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Las palomas domésticas (Columba livia) son reservorios de diversos agentes infecciosos,
representando un riesgo para la salud publica. En Colombia, esta especie introducida es habitual
en entornos urbanos, donde diversos estudios microbiolégicos se han adelantado. Sin embargo,
su papel en la circulacion del Virus del Nilo Occidental (VNO) y la Influenza Aviar (IA) sigue siendo
desconocido. Este estudio evalud la presencia de enteroparasitos, hemoparasitos, asi como la
deteccion de VNO y VIA en palomas ferales capturadas en Bogotd, Arauca y Aguazul. Se
recolectaron muestras fecales, de sangre, e hisopados orales y cloacales de 48 individuos. Los
analisis parasitoldgicos incluyeron examen en fresco para pardsitos gastrointestinales y tincién de
Giemsa para hemoparasitos. La deteccién viral se llevd a cabo mediante RT-gPCR utilizando
TagMan y SYBR-Green. Los resultados indican la presencia de Haemoproteus columbae, junto a la
presencia de diferentes endoparasitos que incluyen Eimeria, Blastocystis, entre otros para Arauca y
Bogota. Discutimos resultados de resultados obtenidos por pruebas moleculares para los virus
potencialmente zoonéticos. Continuar con la vigilancia activa en especies sinantrépicas como
esta es imprescindible para establecer estrategias de prevencion y control, en contextos urbanos,
donde el contacto frecuente entre humanos y palomas puede facilitar la transmision de
microorganismos.
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Domestic pigeons (Columba livia) are reservoirs of several infectious agents and represent a risk to
public health. In Colombia, this introduced species is common in urban areas, where several
microbiological studies have been conducted. However, its role in circulating West Nile virus (WNV)
and avian influenza (Al) remains unknown. This study aimed to evaluate the presence of
enteroparasites, haemoparasites, and the detection of WNV and Al in feral pigeons captured in
Bogotd, Arauca and Aguazul. Faecal samples, blood samples, oral and cloacal swabs were collected
from 48 individuals. Parasitological analyses included fresh examination for gastrointestinal
parasites and Giemsa staining for haemoparasites. RT-gPCR was used to detect the virus using
TagMan and SYBR-Green. The results indicate the presence of Haemoproteus columbae, together
with the presence of several endoparasites, including Eimeria and Blastocystis, among others, in
Arauca and Bogota. We discuss the results of molecular testing for potentially zoonotic viruses.
Continued active surveillance in synanthropic species such as this one is essential to establish
prevention and control strategies in urban contexts, where frequent contact between humans and
pigeons may facilitate the transmission of microorganisms.
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Resumen

Las palomas domésticas (Columba livia) son reservorios de diversos agentes infecciosos,
representando un riesgo para la salud publica. En Colombia, esta especie introducida es
habitual en entornos urbanos, donde diversos estudios microbiolégicos se han adelantado. Sin
embargo, su papel en la circulacién del Virus del Nilo Occidental (VNO) y la Influenza Aviar
(1A) sigue siendo desconocido. Este estudio evalué la presencia de enteroparéasitos,
hemoparasitos, asi como la deteccion de VNO y VIA en palomas ferales capturadas en Bogota,
Arauca y Aguazul. Se recolectaron muestras fecales, de sangre, e hisopados orales y cloacales
de 48 individuos. Los analisis parasitologicos incluyeron examen en fresco para parasitos
gastrointestinales y tincién de Giemsa para hemoparasitos. La deteccion viral se llevo a cabo
mediante RT-qPCR utilizando TagMan y SYBR-Green. Los resultados indican la presencia de
Haemoproteus columbae, junto a la presencia de diferentes endopardsitos que incluyen
Eimeria, Blastocystis, entre otros para Arauca y Bogota. Discutimos resultados de resultados
obtenidos por pruebas moleculares para los virus potencialmente zoon6ticos. Continuar con la
vigilancia activa en especies sinantropicas como estd es imprescindible para establecer
estrategias de prevencion y control, en contextos urbanos, donde el contacto frecuente entre

humanos y palomas puede facilitar la transmision de microorganismos.
Abstract

Domestic pigeons (Columba livia) are reservoirs of several infectious agents and represent a
risk to public health. In Colombia, this introduced species is common in urban areas, where
several microbiological studies have been conducted. However, its role in circulating West
Nile virus (WNV) and avian influenza (Al) remains unknown. This study aimed to evaluate
the presence of enteroparasites, haemoparasites, and the detection of WNV and Al in feral
pigeons captured in Bogot4, Arauca and Aguazul. Faecal samples, blood samples, oral and
cloacal swabs were collected from 48 individuals. Parasitological analyses included fresh
examination for gastrointestinal parasites and Giemsa staining for haemoparasites. RT-qPCR
was used to detect the virus using TagMan and SYBR-Green. The results indicate the presence
of Haemoproteus columbae, together with the presence of several endoparasites, including
Eimeria and Blastocystis, among others, in Arauca and Bogota. We discuss the results of
molecular testing for potentially zoonotic viruses. Continued active surveillance in

synanthropic species such as this one is essential to establish prevention and control strategies



in urban contexts, where frequent contact between humans and pigeons may facilitate the

transmission of microorganisms.
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Introduccion

En 1951, el comité experto en zoonosis de la Organizacién Mundial de la Salud defini6 las
zoonosis como “enfermedades e infecciones que son transmitidas naturalmente entre animales
vertebrados y humanos” (Chomel, 2009). Las aves desempefian un papel clave como
reservorios de patdgenos zoonoticos como bacterias, hongos, virus, acaros y garrapatas
(Kozdrun et al., 2015) La paloma Columba livia también conocida como paloma comun, es
una especie del orden Columbiformes, familia Columbidae fue introducida en Colombia, que
originalmente se distribuia en el sur de Eurasia y del norte de Africa (Saborido, 2009).
Actualmente, presenta una distribucién pantropical y es reconocida por coexistir con el ser
humano, siendo de interés ya que diferentes microorganismos con potencial zoonético pueden
emplearla como hospedero o pueden crecer en sus heces (Saborido, 2009, Gonzélez-Acufia et
al., 2007).

La coexistencia entre seres humanos y animales en las ciudades se ha incrementado dado el
aumento de la poblacién humana y de las especies animales que se han adaptado a un estilo de
vida urbano. Dentro de este nuevo paisaje, la paloma comdn se ve beneficiada de las
actividades humanas como estructuras de concreto que asemejan sus sitios de anidacion, los
desechos de comida y la alimentacion de aves realizada como actividad recreativa; el
establecimiento, la expansion y la colonizacion hace que actualmente se considera una especie
invasora (NBII, IUCN/SSC, 2025, Scherf., 2000) Esta especie ha sido criada como mascota,
como palomas mensajeras y luego introducidas como aves ornamentales en varios lugares del
mundo, actualmente son empleadas también como alimento, , simbolo religioso y en

investigacion (Villalba-Sanchez et al., 2014).

Columba livia ha sido identificada como una fuente de patdgenos que pueden afectar tanto a

humanos como a otros animales. En el contexto de la salud publica, las zoonosis méas relevantes



vinculadas a esta especie aviar incluyen clamidiosis, criptococosis, aspergilosis, salmonelosis,
listeriosis y estafilococosis, colibacilocis resistente a antibioticos, cuya transmision puede
ocurrir por aerosolizacién de excretas o contacto directo con las mismas (Gonzélez-Acufia et
al., 2007; Barbosa-Bruges et al., 2021). También se han implicado en la transmision de virus
de alta relevancia sanitaria como el Virus del Nilo Occidental (VNO), el virus de Influenza
aviar (I1A), el de la Encefalitis de San Luis, la rubéola y la encefalomielitis equina (Haag-
Wackernagel et al., 2004; Vasconcelos et al., 2018; Gibbs et al., 2005; Mansour et al., 2014;).

Virus con potencial zoondtico: Influenza aviar y Virus del Nilo Occidental

Dentro del grupo de enfermedades zoondticas, las infecciones virales son cada vez mas
frecuentes y con mayor impacto para la salud pablica mundial, al ser los agentes etiologicos de
numerosos brotes de en los ultimos afios (Tomori y Oluwayelu, 2023). Dentro de este grupo,
el VIA y el VNO han sido responsables de numerosas muertes entre sus reservorios principales
(aves silvestres) y hospederos (aves domésticas y mamiferos) (LaDeau et al. 2007; Blagodatski,
et al. 2021). Los virus causantes de influenza son virus RNA que pertenecen a la familia
Orthomyxoviridae, y se diferencian en tres tipos A, B y C, siendo los virus tipo A y B los
principales agentes asociados a influenza epidémica en humanos. La influenza aviar es causada
por cepas del virus tipo A las cuales se clasifican segun sus proteinas de superficie;
Hemaglutinina (HA), necesaria para la entrada viral y la Neuraminidasa (NA) que facilita la
liberacion viral. En términos antigénicos, son las proteinas méas variables, reconociéndose a la
fecha un total de 18 HA y 11 NA diferentes, que dan origen a los diferentes subtipos de
influenza reportados (HXNX) (Webster et al., 1992; De Marco et al., 2023).

Las aves acuaticas migratorias son consideradas como reservorios principales de 1A,
convirtiéndose de esta forma en la principal fuente de influenza que infectan a otras especies
(Webster et al., 1992). El virus 1A puede infectar una gran variedad de especies animales,
incluyendo otras aves (silvestres o domésticas) cerdos, caballos, mamiferos acuéaticos y
humanos, transmitiendo el virus a través del contacto directo con aves infectadas, secreciones

respiratorias y heces contaminadas (Velazquez et al., 2023).

En el caso de Colombia la presencia de la 1A fue reportada por primera vez en Medellin durante
el afio 2015 (Jiménez-Bluhm et al., 2016) donde de 1160 muestras incluyendo 419
Anseriformes, 624 Galliformes, 15 Columbiformes (C. livia) y 102 muestras ambientales, 31



individuos resultaron positivos para la variante HL1IN2. Entre las especies infectadas hay aves
Anseriformes y Galliformes (los ejemplares de C. livia resultaron negativos) e incluso se logré
identificar mediante analisis filogenéticos, la relacion genética con las variantes H11N2
aisladas en Chile durante el 2013 y Estados Unidos durante los afios 2010-13 (Jiménez-Bluhm
etal., 2016).

En Colombia el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) durante los ultimos cuatro afios ha
confirmado como resultado de las acciones de vigilancia epidemioldgica que se adelantan en
todo el territorio nacional, la ocurrencia de cuatro brotes de influenza aviar altamente patdgena
en aves de traspatio. ElI primer brote fue detectado entre octubre y diciembre del 2022,
identificando 38 aves infectadas en los departamentos de Cordoba (21/38), Chocd (7/38), Sucre
(5/38), Bolivar (4/38) y Magdalena (1/38) (ICA., 2025). Segundo brote entre enero y marzo
del 2023, identificando 10 aves infectadas en los departamentos de Narifio (8/10), Cérdoba
(1/10) y Cauca (1/10) (ICA., 2025). EI tercer brote para el mismo afio en el mes de julio,
identificando 3 aves infectadas en los departamentos de Cauca (2/3) y Cordoba (1/3). Y
finalmente, entre octubre y noviembre de 2024 se identificaron 14 aves infectadas en los
departamentos de Bolivar (6/14), Magdalena (5/14), Atlantico (2/14) y Narifio (1/14). De las
muestras recolectadas se identificé la presencia de virus de influenza aviar altamente patégena
A (H5) — Clado 2.3.4.4b (ICA., 2025)

Por otra parte, el VNO es un arbovirus que pertenece a la familia Flaviviridae, de importancia
clinica y epidemioldgica con representantes como Dengue y Zika (Liang & Dai et al. 2024).
Los miembros de la familia Flaviviridae presentan un genoma de ARN de cadena sencilla
(monocatenario), con polaridad positiva y un tnico gen con una longitud aproximada de 11,000
nucledtidos (nt). El VNO presenta un modo de transmision vectorial mediado por mosquitos
del género Culex a diferencia del VIA, que puede transmitirse por aerosoles. Sin embargo, un
aspecto en comun entre ambos virus es su capacidad de ser transmitido desde sus principales
reservorios (aves silvestres migratorias (Heidecke et al., 2023)). ElI VNO ha sido detectado en
mas de 150 especies de aves silvestres y domesticas pertenecientes a los 6rdenes Passeriformes,
Ciconiformes, Falconiformes, Anseriformes, Columbiformes, y Strigiformes, siendo estos
ordenes los mas susceptibles al desarrollar altas viremias, lo que permite la transmision
vectorial hacia una gran variedad de hospederos vertebrados (otras aves, mamiferos y reptiles),
que el caso del humano a causa de su baja viremia no logren transmitir vectorialmente la el

patogeno (Klenk et al., 2004; Habarugira et al., 2020). Desde su identificacion en Uganda en



el afio 1937 (Smithburn et al., 1940), el VNO ha causado numerosos brotes en Africa, Asia,
Europa y Norte América convirtiendo a este virus en un riesgo de salud publica global
(Chancey et al., 2015).

El' VNO se detecto por primera vez en Suramérica y Colombia en el 2004 durante una encuesta
epidemioldgica, llevada a cabo en equinos, realizada en el caribe de Colombia (Cordoba y
Sucre) (Mattar et al., 2005). En los afios siguientes, mas encuestas epidemiologicas fueron
realizadas en busqueda de VNO en otros departamentos de Colombia, identificando antigenos
contra VNO en caballos del departamento del Meta y Antioquia (Gbéez-Rivillas et al., 2010).
Siguiendo la hipotesis que VNO se disemind mas eficientemente en las Américas gracias a las
aves migratorias portadoras del virus, el Instituto Alexander Von Humboldt llevé a cabo el
primer estudio en aves locales y migratorias provenientes de Estados Unidos para detectar
VNO mientras cruzaban por las islas de San Andrés y Providencia (Rosselli et al., 2003), con
resultados negativos para VNO. Para el afio 2012 se determind la presencia de VNO en 18
flamingos infectados en el zooldgico de Antioquia (Osorio et al., 2012). A la fecha ain no se

ha reportado ningln otro caso de vertebrados infectados con VNO incluyendo a humanos.

Colombia se encuentra en una ruta importante de aves migratorias, las cuales pueden actuar
como reservorios de virus como el del Nilo Occidental y la Influenza Aviar. Las aves
residentes, como C. livia, pueden integrarse al ciclo de transmision mediante contacto directo
con estas especies migratorias 0 a través de vectores como mosquitos. La interaccion estrecha
entre la paloma comdn y seres humanos en entornos urbanos convierte a esta especie en un
potencial indicador y transmisor de patdgenos zoondticos. Esta interfaz ave-humano representa
un riesgo para la salud publica, la propagacion de resistencia antimicrobiana, el bienestar
animal, y la conservacion de la fauna silvestre. Las ciudades capitales de Colombia, por su alta
densidad poblacional y concentracion de palomas ferales, constituyen puntos criticos para el
monitoreo y vigilancia de patdgenos potencialmente zoonéticos (Barbosa Brugés et al., 2020;
Cano-Terriza et al., 2015).

El objetivo del presente estudio fue evaluar la presencia de hemoparasitos, parasitos
gastrointestinales y virus con potencial zoonotico, especificamente el virus de la Influenza

Aviar y el Virus del Nilo Occidental, en Columba livia en tres localidades de Colombia.

2. Materiales y métodos.



2.1. Captura de individuos

Durante los meses de marzo y abril del 2024, se realizaron muestreos en Arauca (Arauca),
Bogota (Cundinamarca) y en Aguazul (Casanare). Se identificaron puntos de aglomeracion de
palomas comunes y se cebaron empleando granos de maiz y pan. Posterior a la agrupacion de
los individuos alrededor del punto de alimentacién fueron capturadas de forma manual (el
personal que captura contaba con implementos de bioseguridad), empleando una red de niebla
de longitud de 6 y 12 metros y un didmetro de 36 mm que se dejé caer sobre el grupo de aves.
Los individuos capturados se transportaban en bolsas de tela de manera individual y regresados

a su sitio de captura luego de ser muestreados.

En Arauca las aves fueron capturadas en el parque principal Simén Bolivar (N.7.085318°, W
70.757776°) y en el parque Caldas (N 7.087456°, W 70.757831°). La segunda localidad fue en
la ciudad de Bogota, entre las calles 45y 53 (N 7.3758, W 74.0413). La tercera localidad fue
el municipio de Aguazul, los sitios de muestreo fueron el colegio San Agustin (N 5.167571°,
W 72.542351°) y el terminal de transporte (N 5.168812°, W 72.549734°). Las muestras fueron

luego trasladadas al laboratorio para su analisis.
2.2. Toma de muestras

Las aves fueron identificadas, fotografiadas y se tomaron las medidas de culmen total, culmen
expuesto, alto y ancho del pico a la altura de las narinas, rictus, ala, cola, tarso y masa. Para la
bausqueda de hemoparasitos se utiliz6 puncion de la vena braquial para extraer
aproximadamente 50 pl de sangre, con la que se elaboraron tres frotis sanguineos y el restante
se almaceno sangre en etanol absoluto. Para la busqueda de virus se realizd toma de hisopado
cloacal y orofaringeo, una vez retirado el hisopo se introdujo en tubos de criopreservacion con
DNA/RNA Shield (ZYMO RESERARCH, Cat. No R1200-25, USA). Para la basqueda de
parasitos intestinales, las heces se tomaron de la bolsa donde se transportaba el ave o en la

defecacion cuando se tomd el hisopado cloacal.
2.3. Diagnéstico parasitoldgico

Los frotis de sangre fueron secados al aire y fijados en metanol absoluto por cinco minutos el
mismo dia de su preparacion. Posteriormente, fueron coloreados con tincion de Giemsa al 4%

por 45 minutos (Matta & Rodriguez 2001). Los frotis se examinaron por microscopia de luz



empleando un microscopio Olympus luz Olympus Bx43 con la camara digital DP-72 y el
software de imagenes Cellsens version 1.11. Su morfologia se compar6 con la clave de
Valkiiinas y Iezhova (2022) y la intensidad de infeccion se cuantificd por conteo de células

infectadas en 10000 glébulos rojos.

Para el caso de parasitos intestinales, en una ldmina portaobjetos se dispensé una gota de
solucion salina y una gota de Lugol, sobre cada gota con un palillo de madera se extendié una

pequefia porcion de heces y se cubri6 con laminilla.
2.4. Andlisis moléculas para la deteccion de VIA y VNO
2.4.1 Extraccién de acidos nucleicos a partir de hisopados cloacales y orofaringeos

Noventa y seis hisopos (Tabla 1) de los 48 individuos capturados se les extrajeron RNA con el
Kit de extraccion Quick-DNA/RNA™ MagBead kit (Cat. No. R2130; Zymo Research, CA,
USA), de acuerdo con las condiciones del fabricante, resultando en 48 eluidos cloacales y 48

orofaringeos utilizados para la deteccion molecular de VIA y VNO.
2.4.2 Deteccion molecular de VIA por RT-gPCR Mudltiple por TagMan

Para la deteccion molecular de 1AV, dos juegos de primers con sus correspondientes sondas
fueron usados. El primer juego (M) Sentido “S” 5’-TGGAAAGTGTAARAAACGGAACGT-
3’, Anti-sentido “AS” 5 CGGTWYTGAGGGCTTACRTGG-3' y Sonda 5-FAM-
WCCCCAGGWGGWGGACTG-BHQ1-3' permite la deteccion de una region especifica en la
matriz del virus, reconociendo los subtipos de influenza A y B. La segunda pareja o (H5) S 5'-
GGAAAGTGTAARAAACGGAACGGAACGT-3, AS 5'-
TGCTAGGGAACTCGCMACTG-3'y Sonda 5'-Cy5-ACTCCCCACTTATTTCCTCTCTCT-
BHQ1-3', permite discriminar se forma especifica entre ambos subtipos de influenza en funcién
de la hemaglutinina (HA)-5. Como control endogeno, se usé una pareja de primers (18S
dirigidos al hospedero vertebrado) S 5-GAGCTAATACATGCCGACGAG-3’, AS 5'-
CTAGAGTCACCAAAGCTGCC-3' y Sonda TagMan 5-HEX-CGACCTCCGGGGACG-
BHQ1-3', que amplifica un fragmento de 97 pb del gen 18S rRNA del hospedero (Zyrianova
& Zaripov, 2022). Como control positivo para el PCR se empled un vector de clonacion pMG-
Amp (plasmido) Macrogen Inc. (Seoul, Korea), que contenia las secuencias objetivo de

hibridacién para los primers y sondas empleadas (Figura Suplementaria 1A). Las condiciones



del montaje de PCR y el perfil térmico empleado para la obtencion de productos de

amplificacion se llevaron a cabo segun Céardenas et al. 2005.
2.4.3 Deteccion molecular de VNO por RT-gPCR Mudltiple por TagMan

Para la deteccion molecular de VNO, los primers y sonda empleados se sintetizaron segln
(Vasques et al 2016); WNV S 5-CGGAAGTYGRGTAKACGGTGCTG-3', AS 5'-
CGGTWYTGAGGGGGCTTACRTGG-3' y Sonda 5'-FAM-WCCCCAGGWGGGGACTG-
BHQ1-3'. Como control positivo para la deteccion de VNO, se emple6 un plasmido (Figura
Suplementaria 1B) que contenia las secuencias objetivo de hibridacion para VNO y 18S rRNA
(Matta et al., 2025). Finalmente, las condiciones del montaje y perfil térmico empleado se

llevaron a cabo segun (Matta et al., 2025).
2.4.4 Deteccion molecular de VNO por RT-gPCR Monoplex

Como una segunda fuente de confirmacidon de diagndstico para las muestras identificadas como
positivas tras la deteccién de VNO por RT-gPCR mudltiple, se confirmd la positividad mediante
RT-gPCR monoplex usando SYBR-Green como sistema de deteccién. Esta confirmacion, se
Ilevo a cabo usando los mismos primers de deteccion y control enddgeno segun las condiciones
de Matta et al., (2025), Los Primers correspondientes a las secuencias adicionalmente
evaluadas, fueron disefiadas en base a la secuencia de referencia NC_009942.1 West Nile virus
lineage 1, disponible NCBI; Para la regién NS5, se evaluaron los primers WNV_500 19 S 5'-
TGCCACTATGCCTACATGGTTC-3' y WNV_500_19 AS 5'-
TGCGGTACCTAGTGAACTCTTCT-3!, flanqueando la porcion mas proximal de la NS5
sentido 5°-3’ del genoma, WNV _500 21 S 5'- TGTTGTGACACCCTCCTTTGTG-3" y
WNV_500 21 AS 5- TATGGGTGGTTCTCATCGTGGT-3', flanqueando la porcién media
de NS5 y WNV_500 27 S 5'- TTTTGAGGAGAAAGTCAGGCCG-3'y WNV_500_27 AS
5- CTGGTTGTGCAGAGCAGAAGAT-3', dirigidos hacia la porcién mas distal de la NS5,
gue en conjunto abarcan una region de 2714 pb correspondientes con la regidn no estructural
5 (NS5). Adicionalmente, se evaluaron primers que permitian la deteccion de secuencias
correspondientes a la Capside viral WNV_500 1 S 5'- GCCTGTGTGAGCTGACAAACT -3'
y WNV 500 1 AS 5- TACCGTCATCATCACCTTCCCT -3 y la Envoltura viral
WNV_500 3 S 5- CCAAGGCCACAAGGTATTTGGT-3' y WNV_500 3 AS 5-
GCTTCCTTTGCCAAATAGTCCG-3'. La reaccion empleada consistié en 5 uL de Master



mix, 0.5 uM de cada primer para WNV, 1 puL de material genético extraido y H>O para un
volumen final de 10 pL. Las condiciones del perfil térmico fueron un paso inicial de
transcripcion inversa a 55 °C por 2 minutos, denaturacion a 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de
15 segundos a 95 °C y 1 minuto a 60 °C para la hibridacion y extension. Los resultados
obtenidos fueron evaluados en funcién del valor del Delta de Ct (Threshold cycle) y la curva
de disociacion (Curva Melting) obtenidos en el equipo Quantum Studio 5 (Applied

Biosystems) y el programa de analisis Design & Analysis 2.2.0.
3. Resultados
3.1 Ocurrencia de parasitos sanguineos e intensidad de infeccion

En total se capturaron 48 individuos, las muestras obtenidas estdn consignadas en la Tabla
suplementaria 1. La lectura de los extendidos de sangre revel6 la presencia de Haemoproteus
columbae (Figura 1) en 35/48 individuos, con rangos de parasitemia variable donde a paloma
GERPH BO49 presentd la intensidad de infeccién mas alta 23,12% (Tabla 1)

Figura 1. Haemoproteus columbae en paloma comun (Columba livia). A: microgametocito. B:
macrogametocito. C: doble infeccion con microgametocitos. D: doble infeccién con
microgametocito y macrogametocito.

3.2 Enteroparasitos

Para la ciudad de Arauca se analizaron un total de 17 individuos y se encontrd una frecuencia
de infeccion por enteroparasitos del 100%. Dentro de los cuales se encuentran Eimeria sp.



(64,70%), Eimeriidae (17,64%), levaduras (11,76%), Blastocystis (5,90%) Oxyuridae (5,88%)
(Figura 2). Por su parte en la ciudad de Bogota los enteroparasitos ocurrieron en el 86% (12/14)
de los casos y se encontraron huevos de helmintos principalmente Ascarididae (21,4%),
Capillariidae (7,14%), Strongylida (7,14%), y Spirurida (7,14%). También fueron observados
ooquistes de protozoos como Eimeria sp. (28,6%) y Blastocystis sp. (7,14%). Por ultimo, la
presencia de levaduras fue del 57,1% (Figura 2). La infeccion por helmintos y Blastocystis sp.
Por su parte, en las muestras analizadas en la ciudad de Aguazul no se observaron parésitos
gastrointestinales. Los resultados obtenidos por localidad se consignan en la Tabla 1.

Figura 2. Enteroparasitos hallados en muestras fecales de Columa livia analizadas en el
presente estudio. A-C. Huevos de Ascaridae; D, Huevo de Capillaria; E, Huevo de
Oxyuridae; F, Levaduras; G, H, I, Ooquistes de Eimeria spp. Barra: 20um.




Tabla 1. Numero de individuos Columba livia muestreados en tres ciudades de Colombia, su
positividad para parasitos sanguineos, con rango de parasitemia en el porcentaje de células

infectadas en 10000 eritrocitos, y enteroparasitos.

Parasitos sanguineos Enteroparasitos
Localidad N Infectados % Infectados Rango parasitemias Infectados % Infectados
Aguazul 17 9 52,9 0-0,98 0 0
Arauca 17 12 70,5 0-1,02 17 100
Bogota 14 14 100 0,05 - 23,12 12 85,7
Total 48 35 72,9 0-23,12 29 60,41

3.3 Deteccion molecular de VIA por RT-gPCR multiple

La deteccion molecular y subsecuente analisis de los genes M y H5, revelaron productos de
amplificacion para el gen M en tres de los 48 eluidos evaluados provenientes de los hisopos
orofaringeos y cloacales procesados resultados consignados en la Tabla 2. Cada muestra con
producto de amplificacion positivo de hisopos orofaringeos provenia una de cada localidad:
Arauca (AUA 73, Ct = 37,605), Agua Azul, Casanare (CA 1993, Ct = 37,568), y Bogota (BO
52, Ct = 37,329), Figura 3C. De igual forma para los hisopos cloacales en Arauca (AUA 71,
Ct = 39,714), Casanare (CA 1981, Ct = 37,014), y Bogota (BO 41, Ct = 38,000), Figura 3D.
Sin embargo, ninguna de las muestras cumplié con el criterio de inclusion de tener un valor de
Ct (valor de umbral de ciclo) menor a 37, por lo que no pueden considerarse producto del g°PCR
realmente positivos para la presencia del virus (Figura 3). Por otra parte, no se obtuvieron
productos de amplificacion para el gen H5 en ninguno de los eluidos evaluados, y los controles
positivos (Control enddgeno del hospedero) y el plasmido con la secuencia viral amplificaron

segun los esperado y el control negativo de reaccion, no indico contaminacion.



Tabla 2. Resultados de la deteccion molecular de virus potencialmente zoondticos. Se muestran
localidad codigo de muestreo y el Ct para el control enddgeno 18S, para el gen (M) del Virus
de la Influenza Aviar (VIA) y para el fragmento de (NC3") del Virus del Nilo occidental
(VNO), a partir de hisopados orofaringeos y cloacales.

Localidad Codi Hisopado Orofaringeo Hisopado Cloacal
ocatica ol 18s  VIA  VNO 18S VIA  VNO
Aguazul AUA7l 22,134 21,524 39,714
AUA73 22,134 37,605 21,524
Casanare CA 1981 19,296 34,190 18,124 37,714
CA 1983 18,488 36,967 16,595
CA 1984 17,954 35,467 19,640
CA 1985 18,830 35,899 23,650
CA 1986 19,058 37,245 27,238
CA 1991 17,662 35,946 19,441
CA 1992 17,396 35,617 21,951
CA 1993 23315 37,568 35,531 21,251
Bogota BO 41 17,769 34,832 20,321 38,000
BO 42 17,766 33,972 19,035
BO 44 24,103 34,474 23,598
BO 48 18,696 34,684 22,684 35,908
BO 49 19,645 33,003 19,154 34,159
BO 50 19,519 33,561 22,851 33,881
BO 51 19,349 33,579 24,119 34,422
BO 52 18,318 37,329 34,100 19,888
BO 53 21,956 36,017 22,029
BO 54 19,814 35,573 24,097
Controles Positivo 20,568 10,937 21,715 20,826 11,362 22,321
Negativo

Figura 3. Amplificacion en escala lineal para la deteccion de Virus de Influenza Aviar VIA. A-
B. Control endogeno 18S rRNA para los 48 hisopos orofaringeos y cloacales, respectivamente.
C-D: amplificacion de los genes objetivo M; En C se muestran amplificados con elevacion de
la curva y Ct para el gen M como sigue: Hisopos orofaringeos Arauca (AUA 73, Ct = 37.605),
Casanare (CA 1993, Ct = 37.568), Bogota (BO 52, Ct = 37.329) y Control positivo (M Ct =
10,937 y H5 Ct = 14,382) y D. Hisopos cloacales en; Arauca (AUA 71, Ct = 39.714), Casanare
(CA 1981, Ct = 37.014), Bogota (BO 41, Ct = 38.000) y Control Positivo (M Ct = 11,362 y H5
Ct =13,510).
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3.4 Deteccion molecular de VNO con la metodologia TagMan

Para los eluidos orofaringeos de C. livia procesados por qPCR se utiliz6 como criterio de
inclusion, un valor de Ct menor a 38 para considerar una muestra positiva para la presencia de
VNO. De los 48 eluidos fue posible identificar un total de 18 (37,5%) que cumplieron este
criterio, como se reporta en la Tabla 3. Estos eluidos correspondian principalmente de Bogota
con un 71,4% (10/14), con valores de Ct entre 33,003 y 36,017, Figura 4A. La segunda
frecuencia mas alta observada fue en Casanare con 47,0% (8/17) de muestras positivas y
valores de Ct entre 34,190 y 37,245 Figura 4B. Para la localidad de Arauca, ninguna muestra
procesada resulté positiva. Tras la evaluacion de los 48 eluidos cloacales bajo el mismo criterio
de inclusidn, se identificaron 4 eluidos positivos con una frecuencia de 8,3% (4/48), todos ellos
en la localidad de Bogota con valores de Ct entre 33,881 y 35,908, Figure 4C. Los controles
positivos (Control enddgeno del hospedero) y el plasmido con la secuencia viral amplificaron

segun los esperado y el control negativo de reaccion, no indico contaminacion.

Figura 4. Curvas de amplificacion en escala lineal para la deteccion de Virus del Nilo
Occidental VNO; A. Muestras procesadas a partir de Hisopos orofaringeos de Bogota; BO



41(Ct= 34,832), BO 42 (Ct= 33,972), BO 44 (Ct= 34,474), BO 48 (Ct= 34,684), BO 49 (Ct=
33,003), BO 50 (Ct=33,561), BO 51(Ct= 33,579), BO52 (Ct= 34,100). B. Muestras procesadas
a partir de Hisopos orofaringeos de Casanare; CA 1981 (Ct= 34,190), CA 1983 (Ct= 36,967),
CA 1984 (Ct=35,467), CA 1985 (Ct=35,894), CA 1986 (Ct= 37,245), CA 1991 (Ct= 35,946)
CA 1992 (Ct= 35,617), CA 1993 (Ct= 35,531) y Control Positivo (WNV Ct = 21,715). C.
Muestras procesadas a partir de Hisopos cloacales de Bogota; BO 48 (Ct= 35,908), BO 49 (Ct=
34,159), BO 50 (Ct= 33,881), BO 51(Ct= 34,422) y Control Positivo (WNV Ct = 22,3621).

A P—— B Arptteon

3.3 Corroboracion molecular por RT-gPCR por SYBR-Green de VNO

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos mediante la deteccidon por RT-qPCR mudltiple para
VNO, se tomaron los eluidos provenientes de los hisopos orofaringeos que resultaron positivos
tras la deteccion inicial y se realizd un segundo procedimiento para para confirmar el estatus
de positivo. Cada eluido fue evaluado mediante RT-gPCR usando SYBR-Green como sistema
de deteccion, evaluando los productos de amplificacion y las curvas de fusion. Inicialmente,
con los primers (WNV- Sentido y Anti-sentido) empleados para la deteccion (Figura
suplementaria 2). Posteriormente, se evaluaron los demas juegos de primers que reconocian
secuencias de la cépside, envoltura (Figura suplementaria 3) y region NS5 (Figura
suplementaria 4) dentro del genoma completo de VNO. El anélisis de los productos de

amplificacion y curvas de fusion obtenidos por SYBR-Green, indica ausencia de productos de



amplificacion especificos para los diferentes juegos de primers empleados y curvas de fusion

incongruentes con los productos de amplificacion especificos.
4. Discusion

Columba livia es una especie introducida en el Neotrépico incluyendo Colombia, y se
caracteriza por tener una relacion sinantropica que puede representar un riesgo de infeccion por
microorganismos de impacto negativo para la salud publica. Esta es la primera investigacion
que ademas de analizar la ocurrencia de parasitos, evalla la presencia de posibles virus con
potencial zoondtico en tres localidades de Colombia. Nuestros resultados muestran que las
palomas C. livia no son portadoras de los virus VIA o VNO en las localidades analizadas en
Colombia entre abril y mayo de 2024; pero si presentan altas ocurrencias de endoparasitos y
hemoparéasitos como se ha reportado previamente (Coral et al., 2015; Saborido., 2009;
Gonzalez-Acufia et al., 2007).

Es importante resaltar que las pruebas dirigidas para detectar VIA y VNO buscaban la presencia
de RNA viral como tal, no sus anticuerpos, por tanto, la no deteccion en las muestras analizadas
no descarta contacto previo con estos virus. Este diagnostico es un reto, dadas las caracteristicas
especificas de la infeccion viral como: su corto periodo de infeccidn activa, alta labilidad del
material genético y las bajas viremias (Vilibic-Cavlek et al., 2024). Especificamente hablando
del diagnostico de VNO, la metodologia TagMan indico positividad, pero este resultado no fue
corroborado con la metodologia SYBR-Green, por lo que la lectura de estos resultados iniciales
fue considerada falsos positivas. El sistema TagMan ha sido ampliamente utilizado y se
reportan varias ventajas en la deteccion de VNO que incluyen: mayor sensibilidad, mayor
rendimiento, mayor reproducibilidad y una mejor cuantificacion (<0,1 PFU/ml) frente al RT-
PCR de punto final u otros sistemas de deteccion, que resultaron 1000 veces (10 PFU/mI)
menos sensible en la deteccidén de VNO a partir de muestras en vectores o 100 veces (1 PFU/mI)
en muestras humanas y tejidos animales (Lanciotti et al., 2000). Sin embargo, su especificidad
esta estrechamente asociada a la secuencia génica objetivo observandose previamente como al
amplificar secuencias asociadas a regiones no codificantes como 3’NC, puede detectar
potencialmente cualquier linaje de VNO, en comparacion con la amplificacion de secuencias
codificantes como el gen de la envoltura, que favorece principalmente la identificacion de un

linaje especifico (Vilibic-Cavlek et al., 2024, Lanciotti et al., 2000). Con el fin de establecer



inequivocamente una muestra como positiva y de esta forma evitar la aparicion de falso-
negativos o falsos-positivos (menos frecuentes), el resultado de una muestra se interpreta como
positiva si el valor de Ct es <37 y dos 0 méas veces mayor al valor del control negativo, si la
muestra no cumple con uno de los criterios, la muestra se interpreta como inconclusa (Lanciotti
et al., 2001). Sin embargo, muestras que por TagMan fueron interpretadas como positivas
pueden ser interpretadas negativas por otras técnicas como Amplificacion Basada en
Secuencias de Acidos Nucleicos (Nucleic acid sequence-based amplification-NASBA) técnica
basada en un sistema de deteccion por Beacon (Lanciotti et al., 2001), haciendo evidente que,
a pesar de sus ventajas, puede ser susceptible a errores de interpretacién. Una alternativa viable
y mas econdmica que permite confirmar un resultado obtenido por sistemas de hibridacién
(TagMan o Beacon), es el uso de reactivos intercalantes como SYBR-Green el cual ofrece
rango de deteccion similar (<0.1 PFU/ml) a TagMan, y al usar un panel de primers similares o
idénticos, esta alternativa ofrece la ventaja adicional de evaluar la especificidad segun la
comparacion entre temperaturas de fusion o disociaciéon (Tm) para los diferentes productos de

amplificacion entre las diferentes muestras y el control positivo (Papin et al., 2004).

Dados nuestros resultados, es importante llamar la atencion sobre la cuidadosa interpretacion
de los resultados de RT-qPCR con Ct altos (amplificacion en ciclos tardios). Recomendamos
emplear méas de un sistema de deteccién molecular que nos permita confirmar los resultados
obtenidos (Figura 2, 3). Asi cdmo es posible obtener resultados falsos negativos en la prueba
de RT-gPCR (Papin et al., 2004). También es importante discutir y analizar con cautela Ct

tardios, como los obtenidos en este estudio.

En Italia como parte del programa de vigilancia epidemiologica de VNO se realizaron
infecciones experimentales con linajes de VNO en varias especies de aves, entre ellas C. livia.
Encontrando que, a pesar de altas viremias, las palomas no mostraban sintomas. Los analisis
histopatoldgicos mostraron miocarditis (Spedicato et al., 2016). En concordancia con lo
reportado por (Komar et al., 2003). Los resultados experimentales obtenidos por Spedicato,
2016 mostraron que las C. livia bajo ciertas circunstancias pueden llegar a ser reservorios
competentes de VNO, al identificar una dinamica de infeccidn con un pico de replicacién viral
cuatro d.p.i con valores de Ct = 32,5 aprox. frente a los valores de Ct observados tres d.p.i 0
cinco d.p.i (37,5 y 40, respectivamente). Implicando que, durante un periodo muy breve de

tiempo, las palomas pueden llegar a transmitir vectorialmente VNO



Por su parte Mansour et al (2014) reportan el analisis de palomas naturalmente infectadas con
H5N1 y el virus aislado provoco la muerte en embriones 3 dpi. Las palomas mostraron diarrea
y manifestaciones nerviosas y muerte stbita 10 dias después del inicio de los sintomas. En la
necropsia mostraron congestion interna de pulmon y cerebro. En Brasil se tiene registro de la
circulacion de anticuerpos contra arbovirus incluido el VNO en palomas comunes ferales
(Ramos et al., 2017).

En estudios realizados principalmente durante las dos décadas pasadas, se evaluo la interaccién
entre VNO y C. livia, con el fin de caracterizar su papel como hospedero o reservorio
competente para VNO. Con base en un estudio llevado a cabo por (Komar et al., 2001)
identifico que las palomas comunes presentaron entre un 3% a 16% de ocurrencia de infeccion
por VNO durante los brotes ocurridos en 1999 en Estados Unidos, catalogado estos valores
como poco significativos e incompetentes como reservorios frente a otras especies como
“House Sparrows” (Passer domesticus). Posteriormente, (Komar et al., 2003) indujo una
infeccion con la cepa NY-1999 en C. livia confirmado la presencia de antigenos neutralizantes
en respuesta al VNO durante nueve semanas después de la induccién de la infeccién. Sin
embargo, esta respuesta se considerd un respuesta temprana y efimera caracterizada por un
patrén relativamente corto entre la deteccion de IgM que aumento pronto y cayé con la misma
prontitud, para posteriormente desarrollar una seroconversion a IgG identificable durante el
periodo del ensayo. A pesar de las implicaciones de estos resultados, se sugiere el uso a las
palomas comunes como una posible especie centinela para la vigilancia de VNO en areas de
transmision urbanas (Komar et al., 2003; Kim et al., 2016). Dentro de las caracteristicas
generales para considerar una especie centinela; la paloma ha evidenciado una susceptibilidad
a la infeccion uniforme, es resistente a la infeccion y muestra la capacidad para desarrollar una
respuesta inmune rapidamente detectable, que a su vez no contribuye de forma significativa
con el ciclo de transmision local (Komar et al., 2001). Por otra parte, la validacion de la paloma
como especie de interés como centinela para VNO se ha propuesto en Estados Unidos y Europa,
con rangos de seroprevalencias entre 0% a 57%, en diferentes paises europeos, en los cuales,
las palomas son de interés para la vigilancia de VNO, en comparacion a su implementacién
como centinelas para otros virus zoonoéticos como VIA, a causa de la baja respuesta inmune
detectada y su caracterizacion como hospedero de punto final 0 “dead end” (Cano-Terriza et
al., 2015).



Dentro de las condiciones ambientales necesarias para el desarrollo del virus y de la infeccién
en el insecto vector, se reportan las altas temperaturas con bajas precipitaciones (Danforth et
al. 2016; Lorenz et al., 2022). Esta condicion de temperatura no se cumple actualmente para la
ciudad de Bogota, que pudiera estar restringiendo la propagacion del VNO, pues la temperatura

promedio es 18°C, pero ocurren en las otras dos localidades analizadas.

Con relacidn a parasitos intestinales, estudios realizados en la ciudad de Bogota se ha reportado
la presencia de Cryptosporidium spp. en palomas en vida feral (Martinez Ramirez et al., 2021).
El presente estudio no descarta la presencia de este parasito dado que, para la identificacion de
éstos, se emplean otros métodos diferentes a los enunciados en la seccion de metodologia. Por
su parte, un estudio realizado en la plaza de Bolivar de Bogota encontr6 la mayor prevalencia
por Eimeria spp., lo cual para el presente estudio constituye la segunda infeccion mas
prevalente en los individuos muestreados. De igual forma, la prevalencia de capiléridos es
congruente con lo reportado en el mismo estudio donde se evidencia menor ocurrencia de

infeccion por estos helmintos (Uribe Molina & Silva Florez., 2021).

En este estudio el enteroparéasito encontrado con mayor frecuencia en las palomas es del género
Eimeria spp. con una ocurrencia en el departamento de Arauca de 64,70% y Bogota con 28,6%
(Tabla 1). En el caso de la ocurrencia del género en el departamento de Arauca, es mayor a la
reportada en Envigado por Pérez-Garcia et al (2015) del 55% y (Uribe Molina & Silva Florez.,
2021) del 49,3%; pero menor a la identificada en Villavicencio, en donde la ocurrencia fue del
1,4% (Hernandez-Martinez et al., 2021). La presencia de parasitos gastrointestinales en
palomas genera alteraciones clinicas, como: la perdida de colores, una apariencia de mala
calidad de la pluma, pérdida de peso, afectacion en la reproduccion con disminucion de la

puesta de huevos (Parsani et al.,2014).

Adicionalmente, otros de los enteroparasitos encontrados fueron ascaridios y capilaridos en la
ciudad de Bogota. Previamente Uribe Molina & Silva Flérez (2021) revela la presencia del
género Capillaria en palomas C. livia presentes en la Plaza de Bolivar de la ciudad de Bogota

con una ocurrencia del 21,3%, la cual es mayor a la identificada en el presente estudio.

Haemoproteus columbae es el hemoparasito mas comunmente identificado en C. livia a nivel
global, con reportes de alta prevalencia en diferentes regiones, es asi como en n Ciudad del
Cabo, Sudaéfrica se encontrd una prevalencia del 96,9 %, (Nebel et al., 2020), del 100% en Sao



Paulo, Brasil (Chagas et al., 2016). En Colombia, estudios previos ya habian documentado su
presencia (Coral et al., 2015; Cepeda et al., 2019; Hernandez-Martinez et al., 2021). Casos
particulares de nuestro estudio con alta carga parasitaria, como el individuo BO 52 con una
parasitemia del 12% y coinfeccion con levaduras, lo cual podria sugerir un compromiso
inmunoldgico. Otro caso de resaltar es el individuo B049, presentd una parasitemia del 23,1%.
Estudios previos han reportado que incluso altas parasitemias por H. columbae no se asocian
necesariamente con alteraciones conductuales o deterioro en el estado general de salud de C.
livia (Coral et al., 2015; Cepeda et al., 2019). Sin embargo, los anélisis histopatoldgicos si

muestran compromiso de diversos érganos (Cepeda et al., 2019).

Las diferencias en la prevalencia de coinfecciones entre regiones podrian estar relacionadas
con factores ecoldgicos, o exposicion a agroquimicos que pudiera modular la presencia de
pardsitos intestinales como en el caso de Aguazul donde dieron resultados negativos para
enteroparasitos, aunque esto no concuerde con lo reportado en literatura. ES importante resaltar
que Aguazul se ubica en el departamento de Casanare, primer productor de arroz a nivel
nacional (Fedearroz y Dane, 2023 2da). Lo que implica el uso intensivo de agroquimicos en
los cultivos. Reportes de las afectaciones del uso de estos productos en el cultivo de arroz
incluyen microorganismos del suelo, pero no de las afectaciones a los animales (Bedoya &
Moreno., 2013). En los productos usados en la agricultura esta el “friponil”, un insecticida que
se encuentra en soluciones concentradas se reportdé que para C. livia se considera
“practicamente no toxico” (Gomez et al., 2023). Es posible que el uso de estos productos afecte
el ciclo de vida de los parasitos intestinales debido a alteraciones en la microbiota intestinal,
causadas por productos quimicos lo que ocasiona cambios en el metabolismo, la inmunidad y
la funcion neuroldgica de animales y humanos (Chiu etal., 2020; Vargas et al., 2024).La
posibilidad de que el uso frecuente de estos productos contribuya a la ausencia de parasitos
intestinales en la poblacién de palomas de Aguazul merece ser explorada mediante estudios

mas detallados
Conclusiones

Nuestro estudio demuestra que C. livia juega un papel relevante en el mantenimiento de
enteroparasitos en Arauca Yy Cundinamarca, la ausencia de éstos en Aguazul llama
especialmente la atencion, y pudiera ser foco de estudio para determinar agentes externos que

pudieran explicar este hallazgo. Se corrobora la alta frecuencia del hemoparasito H. columbae.


https://www.zotero.org/google-docs/?LDKvGi

Las poblaciones de C. livia analizadas en las tres localidades no mostraron positividad para la
presencia activa de VIA o VNO, pero no descarta infecciones pasadas. La amplia distribucion
y densidad poblacional de C. livia en ambientes urbanos, sumada a su potencial de interaccion
con otras especies de aves, puede representar un factor de riesgo para que patégenos infecten
la paloma doméstica y posteriormente ser transmitidos a otras especies. De tal manera que
programas constantes de vigilancia deben ser implementados en el pais. Se sugiere la
ampliaciéon del muestreo a otras regiones de Colombia que presenten diferentes altitudes y
temperaturas promedio, asi como la incorporacion de técnicas diagndsticas especificas para
Cryptosporidium, un parasito zoonotico de relevancia. Ademads, se considera ideal
complementar el estudio con anélisis seroldgicos que permitan detectar la presencia de

anticuerpos frente a VIA y VNO en palomas domésticas.
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Figuras suplementarias

Figura suplementaria 1. Representacion esquematica del Vector de clonacion (plasmido) y
secuencias empleadas como Control positivo durante la deteccion de; A. VIA 'y B. VNO.

Cloning Region
GTTTTCCCAGTCACGACGCTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTACTTGAAGGTACTTCTCTAATACATCTTGAAATCGGGTCCC/GGGCTCT
ACGAGAGCACAGTCCGGCGTGCAGAGATGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGC

—_ A. Plasmido VIA

/6 Primers y sondas; M (125pb), ' 1= (149pb) y 188 (97pb)
(<3 JATGTA ATG
@ ' AGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAACTTACCAAATACTGTCAATTTATTCAA!

/ CTGGAGAGCTAATACATGCCGACGAGCGCCGACCTCCGGGGACGCGTGCATTTAT
CAGACCAAAACCAACCCGGGCCCGCCCGGCAGCTTTGGTGACTCTAGATTCTCATGGAATGGCTAAAG
ACAAGACCAATCC ATTTGTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAG
CGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTCCAAAATGCCCTTAATG/ 392ph

AAGACTAAACAG

Ampﬂ

pMG-Amp
(2710 bp) B. Plasmido VNO

Primers y sondas; WNV (93pb) y 185 (97pb)
IAGGAAGTCAGGCCGGAAAGTTTCCGCCACCGGAAGTTGAGTAGACGGTGCTGCCTGCGACTCAACCCC
AGGAGGACTGGGTGAACAAAGCTGCGAAGTGATCCATGTAAGCCCTCAGAACCGTCTCGGATCGGAAG
GAGGACCCCACATGTTGTAACTTCAAAGCCCAATGTCAGACCACGCTACGGCGTGCCACTCTGCGGAGAG
TGCAGTCTGCGATTCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACTACGTCTCAGGTCCGCGAGCGAACATTGTCG
\ . GCTCAGTTTTTCACGTCTTAGGAGCTCTAATTGGGCGCTTCAGGAGTGAATTACTTTGGATACTACCTCCAG
0\'\ GAAATCATGCAAAAAGGCAAGTGGATGTATGCTGATGACACAGCAGGATGGGACAC.
CCCACGAGCGCCUACCTCCOGGGACGCGTGCATTTATCAGACCAAAACCAACCCGGGCCCGCCCGGCAG

CTTTGGTGACTCTAGA/ 502pb

Figura suplementaria 2. Curvas de amplificacion (A, C) y fusion (B, D) con los primers de
deteccion para VNO en hisopos orofaringeos con la metodologia SYBR-Green previamente
establecidas como positivas por la metodologia TagMan. A-B Control enddgeno, gen 18S
rRNA y C-D VNO.
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Figura suplementaria 3. Curvas de amplificacion (A, C) y fusion (B, D) con los primers
alternativos con la metodologia SYBR-Green en eluidos previamente establecidas como
positivas por la metodologia TagMan. A-B Céapside (WNV_500 1), C-D Envoltura
(WNV_500_3), la tnica curva apreciable corresponde al producto del control positivo.
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Figura suplementaria 4. Curvas de amplificacion (A, C) y fusion (B, D) con los primers
alternativos para la region NS5. A-B NS5 proximal 5°-3* (WNV_500 19), C-D NS5 media 5’-
3> (WNV 500 21), y E-F NS5 distal 5’-3° WNV_500 27. la Unica curva apreciable
corresponde al producto del control positivo.
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