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RESUMEN

Se evaluo la factibilidad de utilizar las tarjetas FTA® (Flinders
Technology Associates) para la inactivacion y transporte de
fluido alantoideo infectado con el virus de la enfermedad de
Newcastle (VEN). La tarjetas FTA® fueron impregnadas con di-
luciones seriadas de fluido alantoideo con un titulo inicial de
10%% DL/sy del VEN cepa LaSota y analizadas mediante la
prueba de reaccién en cadena por la polimerasa transcriptasa
reversa (por sus siglas en ingles RT-PCR) a las 24 horas, 7 y
14 dias. La concentracion mas baja del virus detectada en el
fluido alantoideo fue 10%% DL/s,. La deteccion del virus a partir
de la tarjeta fue posible hasta 14 dias después de su inactiva-
cion. El re-aislamiento viral en huevos embrionados a partir de
las tarjetas resulté negativo. La inactivacion del virus en las
tarjetas no afecté la calidad de la secuencia de nucleétidos,
permitiendo la determinacion de su virulencia mediante la se-
cuenciacion de los nucledtidos que codifican la zona de corte
de la proteina de fusién resultando ser lentogénico en concor-
dancia con la cepa inicial de virus aplicada a las tarjetas. Se
concluye que las tarjetas FTA® representan una alternativa va-
lida para el muestreo, inactivaciéon y diagnéstico molecular del
VEN, con un alto grado de bioseguridad.

Palabras clave: Virus de la enfermedad de Newcastle, tarje-
tas FTA®, inactivaciéon, deteccion molecular.

Recibido: 03 / 06 / 2005. Aceptado: 03/ 12/ 2005.

118

ABSTRACT

The feasibility of using FTA® cards (Flinders Technology Asso-
ciates) for inactivation and transportation of allantoic fluid in-
fected with Newcastle disease virus (NDV) was evaluated. Se-
rial dilutions of allantoic fluid with a titer of 10%® ELD/s, of La-
Sota strain NDV were loaded on the FTA® cards and analyzed
after 24 hour, 7 and 14 days using reverse transcriptase-
polimerase chain reaction (RT-PCR). The lowest virus concen-
tration that could be detected from the FTA® cards was 10°>°
ELD/so. The detection of the inactivated virus was possible after
14 days of virus inactivation. No virus re-isolation in embryo-
nating eggs was possible from the cards. No negative effects
of the FTA® card inactivation on the nucleotide sequences
were observed, allowing the determination of its virulence by
direct nucleotide sequencing of the F protein cleavage site, re-
sulting in a lentogénic strain in concordance with the initial vi-
rus applied on the cards. It can be conclude that FTA® cards
are a valid alternative for NDV sampling, inactivation and mo-
lecular diagnostic with a high degree of biosecurity.

Key words: Newcastle disease virus, FTA® cards, inactivation,
molecular detection.

INTRODUCCION

La enfermedad de Newcastle afecta mas de 236 espe-
cies de aves, tiene una distribucidon mundial y es una enferme-
dad de declaracion obligatoria, su sintomatologia va desde
reacciones respiratorias leves y depresion, hasta mortalidades
por encima del 80% en parvadas comerciales [1]. La presencia
en Latinoamérica de cepas velogénicas del virus de la enfer-



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XVI, N° 2, 118 - 123, 2006

medad de Newcastle (VEN) con un patrén epidemiolégico de
endemia, es una de las preocupaciones maximas de la indus-
tria avicola [17]. La implementacién de técnicas de diagnéstico
molecular como herramientas en la identificacion y vigilancia
epidemioldgica del agente causal de la enfermedad, se consti-
tuye en un area activa de investigacion.

El VEN es un virus ARN encapsulado, de cadena simple
y de sentido negativo que pertenece a la familia Paramyxoviri-
dae, subfamilia Paramyxovirinae, que recientemente fue ubica-
do en el nuevo género Avulavirus, estableciéndose asi una se-
paracion definitiva entre los paramixovirus aviares y los Rubula-
virus de mamiferos [2, 14]. El virus posee un genoma no seg-
mentado que codifica para 6 proteinas estructurales: hemoaglu-
tinina-neuraminidasa (HN), proteina de fusion (F), nucleocapsi-
de (NP), matriz (M), polimerasa (L) y fosfoproteina (P) [1, 14].
La proteina de fusion es sintetizada como un precursor inacti-
vo (Fo), el cual debe ser separado enzimaticamente para que
se active y se generen las porciones Fqy F», lo que permite la
dispersion del virus de célula a célula. Los virus velogénicos
presentan fenilalanina en la posicion 117 y una mayor cantidad
de aminoacidos basicos en el sitio de corte de la proteina de
fusion, lo cual es reconocido especificamente por la proteasa
furina, que se encuentra distribuida en un amplio rango de teji-
dos en el ave, haciendo mas eficiente la colonizacion de los vi-
rus velogénicos [1, 10, 13]. De alli la importancia de identificar
y caracterizar esta porcién del genoma viral.

La manipulacién y transporte de VEN de alta patogenici-
dad, representa un riesgo potencial para la diseminacion de la
enfermedad, por lo que se deben tomar todas las medidas de
bioseguridad que permitan el traslado seguro de muestras en-
tre laboratorios.

Durante los ultimos afios se ha ensayado la utilizacion
de tarjetas de papel de filtro Flinders Technology Associates
(tarjetas FTA®) producidas y comercializadas por Whatman®
Internacional Ltd. Reino Unido., para la inactivacion y traslado
de microorganismos [9, 11, 15], incluso algunos patégenos
aviares tales como Mycoplasma y el virus de la bronquitis in-
fecciosa [7, 8]. Las tarjetas FTA®, estan constituidas de una
membrana de celulosa que contiene quimicos liofilizados ca-
paces de inactivar un amplio rango de microorganismos pre-
servando sus acidos nucleicos [3, 12, 15]. Las muestras obte-
nidas de las tarjetas pueden ser procesadas en el laboratorio a
partir del virus inactivado en el papel de la tarjeta. El objetivo
de este trabajo fue demostrar las ventajas de utilizar tarjetas
FTA® para la inactivacién, transporte, diagnostico molecular
del VEN en muestras de fluido alantoideo.

MATERIALES Y METODOS

Virus

Una vacuna liofilizada contra el VEN (tipo I, cepa
LaSota) fue diluida segun las recomendaciones del fabricante

(Merial Select, Gainesville, EUA) y 0,1 mL inoculados en la ca-
vidad alantoidea de huevos embrionados libres de patégenos
especificos (white leghorns) de nueve dias de edad (Merial
Select, Gainesville, EUA). Pasadas 72 horas, el fluido alantoi-
deo proveniente de los embriones inoculados se tituldé segun la
técnica descrita por Villegas [18]. La concentracion inicial del
virus en el fluido alantoideo utilizado en el ensayo fue de 1 x
1088 DLso/mL. De este fluido alantoideo, se realizaron nueve
diluciones seriadas (1 en 10) utilizando agua estéril y libre de
ARNasas (Quiagen Sciences. Maryland, EUA). Alicuotas de
50 pL de cada una de las diluciones se aplicaron a las tarjetas
y otras fueron almacenadas a -20°C hasta su procesamiento.

Deteccion del VEN a partir de las tarjetas FTA®

Con la finalidad de determinar el titulo del VEN mas bajo
que puede ser detectado en fluido alantoideo a partir de las tar-
jetas FTA®, se realizd la prueba de transcriptasa reversa-rea-
ccién en cadena por la polimerasa (por sus siglas en inglés RT-
PCR) para cada una de las diluciones de fluido alantoideo
muestreadas. El procedimiento se repiti6 los dias 7 y 14, para
evaluar la capacidad de las tarjetas de preservar el ARN viral en
la matriz de la mismas luego de inactivado y permitir la detec-
cién del virus luego de un tiempo de almacenaje oportuno para
el traslado de las muestras hacia los laboratorios.

Extraccion y amplificacion del acido ribonucleico del VEN

Se extrajo la matriz de la tarjeta impregnada con el virus,
para ser resuspendida en 200 pL del buffer de extracciéon
(Whatman International, Ltd. Reino Unido) y colocada en hielo
por 15 minutos, mezclando vigorosamente cada 5 minutos. La
fase liquida obtenida, asi como 50 L del fluido alantoideo ho-
mologo al colocado en las tarjetas (fluido control positivo), fue-
ron sometidos a un proceso de extraccion de ARN empleando
Trizol (Life Technologies Inc., Grand Island, NY, EUA), si-
guiendo las recomendaciones del fabricante. El precipitado fi-
nal fue diluido en 50 yL de agua estéril y libre de ARNasas
(Qiagen Sciences. Maryland, EUA).

La deteccion del VEN tanto en las tarjetas como en el
fluido alantoideo control, se realizd mediante la amplificacion
de un segmento de 250 pares de bases localizado en el gen
de la proteina de fusion (zona de corte), empleando para ello
los iniciadores degenerados, 5-CTGCCACTGCTACTTGIGA-
TAATCC-3y 5-CCTTGGTGAITCTATCCGIAAGG-3’ siguiendo
el protocolo de RT-PCR descrito por Seal y col. [13]. Las
muestras amplificadas fueron sometidas a electroforesis en un
gel de 1,5% de agarosa y fueron visualizadas en una camara
de luz ultravioleta empleando bromuro de etidio a una concen-
tracion de 0,5 pg/mL [4, 7, 8, 13].

Secuenciacioén y anadlisis de los nucleétidos del segmento
amplificado

Los segmentos de ADN del tamafio esperado (250 pares
de bases) fueron escindidos del gel y purificados empleando el
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paquete comercial QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen Inc.,
Valencia, CA, EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Los productos purificados fueron secuenciados empleando el
paquete comercial de secuenciacién BigDye Terminador v3,1
y el secuenciador ABI PRISM 310 Genetic Analizer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). Las secuencias de nucle6-
tidos y patron de aminoacidos inferido del gen de la proteina
de fusiéon del VEN, fueron analizadas con la ayuda del progra-
ma DNAStar (DNAStar, Inc., Madison, WI, EUA).

Inactivacion del VEN en las tarjetas FTA®

Para demostrar la inactivacion del virus en la tarjeta
FTA®, se intent6 el re-aislamiento viral a partir de la matriz de
la tarjeta impregnada con VEN. Brevemente, muestras de las
tarjetas impregnadas con 50 pL de fluido alantoideo con un ti-
tulo de 1 x 1088 DLso/mL del VEN, fueron colocadas en tubos
estériles con 200 pL del buffer de extraccién (Whatman Inter-
national, Ltd. Reino Unido) e incubadas a temperatura ambien-
te por una hora. Posteriormente, 0,2 mL del sobrenadante de
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las tarjetas y del fluido alantoideo positivo, fueron inoculados
en huevos embrionados. Se realizaron tres pasajes sucesivos
(cada 48 horas), el fluido alantoideo fue recolectado y analiza-
do mediante RT-PCR determinar la presencia del virus.

RESULTADOS Y DISCUSION

La combinacion de tecnologias de punta, representadas
por la utilizacion de las tarjetas FTA® [7-, 11, 15] y la prueba
de RT-PCR acompafiada de secuenciacion de nucleétidos
[4-6, 13], representan un aporte para la vigilancia epidemiolé-
gica de las enfermedades que afectan la industria avicola ya
que facilitan el diagnostico y determinacion de la patogenici-
dad de los virus de interés en la sanidad avicola. Los produc-
tos amplificados mediante RT-PCR para cada una de las dilu-
ciones de fluido alantoideo analizadas desde la tarjeta y del
fluido alantoideo antes de su inactivacién, se muestran en la
FIG. 1. La sensibilidad de las tarjetas fue alta, se detecto el vi-
rus en el fluido alantoideo con un titulo inicial de 1 x 10%8

“% 250bp
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FIGURA 1. DETECCION DEL VEN MEDIANTE RT-PCR. 1A= FLUIDO ALANTOIDEO INACTIVADO EN LAS TARJETAS FTA®.
1B= FLUIDO ALANTOIDEO NO INACTIVADO. COLUMNA 1= MARCADOR MOLECULAR (AMRESCO Inc. EUA).
COLUMNAS 2 A 11= DILUCIONES SERIADAS DEI FLUIDO ALANTOIDEO CON UN TiTULO INICIAL DE 10 &8 DL/s, (HASTA
10_9) | RT-PCR DETECTION OF NDV. 1A=FTA INACTIVATED ALLANTOIC FLUID. 1B= NON-INACTIVATED ALLANTOIC FLUID. LINE 1= MOLECULAR
MARKER (AMRESCO Inc. USA). LINES 2-11 = TEN FOLD DILUTIONS (UNTIL 10'9) OF THE INITIAL ALLANTOIC FLUID WITH A TITER OF 10 88,
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DLso/mL, incluso después de una dilucién de 1/1000, siendo
capaz de permitir la identificacion del VEN en fluido alantoideo
con una concentracion de 1 x 10%8 LD/sq. Esta sensibilidad es
equivalente a la de pruebas clasicas de deteccion para el
VEN, como la prueba de hemoaglutinacion rapida en placa, la
cual permite identificar la presencia del virus en fluido alantoi-
deo con un titulo de 1 x 10° LD/sq [18]. La prueba de RT-PCR
realizada al fluido alantoideo control, permitié detectar niveles
de hasta 1 x 108 LD/s, lo que demuestra una diferencia en la
sensibilidad debido a la muestra utilizada. La diferencia en
sensibilidad entre las tarjetas y el fluido alantoideo previo a su
inactivacion, probablemente se deba al proceso de inactiva-
cion quimica que ocurre en la matriz de la tarjeta y ha sido re-
portado para otros microorganismos [9, 11, 12, 15].

En la FIG. 2 se observan los resultados de las pruebas
de RT-PCR para las diluciones seriadas del fluido alantoideo
realizadas los dias 1, 7 y 14 después de la inactivacién de las
muestras en las tarjetas. La identificacién del virus fue posi-
ble en cada uno de los dias analizados, proporcionando un
tiempo suficiente entre la toma de muestra y la realizacion de
la prueba, incluso si esta es enviada entre laboratorios de dis-
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tintos paises. La disminucién de un logaritmo en la capacidad
de deteccién observada el dia 14 (FIG. 2), ha sido explicada
en la literatura como la consecuencia de la desnaturalizacion
natural del ARN a lo largo del tiempo, debido a efectos me-
dioambientales [7].

La secuenciacién de los nucleétidos amplificados del
gen de la proteina de fusion del VEN inactivado en las tarjetas,
permitié predecir la secuencia de aminoacidos en la zona de
corte de la proteina de fusién del virus (FIG. 3), donde se ubi-
can los marcadores moleculares que permiten determinar su
patogenicidad [10, 13]. En concordancia con la cepa del VEN
aplicada a la tarjetas (cepa LaSota), el andlisis de la secuencia
de aminoacidos demostré la presencia de un virus lentogénico.
El proceso de inactivacion del VEN en las tarjetas FTA®, no
afecto la secuencia de nucledétidos ni el patrén inferido de ami-
nodacidos, respetando la integridad del ARN viral. Estos resul-
tados concuerdan con lo reportado sobre la calidad de acidos
nucleicos que pueden recuperarse de la tarjetas FTA® luego
de la inactivacion de los microorganismos [7, 9, 11, 15].

Utilizando RT-PCR, no fue posible detectar particulas vi-
rales en el fluido alantoideo de embriones inoculados con una

FIGURA 2. ESTABILIDAD LAS DE TARJETAS FTA® PARA LA DETECCION DEL VEN. A, B, C=DIiAS 1, 7, 14
POST-MUESTREO RESPECTIVAMENTE. COLUMNA 1= MARCADOR MOLECULAR (AMRESCO Inc. EUA).
COLUMNAS 2-11= DILUCIONES SERIADAS HASTA 10~° DE FLUIDO ALANTOIDEO CON UN TiTULO INICIAL DE 1088
NDV DETECTION ESTABILITY OF FTA® CARDS. A, B, C = 1, 7 AND 14 DAYS POST SAMPLING RESPECTIVELY. LINE 1= MOLECULAR MARKER
(AMRESCO Inc. USA). LINE 1= MOLECULAR MARKER (AMRESCO Inc. USA). LINES 2-11 = TEN FOLD DILUTIONS (UNTIL 10~°) OF THE INITIAL
ALLANTOIC FLUID WITH A TITER OF 10 &8,
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solucion de virus inactivado en la tarjeta. Por su parte, las
muestras provenientes de embriones inoculados con el fluido
alantoideo no inactivado resultaron positivas a la identificacion
molecular (FIG. 4). Estos resultados coinciden con varios re-
portes sobre la completa inactivacion de diferentes tipos de mi-
croorganismos al contacto las tarjetas FTA® [9, 12, 15].

3A

La patotipificacion biologica del virus permite establecer
su virulencia, pero requiere de replicacion activa en embriones
y aves para ser llevada a cabo, con un costo muy alto en
mano de obra y tiempo [1]. Por su parte, la patotipificacién mo-
lecular que puede realizarse a partir de muestras inactivadas
en las tarjetas FTA®, permite predecir con alto grado de con-
fianza, la virulencia del virus [6, 13]. De alli la significancia de

GCTGTGCATAGTCC.

TCCTTGGTGAGTCTATCCGGAGGATACAAGAGTCTGTGACTACATCTGGAGGG
GGGAGACAGGGGCGCCTTATAGGCGCCATTATTGGCGGTGTGGCTCTTGGGG
TTGCAACTGCCGCACAAATAACAGCGGCCGCAGCTCTGATACAAGCCAAACA
AAATGCTGCCAACATCCTCCGACTTAAAGAGAGCATTGCCGCAACCAATGAG
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FIGURA 3. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS Y AMINOACIDOS DEL GEN DE LA PROTEINA DE FUSION
DEL VEN. 3A= SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS CORRESPONDIENTES AL FRAGMENTO DE 250 PARES DE BASES
AMPLIFICADO. 3B= SECUENCIA INFERIDA DE AMINOACIDOS / NDV FUSION PROTEIN GEN NUCLEOTIDE AND AMINO ACID

SEQUENCE ANALYSIS. 3A= NUCLEOTIDE SEQUENCING OF THE 250 BASE PAIRS FROM THE AMPLIFIED FRAGMENT. 3B= PREDICTED AMINO

ACID SEQUENCE.
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FIGURA 4. INACTIVACION DEL VIRUS DEL VEN EN TARJETAS FTA®. COLUMNA 1= MARCADOR MOLECULAR (AMRESCO
Inc. EUA). COLUMNAS 2-5= RT-PCR EN 4 EMBRIONES INOCULADOS CON VIRUS PREVIO A LA INACTIVACION EN LAS
TARJETAS FTA®. CULUMNAS 6-9= RT-PCR EN 4 EMBRIONES INOCULADOS CON VIRUS INACTIVADO EN TARJETAS
FTA®. COLUMNA 10= CONTROL POSITIVO / NDV INACTIVATION BY FTA® CARDS. LINE 1= MOLECULAR MARKER (AMRESCO Inc. USA).
LINES 2-5 = RT-PCR FOR FOUR EMBRYOS INOCULATED WITH NDV BEFORE FTA® INACTIVATION. LINES 6-9 RT-PCR FOR 4 EMBRYOS
INOCULATED WITH FTA® INACTIVATED VIRUS. LINE 10 POSITIVE CONTROL.
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contar con un mecanismo de muestreo, inactivaciéon y trans-
porte para el VEN que evite los riesgos bioldgicos que ocasio-
na el transporte del virus entre laboratorios [16] y las pruebas
in vivo [1].

CONCLUSIONES

1. Las tarjetas FTA® permitieron la identificacién median-
te RT-PCR del virus de la enfermedad de Newcastle en fluido
alantoideo, incluso 14 dias después de tomada la muestra.

2. La secuenciacion de los nucledtidos amplificados a
partir del virus presente en las tarjetas FTA®, permite predecir
la secuencia de aminoacidos de la zona de corte de la protei-
na de fusion y la virulencia del aislamiento.

3. Las tarjetas FTA® inactivaron completamente el VEN,
lo cual garantiza un muestreo y transporte seguro, proporcio-
nando una fuente confiable de acidos nucleicos para su identi-
ficacion.
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