villegas, 2006). En China
se ha aislado Coronavirus de pavo (Meleagris
gallopavo), gallinas de Guinea (Numida
meleagris) y perdices (Alectoris spp.), al igual que
de aves Anseriformes (Anas spp.), que habitaban
cerca de aves domeésticas; donde la cepa vacunal
H120 fue aislada de Meleagris gallopavo,
mientras que una cepa de campo
nefropatogénica fue aislada de Anas spp. Por lo
tanto, los huéspedes del virus se extienden mas
alla de las aves comerciales (Cavanagh, 2005).

En el caso de la enfermedad de Laringotraqueitis
Infecciosa (ILTV) (Herpesviridae, Herpesvirus), 10s
reportes acerca de su transmision con aves
silvestres son pocos. Se ha determinado que
puede afectar a los faisanes (Phasianus), las
perdices (Alectoris) y los pavos reales (Pavo
cristatus), que estan en contacto con pollos de
engorde y ponederas comerciales que excretan
activamente el virus (OIE, 2008). Para la
produccion avicola colombiana, este virus se
considera endémico (Pulido y Villegas, 2006).
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Por Ultimo, la enfermedad de Gumboro (IBDV)
(Birnaviridae, Birnavirus) se ha detectado en
Colombia en diferentes producciones avicolas, es
considerada endémica, presentandose brotes con
cepas de tipo muy virulento (Banda vy Villegas,
2004; Pulido vy Villegas, 2006). Norte de
Santander ha sido uno de los departamentos mas
afectados por estas cepas muy virulentas,
evidenciando una mortalidad promedio entre el
14 y 17% (Mateus, 2005; Ochoa et a/, 2005).
Mundialmente, se han determinado titulos de
anticuerpos en los ordenes Passeriformes vy
Anseriformes en el oeste de Alaska y el mar
Baltico (Hollmen et. a/ 2000), y presencia del virus
mediante la técnica de RT-PCR en Passeriformes
(Jeon et al 2008). Para esta enfermedad, la
presencia de aves silvestres en las producciones
avicolas constituye un factor que altera la
bioseguridad dentro de las producciones
(Cantaro, 2009).

Por otro lado, analisis de secuencias genéticas,
junto con pruebas indirectas (Kho et a/, 2000),
sugieren que, en algunos casos, las aves silvestres
pueden contribuir a aumentar la propagacion de
estas enfermedades (Ritchie y Carter, 1995). No
obstante, no son claras las implicaciones de la
presencia de aves silvestres en las producciones
avicolas y de su importancia en el mecanismo de
propagacion de estas enfermedades. El aumento
del contacto entre silvestres y produccion, se
debe en muchos casos a una mala planificacion
en respuesta a las presiones urbanisticas vy
expansion de la frontera agricola y pecuaria, que
han dado lugar a una mayor degradacion vy
pérdida de los ecosistemas, que son el habitat
natural de las aves silvestres (CMS, 2004); las
cuales se han visto desplazadas a otros espacios,
cerca de aves domésticas y de humanos (CMS,
2004). El objetivo de este estudio fue evaluar la
presencia de las mencionadas enfermedades
virales (NDV, IBDV e IBV) mediante técnicas
seroldgicas (ELISA) y NDV, IBDV, IBV e ILTV
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mediante técnicas moleculares (PCRy RT-PCR).

El estudio se desarrolld en los municipios de
Fomeque y Choachi, ubicados en el
departamento de Cundinamarca, Colombia. El
municipio de Fomeque, se encuentra en la
Cordillera  Oriental, en la parte sureste del
departamento a 56 kildbmetros de Bogotd D.C,
con una altitud de 1985 msnm. y su
temperatura media es de 18°C (Alcaldia de
Fomeque, 2014). El municipio de Choachi se
ubica a 38 kilébmetros de Bogota D.C., limitando al
oriente con el municipio de Fémeque, su altitud
es de 1.900 m.s.n.m. y su temperatura media es
de 18°C (Alcaldia de Choachi, 2012).

Los muestreos se realizaron en nueve granjas
avicolas participantes por decision propia en el
estudio, en cinco veredas de Féqueme y una en
Choachi (Fig. 1). Entre octubre de 2012 y agosto
de 2013 (8 meses) se hicieron 13 muestreos, un
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promedio de dos visitas por finca y una
intensidad horaria aproximada de seis horas por
muestreo entre las 6:00 a las 16:00 horas.

En los sitios de muestreo, se colocaron 55
transectos de redes de niebla negro (3 x 6
metros, ojo de malla de 20 mm); ubicadas en
proximidad a la bodega de almacenamiento de la
comida de las aves de corral, alrededor de los
galpones y cerca de los arboles frutales presentes
dentro de la produccion.

A cada ave capturada (Tabla 1) se le tomo
muestra con hisopado oro-faringeo, y con otro
hisopo se tomd una muestra en el interior de la
cloaca. Estas fueron transportadas mediante el
caldo BHI (Infusion Cerebro Corazén, por sus
siglas en inglés). Posteriormente, se limpid con
clorhexidina la extremidad derecha de cada ave y
se corto la ufia del 2° o0 4° dedo, para obtener la
muestra de sangre por goteo en un capilar no
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Figura 1. Mapa de la localizacion geogréfica de las nueve unidades de estudio.
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Tabla 1. Aves capturadas en el estudio.

Orden Familia Género Especie Capturados
Apodiformes Trochilidae Amazilia Amazilia viridigaster 2
Colibri Colibri delphinae 1
Columbiformes Columbidae Columba Columba livia 1
Columbina Columbina tajpacoti 10
Passeriformes Thraupidae Sicalis Sicalis flaveola 2
Sicalis luteola 5
Zonotrichia Zonotrichia capensis 19
Fringillidae Spinus Spinus spinescens 2
Parulidae Myioborus Myioborus miniatus 1
Troglodytidae Troglodytes Troglodytes aedon 3
Tyrannidae Elaenia Flaenia flavogaster 1
Tolmomyias Tolmomyias sulphurescens 1
Total 3 7 11 12 48

heparinizado. Las muestras fueron trasportadas
bajo refrigeracion (4°C) y congeladas (-70°C)
para su conservacion. Todas las aves fueron
posteriormente liberadas.

Los capilares de hematocrito no heparinizados se
centrifugaron durante 10 minutos y su contenido
fue extraido por pipeteo, para ser almacenados
en un pool de sueros por cada granja vy
refrigerados a 4°C. Al utilizar el contenido de las
muestras, éstas se dejaron a temperatura
ambiente (15 a 30°C), y se analizaron con un kit
para la enfermedad de Newcastle (IDEXX NDV
para aves comerciales), uno para la enfermedad
de Gumboro (IDEXX IBDV para aves comerciales),
y otro para la Bronquitis Infecciosa Aviar (IDEXX
IBV para aves comerciales). Las pruebas de ELISA
se realizaron de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante.

Los hisopos fueron descongelados vy
centrifugados para la obtencion de
sobrenadantes e iniciar el proceso de extraccion
de RNA y DNA. La extraccion del RNA viral para
NDV, IBV e IBDV se realizd mediante el kit
comercial “Kit PurelLink® Viral”. Para la extraccion
del DNA viral del ILTV, se utilizd el kit “Kit X
(Quiagen®)”. Los acidos nucleicos de los virus de
interés fueron amplificados por RT-PCR, y PCR
para el analisis de la ILT.

Ornitologia Colombiana 17: eNBO1 04

El proceso de la RT (Reverse Transcription) se
realizd para la obtencion de DNAc mediante el kit
"GoScript™ Reverse Transcription
System” (Catalogo A-500 de Promega). En la
Tabla 2, se muestran los hisopos utilizados frente
a las pruebas diagnésticas para cada enfermedad.
El volumen final de la reaccion fue de 20 ul, de
los cuales 5 pl fueron el RNA extraido y el
volumen restante correspondid a los
componentes del kit de RT. Todas las reacciones
de retrotranscripcion se llevaron a cabo con las
siguientes condiciones: 25°C por 5 minutos, 42°C
por 60 minutos y 70°C por 15 minutos.

En la PCR se utilizo el kit de Promega "Go Tag®
flexi DNA polymerase” (Catalogo M8295), para
esta reaccion se empled un volumen final de 25
ul, y primers correspondiente a cada agente de
enfermedad (Tabla 3); dependiendo del agente
viral se busca un gen objetivo y un tamano del
producto definido.

Para el virus de NDV se empled el siguiente
protocolo: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos; 34
ciclos de 95°C por 30 segundo, 57°C por 30
segundos y 72°C por 30 segundos; y 1 ciclo de
72°C por 5 minutos. El 1BV requirid para el
protocolo de la PCR: 1 ciclo de 95°C por 5
minutos; 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 50°C

http://asociacioncolombianadeornitologia.org
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Tabla 2. Relacion de los hisopados oro-faringeos y cloacales frente al diagndstico molecular de NDV, IBV, ILTV y IBDV.

Virus para el diagndstico molecular

Hisopo Prueba diagnéstica
RT-PCR
Oro-faringeo
PCR
Cloacal RT-PCR

NDV, IBV
ILTV
IBDV

por 30 segundos y 72°C por 30 segundos; y 1
ciclo de 72°C por 7 minutos. En el caso de la ILTV
se establecieron las siguientes condiciones: 1 ciclo
de 94°C por 3 minutos; 35 ciclos de 94°C por
Iminuto; 35 ciclos de 60 °C por 1 minuto; 35
ciclos de 72°C por 1minuto y 30 segundos, y 1
ciclo de 72 °C por 10 minutos. Por ultimo, para la
identificacion del IBDV se realizd la PCR bajo las
siguientes condiciones: 1 ciclo de 95°C por 5
minutos; 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 50 °
C por 20 segundos y 72°C por 30 segundos y 1
ciclo de 72°C por 5 minutos.

Las reacciones fueron visualizadas mediante
electroforesis con gel de agarosa al 2%, utilizando
como buffer Tris-Acetate-Edta (TAE) al 1x vy
evaluacion de titulos criticos con un valor suprior
a 396 considerado como positivo. Para la
fluorescencia se utilizé Ez-vision® Sample; el
patron de peso molecular empleado fue Hyper
Lader IV® vy se visualizd6 por medio de un
transiluminador de luz ultravioleta.

En las pruebas serologicas para las cuatro
enfermedades, fueron analizadas 29 de las 48
muestras, correspondientes a seis producciones
del total de nueve granjas, esto debido al bajo
volumen de suero obtenido en las tres granjas
restantes. De estas seis producciones se
obtuvieron dos pooles con resultados positivos
para la enfermedad de Newcastle, dando en total
16 sueros de aves (Amazilia viridigaster, Spinus
spinescens, Columba livia, Columbina talpacot;,
Sicalis - flaveola, Tolmomyias sulphurescens 'y
Zonotrichia capensis) entre las dos granjas con
431 y 718 ftitulos cada uno. Los resultados
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positivos con este kit estan dados en ftitulos
superiores a 396.

De las pruebas moleculares, en las 48 aves se
recolectaron un total de 92 hisopos
correspondiendo a 46 cloacales y 46 oro-
faringeos, en ninguna de éstas se presento
evidencia del genoma viral en los hisopados de
estas aves en el ftransiluminador de luz
ultravioleta.

Se obtuvieron dos (de seis) granjas sero-positivas
a la enfermedad de Newcastle (aunque con
titulos bajos de anticuerpos en el pool de sueros
de los individuos), lo cual indica que se ha
presentado exposicion (o inmunizacion) previa al
virus de NDV (IDEXX Laboratories, Inc; Sousa,
Werther y Berchieri Junior, 2010); para las otras
enfermedades, los resultados seroldgicos fueron
negativos. De cualquier manera, la prueba ELISA
es utilizada frecuentemente por su especificidad y
sensibilidad (Williams et a/, 1997), aunque los kits
comerciales se producen para Su UsO en aves
comerciales; por lo anterior, se requiere mayor
investigacion para validar su uso en poblaciones
de aves silvestres.

La ausencia del genoma viral en los resultados
moleculares puede deberse en que el curso
clinico de éstas enfermedades varia ampliamente
entre especies de aves, especialmente para el
caso de la enfermedad de Newcastle (Ritchie y
Carter, 1995). Por otro lado, segun Jeon et a/
(2008), los resultados positivos de la enfermedad
de Gumboro se encuentran en su mayoria en el
orden Anseriformes y Galliformes silvestres, pero

http://asociacioncolombianadeornitologia.org
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Tabla 3. Genes utilizados, secuencias de los primers y tamafio de los productos para la identificacion de los agentes causales

de las enfermedades en estudio.

. , Tamafio del
Enfermedad Gen Nombre Primers (5'- 3") oroducto (pb)
Enfermedad de Proteina de CCTTGGTGAITCTATCCGIAG
., NDV1 NDV2 232
Newcastle fusion (F) CTGCCACTGCTAGTTGUGATAATCC
Enfermedad de IBVLCS ACTGGCAATTTTTTCAGA
Bronquitis Subunidad S1 383
infecciosa IBVLC3 ACAGATTGCTTGCAACCAC
Enfermedad de o ICP4-2 CTTCAGACTCCAGCTCATCTG o
Laringotraqueitis ICP4-2 AGTCATGCGTCTATGGCGTTGAC
Enf GTRACRATCACACTGTTCTCAGC
nfermedad de VP2 IBDVP3 [BDVP4 248

Gumboro

GATGTRAYTGGCTGGGTTATCTC

tales resultados no superan mas de dos a cuatro
resultados positivos; en comparacion a otros
ordenes (Columbiformes o Passeriformes) donde
los resultados son de un solo positivo en todo el
estudio de Kasanga et a/(2008).

Finalmente, la asociacion de los resultados
negativos en la enfermedad de Newcastle,
enfermedad de Gumboro, Bronquitis Infecciosa
Aviar y Laringotraqueitis Infecciosa Aviar en las
técnicas moleculares, y los bajos titulos evidentes
en la enfermedad de Newcastle en la técnica
seroldgica, sugieren la ausencia de estos agentes
en las aves Passeriformes, Columbiformes vy
Apodiformes, entendiendo que éstas no
representarian un posible riesgo en la trasmision
de las enfermedades estudiadas en las
producciones de esta region del pais en el
periodo comprendido entre octubre de 2012 vy
agosto del 2013.
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