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Resumen

La Bursitis infecciosa esta catalogada como una de las enfermedad infecciosas
aviares mas importantes debido a la pérdidas econdmicas que produce como
consecuencia directa de la enfermedad asi como por los efectos
inmunosupresores de la misma. Con el propdsito de profundizar en la situacion
epidemioldgica actual del virus de la Bursitis Infecciosa (IBDV) en Espafia, se
plantearon 3 estudios. Para tener una visién general de la situacién actual de IBD
en Espafia el primer estudio consistio en la caracterizacion genética de la region
hipervariable de la proteina VP2 de los aislados remitidos al laboratorio de
diagnéstico de CReSA y CESAC durante los afios 1990 y 2015. Mediante la
técnica de RT-PCR, la secuenciacion y la obtencién de la filogenia a partir del
fragmento de 480 nucledtidos de RHV, 968 secuencias fueron analizadas y
comparadas con las principales referencias del virus publicadas en GenBank. El
analisis de secuencias y la filogenia revelaron que el 21% de las cepas en
cuestion fueron cepas muy virulentas. Alrededor del 72% de las muestras
analizadas se correspondié con el genotipo atenuado intermedio y que estuvieron
altamente relacionadas a las cepas vacunales utilizadas con mas frecuencia en la
inmunizacion de las aves. Por otro lado, la filogenia nos muestra nuevos grupos
de cepas nunca antes descritos en Espafia. Asi, se observa un grupo de aislados
estrechamente relacionados a la cepa clasica atenuada V877 de origen
australiano y un nuevo linaje que en el estudio denominamos IBDV/Sp-var,

representando el 1,8% de los virus caracterizados.

Debido a estos hallazgos en el segundo estudio se planted profundizar en la
epidemiologia molecular de IBDV en Espafia. Para el estudio se consideraron 168
secuencias de la RHV de la VP2 obtenidas de GenBank con origen y afio
conocido, ademas de 33 secuencias derivadas de nuestro estudio anterior. El
analisis filogenético utilizando inferencia bayesiana confirmé la presencia de 4
linajes: clasico (IBDV/CI), clasico atenuado (IBDV/Cl-at), muy virulento (IBDV/w) y

el nuevo linaje IBDV/Sp-var. Se determiné la evolucion de los aislados de IBDV
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mediante la definicion de las fuerzas selectivas que se ejecutaron durante la
diversificacion. El andlisis de presion de seleccion detectd presion positiva dentro
del linaje atenuado en donde se ubicé una cepa de tipo vacunal de virulencia
intermedia. La evolucion adaptativa evidenciéo una relacién entre los linajes
IBDV/at y IBDV/Sp-var, y mediante una comparacion con un modelo de estructura
cristalografica de VP2 contenida en el banco de proteinas (Data Bank Protein,
DBP), se determindé que mutaciones en los codones 251 y 273 favorecieron la
emergencia del nuevo linaje IBDV/Sp-var. El andlisis filogeografico determiné el
posible origen de los linajes IBDV/vv y IBDV/Sp-var, la expansion y difusion de
estas poblaciones virales. El andlisis muestra que las cepas IBDV/w se
dispersaron en Espafia alrededor de los afios 90 provenientes de la region
asidtica y que alrededor de los afios 2002-2004 se genera una gran diversidad
genética que en el tiempo se distribuye de una forma mas heterogénea sobre todo
en la region oriental del pais, mientras que el analisis del linaje IBDV/Sp-var
muestra que se origino alrededor de 1995 y se dispersé fundamentalmente en la

region oriental de Espafa.

Finalmente, la afirmacion de diversos estudios moleculares del virus de IBD de
que la virulencia no solo reside en la VP2, nos llevé a plantear el tercer estudio
orientandolo basicamente a la caracterizacion completa de los segmentos Ay B
de 16 cepas IBDV/vw detectadas en distintas regiones de Espafa en afios
distintos y fueron comparadas con otras cepas muy virulentas descritas en otros
paises, cepas clasicas y atenuadas, asi como cepas vacunales. El alineamiento y
filogenia de las cepas en cuestién define que los diferentes linajes (IBDV/vwv y
IBDV/Cl-at) se agrupan junto a sus similares tanto en el andlisis del segmento A
como el segmento B identificando algunos residuos que permanecen constantes
en todas las cepas del linaje IBDV/vv en ambos segmentos. Sin embargo, una de
las cepas, IBDV/Spain/06/38, mostrd6 mutaciones en la proteina VP3 respecto al

resto de las cepas. El andlisis de recombinacion confirma mediante 6 de los 9
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métodos empleados en la busqueda de estos eventos que se trata de una cepa

con alta probabilidad de haber sufrido un evento de recombinacion.
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Abstract

Infectious Bursal Disease is listed as one of the most important avian infectious
disease due to economic losses as a direct result of the disease and indirect by
the immunosuppressive effects of it. In order to deepen the current
epidemiological situation virus Infectious bursal disease (IBDV) in Spain, 3 studies
were raised. To get an overview of the current situation of IBD in Spain the first
study involved the genetic characterization of the hypervariable region of the VP2
protein strain sent to the diagnostic laboratory of CReSA and CESAC between
1990 and 2015. By RT-PCR, sequencing and phylogeny of the 480 bp fragment,
RHV 968 sequences were analyzed and compared with the main references of the
virus published in GenBank. Sequence analysis and phylogeny revealed that 21%
of the strains in question were highly virulent strains. About 72% of the analyzed
samples corresponded to the intermediate attenuated genotype and were highly
related to the vaccine strains most commonly used in immunizing birds. By the
other side phylogeny shows us new groups of strains never before described in

Spain.

Therefore, an isolated group closely related to the vaccine strain V877 (classical
attenuated Australian) and a new lineage in the study call IBDV/Sp-var, represents

1.8% of the viruses characterized.

Because of these findings a second deeper study is raised of the molecular
epidemiology of IBDV in Spain. To the study we considered RHV 168 sequences
of the VP2 obtained from GenBank with known origin and year, in addition were
considered 33 sequences derived from our previous study. Phylogenetic analysis
using Bayesian inference confirmed the presence of 4 lines: classic (IBDV/cl),
attenuated classical (IBDV/Cl-at), very virulent (IBDV/vv) and the new lineage
IBDV/Sp-var. The evolution of IBDV isolates was determined by defining the
selective forces that were conducted during diversification. Analysis of pressure
selection detected positive pressure within the attenuated lineage where a vaccine

strain type of intermediate virulence located. Adaptive evolution showed a

Vi



Abstract

relationship between IBDV/at and IBDV/Sp-var lineages, and by a comparison with
a model of crystallographic structure of VP2 contained in the protein bank (Data
Bank Protein, DBP). It was determined that codons 251 and 273 favored the
emergence of the new strain IBDV/Sp-var. The phylogeographic analysis
determined the possible origin of the IBDV/vv and IBDV/Sp-var lineages an the
expansion and dissemination of these viral populations. The analysis shows that
the IBDV/vv strains are dispersed in Spain around 90s from Iran. Around the years
2002-2004 a large genetic diversity is distributed over time on a more
heterogeneous form in the eastern region of the country. While the analysis of the
lineage IBDV/Sp-var shows that its origin is around 1995 and is mainly distributed

in the eastern region of Spain.

Finally, the statement of various molecular studies of IBD virus that virulence not
only lies in the VP2 led us to propose the third study orientating it to the complete
characterization of the genome. The segments A and B of 16 strains IBDV/vwv
detected in different regions of Spain in different years and are compared with
other highly virulent strains described in other countries, classical and attenuated
strains and vaccine strains. From the alignment and phylogeny, of the strains in
guestion, is defined that different genotypes (IBDV/vv and IBDV/CI-at) are grouped
with their relative part on the analysis of the segment A and also segment B.
Residues are identified and remained the same in all strains of genotype IBDV/vwv
for both segments. However one of the IBDV/Spain/06/38 strains showed a
mutated protein substitution VP3 when it is compared with the other strains. The
recombination analysis confirmed by 6 of the 9 methods used in our research for
recombination events confirms that its the only strain of the study that could have

a recombinant event.
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Capitulo I: Introducion

1. Historia de la Bursitis infecciosa

La Bursitis infecciosa aviar, también llamada enfermedad de Gumboro (Infectious
Bursal Disease, IBD) fue descrita por primera vez por A.S. Cosgrove en 1962 en

la ciudad de Gumboro, Delaware, Estados Unidos (Cosgrove, 1962).

En la misma década, Winterfield y Hitchner reconocieron al agente que provocaba
lesiones a nivel bursal (Winterfield and Hitchner, 1962), y mas tarde la
enfermedad fue denominada "Enfermedad Infecciosa de la Bolsa, IBD" por las

lesiones patognomonicas observadas en la bolsa de Fabricio (Hitchner, 1970).

En 1972, Allan y colaboradores, reportaron que el virus de la bursitis infecciosa
producia inmunosupresion severa y prolongada en aves jovenes, y por tanto una
elevada susceptibilidad frente a patégenos oportunistas, hecho que despert6 el
interés en gran medida de controlar esta infeccibn para evitar las pérdidas
econdémicas que esta enfermedad pudiera ocasionar directa o indirectamente

(Allan et al., 1972).

Hasta los afios 80, la enfermedad estuvo controlada con la aplicacion de vacunas
comerciales basadas en cepas vivas atenuadas y muertas (Negash et al., 2004).
Desafortunadamente a inicios de los afios 80 la enfermedad reaparecid en
explotaciones de Delmarva, Estados Unidos. Estos nuevos subtipos o variantes
se manifestaron mostrando cambios en sus propiedades antigénicas vy
sobrepasando la inmunidad maternal que bien protegia contra las cepas

estandares presentes hasta entonces en la zona (Hernandez et al., 2015).

Mas tarde, la identificacion de un virus aislado a partir de bolsas de pavos que
afectaba a pavos y patos sugiere la presencia de un nuevo serotipo, hecho que
fue ratificado mediante ensayos de neutralizacion cruzada (McFerran et al., 1980).
Asi, se designaron serotipos 1 y 2. Serotipo 1 al que pertenecen las cepas que

causaban enfermedad en los pollos y serotipo 2 que se aisla de diversas especies
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aviares pero es apatogena y por esto se atribuyd propiedades de especificidad

para los serotipos (Jackwood et al., 1985).

En Europa en el afio 1987, concretamente en Holanda, se reportaron los primeros
casos de enfermedad aguda causada por cepas altamente virulentas (Chettle et
al., 1989). Estas nuevas cepas se diseminaron muy rapidamente por el resto de
Europa incluyendo el Reino Unido y Espafia (Majo et al., 2002; van den Berg et
al., 1991; Zorman-Rojs et al., 2003). Posteriormente se diseminaron por Africa,
Asia, Sudamérica (Banda and Villegas, 2004; Di Fabio et al., 1999; Hassan, 2004;
Mardassi et al., 2004; Parede et al.,, 2003) y finalmente en Estados Unidos
(Jackwood et al., 2009; Stoute et al., 2009), mas no han sido reportadas en
Australia y Nueva Zelanda (Animal Health Australia, 2009; Chai et al., 2001). Un
informe de la Oficina Internacional de Epizootias realizado en 1995 ya reportaba
que el 95% de los paises miembros habian declarado casos de IBD (Eterradossi,

1995).

2. Virus de la Enfermedad de Gumboro

2.1 Clasificacion Taxondmica

El virus de le enfermedad infecciosa de la bolsa (Infectious Bursal Disease virus,
IBDV) pertenece a la familia Birnaviridae, nombre que recibe debido a que el virus
consta de una doble cadena de ARN bisegmentado (Macdonald, 1980). Existen
cuatro géneros reconocidos dentro de esta familia. El género Aquabirnavirus que
incluye al virus de la pancreatitis necrética de los peces (Infectious Pancreatic
Necrosis virus, IPNV), a los virus de los moluscos bivalvos que afectan a la
especie Tellina tenuis (Tellina virus, TV) y Ostrea edulis (Oyster virus, OV), el
género Entomobirnavirus al que pertenece el virus X de la Drosophila
melanogaster (DXV) (Delmas, 2005; Van den Berg et al., 2000), al género
Avibirnavirus al que pertenece el virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa

(IBDV) (Azad et al., 1985; Delmas, 2005; Dobos et al., 1979) y por ultimo, al
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género Blosnavirus, que incluye al virus de los peces cabeza de serpiente
(Blotched snakehead virus, BSNV) (Delmas et al., 2004). Ademas, existen
algunos birnavirus recientes que no estan clasificados aun en ningun género,
como el virus de la proventriculitis transmisible de las aves (Guy et al., 2011) y el

virus Espirito Santo aislado de mosquitos (Vancini et al., 2012).

2.2 Estructura y genoma viral

Estudios realizados con tincidon negativa en microscopio electronico para examinar
la estructura del virus, demostraron que el IBDV es un virus sin envoltura, que
posee una capside simple (Hirai and Shimakura, 1974) y que presenta una unica
envuelta proteica (Bottcher et al., 1997; Caston et al., 2001). Esta caracteristica le
confiere la particularidad de ser muy estable en el medio ambiente (Benton et al.,
1967) asi como la capacidad de resistencia a soluciones como éter, cloroformo,
fenol, al amonio cuaternario (solo), entre otros e incluso a la radiacion por UV

(Benton et al., 1967; Delmas, 2005).

La capside del virion muestra una topografia molecular basada en un niumero de
triangulacion T=13 y una tipica forma icosaédrica, presentandose las subunidades
fundamentales en forma de trimeros (Figura 1). La particula, no presenta un
caracter esférico, ya que entre los ejes de orden 5 tiene un diametro de
aproximadamente 72 nm, mientras que entre los ejes de orden 3 el diametro
aproximado es de 66 nm. Los virus suelen ser particulas altamente simétricas, por
cuanto el mapa tridimensional revela aspectos de morfologia propia del virus, de
organizaciéon, forma de sus componentes, estequiometria y los cambios
sistematicos en la conformacion de las unidades estructurales que permiten la
formacion de la capside (Luque et al., 2007). Asi, la cara externa del virion esta
formada por un total de 260 protrusiones triméricas de VP2 que se disponen en
cinco entornos locales (Garriga et al., 2006; Letzel et al., 2007a), algunas de ellas

muy cercanas permitiendo interacciones entre algunos trimeros vecinos
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(Figura 2).

Figura 1. Vista en dos planos del virus completo Figura 2. Vista en primer plano por el eje 3 de la
de IBD. Se encuentran marcados algunos de los particula. Se muestra la naturaleza de agrupacion
tipos de ejes de la estructura: dobles, triples, trimérica en la superficie viral. Las cinco clases
quintuple y sextuple. El patrén indica una diferentes trimeros se indican con las letras a - e.
arquitectura T = 13. Figura extraida y modificada de Figura extraida y modificada de Bottcher et al.,
Bottcheret al., 1997. 1997.

La cara interna de la capside presenta 200 unidades morfolégicas en forma de Y
localizadas en las posiciones hexaméricas locales, mientras que en las posiciones
pentaméricas aparecen unas densidades anulares como consecuencia del
estrecho empaquetamiento de los trimeros en esas areas (Luque et al., 2007;

Saugar et al., 2005).

El IBDV al ser un birnavirus se caracteriza por poseer un genoma de doble ARN
bisegmentado (dsRNA) (Kibenge et al., 1988; Macdonald, 1980; Muller et al.,
1979a). El segmento A esta compuesto por 3400 nucledtidos (Muller et al., 2003;
Van den Berg, 2000) y contiene dos marcos de lectura abierta (Open Reading
Frame, ORF) que se solapan parcialmente. La ORF Al codifica para una
poliproteina de 110 KDa (NH2-pVP2-VP4-VP3-COOH) que se autoprocesa por
accion de la actividad proteolitica de la VP4 para originar tres polipéptidos: VPX o
precursor de VP2 con 41 KDa, la VP3 con 28 KDa y VP4 con 32 KDa (Kibenge et
al., 1999; Lejal et al., 2000; Sanchez and Rodriguez, 1999; Yu et al., 2001). La

ORF A2 codifica para una proteina de 17 KDa denominada VP5. La secuencia de
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esta proteina es rica en Cisteina (Cys) y es muy conservada en la mayoria de
cepas de ambos serotipos (Tacken et al., 2003). El segmento B, cuenta con 2800
nucledtidos aproximadamente (Muller et al., 2003; Van den Berg, 2000). Este
incluye una ORF y codifica para la proteina VP1 con un peso molecular de 90
KDa, la cual tiene actividad polimerasa ARN dependiente (RdRp) (Cao et al,
1998; Spies and Muller, 1990; Zierenberg et al., 2001) (Figura 3). Los analisis de
estequiometria han permitido conocer la relacién en término de numero de copias
de estas proteinas en una particula de IBDV. En total existen 780 copias de VP2,
450 copias de VP3 y 12 copias de VP1 (Coulibaly et al., 2005; Saugar et al.,
2005).

ARN GENOMICO A ARN GENOMICO B

Transcripcion

Segmento A Segmento B
ORF 1A

[[ﬁ ORF 2
S’T s s La}
ORF 24 Traduccidon
Precursor de la Poliproteina
[ 17kD | | 106 KD | | 90 KD |
VP5 . VP1
Procesamiento
I | | |
pVPX VP4 VP3
]
1
VP2

Figura 3. Genoma del virus de la Bursitis infecciosa. El segmento A contiene dos ORFs que dan
origen a la proteina Vp5 y a la poliproteina respectivamente. La poliproteina se traduce dando
lugar a las proteinas pVPX, VP4 y VP3. pVPX es procesada postraduccionalmente en su extremos
carboxilo terminal para dar lugar a la forma madura VP2. El segmento Bcontiene una Unica ORF
que da origen a la ARN polimerasa-dependiente ARN (RdRp), VP1.
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2.3. Proteinas virales y su implicacion en la replicacion viral

La escueta estructura de los birnavirus requiere que sus componentes maximicen
sus funciones, de modo que puedan suplir las diferencias de conformacion que
tienen frente a otros virus y que le permitan cumplir con su ciclo de replicacion
para desarrollar una progenie viable en la célula del hospedador. Las nuevas
herramientas tecnoldgicas han permitido identificar las funciones e investigar

acerca de las interacciones entre las mismas.

La VP2 y VP3 son las proteinas mayoritarias del virion maduro (Dobos et al.,
1979), las cuales forman la capside T=13 icosaédrica. La primera localizada
externamente y la segunda en la parte interna del virus (Bottcher et al., 1997;
Lombardo et al., 1999). Aunque los primeros andlisis indicaban que la capside del
viribn maduro estaba constituida por VP2 y VP3 (Bottcher et al., 1997), estudios
posteriores han demostrado que esta formada Unicamente por trimeros cuasi-
equivalentes de VP2, estabilizadas por un lon de Ca2+ (Figura 4) (Coulibaly et al.,

2005; Saugar et al., 2005).

< Region

ol Amino terminal
Region -
Caler

“\.Carboxi terminal

Figura 4. Estructura de VP2. Se muestra la estructura terciaria con tres dominios protuberante (P),
armazon (S) y basal (B). El dominio P muestra en su parte mas distal (esferas amarillas) las ubicaciones
de las diferentes sustituciones que condicionan la virulencia, variacion antigénica y patogenicidad. Figura
extraiday modificada de Garriga et al., 2006.
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Esta estructura terciaria como el nombre lo indica posee tres dominios
denominados protuberante (P), armazon (S), y basal (B); siendo el dominio By S
los mas conservados mientras que el dominio P es el mas variable, de hecho
incluye la region denominada hipervariable (RHV) y contiene las sustituciones
implicadas en virulencia, patogenicidad, asi como los epitopos de anticuerpos
neutralizantes (Figura 5) (Coulibaly et al., 2005; Dormitorio et al., 1997; van Loon
et al., 2002; Yamaguchi et al., 1996a). La RHV de la proteina esta ubicada entre
las posiciones 206-350 de la poliproteina (Bayliss et al., 1990). Contiene 2 picos
hidrofilicos mayores en las posiciones 212-224 (pico A) y 314-325 (Pico B).
Existen dos picos menores ubicados en las posiciones 248-252 y 279-290
denominados 1 y 2 respectivamente (Durairaj et al., 2011; van den Berg et al.,
1996). Conformacionalmente, el dominio P, contiene 4 bucles Pgc, Pui, Poe Y Prs
dos de ellos, Ppe Yy Prg, relacionados con la virulencia y tropismo celular, y los

otros dos, Pgc and Py, relacionados con la antigenicidad de IBDV (Qi et al., 2009)

(Figura 5).

A Picohidrofilico A
Psc Poe

S I H—
Balg ---- - & I--—-—] H-=-Q - A-N----—--———m—mmm
Zonarica en
Prc . Pn Serina

Pico hidrofilicoB

Figura 5. Identificacion de los bucles del dominio P de
VP2. A) En la secuencia de aminodcidos de RHV se
identifican en los recuadros negros los picos hidrofilicos
mayores A y B, y en colores los lazos Pg¢, Ppe,Prg ¥ Py- B)
Ubicacion de los bucles del dominio P en la proteina
cristalizada. Extraido y modificado de Garriga, 2006 (A) y
Letzel, 2007 (B).
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La proteina estructural VP3 de 257 aminoacidos (33 KDa) desempefia un papel
multifuncional e interacciona con la pVP2 en el proceso de morfogénesis de la
capside y con otras proteinas del virion (Ferrero et al., 2015; Ona et al., 2004; Yu
et al., 2001). Se trata de una proteina clave en la organizacién y ensamblaje viral,
asi como en el empaquetamiento del genoma. Esta proteina que si bien es
estructural, no induce la produccion de anticuerpos neutralizantes (Pitcovski et al.,
1999), es considerada como un antigeno especifico de grupo de ambos serotipos
(Mahardika and Becht, 1995). Los birnavirus deben suplir la carencia de la
capsida T=2 mediante algunos de sus componentes estructurales. En este
contexto, la interaccién de VP3 con la polimerasa VP1 asi como con el dsRNA
viral apunta a un papel fundamental en la organizacién funcional de la c4pside de
IBDV tanto a nivel morfogénico como en el contexto de la transcripcién y

replicacion del genoma viral (Ahlquist et al., 2005; Tacken et al., 2000).

La region implicada en esta interaccion corresponde a una secuencia de 16
aminoacidos altamente cargada en la region C-terminal (carboxilo terminal) de
VP3 (residuos 241 a 256). Esta secuencia es suficiente para determinar la
interaccion entre ambas proteinas in vitro, asi como para interferir en la
produccion de virus in vivo (Maraver et al., 2003). Por otra parte, la interaccion in
vitro entre VP3 y el ARN no es dependiente de secuencias especificas, lo que es
consistente con el posible papel que juega VP3 como “andamio” al cual se unen
los demas componentes del viridn para formar una estructura estable (Kochan et

al., 2003).

También se ha demostrado que esta proteina tiene la capacidad de inhibir la
respuesta inmune innata mediante el blogqueo de la unién del dsRNA con ciertos
receptores enzimaticos (MDA5S) en el citoplasma de la célula del hospedador

(Busnadiego et al., 2012; Ye et al., 2014).

La VP4 es el mas pequefio de los polipéptidos resultantes. Con un peso molecular

de 27 KDa, comporta un total de 243 aminoacidos y se encarga del

12
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procesamiento cotraduccional de la proteina. Este polipéptido no es estructural y
presenta actividad proteolitica la cual esta involucrada en el autoprocesamiento
de la propia poliproteina para resultar en pVPX, VP3 y VP4 (Hudson et al., 1986;
Kibenge et al., 1997; Muller and Becht, 1982). Asi mismo procesa la regiéon C-

terminal de pVPX para generar la VP2 en su forma madura (Petit et al., 2000).

Frente a la infeccién por IBDV la célula hospedadora reacciona de modo que se
activan mecanismos de defensa enzimatico intracelular que pueden o no detener
el proceso de infeccion. La proteina VP4 tiene un papel importante en este
proceso debido a que se implica en el mecanismo de enzimas catalizadoras
(CypA) e inhibe la replicacion viral (Wang et al., 2015). A pesar de que no esta del
todo esclarecido el mecanismo molecular de como [IBDV produce
inmunosupresion, se ha demostrado que VP4 es un supresor del interferdn tipo |
que por interaccion con la leucina inducida por glucocorticoides (Glucocorticoid-
induced leucine zipper protein, GILZ) una proteina presente en la célula del

hospedador, inhibe las respuestas celulares en la infeccion viral (Li et al., 2013).

En esta proteina se encuentran sitios conservados de Serina (652) y Lisina (692)
gue son criticos para la actividad catalitica de VP4. La serina representa el
residuo nucleofilico y la lisina el sitio catalitico. Estas dos sustituciones

aminoacidicas se encuentran en todos los Birnavirus (Lejal et al., 2000).

La VP5 es una proteina no estructural, con 145 aminoacidos y 17KDa ubicados a
la altura de los aminoacidos 69-88 de la poliproteina (Tacken et al., 2003). Su
region codificante se solapa casi totalmente con el gen de la poliproteina,
correspondiendo la primera base del codén del gen de la poliproteina a la tercera
base del gen VP5. Esta proteina es muy conservada entre las diferentes cepas de
IBDV (Mendez et al.,, 2015). Predicciones de topologia obtenidas mediante
técnicas de fluorescencia (Fluorescence Protease Protection, FPP) muestran que
VP5 es una proteina intracelular asociada a la membrana plasmatica (Carballeda
et al., 2015).

13
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La informacion en cuanto a las funciones que desempefa VP5 son controvertidas.
Estudios primarios describen VP5 como un polipéptido con propiedades pro
apoptoticas y no esencial en el ciclo viral (Mundt et al., 1997; Yao et al., 1998).
Posteriormente se ha demostrado en virus mutantes deficientes en VP5 que la
capacidad de replicacién de estos virus se reduce considerablemente (Lombardo
et al., 2000; Mundt et al., 1997) y que la expresiéon de VP5 aumenta el tamafio de
la progenie del virus y promueve la liberacion de virus (Liu and Vakharia, 2006;
Qin et al., 2010; Yao et al., 1998). Se ha observado que en fases tempranas de
infeccion VP5 bloguea el mecanismo de muerte celular a través de la via
enzimatica PI3K/AKT (Liu and Vakharia, 2006; Wei et al., 2011), mediada por su
extremo C-terminal electropositivo para favorecer la replicacion viral (Méndez et
al., 2015). Al final del proceso de infeccién, VP5 se acumula en la membrana
celular para formar estructuras porosas de diferente calibre y termina con la lisis

de la mismay la liberacién del virus (Lombardo et al., 2000).

VP5 participa en la difusion de célula a célula, y la pérdida o ablacion de la cola
del extremo C-terminal provoca una reduccion significativa de la progenie viral
(Méndez et al., 2015). Todos estos hallazgos indican que VP5 es un importante

factor de virulencia y puede jugar un papel clave en la patogénesis viral.

Por dltimo, la VP1 es una proteina de 878 aminoéacidos (90 KDa). Es una ARN
polimerasa dependiente de ARN (RdRp) y es responsable de la replicacion del
genoma y de la sintesis de mARN. Estructuralmente, la VP1 contiene 3 regiones.
La regién N-terminal (1-67 Aminoacidos) responsable de la actividad de cebado
de la proteina, la regién central (168-658 aminoacidos) que contiene todos los
motivos estructurales de la RdRp y finalmente la regién C-terminal (659-878
aminacidos), region altamente conservada en virus de la familia Birnaviridae que
tiene la funcion de prevenir los errores (back-primed) durante el cebado de la

proteina (Garriga et al., 2007; Pan et al., 2007).

14



Capitulo I: Introducion

La VP1 se encuentra asociada covalentemente a los extremos 5 de ARN
genomico e interacciona con VP3, formando un complejo ribonucleoproteico
(Lombardo et al.,, 1999; Tacken et al., 2000). Inicialmente se suponia que la
polimerasa requeria de la interaccion con VP1 y VP3, asi como sucede en otros
virus ARN de doble cadena (Patton et al., 1997), més tarde se tendria certeza de
que VP1 es la polimerasa del virus (von Einem et al., 2004) y que es capaz de
realizar funciones de transcripcion (Yu et al., 2013) y de replicaciéon del genoma
bisegmentado (Pan et al., 2007; von Einem et al., 2004) debido a que cuenta con
actividad de autoguanililaciéon (Pan et al., 2009; Shwed et al., 2002; Xu et al.,
2004).

Estudios de la estructura tridimensional también han permitido dilucidar algunas
funciones biolégicas y mecanismos cataliticos de la enzima (Pan et al., 2007). La
estructura de la enzima es similar a la de una mano derecha con una palma, 4
dedos y un pulgar especialmente notorio. La region de la palma muestra un centro
muy conservado de cuatro cadenas de hojas B con siete motivos denominados
hoy en dia y con el orden modificado: Motivo C, Motivo A, Motivo B, Motivo D,
Motivo E, Motivo F y Motivo G (Duncan et al., 1991; Gorbalenya et al., 2002; Pan
et al., 2007; Shwed et al., 2002). Se sugiere que el reconocimiento de nucleétidos
es llevado a cabo por los Motivos A, B y F; la coordinacion del catabolismo de
iones, Motivo A y Motivo C; guardar la integridad estructural de la palma, Motivo
D; cebado de nucleodtidos y posicionamiento del dedo pulgar relativo a la palma,
Motivo B, F y G (Garriga et al., 2007; Letzel et al.,, 2007b; Pan et al., 2007).
Adicionalmente el Motivo G participa en la funciones de autoguanililacién durante
el proceso de cebado de la proteina y por ello las particulas virales de los
Birnavirus son transcripcidon-competente, y son capaces de producir mensajeros

virales (Shwed et al., 2002).

El uso de virus recombinantes utilizando el segmento A y B provenientes de virus

con distinta patogenicidad han confirmado que esta proteina es capaz de modular
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la virulencia in vivo (Liu and Vakharia, 2004). En otros virus estudiados, los
cambios que se puedan dar en la polimerasa son asociados con cambios en la

replicacion y patogenicidad (Murayama et al., 2010; Yu et al., 2013)

El estudio molecular de VP1 confirma que una simple sustitucion en la posicion 4
de VP1 ubicada en la Region N-Terminal cambia el comportamiento del virus
tanto in vivo como in vitro (chicken embryo fibroblast, CEF) (Yu et al., 2013). Estos
resultados también se apoyan en analisis de filogenia de RdRp que revelan que
las cepas de IBDV muy virulentas, se agrupan en una seccion diferente frente a
las VP1 de todas las otras cepas. Esto se asocia con que esta proteina implica
dentro de sus funciones un papel de virulencia (Alfonso-Morales et al., 2015; Yu et

al., 2013) (Figura 6).
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Figura 6. Filogenia parcial del segmento B y de la proteina Vp2. Relacién de la filogenia de la RHV
de VP2 frente a un fragmento del segmento B denominado "Marcador B". Figura extraida y
modificada de Morales, 2015.

3. Diversidad antigénica y patotipica

Las secuencias de las cepas de campo que se vienen analizando demuestran que
los patotipos estdn altamente diseminados en el mundo. Las altas tasas de

mutacion de los virus ARN y la alta presion de seleccion generada por los
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intensos programas de vacunacion de las aves, trae como consecuencia la
emergencia de nuevos virus con nuevas propiedades que les permiten subsistir
en las poblaciones inmunizadas aunque estén limitados en el tiempo y en el
espacio y bajo condiciones particulares (Domanska et al., 2004, Ikuta et al., 2001;

Jackwood et al., 2006).

Tres criterios pueden ser utilizados para la caracterizacién de cepas del IBDV:

antigenicidad, la relacion genética y la patogenicidad.

3.1 Variacion antigénica

Existen 2 serotipos antigénicos de IBDV obtenidos mediante pruebas de
neutralizacion con paneles de anticuerpos monoclonales (monoclonal antibodies,
Mabs) (Snyder et al., 1988; Van der Marel et al., 1990). El serotipo 1 es
patogénico para pollos y el serotipo 2, aunque puede ser aislado tanto de pollos
como de pavos, no se considera virulento para estas dos especies (Jackwood and

Saif, 1987; McFerran et al., 1980).

Dentro del serotipo 1, se reconocen dos grupos antigénicos: los virus clasicos
(también llamadas estandares) y los virus variantes. La variacion antigénica
dentro del serotipo 1 se viene demostrando desde los afios 80 con la aparicion de
las cepas variantes americanas que fueron capaces de provocar la enfermedad a
pesar de las inmunizaciones con vacunas basadas en cepas estandares
disponibles hasta ese momento, lo que indujo a pensar que estos nuevos virus

eran antigénicamente diferentes (Durairaj et al., 2011; Hernandez et al., 2015).

Sapats y col. indican la presencia de dos grupos variantes antigénicamente dentro
del serotipo 1 australiano que no estan relacionadas con las cepas clasicas y
variantes americanas (Sapats and Ignjatovic, 2002). Mas tarde Jackwood y col.
reportan la identificacion de cepas de IBD genéticamente relacionadas con

variantes americanas originarias de Francia y Espafia que fueron aisladas de
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aves asintomaticas pero fueron casos relacionados con inmunosupresion

(Jackwood et al., 2006).

En Espafia concretamente, todas las cepas que se han venido identificando
desde los 90 (Majo et al.,, 2002) estan relacionadas genéticamente con cepas
atenuadas de virulencia intermedia que son utilizadas en la inmunizacién de las
aves y con cepas muy virulentas (Dolz et al., 2005). Sin embargo, controles
genéticos rutinarios de las explotaciones avicolas evidencian la circulacion de
virus atipicos (Informacion no publicada). Mas tarde estudios de patogénesis
confirmarian que se trataba de cepas con un comportamiento similar al de las

cepas variantes americanas (Dolz et al., 2010).

Si bien no existen estructuras biolégicas o moleculares descritas como
responsables de estos cambios, muchos estudios se han dirigido basicamente a
las proteinas estructurales del virus (Van den Berg, 2000). Aunque VP3 es una
proteina estructural, no contiene epitopos de virus neutralizacion. A pesar de ello
se han identificado 4 dominios antigénicos, y contienen epitopos especificos de

grupo y de serotipo (Yamaguchi et al., 1996a).

Es asi que estudios extensivos de la proteina VP2 de numerosas cepas de IBDV
han confirmado que los cambios en los bucles de la RHV son responsables de la
variacion antigénica y aunque es ampliamente aceptado que las sustituciones
222, 249, 254 son indicadores de variacion antigénica (Brandt et al., 2001; Cao et
al., 1998; Xia et al., 2008), no se descarta que existan otros residuos fuera de la
region hidrofilica que afecten indirectamente los cambios relacionados con
antigenicidad (Durairaj et al., 2011; van den Berg et al., 1996). Adicional a esto
cabe mencionar que sustituciones aminoacidicas caracteristicas de ciertas cepas
variantes americanas se estan reconociendo en esas cepas atipicas aisladas

alrededor del mundo (Durairaj et al., 2011; Jackwood et al., 2006; Liu et al., 2002).
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3.2 Variacién patotipica

Los virus de IBD también se pueden clasificar en base a su patogenicidad y su

poder protectivo (Saif, 2006).

Se distinguen tres patotipos del virus de la enfermedad de IBD dentro del serotipo
1 y se describen refiriéendose especialmente a la virulencia del virus: cepas

clasicas, cepas variantes y cepas muy virulentas (Tabla 1).

Tipo de Cepa Poder Inmunogénico

Causan mortalidad (<20%) y lesiones severas en la
Bolsa de Fabricio, con presencia de signos clinicos
y son capaces de sobrepasar noveles moderados
de anticuerpos maternales.

Cepas clasicas

Causan mortalidad severa (20 al 100%) y lesiones
agudas en la Bolsa con marcada sintomatologia.
Son capaces de sobrepasar niveles mas elevados
de anticuerpos maternales que las cepas clasicas.

Cepas hipervirulentas

Sobrepasan niveles mds altos de inmunidad
maternal causando infeccion temprana con atrofia

Cepas variantes americanas severa de la Bolsa y ausencia de signos clinicos,
resultando en inmunosupresion. La mortalidad
suele ser menor a 5%.

Tabla 1. Patotipos y poder patogénico de IBDV. Tipos patogénicos de IBDV basada en la
virulencia de los virus.

Precisamente a finales de los 80 en Europa aparecen nuevas cepas virales de
IBD que provocaron la forma aguda de la enfermedad (Chettle and Wyeth, 1989).
Estos nuevos virus aislados de aves jovenes e inmunizadas, mostraron una
virulencia mas exacerbada a pesar de ser antigénicamente similares a los virus
tanto de campo como vacunales reportados hasta entonces (Eterradossi et al.,

1992; van den Berg et al., 1991; Van der Marel et al., 1990)

La region implicada en proporcionar estos atributos al patotipo muy virulento
reside en RHV de VP2 (Mundt, 1999; Qi et al., 2009; van Loon et al., 2002). Se ha

comprobado que principalmente 4 sustituciones se encuentran envueltas en este
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aspecto: 253, y 284 ubicadas en los bucles Ppe y Prc respectivamente, 279
ubicada en el pico hidrofilico 2 y 330 ubicada en la region rica en serina
(Dormitorio et al., 1997; Lim et al., 1999; Yamaguchi et al., 1996b). El residuo 330
parece tener influencia en la habilidad para infectar células mientras que los roles
qgue cumplen los residuos 253, 284 y 279 en cuanto a tropismo celular no estan
del todo claros (Li et al., 2015). Recientemente se ha demostrado que los residuos
249 y 256 ubicados en las regiones Ppe Y Prg se pueden implicar indirectamente
con la eficiencia en replicacion viral y se especula que estas sustituciones

interaccionan con otras para determinar la virulencia (Qi et al., 2013).

Todos estos estudios sugieren que unas pocas mutaciones de aminoacidos en
estas posiciones de RHV de VP2 pueden significar un impacto en la virulencia del
virus. No obstante, la dificultad de cultivar cepas muy virulentas en fibroblastos de
embrion de pollo (CEF), sugiere que VP2 no es el Unico factor determinante de la
virulencia (Boot et al., 2000). Estudios de secuencias genomicas de cepas IBD
atenuadas, revelan que existen cambios en otras proteinas del Segmento A que
también se pueden relacionar con patogenicidad y virulencia como es el caso de
las sustituciones observadas tanto en VP5, (45R, 78F-L, 133W) (Boot et al., 2000;
Xia et al, 2008) como en VP4 (680Y, 685N) y en VP3 990A, 1005A (Kong, et al
2004; Wang et al., 2007).

Asi mismo, el andlisis de VP1 también provee informacion genética para una
caracterizacion mas precisa. La filogenia de VP1 de varios patotipos se resuelve
en dos grupos, por un lado la que proviene de los virus muy virulentos y por otro

las provenientes del resto de las cepas y el serotipo 2 (Hon et al., 2006).

En la proteina VP1 se describen dos factores que afectan por un lado la actividad
polimerasa y por otro la replicacion viral. El aumento de la actividad polimerasa se
puede deber a la mutacion de una sola sustitucion 4V en la region N-terminal
(Escaffre et al., 2013; Yu et al.,, 2013) y las variaciones en la capacidad de
replicacion del virus como tal a la existencia de un triplete TDN en las posiciones
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145, 146 y 147 (Gao et al., 2014). Estas dos caracteristicas también podrian ser
indicadores de virulencia. Recientemente ha sido descrito un marcador
filogenético de 430 pares de bases incluido en este segmento (Alfonso-Morales et
al., 2015), que esta ubicado entre el dominio N-terminal y el dominio F. Este
marcador se ha asociado con el proceso de cebado de la proteina e interactia
con los dominios de los dedos y el pulgar (Pan et al., 2007) y el dominio F de VP1
que esta relacionado con el reconocimiento de nucleétidos asi como con el
mecanismo de union a la plantilla de ARN (Alfonso-Morales et al., 2015; Garriga

et al., 2007).

En este sentido se puede decir que ambos segmentos podrian inducir variaciones
en la virulencia y que es necesario realizar estudios de patogenicidad de los virus

para catalogar el poder patégeno de una cepa.

4. Epidemiologia de la enfermedad

IBD es una enfermedad que afecta a pollos jovenes y estd ampliamente

distribuida por todo el mundo (Lukert and Saif, 1997; van den Berg et al., 1996).

El virus ha sido aislado de forma natural de pollos, pavos (Ogawa et al., 1998), asi
como de mosquitos (Howie and Thorsen, 1981) y roedores (Park et al., 2010) sin
evidencias de ser vectores o reservorios de la enfermedad. También se ha aislado
de diversas especies aviares como avestruces (Gough et al., 1997), pinguinos del
Artico (Gardner et al., 1997; Smith et al., 2008). Cabe también remarcar que se
detectaron anticuerpos contra IBDV de ambos serotipos en aves salvajes, lo que
podria jugar un papel importante en la epidemiologia de la enfermedad (Ogawa et

al., 1998).

No existe evidencia de mayor incidencia en una época concreta del afio. El virus
se transmite horizontalmente por contacto directo e indirecto entre aves infectadas

y aves susceptibles. Las aves infectadas eliminan el virus a través de las heces y
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se difunde rapidamente por las instalaciones. Puede permanecer por meses en
las instalaciones avicolas contaminadas y por semanas en el agua, alimento y
heces con tendencia a permanecer en las instalaciones e infectando las parvadas
subsiguientes. Es resistente a la mayoria de desinfectantes comunes, pero posee

alguna susceptibilidad al formol y a los desinfectantes yodados (Trevizoli, 2011).

Existen evidencias de que las larvas del escarabajo Alphitobius diaperinus actia
como vector de la enfermedad y puede alojar el virus hasta 8 semanas (McAllister

et al., 1995)

La OIE, estima que el IBDV esta presente en mas del 95% de los paises
miembros (OIE, 1995). La forma clinica aguda de IBDV ocasionada por cepas
muy virulentas, ha sido observada en mas del 80% de estos paises, en Europa,
Asia, Africa, Sudamérica y Centroamérica. En 2009, fueron reportados los
primeros casos de IBD causados por cepas muy virulentas en Estados Unidos
afectando lotes de gallinas de puesta y causando altas mortalidades y lesiones

patognomonicas en la bursa de Fabricio (Jackwood et al., 2009).

En Espafa especificamente el primer caso de la enfermedad fue reportada en
1991 en una explotacion de las Islas Baleares (Pagées et al., 1991).
Seguidamente, estudios moleculares confirmaron la infeccion por cepas altamente
virulentas (Majo et al., 2002). Después de un periodo de silencio de la enfermedad
se reportd un brote agudo de IBD en la primavera del 2002 en la region noreste
de Espafa que se disemin6 rapidamente por el resto del pais (Dolz et al., 2005).
La enfermedad actualmente no se ha erradicado y se siguen reportando casos

esporadicos.

5. Patogénesis e inmunosupresion

La susceptibilidad de las aves a infectarse con IBD cubre todo el periodo de
crecimiento (Chettle and Wyeth, 1989; Nunoya et al., 1992; van den Berg et al.,

1991). IBDV afecta al sistema inmune de las aves cuyo érgano diana es la Bolsa
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de Fabricio que es una fuente especifica de linfocitos B IgM inmaduros (Kaufer
and Weiss, 1980; Sharma and Fredericksen, 1987). Se ha demostrado que en
aves bursectomizadas el virus no es capaz de replicarse (Hiraga et al., 1994). La
intensidad de la enfermedad esta relacionada directamente con el numero de
células susceptibles, por tanto la edad de mayor susceptibilidad estaria entre la
tercera y sexta semana de vida, donde el numero de células inmaduras es mayor

(Sharma et al., 2000).

La inmunidad pasiva (los anticuerpos transmitidos de la madre a través de la
yema de huevo) puede proteger a los pollitos contra desafios tempranos de IBDV,
resultando protectora contra el efecto inmunosupresivo del virus. El tiempo de
vida media de los anticuerpos maternales suele ser de 3 a 5 dias (Skeeles et al.,

1979).

Las aves se pueden contaminar por via oral o via respiratoria, aunque la forma
mas comun sobre todo en condiciones naturales suele ser por via oral. Tiene un

periodo de incubacion de 4 dias aproximadamente (Van den Berg, 2000).

El virus es detectado a las 5 horas p.i. en los macréfagos y células linfaticas de
duodeno, yeyuno y ciego (GAT), los cuales son los primeros sitios de replicaciéon
viral (Van den Berg, 2000; Williams and Davison, 2005). A través del tracto
intestinal, el virus es transportado hacia otros tejidos por fagocitos. Por via portal,
5 horas p.i. n el virus llega hasta el higado donde las células de Kuppfer fagocitan
una gran cantidad de virus y por el torrente sanguineo llega hasta otros érganos
como timo y bolsa de Fabricio. A las 13 horas p.i. muchos foliculos bursales son
positivos al virus. A las 16 horas p.i. una segunda viremia masiva ocurre (Muller et
al.,, 1979b). Los primeros sintomas son observados a las 64-72 horas p.i.
Molecularmente el virus es detectado en la zona cortico-medular de la bolsa, lo
cual puede corresponder al sitio de entrada y una vez en la médula el virus es

capaz de colonizar todos los foliculos (Ilvanyi and Morris, 1976).
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La cinética de replicacion del virus es similar en todos los tipos del IBDV, pero
cuanto mas virulenta la cepa mayor capacidad de replicacion viral lo cual resulta
en un incremento en la severidad en los sintomas clinicos en la fase aguda (Van
den Berg, 2000). Es ampliamente aceptado que las células diana son los linfocitos
B inmaduros ubicados en la region cortical. Sin embargo estudios realizados por
Williams and Davison, con IBDV/vv (UK661) demostraron que el antigeno viral fue
detectado mayoritariamente en la region medular, donde hay mayor cantidad de
linfocitos B maduros y solo después se disemind por el cortex (Williams and

Davison, 2005).

La fase aguda de la infeccion por IBDV causa un proceso litico de los linfocitos B
IgM y el numero sufre una reduccion drastica a medida que el virus se replica en
los foliculos. Este fendmeno es acompafado por la infiltracion de células T (CD4 y
CD8) alrededor de los sitios de replicacion viral en los foliculos bursales (Nieper
and Muller, 1996; Sharma et al., 2000; Williams and Davison, 2005), desde el
primer dia de la infeccion hasta 12 semanas después, habiendo desaparecido ya
el antigeno (Sharma et al., 2000). Las células T son resistentes a la infeccion por
el IBDV pero el timo sufre una atrofia marcada y se observa apoptosis de
timocitos durante la fase aguda de la infeccién. Pocos dias después de la
infeccion el timo puede retornar a su estado normal (Tanimura and Sharma,

1998).

La destruccion de los linfocitos es mas pronunciada en la bolsa de Fabricio, lo que
se asocia con la aparicion de cuerpos esféricos de 3 a 5 dias p.i. en la médula
siendo éstos macréfagos activados (Williams and Davison, 2005). Este hecho se
relaciona con un incremento de citoquinas inflamatorias reportadas durante la

fase aguda de IBD (Kim et al., 1998).

Los foliculos linfoides comienzan a ser repoblados por linfocitos B y las aves
recuperan la capacidad de producir anticuerpos a los 14 dias p.i., pero pocos de
esos linfocitos expresaron IgM y IgG detectables con anticuerpos monoclonales
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(Kim et al., 1999; Williams and Davison, 2005). Estudios recientes demostraron
que la deficiencia de la inmunidad humoral inducida por el IBDV es reversible a
partir de las 12 semanas p.i. y esa capacidad es paralela a la recuperacion de la
poblacién de los foliculos bursales. Si bien los virus tiene accién citolitica sobre
los linfocitos B se cree que no es la Unica razén por la que las aves tienen la
capacidad disminuida de generar anticuerpos sino que puede tener acciones
sobre el funcionamiento normal de las células presentadoras de antigeno y sobre

células T, tema que necesita ser mas investigado (Sharma et al., 2000).

6. Sintomatologia clinica y lesiones

La severidad de los sintomas y las lesiones dependen de la virulencia del virus
infectivo y del estado inmune de las aves infectadas. Existen dos formas de

presentacion de la enfermedad: la forma clinica y la forma subclinica.

6.1 Formas de presentacion de la enfermedad

En la forma clinica se diferencian dos fases: la fase aguda (entre las 24 horas y
los cuatro dias p.i.), donde las lesiones observadas son de tipo inflamatorio, y la
fase crénica (de los cinco a los diez dias p.i.) caracterizada por lesiones
degenerativas. La fase aguda se caracteriza por el rapido desarrollo de la
enfermedad, surgimiento subito de depresion, los animales se muestran
anoréxicos, postrados y sin movimiento, con erizamiento de las plumas, diarrea

frecuentemente acuosa y blanquecina y posteriormente mueren (Cosgrove, 1962).

La mortalidad y la morbilidad se empiezan a manifestar a los 3 dias post infeccion,
alcanza su pico y baja luego entre los 5 y 7 dias. Cuando se trata de infecciones
por cepas clasicas lo mas comudn es encontrar mortalidades de hasta 20%.
Generalmente las aves que mueren estan deshidratadas (lo que causa lesiones
renales). La sintomatologia causada por infeccion de IBDV/vv es semejante a la
causada por cepas convencionales del serotipo 1, pero la fase aguda es mas

exacerbada, generalizada y con mortalidad mas elevada pudiendo llegar hasta un
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90% (Van den Berg, 2000). La forma subclinica ocurre en aves expuestas al IBDV
durante las 2 primeras semanas de vida y que tienen suficiente inmunidad
maternal en el momento de la infeccidn que previene la manifestacion de la

enfermedad clinica pero no la replicacion del virus en la Bolsa.

Se caracteriza por atrofia de la Bolsa e inmunosupresion que resulta en aumento
en la susceptibilidad a infecciones secundarias. Las infecciones secundarias
(principalmente por E. coli) resultan en un continuo aumento en la tasa estandar
de mortalidad diaria y una mala conversion alimenticia. No se observa un pico en
la mortalidad como se evidencia en la infeccion clinica. Debido a Ila

inmunosupresion puede haber una mala respuesta a vacunaciones posteriores.

6.2 Lesiones macroscopicas

A la necropsia de las aves muertas en fase aguda (desde las 24 horas hasta los 4
dias p.i.) se observa que la bolsa de Fabricio se encuentra turgente, edematosa,
con presencia de petequias en la mucosa y con un aumento considerable de
tamafo, resultando posteriormente atrofica (entre 7 y 10 dias p.i.) pudiendo
alcanzar hasta una tercera parte de su tamafio normal. Esta atrofia puede ser mas
rapida después de una inoculacién experimental (Tsukamoto et al., 1992).
Ademas, se observa un cuadro de nefritis a causa de la deshidratacion y

acumulacion de uratos en los tubulos renales.

Las lesiones macroscopicas y microscopicas del IBDV/vv son similares a las
lesiones causadas por virus clasicos, pero la fase aguda es mas severa y mas

generalizada en la parvada.

En los masculos en general y en la mucosa del proventriculo se pueden observar
hemorragias equimoticas y erosiones. En especial, en las aves afectadas con
cepas IBDV/w se observan frecuentemente lesiones hemorragicas en los
musculos pectorales y en los muslos debido al deterioro del mecanismo de la

coagulacion (Skeeles and Lukert, 1980). Particularmente la atrofia del timo se
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asocia con la fase aguda de la enfermedad y podria tomarse como un indicativo
de la virulencia del virus en cuestidon aunque no esté asociado con la replicacion

viral extensiva en timocitos (Sharma et al., 1993).

En casos de aves infectadas con cepas variantes se observé que el virus no
indujo inflamacion y se caracterizaron por la acentuada atrofia de la bolsa y las

mortalidades bajas (5%) (Sharma et al., 1989).

6.3. Lesiones microscoépicas

Histologicamente se observa una alteracion estructural del tejido caracterizada
principalmente por la intensa deplecion de linfocitos, provocada por necrosis y por
apoptosis, inducidas por el virus, ya que estas células son particularmente
susceptibles (Nieper et al., 1999). En reemplazo se observa abundante infiltracién
heterdfila y macrofagica (tanto en la bolsa como en otros 6rganos) (Tanimura et
al., 1995), hemorragias multifocales y edema, lesibn que se observa muy
escasamente en casos infeccion por cepas variantes (Sharma et al., 1989).
Cuando se trata de bolsas afectadas por virus variantes se nota claramente la
ausencia de inflamacion severa, pero se observa necrosis del tejido linfoide. La

re-poblacién del tejido linfoide no se produce hasta 7 dias después de la infeccién.

En estados avanzados de la enfermedad, se observan cavidades, tanto en
médula como en la regidon cortical, conteniendo material necroético, fagocitosis de

heterofilos y células plasmaticas (Lukert and Saif, 1997).

Los trombocitos también constituyen un blanco de IBDV y la enfermedad aguda
se caracteriza por hemorragias diseminadas probablemente relacionadas por un

dafio en el mecanismo de coagulacion (Skeeles et al., 1980).

Las cepas muy virulentas causan, ademas de las lesiones en la Bolsa, lesiones
severas en otros drganos linfoides como el timo, las tonsilas cecales y el bazo,

tejido linfoide asociado al intestino (GALT), e incluso el tejido linfoide asociado a la
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cabeza (HALT) como en glandula de Harder y tejido linfoide asociado a la

conjuntiva.

7. Diagndéstico de la enfermedad

La enfermedad puede ser diagnosticada presuntivamente por medio de la
sintomatologia y lesiones macroscopicas de la Bolsa de Fabricio. Sin embargo, es

necesaria la aplicacion de técnicas laboratoriales para el diagndstico definitivo.

El aislamiento y la identificacion del agente proporcionan el diagndstico mas
certero en IBD, pero habitualmente no se realiza con fines de diagnostico rutinario

pues el virus puede resultar dificil de aislar (Lukert, P. D. and Saif, Y. M. (1997).

En la practica, el diagndstico de laboratorio de IBD depende de la deteccion de
anticuerpos especificos inducidos por el virus o de la deteccion del virus en los

tejidos, utilizando métodos inmunoldgicos o moleculares.

Diversas pruebas pueden ser utilizadas para la deteccion de anticuerpos contra
IBDV. Las mas utilizadas son: AGP (Aglutinacion en placa), SN (Suero

neutralizacion), el test de ELISA (Inmunoensayo ligado a enzimas).

a) Identificacion mediante la prueba de precipitacion en Agar-gel (AGP)

La prueba de AGP es la prueba serolégica mas ampliamente utilizada para la
deteccién de anticuerpos especificos en el suero, o para detectar los anticuerpos
o el antigeno virico en el tejido bursal (no diferencia los serotipos) y no es
cuantitativo. Las pruebas cuantitativas de inmunodifusion en gel de agar, puede
resultar muy util para medir los anticuerpos maternales o vacunales y para decidir
sobre cual puede ser el mejor momento para la vacunacion (Eterradossi et al.,
1999). Sin embargo, esta prueba de determinacién cuantitativa se ha

reemplazado en la actualidad, en gran medida por el ELISA.
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b) Pruebas de neutralizacion virica

Las pruebas de virus neutralizacion se llevan a cabo en cultivo celular. La prueba
es mas laboriosa y costosa que la prueba de AGP, pero es mas sensible para
detectar anticuerpos y puede diferenciar los serotipos. Se debe enfatizar que
existe una variedad de pruebas serolégicas disponibles para la deteccion del virus
y sus anticuerpos, pero solo la técnica NV puede diferenciar entre serotipos y
variantes. Adicionalmente los resultados de este tipo de pruebas correlacionan
razonablemente bien con la inmunogenicidad del virus.

c) ldentificacion mediante enzimoinmunoensayo de captura antigénica (AC-
ELISA)

Esta técnica se puede usar como técnica de diagndstico valorando los titulos de
anticuerpos, es mas utilizada como un auxiliar de diagnéstico, para evaluar los
programas de vacunacion, la vacuna utilizada o el proceso de vacunacién en si.

(Di Fabio, 2001).

Existen diversos protocolos para detectar virus del serotipo 1 de IBD utilizando un
enzimoinmunoensayo de captura antigénica (AC-ELISA) (Ashraf et al., 2006 ; De
Wit, 2006) con anticuerpos especificos del IBDV. Dependiendo del protocolo AC-
ELISA elegido, el anticuerpo de captura puede ser un anticuerpo monoclonal de
raton anti-IDBV (MAD), o una mezcla de tales MAbs, o un suero policlonal de pollo
anti-IBDV post-infeccion, por lo que los resultados generados en diferentes

laboratorios pueden ser variables (Eterradossi and Saif, 2008).

Para la deteccion del agente viral se cuenta con técnicas como:

d) Identificacion mediante técnicas moleculares

Anteriormente se practicaba RT/PCR-RFLP (Reverse transcription polymerase
chain reaction, RT/PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP) para
la diferenciacibn de cepas con varios conjuntos de enzimas de restriccion,

obteniendo asi un patron de bandas diferentes para cada grupo molecular
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(Jackwood and Jackwood, 1994). Debido a que en la actualidad se conoce que la
virulencia de las cepas no solo esta definida por VP2, se han descrito técnicas
RT-PCR /RFLP que son capaces de discriminar cepas muy virulentas de cepas
clasicas (Islam et al., 2012), son sin duda herramientas que aportan informacion
en el diagnéstico de IBDV. Sin embargo, todavia es necesario definir y validar los
sitios de restriccién relacionados con la virulencia, sumado a esto la desventaja
que no aporta informacion acerca de la antigenicidad de las cepas. Es muy poco

utilizada en la actualidad.

Dentro de los métodos moleculares existe una amplia aceptacion de que el
analisis de la RHV del gen VP2 del virus, es la region indicada para la
identificacion de los diferentes virus. La técnica mas usada actualmente es la RT-
PCR (Jackwood, 2006; Lin et al., 1993; Wu et al., 1992), con el uso de cebadores
especificos para obtener un fragmento de tamafo definido, seguido de la
secuenciacion de nucleotidos y filogenia. Ambos constituyen la alternativa
molecular méas valida para la genotipificacion de las cepas IBDV, no solo por la
informacion detallada que nos proporciona la técnica sino también porque se
puede utilizar informacién contenida en un banco de genes y se puede establecer

mejor la relacion genética de las mismas.

e) Histologia e inmunohistoquimica

La identificacion del virus con anticuerpos monoclonales o policlonales marcados
son potencialmente Utiles para el diagnostico rapido y definitivo de la enfermedad
infecciosa de la bolsa (Cho et al., 1987). La valoracién del estado histologico de la
bolsa, proporciona un resultado inicial importante para el diagnéstico de IBD,
donde el grado de inflamacion, fibrosis, involucion del tejido, hemorragia y
deplecion linfocitaria son parametros significativos de dafio bursal, siendo este

altimo el aspecto mas importante a considerar.
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8. Control y prevencion

La vacunacion es el método mas efectivo de prevencion de IBD en las parvadas.
Para establecer un programa efectivo de control de la enfermedad deben tomarse

en cuenta los siguientes factores:

o Tipo de explotacion avicola, edad de las aves y el estado sanitario de las
mismas.
o Identificacion y caracterizacion antigénicas e inmunogénicas de las cepas

de IBDV presentes en el area y el grado de desafio en el campo

o Determinacion del grado de virulencia de las cepas existentes.

o Reconocimiento de otros agentes infecciosos y no infecciosos que estén
actuando como agentes inmunosupresores.

8.1 Tipos de vacunas

En la actualidad se utilizan distintos tipos de vacunas en la prevencion de la
enfermedad: vacunas que contienen IBDV vivo atenuado, vacunas con IBDV
inactivado, vacunas recombinantes que contienen la proteina VP2 de IBDV y
vacunas que contienen inmunocomplejos antigeno-anticuerpo. Los virus mas

utilizados en la produccion de vacunas son los virus pertenecientes al serotipo 1.

a) Vacunas vivas

Estas vacunas tienen el poder de inducir inmunidad celular y humoral en las aves.
Las vacunas con virus activo atenuado confieren una amplia proteccion y son de
larga duracion sin embargo su espectro antigénico puede variar y el virus puede
conservar restos de patogenicidad, ademas puede presentar el riesgo de revertir
a virulencia (Xu et al.,, 2011) o transmitirse de forma horizontal y vertical, de
acuerdo con el virus original, el grado de atenuacién y el método de fabricacién

(Schijns and Brewer, 2008).
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Las vacunas vivas clasicas han evolucionado desde que se crearon y se clasifican

segun grado de atenuacion y por tanto de su capacidad de sobrepasar la

Tipo de Cepa Poder Inmunogénico

Son cepas altamente atenuadas, las
cuales sobrepasan niveles muy bajos de
inmunidad maternal y por lo general no
son utilizadas en la avicultura moderna

Cepas Suaves

] Son cepas atenuadas que sobrepasan
Cepas Intermedias . . .
niveles de inmunidad maternal de <6 log,

) Son cepas atenuadas que sobrepasan
Cepas Intermedias Plus . i .
niveles de inmunidad maternal de <8 log ,

inmunidad maternal y generar inmunidad activa: vacunas suaves, vacunas
intermedias y vacunas plus o también llamadas calientes (Rautenschlein et al.,

2005).

La inherente patogenicidad de las vacunas vivas es una desventaja potencial,
especialmente de las vacunas intermedias plus y mas aun para las vacunas
basadas en cepas calientes, las cuales nunca deben ser aplicadas durante los

primeros 10 dias de edad o podria resultar en dafio bursal e inmunosupresion.

b) Vacunas inactivadas

Estas vacunas son utilizadas para estimular anticuerpos uniformes, consiguiendo
titulos elevados y duraderos. Normalmente se producen en huevos embrionados
pero se pueden producir en cultivos celulares o bolsas de Fabricio. Estas vacunas
se administran para reforzar la inmunidad de los reproductores. Un nivel alto de
inmunidad en los reproductores resulta en niveles altos de anticuerpos maternales

en la progenie.

32



Capitulo I: Introducion

c) Vacunas de nueva generacion
¢ Vacunas de complejos virus-anticuerpos

Se trata de vacunas en las cuales los anticuerpos (inmunoglobulinas) especificos
se mezclan en una concentracion adecuada con el virus vacunal (Whitfill et al.,
1995). El proceso resulta en una vacuna de un complejo virus-anticuerpo
(complejo inmune). La cantidad de anticuerpos en el complejo es tan pequefia
que no se afade a la inmunidad maternal o neutraliza el virus. Por otra parte, la
cantidad de anticuerpos afadidos al complejo es suficiente para atrasar por varios
dias el curso normal de replicacion del virus vacunal. Esto permite la
administracion segura y el uso de cepas vacunales moderadamente atenuadas in

ovo a los 18 dias de edad (Negash et al., 2004).

e VVacunas HVT recombinantes

El concepto de vacunas recombinantes es el de insertar genes de epitopos
inmunogénicos criticos de un agente infeccioso en genes no esenciales de un
virus vector. En el caso de IBD, se han disefiado vacunas recombinantes
conteniendo el gen VP2 utilizando como vector al virus de Marek (MDV)
(Tsukamoto et al., 1999), al virus de la enfermedad de New Castle (NDV) (Huang
et al., 2004) pero el que se comercializa actualmente es el recombinante en virus

Herpes del pavo (HVT)(Darteil et al., 1995).

e Otros sistemas

La produccion de vacunas de subunidades utilizando sistemas de baculovirus han
demostrado su eficacia frente a las cepas estandar y variantes antigénicas
(Dybing and Jackwood, 1998). Algunos autores han demostrado también que con
vacunas de subunidades expresadas en sistema de E. coli, se induce proteccion
en la aves, reduciendo las mortalidades, mas no el dafio bursal frente a cepas
IBDV/vww (Omar et al.,, 2006). Actualmente se estan desarrollando sistemas de

vegetales transgénicos que incorporan el gen VP2 en su composicion. Los
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resultados obtenidos en aves SPF han sido favorables confiriendo excelente
proteccion, casi comparables con la aplicacion de vacunas vivas (Giambrone,

2006).

A pesar de que se ha comprobado que la mayoria de estas nuevas vacunas
funcionan a nivel experimental, no son tan efectivas como las vacunas
convencionales en el campo, debido a que no se conoce exactamente la base
molecular de la inmunogenidad del virus (Saif, 2006) y a que Unicamente se
trabaja con el gen VP2. Ademas, se tiene como inconveniente que los métodos
son excesivamente caros para su produccion en cantidades industriales, por lo

gue no se dispone de estas vacunas comercialmente.
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Hipotesis

Debido a que IBDV es un virus cuyo genoma esta compuesto por ARN, posee un
alto potencial de variacion genética, lo que le permite evolucionar y adaptarse a
nuevas condiciones ambientales o area geografica. Asi, aunque las variaciones
en virulencia se han asociado mayoritariamente a cambios nucleotidicos en la
RHV, especificamente en los picos hidrofilicos, numerosos estudios han
demostrado que las demas proteinas que codifican el segmento A y B también

participan en la definicién de virulencia.

Con estos antecedentes, tenemos la hipotesis de que los virus detectados a
inicios de los 90 que causaron el brote agudo de IBD han evolucionado desde
entonces y se han ido diversificando, originando nuevos linajes con caracteristicas
genéticas distintas. Por esta razén, el objetivo principal de esta tesis es

profundizar en la epidemiologia molecular del virus de IBDV.

Objetivos especificos:

1. Clasificar las cepas circulantes de IBDV mediante la caracterizacion

molecular y filogenia basada en la RHV de la VP2.

2. Elaborar la reconstruccién filogeogréafica basada en la proteina VP2 para
elucidar el posible origen de los linajes y la dinamica de dispersién de los

mismos.

3. Caracterizar genéticamente las cepas de IBDV circulantes mediante la

secuenciacion completa del genoma.
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Estudio 1

Caracterizacion molecular y analisis filogenético basados en la
region hipervariable de la proteina VP2 del virus de la Bursitis

infecciosa aviar de origen espafiol desde 2000 hasta 2015
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Introduccién

La IBD es una enfermedad que afecta al érgano inmunitario mas importante de
las aves en su fase de maduracion, por lo cual la infeccion por cepas del serotipo
1, muy virulentas, cepas clasicas, y cepas variantes americanas de este
birnavirus, resulta en un estado de inmunosupresion de los individuos afectados

(Van den Berg et al., 2000).

La proteina VP2 ha sido el blanco de muchos estudios desde el punto de vista
antigénico y de virulencia ya que cuenta con una region hidrofébica delimitada por
dos pico mayores hidrofilicos A y B, donde se encuentran los residuos implicados
en antigenicidad y virulencia (van den Berg et al., 1996). La cristalizacion de esta
proteina nos ha permitido reconocer en la region RHV de VP2, 4 regiones, los
bucles Pgc, Ppe, Prc ¥ Pni ubicadas en el dominio P, las cuales son las mas
susceptibles al cambio por ser las partes mas expuesta de la proteina (Coulibaly
et al., 2005). Asi, un pequefio cambio en la RHV puede ser suficiente para hacer
variar la antigenicidad de las cepas (Adamu et al.,, 2013;Heine et al., 1991;
Jackwood et al., 2006; Liu et al., 2002) y permitirle el escape a los anticuerpos
neutralizantes (Heine et al., 1991; Jackwood et al., 2006; Liu et al., 2002).
Diversos estudios han establecido esas diferencias, las cuales se encuentran
representadas por residuos especificos (222T, 249K, 2861 y 318D) que
intervienen en la antigenicidad (Jackwood, 2012) y se han designado ciertas
sustituciones que influyen en el comportamiento patotipico de las cepas como
marcadores de la virulencia (222A, 2421, 2561, 2941 y 299S) (Hernandez et al.,

2015).

Esta bastante documentado que la presion de seleccion ocasionada por los
intensos programas de vacunacion implementados en los establecimientos

avicolas puede ser una causa de emergencia de nuevos virus, y aunque
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perteneciendo a un subtipo especifico, pueden mostrar rasgos diferentes en

comparacion con las cepas modelo de cada subtipo (Martin et al., 2007).

En el presente estudio se realiza la caracterizacion filogenética de los virus IBD
detectados en territorio espafiol en un periodo de 25 afios. Mediante el analisis de
secuencias de una region critica como es la RHV de VP2, plasmamos la relacién
de los virus detectados con cepas de referencia mundial y a su vez establecemos
el perfil de posibles nuevos aislados diferentes a los comunmente encontrados en

Espana.

Materiales y métodos
Muestras

En el estudio se han incluido 967 casos positivos en los cuales se detectd IBDV a
partir de muestras frescas de bursa de Fabricio y de frotis en tarjetas FTA®
(Flinders Technology Associates), procedentes de pollos y gallinas de puesta
comercial de diferentes regiones de Espafa. Las muestras fueron procesadas en
laboratorios del CESAC (Centre de Sanitat Avicola de Catalunya) y del CReSA
(Centre de Recerca en Sanitat Animal). Todos los casos fueron nombrados como

IBD, seguido del numero de caso y el afio de la deteccién.
Extraccion del ARN, amplificacion por RT-PCR y secuenciacion

El ARN viral fue extraido en dos fases, una primera fase de extraccion se realizo
de forma manual empleando solucion D (Chomczynski and Sacchi, 1987) y una
segunda empleando un kit de extraccion comercial (Nucleo Spin® RNA Virus,
Macherey-Nagel). EI ARN fue eluido en un volumen de 50 pl de agua DEPC. Para
la reaccion de retrotranscripcion (RT) el producto de extraccién fue

desnaturalizado a una temperatura de 70°C durante 5 min.

Cada reaccion RT contenia 2ul del ARN extraido, 2ul del oligonucleétido GUM R,

ubicado desde la posicion 1194 hasta 1212 de acuerdo a la numeracion del

44



Capitulo Il: Estudio 1

sistema de Bayliss (Bayliss et al., 1990; Dolz et al., 2005) a una concentracion de
10uM, 10ul de agua DEPC y 8 pl de la mezcla de RT que contenia, 40U RNase
OUT (Invitrogen Life Technologies), 100 mM de dNTPs (Ecogen S.R.L), 50U de
MMLV Retrotranscriptasa (Ecogen S.R.L.) y 2,35 yl de agua DEPC, la mezcla fue

incubada a 42° C durante 1 h, y 70°C durante 10 min.

Se amplific6 mediante PCR una region de 480 nucledtidos ubicada en la region
hipervariable de la proteina VP2. Los primers utilizados para esta amplificacion
fueron: el cebador forward denominado GUM-F ubicado desde la posicion 733
hasta 750, de acuerdo al sistema de Bayliss et al. (Bayliss et al., 1990) y el
cebador reverse GUM-R. ElI cDNA fue amplificado en un volumen de 50 pl.,
utilizando 10ul del producto de la reaccidn de transcripcidon reversa y una mezcla
de 40ul conteniendo 3ul de Cl,Mg 25mM (Promega), 2,5ul de cada cebador a una
concentracion de 10uM, 0,4ul de dNPTs 100mM total, 0,5ul Tag DNA Polimerasa
5U/ul (Promega), 5ul Buffer 10X y 26,1 ul de agua DEPC. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: 94°C durante 5 min., 35 ciclos a 94°C por 30
seg., 56°C por 30 seg., 72°C por 1 min y finalmente 72°C durante 5 min. El
producto de PCR fue analizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%
usando bromuro de etidio (Br Et) para su visualizacion mediante transiluminacion

de rayos UV.

Los productos de PCR se purificaron a partir del gel de agarosa al 2%, segun el
protocolo de MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen, Inc), los cuales fueron
secuenciados usando los mismos cebadores que fueron empleados para la
amplificacion a una concentracién de 5 uM y utilizando el kit ABI PRISM Big Dye
terminator v3.1 Cycle Sequencing ready reaction (PE Biosystems) con el método
dideoxy-mediate Chain-terminations. La reaccion de secuenciacion se realizé con
las siguientes condiciones: 96°C por 1 min., y 25 ciclos a 96°C por 10seg, 50°C

por 5 seg. y 60°C por 4 min. Los resultados de la secuenciacion fueron analizados
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con el programa ABI 3100 Avant (PE biosystem). El ensamblaje de las secuencias

se realizo con el programa BIOEDIT Sequence Alignment Editor 7.2.5.

Andlisis Filogenético

Con el objetivo de realizar el estudio filogenético, las secuencias nucleotidicas
fueron sometidas a BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) en el portal NCBI
(National Center for Biotechnology Information) en http://blast.ncbi.nim.nih.

gov/Blast.cgi para comprobar su similitud con cepas ya reportadas.

Para reflejar la maxima diversidad con el minimo namero de aislados, las 967
secuencias nucleotidicas fueron sometidas a una criba en base a una matriz de
identidades. De la base de datos inicial fueron eliminadas las secuencias
redundantes, es decir con similitud del 100% dentro de cada genotipo, y las
secuencias resultantes se utilizaron para construir el &rbol filogenético basado en
los 480 nucledtidos de la RHV junto a diversas secuencias de cepas de referencia
ya publicados en el GenBank y secuencias de cepas vacunales utilizadas
frecuentemente en la inmunizacion de las aves obtenidas durante el estudio
(Tabla 1). Para ello se empleé el programa MEGA 6.06, con el método de Maxima
Verosimilitud, y el modelo de substitucion Tamura-Nei y la precision topoldgica del

arbol se estimé con Bootstrap con 1000 repeticiones (Tamura et al., 2011).

46


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/�
http://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi_ir3D4PfKAhWJHxoKHTHYDrYQFggcMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2F&usg=AFQjCNEtxijk1bbk_J3zghYe8TRBijQ4rw&bvm=bv.114195076,d.d24�

Capitulo Il: Estudio 1

Numero de Acceso Gen

Serotipo Patotipo Bani Nombre Origen
Serotipo 1 Muy Virulento AF362776 BD3/99 Bangladesh
X95883 849VB Bélgica
AY780423.1 Isolate JNeto-BR Brasil
AY769979.1 Isolate Suruvi-BR Brasil
AY769978.1 Isolate Ipumirim-BR  Brasil
AY525119.1 Isolate JR-a Brasil
AY525110.1 Isolate Br-6 Brasil
AF006700 HK46 China
AY134874.1 SH95 China
AF281651.1 CAO 2000 China
AF322444.1 TASIK Indonesia
AY44912.1 IRAN Irdn
L42284.1 KS Israel
D49706 OKYM Japén
AF240686 D6948 Paises Bajos
725482.1 Netherlands 1986 Paises Bajos
AY083925 VG248 Espafia
- Girona Espana
- SP/41/02 Espafia
AY770593.1 SP/31/02 Espafia
AY770592.1 SP/50/02 Espafia
AY770591.2 SP/33/02 Espafia
AY770590.1 SP/49/02 Espafia
AY770583.1 SP/13/02 Espafia
AY770582.1 SP/44/02 Espafia
AY770581.1 SP/03/02 Espafia
X92760 UK661 Reino Unido
DQ297823.1 Uy-3 Uruguay
Cepas Clasicas D00869 52/70 Reino Unido
AF362747 Cu-1wt Alemania
Cepas de virulencia AY770584.1 SP/04/02 Espafia
Intermedia AY770589.1 SP/05/02 Espafia
AY770586.1 SP/09/02 Espafia
AY770585.1 SP/14/02 Espafia
AY770587.1 SP/28/02 Espafia
AY770588.1 SP/29/02 Espafia
D00499 STC EE UU
AY918948 LUKERT EE UU
A33255 EDGAR EE UU
AF279288 Winterfield
Atenuadas AF194428 CEF94 Paises Bajos
X16107 CU-1 Alemania
X88034 P2 Alemania
AY094618 LKS Méjico
AF413069 BJ836 Singapur
AY311479 Kal2001 Egipto
AF312371 T2 China
Clésicas Autralianas HMO071991.1 V877-W Australia
AJ878908.1 002/73 Australia
Variantes AF133904 Variante E EEUU
X54858 E-DEL EE UU
M97346 GLS EE UU
M64285 Variante A EE UU
Cepas Vacunales * HipraGumboro-GM97
* HlpraGumboro-CH/80
* Int 228E
* D78
* PRECISE/AVIPRO
* IBDX/AVIPRO
AF498631 BURSINE 2
AF498632 BURSINE PLUS
AF498633 BURSAVAC
EU549160.1 Poulval-Bursa F

Tabla 1. Detalles de las secuencias de IBDV incluidas en la filogenia. Los asteriscos indican las

cepas vacunales que fueron secuenciadas para su comparacién en el estudio.
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En cuanto al analisis filogenético de las secuencias (155 aminoacidos deducidos,
ubicadas desde la posicidon 202 hasta la 357) de las cepas representativas de
cada genotipo se sometieron a una segunda criba, eliminando las secuencias
aminoacidicas con una similitud del 100%, de modo que el analisis se basé

Unicamente en secuencias aminoacidicas distintas.

Estimacién de la presion de seleccion

La presion de seleccion se calculé de dos formas. La primera sobre la region
completa de RHV de VP2, mediante las diferencias de las tasas entre no
sinébnimos y sindnimos y la segunda, sobre el codon individual. Ambas fueron
calculadas empleando el método Nei-Gojobori (Ganeshan et al., 1997)
implementado en la Web SNAP (http://hivweb.lanl.gov). Los valores (dy-ds) < 0 son
indicativos de presidbn de seleccion negativa, los valores iguales a 0, son

indicativos de evolucion neutral y los > 0 indican presion positiva.

Resultados

Seleccién de secuencias

Con el objeto de condensar el nUmero de secuencias a estudiar sin que se viera
afectada la variacion genética existente, en una primera fase, las secuencias en
base a nucleodtidos que reflejaron una similitud del 100% fueron eliminadas
resultando Unicamente en 267 secuencias nucleotidicas. En una segunda fase, la
deduccion de aminoécidos de esas 267 secuencias fue sometidas a una segunda
criba, eliminando del mismo modo todas las secuencias con una similitud del
100%, resultando asi en 120 el numero secuencias las cuales fueron

consideradas para los estudios de comparacion y filogenia.

Andlisis Filogenético

El analisis de filogenia consistio en incluir todas las cepas del estudio (967)

basadas en nucleétidos para obtener la clasificacion total por tipo y por afio. Esta
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filogenia muestra que las cepas se reunen en agrupaciones comunmente
observadas en la clasificacion por genotipo de IBDV como son cepas atenuadas,
intermedias, clasicas y muy virulentas, y ademas advierte agrupaciones nuevas o

no descritas antes en Espafa.

El arbol filogenético de las cepas basadas en nucledtidos expone 4 grandes
clados (Figura 1). Del primer gran clado se disgrega 4 clados mas pequefios, las
cepas atenuadas tipo D78 y tres grupos de cepas intermedias (segun el grado de
atenuacion) a las cuales nombraremos como G1 a las cepas del tipo 228E, G2 a

las cepas del tipo Lukert y G3 a las cepas del tipo Winterfield 2512.

Se observa un primer grupo soportado por un bootstrap de 94%, que conforma el
clado de las cepas atenuadas. Este clado representa alrededor del 17% del total
de las cepas estudiadas (Tabla 2), muestran un porcentaje de similitud del
99.05% entre ellas (Tabla 3.A) y estan altamente relacionadas a las cepas
atenuadas o suaves utilizadas comunmente en nuestro medio en la inmunizacion

de las aves CH80, D78 y LC75.

El segundo clado (G1) soportado por un bootstrap de 95% agrupa el 8% de cepas
estudiadas (Tabla 2) que muestran una similitud del 99.4% (Tabla 3.A) y se
asocian con cepas vacunales de virulencia intermedia plus como son las cepas

228E y GM97 y una cepa descrita en Espafa en el 2002 (SP/05/02).

El tercer grupo (G2) conformado por un numero reducido de cepas (1%) y
soportado por un bootstrap de 99%, se asocia con cepas vacunales atenuadas

intermedias como es la cepa Lukert (Tabla 2 y tabla 3.A)

El cuarto clado (G3) soportadas por un bootstrap de 69%, alberga el 47,5% de las
cepas estudiadas, las cuales se relacionan muy cercanamente con la cepa

vacunal Winterfield 2512 y la cepa V217 utilizada en la elaboracion de la vacuna
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Avipro IBDX empleada cada vez con mayor frecuencia en la inmunizacion de las

aves.

En un segundo gran clado se observa una quinta agrupacion mas pequefa
soportada por un bootstrap del 66%, conformado por los aislados clasicos

representando el 1,5% del total de las secuencias analizadas.

De este segundo gran clado se desprende una rama que muestra que el 21% de
los aislados se encuentran asociados a IBDV/vv con un porcentaje de similitud de
97,5% entre ellos (Tabla 3.A). El 32% de ellos se asocian al aislado SP/41/02
detectada en Espafia durante el brote del 2002 y otro grupo reuniendo el 64% de
los aislados se agrupan con algunas cepas de referencia mundial y los aislados
espafioles Girona y SP/50/02. Ademas se distingue un aislado IBD/204.5/09 que
no estd incluida en el clado. Esto es confirmado con la elaboracién de un segundo
arbol filogenético en el que se incluyen unicamente los aislados muy virulentos del

estudio (Figura 2).

Numero de secuencias Numero de secuencias

Tipo de Cepa TOTAL % distintas en base a distintas en base a
nucleédtidos aminodcidos

Cepas atenuadas Tipo D78 162 16,8 53 41
Tipo 228E (G1) 81 8,4 22 15
Cepas atenuadas intermedias Tipo Lukert (G2) 5 0,5 3 3
Tipo Winterfield 2512 (G3) 460 47,6 68 33
Cepas clasicas 15 1,6 15 2
Cepas muy virulentas 208 21,5 90 25
Nuevo linaje IBDV/Sp-var 17 1,8 16 9
Cepas clasicas australianas 19 2,0 3 1

967 270 130

Tabla 2. Clasificacién de cepas por tipo. En la columna de la derecha se nombran los subtipos en
los que las secuencias del estudio han sido clasificadas segun la filogenia. La columna total indica
el nimero de cepas por tipo seguido de su representacién porcentual. La columna secuencias
nucleotidicas indica el nimero de secuencias distintas en base a nucleétidos por cada subtipo
incluidas en el estudio. Paralelamente el nimero de secuencias diferentes en base a aminodcidos
utilizadas en la comparacion.
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Adicional a esta clasificacion tradicional, en el arbol filogenético (Figura 1) se
observa que el resto de los aislados analizados se agrupan en dos ramas
claramente diferenciadas. La primera agrupacion, descrita en este estudio como
IBDV/Sp-Var, comprende Unicamente aislados de origen espafiol, que parece
evolucionar de forma independiente. Un brazo con un aislado que no es asociado
a ningun otro aislado ni del estudio ni de referencia y finalmente grupo soportado
por un bootstrap de 73%, es de especial interés puesto que los aislados, aunque
en numero reducido (2%), se agrupan con cepas clasicas atenuadas australianas,

mostrando alta similitud con la cepa V877-W.

100%

Cepas muy virulentas
90%
80%
Cepas clasicas
70%
60%
. M Cepasatenuadas
50% intermedia
40%
Cepas atenuadas
30%
20%

10%

0% T T T T T T T T T T T T )
2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Grafico 1. Deteccidon de cepas por afo. Representacidon porcentual de cada subtipo en el total de
cepas detectadas por afio.
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Porcentajes de

Genotipos similitud
Atenuado tipo D78 99, 05
Atenuado intermedio G1 99, 44
Atenuado intermedio G2 99, 18
Atenuado intermedio G3 99, 38
Clasicos 99, 57
Muy virulentos 97, 53
Nuevo linaje Sp-Var 94,78
Clasico atenuado australiano 99, 78

Genotipos

Porcentajes de

similitud

Atenuado tipo D78 97, 25
Atenuado intermedio G1 98, 43
Atenuado intermedio G2 98, 28
Atenuado intermedio G3 99, 32
Clasicos 98, 70
Muy virulentos 97, 30
Nuevo linaje Sp-Var 98, 30
Clasico atenuado australiano 100
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Tabla 3. Estimaciones de
Similitudes expresada en
porcentajes basada en
secuencias de nucledtidos (A)
y aminodacidos (B) dentro de
cada uno de los grupos. El
analisis fue llevado a cabo
usando el modelo compuesto
de Maxima Verosimilitud
(Maximum Composite
Likelihood), basado en 271
secuencias de nucledtidos.
Las posiciones de codones
incluidas fueron
1st+2nd+3rd+No codificantes.
Se eliminaron todas |las
posiciones conteniendo gaps
y posiciones vacias. El analisis
llevado a <cabo <con el
programa MEGA 6.06.
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Figura 1. Arbol Filogenético en base a Nucleétidos de los aislados Espaiioles de IBD, identificadas
mediante amplificacion de RHV de la VP2. El 4rbol fue elaborado utilizando el método de Maxima
Verosimilitud, y el modelo de substitucién Tamura-Nei incluidos en el programa MEGA 6.0. Los 4
grandes clados son identificados en linea discontinua.
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Figura 2. Filogenia de los aislados muy virulentos de IBD detectados en Espaiia. El brazo
resaltado en negro demuestra que aproximadamente el 30% de ellos se asocian con aislados
descritos en el 2002, mientras el 60% restante se asocia a aislados mas antiguos y de referencia

mundial. El arbol fue elaborado utilizando el método de Maxima Verosimilitud, y el modelo de
substitucidn Tamura-Nei incluidos en el programa MEGA 6.0.
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Con el fin de analizar la presion de seleccion de los aislados en cuestion, se
calculo la diferencia entre sustituciones no sinénimas y sindénimas (dy-ds) de la
RHV. Los resultados revelan que existe una presion de seleccion global menor a
0. Sin embargo, se observan ciertos aminoacidos ubicados en 4 regiones
susceptibles de la proteina como son los bucles Pgc, Ppe, Prc con presion de
seleccién positiva, aunque con valores bajos. También se observa seleccion
positiva en algunos aminoacidos ubicados en la zona rica en serina (residuos 329
y 330). En solo uno de los bucles, Py, los aminoacidos muestran valores de

presion de seleccion negativos (Figura 3).

[rp———

Valor Acumulativo dN-dS
B

-10

[ e Y S A S o SO D o T S o Y S o A D LS S o T N N Y o A B o |
O O o "@ N N MO M & & 1N N W W I~ 0 0 O O O
N N NN NN~~~ ®Om®O®

317
322
327
332
337
342
347
352
357

dN-dS por sustitucion aminoacidica

Figura 3. Diferencia entre substituciones no sindnimas-sindnimas (dy-ds). Valores acumulados
(linea roja continua) y valores individuales (puntos en azul) de las tasas de sustituciones no
sinénimas y sinénimas (dy-ds) para la RHV del gen VP2. Los nimeros en el eje horizontal
representan la posicion del aminodcido analizado y en el eje vertical se indica el valor de la resta
de las sustituciones dy-ds.

55



Capitulo Il: Estudio 1

Analisis de secuencia de aminoacidos

El andlisis de las secuencias de aminoacidos se realizd segun su clasificacion por

genotipos siguiendo el orden de la filogenia.

Los aislados atenuados y de atenuacion intermedia del grupo 3 poseen las
sustituciones 222P mientras que en los aislados intermedias G1 y G2 se observa
la sustitucion 222S (excepto en 3 de ellas). La sustitucion 249Q esta presente en
la mayoria de los virus (excepto en el subgrupo G2 en que se observa histidina y
en una cepa atenuada Q—K). La sustitucion 253Q es observada en todos os
aislados de atenuacion intermedia. Pese a que el residuo 253Q esta presente en
algunas aislados atenuados, en esta misma posicion se observa una variedad de
sustituciones, como N, K y D. La sustitucion 279N se observa en aislados
atenuados y de atenuacion intermedia G1, 279D en aislados de atenuacion
intermedia G2 y G3 (excepto en las cepas IBD/62.1/08 en las que se observa
Asparagina). El residuo 284T se observa en el grupo de los aislados atenuados
(excepto en 4 de ellas) y en los aislados de atenuacion intermedia G2 y 284A en
aislados de atenuacion intermedia del grupo G1 y G3. El residuo 299 es
Asparagina en aislados atenuados y de atenuacién intermedia. Finalmente, el
residuo 330R es observado solo en aislados atenuados y 330S en las cepas
intermedias G1, G2, G3 y algunas aislados atenuados (Tabla 4) (Detalle del

alineamiento de cepas atenuadas e intermedia G1, G2 y G3, Figura 4,56 y 7).

Residuos
Clado 1 222 249 253 254 279 284 299 330

Cepas atenuadas P Q Q, N, K, D G N T N R

(G1) S Q Q G N A N S
Cepas atenuadas
. . (G2) S H Q G D T N S
intermedias

(G3) P Q Q G D A N S

Tabla 4. Resumen de residuos aminoacidicos hallados en los aislados espaioles atenuados y de
atenuacion intermedia.
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Figura 4. Resumen del patrén de aminoacidos de los aislados atenuados. En la figura se resaltan con una sombra amarilla tenue los residuos implicados en
atenuacién. Las posiciones sombradas en rosa resaltan los picos hidrofilicos mayores Ay B y menores 1y 2. Los recuadros en rojo remarcan la ubicacién de los
bucles de mayor exposicidn de la proteina. Las posiciones mutadas se resaltan segun sus caracteristicas hidropaticas: naranja para las mutaciones hidrofilicas, azul
para las mutaciones hidrofébicas y gris para las mutaciones neutrales.
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Figuras 5 y 6. Resumen del patron de aminoacidos de los aislados de atenuacion intermedia tipo 228E (G1) y tipo Lukert (G2). En la figura se resaltan con una
sombra amarilla tenue los residuos implicados en atenuacién. Las posiciones sombradas en rosa resaltan los picos hidrofilicos mayores Ay By menores 1y 2. Los
recuadros en rojo remarcan la ubicacidn de los bucles de mayor exposicidn de la proteina. Las posiciones mutadas se resaltan segun sus caracteristicas hidropaticas:
naranja para las mutaciones hidrofilicas, azul para las mutaciones hidrofdbicas y gris para las mutaciones neutrales.
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Figura 7. Resumen del patron de aminodcidos de los aislados de atenuacion intermedias tipo Winterfield 2512 (G3). En la figura se resaltan con una sombra
amarilla tenue los residuos implicados en atenuacién. Las posiciones sombradas en rosa resaltan los picos hidrofilicos mayores Ay By menores 1y 2. Los recuadros
en rojo remarcan la ubicacidn de los bucles de mayor exposicidn de la proteina. Las posiciones mutadas se resaltan segln sus caracteristicas hidropaticas: naranja
para las mutaciones hidrofilicas, azul para las mutaciones hidrofdbicas y gris para las mutaciones neutrales.
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Los aislados clasificados como clasicos se resumen Unicamente a 2 secuencias,
el aislado 1BD/6048/13 mostrando una elevada similitud frente a la cepa clasica
52/70 y el aislado 1BD/3133.1/14 mostrando s6lo 2 cambios aminoacidos en la

region final de secuencia en posicién 349 V—L y en posicion 353 A—T.

Los aislados clasificados como muy virulentos conservan las sustituciones
caracteristicas 222A, 242l, 2561, 2941, 299S vy la region rica en serina, excepto los
aislados, 1BD/204.5/09, 1BD/91.4/08, IBD/21/05, que muestran mutaciones
particulares. Es de recalcar que todas las secuencias muestran mutaciones en los

bucles del dominio P de RHV y otras fuera de estas regiones (Figura 8).

El andlisis de la secuencia de amino&cidos de los aislados IBD/Sp-Var muestran
un perfil muy particular pues poseen sustituciones unicas en su secuencia de
aminoacidos 222S, 249Q, 254N (IBD330/10 N—D) (Figura 9). El residuo 254N no
se encuentra en ninguno de los aislados de los otros genotipos analizados.
Ademas de esas mutaciones también se pueden observar otras sustituciones en
los picos hidrofilicos 251S—N (excepto en los aislados 1BD/330/10 y IBD/158/09),
2811-T 318D—G (excepto aislado IBD/330/10G), 321AT -V (excepto
IBD/158/09, 1BD/345/02, [BD/234-2/09T, IBD/101.1V), 323E (excepto
IBD/330/10D),

Fuera de las regiones hidrofilicas, también se muestran mutadas ciertas
posiciones 269T7—-S (en 7 de las cepas), y 328K (excepto cepa 330/10T), un
residuo que solo se observa en estas variantes espafolas y finalmente el

heptapéptido rico en serina (residuo 330S) se conserva en t (Figura 9).
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Figura 8. Resumen del patrén de aminoacidos de los aislados muy virulentos. En la figura se resaltan con una sombra amarilla tenue los residuos implicados en
virulencia. Las posiciones sombradas en rosa resaltan los picos hidrofilicos mayores Ay By menores 1y 2. Los recuadros en rojo remarcan la ubicacidn de los bucles
de mayor exposicion de la proteina. Las posiciones mutadas se resaltan segun sus caracteristicas hidropaticas: naranja para las mutaciones hidrofilicas, azul para las
mutaciones hidrofdbicas y gris para las mutaciones neutrales.

61



Capitulo II: Estudio 1

PBC PDE PrG PHI
219-224 249-254 283-287 316-324
[ [
Pico Hidrofilico A | Pico Hidrofilico 1 | Pico Hidrofilico 2 | Pico Hidrofilico B
. . N NN S RNIO N M 00N 0Ol v NN N W o d N M I OO NMNOOW OO dlm g VIO & 1N O OO N INOW MNOWWO A M I OO O 4 NN < N 0N
Linaje Sp-Var QN AANRIIFYIR[/IIINIRL L E[LL YR QERERRI/RNIRNEEYNIZYAAIRAAIJ R e wsmmmadddesaaasasnd
TADDYSYSGVTVVFQN.QN LVGIYLITAIAANNGT.TMLVIPNEITSKSDQ.EQKASGS L.I HY

VARIANTE E T S ... S E B . IA . S
DEL-E T S S INE . IA . S
VARIANTE A Q S .S . IR . S
GLS T S . HS s .E . .|s
1BD/60/08 N S . . A .
1BD/330/10 sfiil .o T 3 G .)Ab .|T
IBD/158/09 . s .. T
IBD/345/02 Y T
IBD/101-1/08 N
IBD/231-3/09 A .
IBD/234-2/09 A T
IBD/92-14/08 s A .
IBD/1197/12 s . ... A .
IBD/236-8/09 s . W . A .
1BD/278/09 S . .. A .
1BD/453/10 S A .
I1BD/5366/02 IREENENE AN NN s e e
Figura 9. Resumen del patrén de aminoacidos de los aislados clasificados como nuevo Linaje IBDV/Sp-Var. En la figura se resaltan con una sombra verde los

residuos implicados en variacidon antigénica. Las posiciones sombradas en rosa resaltan los picos hidrofilicos mayores Ay By menores 1y 2. Los recuadros en rojo
remarcan la ubicacién de los bucles de mayor exposicion de la proteina. Las posiciones mutadas se resaltan segln sus caracteristicas hidropaticas: naranja para las
mutaciones hidrofilicas, azul para las mutaciones hidrofdbicas y gris para las mutaciones neutrales.
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Discusion

En la actualidad IBD sigue siendo una de las enfermedades mas importantes de
la industria avicola mundial. Desde la aparicion de la forma muy virulenta de IBD
en los afios 80 en Europa y cumpliendo las medidas especificas de la OIE, los
paises miembros han venido trabajando para establecer sistemas de diagnéstico
y vigilancia epidemioldgica y orientar el trabajo hacia la identificacion molecular de
posibles marcadores virales suficientemente fiables para determinar los distintos

subtipos del virus (OIE, 1995).

Pese a que es ampliamente conocido que los factores de virulencia no solo
residen en la proteina VP2 (Boot et al., 2005; Brandt et al., 2001; Liu and
Vakharia, 2004), muchos estudios moleculares se basan en la secuenciacion del
dominio hipervariable de esta proteina debido a que codifica para los epitopos
que son reconocidos por anticuerpos neutralizantes y que contiene varios
marcadores de virulencia (Coulibaly et al., 2005; Durairaj et al., 2011). Con estos
antecedentes y con el objetivo de tener una aproximacion acerca de la diversidad
de los virus que circulan en Espafia, que nos permita entender mejor la
epidemiologia de la enfermedad, caracterizamos 967 secuencias genomicas de
IBDV provenientes de pollos de engorde y gallinas de puesta procedentes de todo

el pais.

La filogenia nos muestra una clasificacion bastante bien soportada de los
genotipos que se vienen describiendo en Espafa, tal y como son los virus muy
virulentos, clasicos y atenuados, ademas de dos pequefios grupos que conforman

unos clados independientes.

La presencia de virus muy virulentos segun nuestros resultados, representan un
porcentaje relativamente bajo (21%) con tendencia a minorar en los ultimos afios

(Grafico 1) quizés debido a la implementacion de nuevos sistemas de vacunacion
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(Comunicacion personal Dr. Branko Alva). Por otro lado, es de considerar que el
74% de las muestras remitidas fueron identificadas como virus vacunales, con
similitudes muy altas a las secuencias de cepas extraidas de vacunas utilizadas

en el medio.

Desde su primera descripcion, los aislados IBDV/vv esparfioles han mostrado el
perfil genético tipico de virulencia (Majo et al., 2002). Los aislados de nuestro
estudio muestran la tendencia a agruparse en dos ramas, una de ellas con una
similitud mayor frente a las primeras aislados virulentos descritos en Europa como
OKYM, HK46, UK661, D6948, incluso con la cepa Girona que fue una de las
primeras cepas descritas en Espafia durante los afios 90 (Majo et al., 2002), y
otra rama con una identidad mayor con cepas descritas mas recientemente. Sin
embargo, el analisis de las secuencias de aminoacidos demuestra que algunos
aislados exhiben cambios en la RHV de VP2 y conforman un grupo atipico, con
multiples mutaciones ubicadas especialmente en los bucles del dominio P de VP2
(Figura 8) relacionadas con antigenicidad. Este es el caso de los residuos
249Q—K y 254G—S, que ademas son distintivos de las cepas variantes
americanas (Jackwood et al., 2006). Todos los cambios que se han observado en
diversos estudios en el pico hidrofilico mayor B, también estan asociados a
escapes de la respuesta inmune (Durairaj et al., 2011; Jackwood and Sommer-
Wagner, 2011). Concretamente en el bucle Py, un grupo de aislados muestra una
mutacion particular 321A—V. Cambios en esta posicién han sido descritos en la
cepas variante americana GLS (Vakharia et al., 1994), en las cepas 94432 de
origen francés (Eterradossi et al., 1998) y en una cepa detectada en Egipto en
1999 (Eterradossi et al., 2004), las cuales tienen un comportamiento antigénico
variado frente a las tipicas IBDV muy virulentas. Aunque no tenemos mas
informacion acerca de la procedencia de este grupo de cepas muy virulentas
atipicas, vemos en la filogenia que estan mas relacionadas con cepas antiguas y

probablemente sean descendientes de estas cepas descritas en 1998 y 2004,
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aunque no se tiene claro como se han podido diseminar entre estas regiones.
Aunque este grupo representa un porcentaje bajo del total de las cepas muy
virulentas estudiadas, estos hallazgos nos sugieren que al evolucionar estos virus
estan adoptando cambios que podrian proporcionarles la habilidad de escapar a

la respuesta inmune.

Fuera de los picos hidrofilicos, se observa un residuo 299S—N que esta presente
s6lo en cepas atenuadas. La asparagina (N) es un aminoéacido hidrofilico, en
mayor grado que la serina (S), por lo que se encuentra frecuentemente en las
superficies de las proteinas donde se da la interaccion con las moléculas de agua,
tiene un mayor tamafio por lo que podria alterar la forma de la cadena
aminoacidica desde la base del plegamiento y afectar finalmente a la forma
cuaternaria de la proteina (Coulibaly et al., 2005). Nuestros resultados muestran
que este residuo al parecer no esta restringido a cambios y que puede estar
seleccionado positivamente, aunque con un valor bajo. Esta mutacién no es
constante en los aislados muy virulentos, y aunque podria ser una forma de
evolucion adaptativa debido a las diferentes presiones que pueden variar entre
regiones geograficas y hacen que estos aislados adquieran mutaciones
caracteristicas (Li et al., 2015), podria actuar también como un marcado regional

(Adamu et al., 2013)

Complementariamente, el analisis de presion de seleccion de VP2 revela que sélo
el 22% de los codones parecen estar sometidos a presion de seleccion positiva.
Con esto se deduce que la proteina esta sujeta a restricciones de cambio para no
alterar la estabilidad del homotrimero (unidad que forma la capside viral) del virion
de modo que éste siga siendo funcional (Coulibaly et al., 2005; Letzel et al., 2007)
y le permita persistir en el medio. Los residuos 253H, 279N, 284T y 330R/K, son
referenciados por muchos autores como residuos relacionados con la adaptacion
celular y atenuacion (Cao et al., 1998; van Loon et al., 2002), los cuales se hayan

presentes en todas las cepas atenuadas del estudio. Sin embargo en algunos
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aislados que estdn mas asociados a virus mas atenuados, en posicion 253
también se observan otros residuos como L, N, K, y sobre todo Q, residuo que se
ha referenciado como indicativo de virulencia (Mundt, 1999) y que también se
encuentra en cepas vacunales clasicas (Patel et al., 2016). En determinados
aislados atenuados se observan algunos residuos catalogados como indicadores
de cepas virulentas: 2561, 294l, 299S y 330S. No podemos descartar la
posibilidad de que estos virus hayan desarrollado reversion a virulencia, ya que es

uno de los riesgos que implica el uso de vacunas vivas (Jackwood et al., 2008).

En la filogenia observamos que un grupo de cepas se relacionan con cepas
cldsicas australianas. Las cepas de nuestro trabajo tienen una similitud del 100%
en base a aminoacidos con la cepa V877, virus vacunal que es ampliamente
utiizado en paises donde la infeccidn por virus muy virulentos representan
grandes problemas ya que esta cepa puede sobrepasar titulos altos de
anticuerpos y causar pocos dafos a nivel bursal (Geerligs et al., 2015). En primer
lugar, tenemos que considerar que muchos casos remitidos a nuestro laboratorio
fueron para control rutinario de las granjas, y quizas estas muestras procedian de
aves que no presentaron sintomatologia y probablemente no se sospechd de
infeccion por IBDV, y en segundo lugar puede que se estén aplicando biolégicos
que antes no se utilizaban en el pais lo que queda claramente evidenciado en el

analisis de secuencia.

La aparicion de nuevos grupos de virus como IBD/Sp-var donde la mayoria de los
residuos mutados se encuentran en las regiones hidrofilicas y ademéas con
caracteristicas peculiares, dejan ver que el IBDV evoluciona y coexiste con los
otros subtipos descritos en esta region. Nuestros resultados sugieren que este
nuevo linaje esta circulando hace afios ya que algunos de los virus estudiados
datan del afio 2002. Estos virus muestran en su secuencia de aminoéacidos,
sustituciones que estan involucradas en tropismo celular (279N y 284A) y

virulencia (253Q) (Jackwood et al., 2008; Lim et al., 1999) y mantienen un residuo,
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330S, que soblo se suele observar en virus muy virulentos. Ademas, poseen
ciertas caracteristicas que hace que los aislados se agrupen independientemente,
254N y 328K. El residuo 222S que se observa en este linaje también es un
residuo que se encuentra en la cepa Lukert de virulencia intermedia, y en una
cepa belga que ha sido considerada una variante Europea (Letzel et al., 2007;
Rudd et al., 2002), por tanto este residuo define un perfil antigénico distinto que le
podria permitir escapar a la neutralizacion por anticuerpos. Estudios de
patogénesis de una cepa de este nuevo linaje han demostrado un
comportamiento similar al de las cepas variantes americanas in vivo, traspasando
titulos medios de anticuerpos maternales y ocasionando deplecién linfoide severa

(Dolz et al., 2011).
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Introduccién

La IBD se considera una de la enfermedades méas importantes por las pérdidas
econdémicas directas e indirectas que ocasiona en la industria avicola mundial
(Van den Berg et al., 2000). Desde la aparicion del virus muy virulento en los afios
90, la vision epidemioldgica de la enfermedad ha cambiado consistentemente.
Aunque estos virus inicialmente estaban circunscritos Unicamente a Europa,
actualmente estan ampliamente diseminadas por el mundo (Fernandes et al.,

2009; Hassan, 2004; Hernandez et al., 2006).

En Espafa, el diagndstico molecular basado en el gen que codifica la proteina
VP2 nos ha permitido tener una informacion rapida de los aislados virales a los
gue nos enfrentamos en el campo y ha evidenciado los cambios genéticos que se
van dando en esta proteina a lo largo de tiempo. No obstante, aunque hemos sido
capaces de identificar el agente causal, creemos interesante conocer el origen y
como se han ido diseminando estos aislados en el pais. Un trabajo previo de la
distribucion filogeografica de los aislados muy virulentos espafioles realizado en
2010, nos proporciona una primera aproximacion del comportamiento del virus en

el pais (Cortey et al., 2012).

Herramientas estadisticas como la inferencia Bayesiana, aplicada a la
filogeografia (Lemey et al., 2009a), es ampliamente utilizada en epidemiologia de
enfermedades que afectan la salud humana como la fiebre dengue, rabia, gripe e
incluso en el estudio del virus de la inmunodeficiencia humana (Lemey et al.,
2009b; Siriyasatien et al., 2016; Streicker et al., 2012). En este trabajo utilizamos
inferencia bayesiana para vislumbrar la dinamica del virus de IBD en el tiempo y
en el espacio, conocer sus posibles origenes y la propagacion de los diferentes
linajes que circulan en el pais, de manera que podamos entender mejor la

epidemiologia de la enfermedad.
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Materiales y métodos.

Muestras

Se partié de 33 casos en los cuales se detectd IBDV a partir de muestras frescas
de bursa de Fabricio y de frotis en tarjetas FTA® (Flinders Technology
Associates), procedentes de pollos y gallinas de puesta comercial de diferentes
regiones de Espafa (Tabla 1). Todas las muestras fueron procesadas en el
laboratorio de diagndstico de enfermedades aviares del Centre de Recerca en
Sanitat Animal (CReSA). Estos 33 casos fueron elegidos por tener afio y lugar de
origen conocidos y fueron nombrados como IBDV, seguido del nimero de caso y

el origen.
Extraccion del ARN virico

El ARN virico fue obtenido homogenizando el tejido (300 mg) en 500 pl de
solucion D (0.0076% RR-mercapto etanol, 4.23M tiocianato de guanidina, 26.4mM
citrato de sodio: 0.53% sarcosina). Posteriormente fue incubado durante 20 min.
en dos gradientes distintas, 10 min. a 37° C y 10 min. a 60°C. seguido de una
centrifugacion de 10 minutos a 14000 rpm. Un volumen de 150 ul de
sobrenadante fue empleado en la extraccion mediante un kit comercial segun el
protocolo recomendado (Nucleo Spin ®RNA Virus, Macherey-Nagel). El producto
de extraccion fue eluido en 50 ul de agua DEPC (diethylpyrocarbonato) y fue

conservado a -80°C hasta su procesamiento.
RT-PCR y secuenciacion

Inicialmente se realizd la reaccibn de transcripcion reversa (Reverse
transcription,RT). El producto de la extraccion fue desnaturalizado a una

temperatura de 70°C durante 5 min.

72



Capitulo II: Estudio 2

AISLADO ORIGEN ANO
IBDV/3/BAL Islas Baleares 1990
IBDV/4/CAT Cataluiia 1990
IBDV/5/ORE Orense 1990
IBDV/8/CAT Cataluia 2000
IBDV/13/CAT Catalufia 2002
IBDV/214/CAT-TAR Catalufia 2002
IBDV/345/ARA-ZAR Aragédn 2002
IBDV/5366/CAT-LLE Cataluia 2002
IBDV/6/AND Anadalucia 2002
IBDV/16/CAT Cataluia 2002
IBDV/14/VAL Valencia 2004
IBDV/1/VAL Valencia 2004
IBDV/10/IB Islas Baleares 2005
IBDV/7/GAL Galicia 2005
IBDV/18/Cle Ledn 2005
IBDV/12/Cle Ledn 2006
IBDV/21/Cle Ledn 2006
IBDV/2/Cle Ledn 2006
IBDV/11/CAT Catalufia 2007
IBDV/9/GAL Galicia 2007
IBDV/101.1/VAL-CAS Valencia 2008
IBDV/101.3/VAL-CAS Valencia 2008
IBDV/92.14/LE-SOR Ledn 2008
IBDV/158/HUE-ALC Aragon 2009
IBDV/278/CAT-TAR Cataluia 2009
IBDV/231.4/ Cataluia 2009
IBDV/231.3/ Catalufia 2009
IBDV/234.2/CAT-LLE Catalufia 2009
IBDV/234.3/CAT-LLE Cataluia 2009
IBDV/236.8/CAT-LLE Cataluia 2009
IBDV/245.3/CAT-LLE Cataluia 2009
IBDV/330/GAL-OUR Galicia 2010
IBDV/453/CAT-LLE Cataluia 2010

Tabla 1. Aislados espanoles empleados en el estudio. Identificacion de las 33 muestras
empleadas en el estudio, procedencia y aiio de aislamiento.
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Cada reaccion contenia 2ul del ARN extraido, 2ul del cebador reverse
denominado GUM-R, ubicado desde la posicién 1194 hasta 1212 de acuerdo a la
numeracion del sistema de Bayliss (Dolz et al., 2005). a una concentracion de
10uM, 10ul de agua DEPC y 8 pul de la mezcla de RT que contenian, 40U RNase
OUT (Invitrogen Life Technologies), 100 mM de dNTPs (Ecogen S.R.L), 50U de
MMLV Retrotranscriptasa (Ecogen S.R.L) y 2,35 yl de agua DEPC & @&

durante 1 h, y 70°C durante 10 min. A partir del cDNA se amplific6 una region de
480 nucledtidos ubicada en la region hipervariable de la proteina VP2. La
amplificacion se realizé en un volumen de 50 pl., utilizando 10ul del producto de la
reaccion de RT y una mezcla de 40ul conteniendo 3ul de Cl,Mg 25mM (Promega),
2,5ul del cebador forward denominado GUM-F ubicado desde la posiciéon 733
hasta 750 y el cebador GUM-R a una concentracion de 10uM, 0,4ul de dNPTs
100mM total, 0,5ul Tag DNA Polimerasa 5U/ul (Promega Corporation), y 26,1 pl
de agua DEPC. Las condiciones de amplificacion fueron las siguiente: 94°C
durante 5 min., 35 ciclos a 94°C por 30 seg., 56°C por 30 seg., 72°C por 1 min y
finalmente 72°C durante 5 min. El producto de PCR fue analizado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% usando bromuro de etidio (Br Et) para su

visualizacion en un transiluminador de rayos UV.

Los productos de PCR se purificaron a partir del gel de agarosa al 2%, segun el
protocolo de MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen, Inc.), los cuales fueron
secuenciados usando los mismos cebadores que fueron empleados para la
amplificacion a una concentracién de 5 uM y utilizando el kit ABI PRISM Big Dye
terminator v3.1 Cycle Sequencing ready reaction (PE Biosystems) con el método
dideoxy-mediate Chain-terminations. La reaccion de secuenciacion se realizé con
las siguientes condiciones: 96°C por 1 min., y 25 ciclos a 96°C por 10seg, 50°C

por 5 seg. y 60°C por 4 min.
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Los resultados de la secuenciacion fueron analizados con el programa ABI 3100
Avant (PE biosystem). El ensamblaje de las secuencias se realizé con el

programa BIOEDIT Sequence Alignment Editor 7.2.5.

Seleccion, alineamiento multiple de secuencias y andlisis filogenético

Las 33 secuencias de IBDV obtenidas fueron alineadas con las 168 secuencias
extraidas de GenBank, incluyendo una coleccion de secuencias cubanas
caracterizadas en un trabajo anterior realizado en nuestro centro de investigacion
(Alfonso-Morales et al., 2013) (Tabla 2). So6lo se incluyeron en el estudio las

secuencias en donde se especificaba el afio de aislamiento.

Las secuencias se alinearon con el uso del programa Clustal W incluido en el
programa BIOEDIT 7.2.5. La seleccion del modelo de sustitucion nucleotidica que
mejor se ajustaba a nuestros datos se determind con el programa JModeltest
(Posada, 2008), utilizando dos estrategias de seleccion diferentes: criterio de
informacion de Akaike (Akaike Information Criterion, AIC) y el criterio de
informacion Bayesiano (Bayesian Information Criterion, BIC) con el empleo del
algoritmo recientemente desarrollado Jmodel test, a partir del cual se estimaron
las frecuencias de bases, la tasa de sustituciones asi como los parametros de

distribucion gamma y la distribucion de sitios invariables (Tabla 3).

La relacion filogenética de la RHV entre los aislados de IBDV se establecio
mediante inferencia Bayesiana y la filogenia se construyd a partir de las
secuencias alineadas usando el programa MR Bayes 3.1 con la simulacién
estadistica MCMC para un total de 4 cadenas y 5 millones de generaciones. El

modelo seleccionado fue: Transition Model 2- Plus Gama (TIM2+G) (Tabla 3).
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Tabla 2. Relacion de secuencias seleccionadas para el estudio. Aflo, nombre de la cepa virica,
origen y nimero de acceso a GenBank, correspondiente a la secuencia de RHV de VP2.

ANO CEPA ORIGEN NUMERO DE ACCESO EN GENBANK
1967 M EUA AY029166
1967 Edgar EUA AY918950
1967 STC EUA D00499
1970 52/70 Reino Unido D00869
1975 Cul Alemania D00867
1976 PBG-98 Reino Unido D00868
1978 Clon derivado de la Cepa Vacunal Y14962
1981 RT275/81 Iran DQ630455
1982 RT75D/82 Iran DQ630451
1982 s/n EUA M66722
1985 s/n EUA M64285
1985 E/DEL EUA X54858
1987 849VB Bélgica AY321949
1987 s/n EUA M97346
1988 DV86 Holanda D16630
1989 K406/89 Egipto AF159218
1989 D6948 Holanda AF240686
1989 UK661 Reino Unido X92760
1989 89163 Francia Y14956
1990 VG248 Espafia AY083925
1990 5939 Espafia AY083926
1990 6145 Espafia AY083930
1991 Ehime91 Japon AB024076
1991 91247 Francia AJ001944
1992 SH/92 Korea AF533670
1994 HK46 Hong Kong-China AF092943
1994 '01/95 Australia AF148076
1995 708/96 Australia AF148081
1995 BF35Hab95 Cuba HF547306
1996 96108 Francia AY321950
1996 29/96XHab96 Cuba HF547305
1996 BF63Hab96 Cuba HF547307
1996 117/96PiR96 Cuba HF547333
1997 Spain97SP1 Espafia DQ916240
1997 Spain97SP2 Espafia DQ916242
1997 Spain97SP3 Espafia DQ916243
1997 BF9Hab97 Cuba HF547308
1997 BF28Hab97 Cuba HF547309
1997 BF3Hab97 Cuba HF547310
1997 BF26Hab97 Cuba HF547311
1997 BF6Gra97 Cuba HF547334
1997 BF53CiA97 Cuba HF547341
1997 BF52Cam97 Cuba HF547342
1997 BF51Cam97 Cuba HF547343
1997 BF7VCI97 Cuba HF547344
1997 BF4Gra97 Cuba HF547345
1998 61/98Hah98 Cuba HF547314
1998 BF67PiR98 Cuba HF547340
1999 99009 Brasil AJ878902
1999 Br/99/BN Brasil EU835867
2000 00/40 Polonia AJ508758
2000 BF11Hab00 Cuba HF547317
2001 Kal2001 Egipto AY311479
2001 Spain01_S1 Espafia DQ916237
2001 Spain01_S8 Espafia DQ916238
2001 MG-7 Brasil JF811919
2002 SP/03/02 Espafia AY770581
2002 SP/44/02 Espafia AY770582
2002 SP/13/02 Espafia AY770583
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Continuacion de la Tabla 2.

ANO CEPA ORIGEN NUMERO DE ACCESO EN GENBANK
2002 SP/05/02 Espaiia AY770584
2002 SP/14/02 Espafia AY770585
2002 SP/09/02 Espafia AY770586
2002 SP/28/02 Espafia AY770587
2002 SP/29/02 Espaiia AY770588
2002 SP/28/02 Espafia AY770589
2002 SP/49/02 Espaiia AY770590
2002 SP/33/02 Espafia AY770591
2002 SP/50/02 Espafia AY770592
2002 SP/31/02 Espafia AY770593
2002 BF12Hab02 Cuba HF547321
2003 Br/03/DT Brasil EU835873
2003 Br/03/DU Brasil EU835874
2004 BF29Hab04 Cuba HF547322
2004 BF31Hab04 Cuba HF547323
2004 CL1296-04 Espafia (Ledn) JF682244
2004 CAT60-04 Espafia (Cataluiia) JF682245
2004 MU1124-04 Espafia (Murcia) JF682246
2004 CAT72-04 Espafia (Catalufia) JF682247
2005 GAL284-05 Espafia (Galicia) JF682248
2005 CL183-05 Espafia (Ledn) JF682249
2005 VAL14-05 Espafia (Valencia) JF682250
2005 BAL21-05 Espafia (Islas Baleares) JF682251
2005 CL20-05 Espafia (Ledn) JF682253
2005 GAL222-05 Espaiia (Galicia) JF682254
2005 GAL224-05 Espafia (Galicia) JF682255
2005 BAL24-05 Espafia (Islas Baleares) JF682256
2006 CAT265-06 Espafia (Cataluiia) JF682257
2006 CL271-06 Espafia (Ledn) JF682258
2006 CL272-06 Espafia (Ledn) JF682259
2006 CAT34-06 Espafia (Catalufia) JF682260
2007 CL584-07 Espaiia (Ledn) JF682261
2007 GAL59-07 Espafa (Galicia) JF682262
2007 SP80-07 Indeterminado JF682263
2007 SP81-07 Indeterminado JF682264
2007 GAL61-07 Espafia (Galicia) JF682265
2007 SP82-07 Indeterminado JF682266
2007 SP83-07 Indeterminado JF682267
2007 SP85-07 Indeterminado JF682269
2008 BF16Hab08 Cuba HF547325
2008 BF14Cie08 Cuba HF547337
2008 CLe06-08 Espafia (Ledn) JF682270
2008 SP10-08 Indeterminado JF682271
2008 MU11-08 Espafia (Murcia) JF682272
2008 GAL27-08 Espafia (Galicia) JF682273
2008 CAT54-08 Espafia (Cataluia) JF682274
2008 NAV78-08 Espafia (Navarra) JF682275
2008 CAT73-08 Espafia (Catalufia) JF682276
2008 CAT74-08 Espafia (Cataluia) JF682277
2008 NAV781-08 Espafia (Navarra) JF682278
2008 NAV783-08 Espafia (Navarra) JF682279
2008 GAL83-08 Espafia (Galicia) JF682280
2008 AND84-08 Espafia (Andalucia) JF682281
2008 VAL96-08 Espafia (Valencia) JF682282
2008 CAT1010-08 Espafia (Catalufia) JF682283
2008 CAT1014-08 Espafia (Catalufia) JF682284
2008 CAT1013-08 Espafia (Catalufia) JF682285
2008 CAT1014-08 Espaiia (Catalufia) JF682286
2008 CAT1005-08 Espafia (Catalufia) JF682287
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Continuacion de la Tabla 2.

ANO CEPA ORIGEN NUMERO DE ACCESO EN GENBANK
2008 CAT106-08 Espafia (Catalufia) JF682288
2009 Spain01_S9 Espafia DQ916239
2009 CAT251-09 Espafia F682319
2009 P98/02 Taiwan GQ866120
2009 P98/20 Taiwan GU299810
2009 PY45 Taiwan GU299811
2009 BF19Hab09 Cuba HF547326
2009 BF18Hab09 Cuba HF547329
2009 BF17Mat09 Cuba HF547336
2009 VAL109-09 Espafia (Valencia) JF682289
2009 CAT113-09 Espafia (Catalufia) JF682290
2009 NAV118-09 Espafia (Navarra) JF682291
2009 RIO119-09 Espafia (La Rioja) JF682292
2009 AND121-09 Espafia (Andalucia) JF682293
2009 CAT124-09 Espafia (Catalufia) JF682294
2009 GAL136-09 Espafia (Galicia) JF682295
2009 AR140-09 Espafia (Aragdn) JF682296
2009 GAL141-09 Espafia (Galicia) JF682297
2009 AND144-09 Espafia (Andalucia) JF682298
2009 AND147-09 Espafia (Andalucia) JF682299
2009 CAT169-09 Espafia (Cataluia) JF682300
2009 CAT1741-09 Espafia (Cataluia) JF682301
2009 AR1742-09 Espafia (Aragdn) JF682302
2009 AR1744-09 Espafia (Aragon) JF682303
2009 NAV177-09 Espafia (Navarra) JF682304
2009 AR1781-09 Espafia (Aragon) JF682305
2009 GAL178-09 Espafia (Galicia) JF682306
2009 AR1783-09 Espafia (Aragon) JF682307
2009 CAT186-09 Espafia (Catalufia) JF682308
2009 AR192-09 Espafia (Aragon) JF682309
2009 CAT197-09 Espafia (Catalufia) JF682310
2009 AR202-09 Espafia (Aragon) JF682311
2009 CAT204-09 Espafia (Catalufia) JF682312
2009 CAT213-09 Espafia (Catalufia) JF682313
2009 CAT214-09 Espafia (Catalufia) JF682314
2009 AND1472-09 Espafia (Andalucia) JF682315
2009 CAT234-09 Espafia (Catalufia) JF682316
2009 CEN244-09 Espafia (no identificado) JF682318
2009 CAT251-09 Espafia (Catalufia) JF682319
2009 CAT252-09 Espafia (Catalufia) JF682320
2010 BF20Hab10 Cuba HF547327
2010 BF22Hab10 Cuba HF547328
2011 Spain97SP11 Espafia DQ916241
2011 BF23Hab11 Cuba HF547331
2011 Cepa Vacunal Cuba HF547335
2011 BF24Hab11 Cuba HF547347
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TIM2+G

Modelo promediado

Pardmetros Estimaciones
fA 0.2743
fC 0.2791
fG 0.2323
fT 0.2142
kappa 60.604
titv 29.565
rAC 36.923
rAG 132.981
rAT 37.993
rCG 0.7630
rCT 150.059
rGT 10.000
pinv(l) 0.4927
alpha(G) 0.3790

Tabla 3. Parametros evaluados y estimaciones obtenidas mediante el programa JModeltest.
Modelo seleccionado TIM2+G. Resultados obtenidos aplicando los principios AlCc y BICc.

Determinacion de las fuerzas evolutivas que rigen la diversidad genética del virus
en Espafa: seleccion natural y adaptacion.

El analisis para detectar seleccion positiva en un linaje particular, asi como en
sitios de RHV, se efectu6é empleando el programa PAML v4.7 sobre la base de
201 secuencias de origen Espafiol. Para eliminar los falsos positivos y confirmar
la veracidad de estos resultados, se aplicaron modelos para detectar seleccion

neutral M1vsM2 y M7vsM8 como se describe en Pérez et al. (2012).

El analisis de presion de seleccion entre linajes y clados se realizé con el
programa PAMLv4.7. La hipétesis nula se defini6 con una w2=1, y la hipotesis
alternativa con W=estimada. Cada uno de los clados y linajes fueron evaluados
por separado y se definieron con "“foreground” y el resto con "background”. En
este andlisis se siguid la metodologia previamente descrita por (Rosnow et al.,

2014).
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Para analizar la divergencia funcional o ventaja adaptativa entre linajes y clados
definidas, se considerd solo divergencia tipo | descrita en el programa Diverge
(http://xgul.zool.iastate.edu) (Gu and Vander Velden, 2002). Para este andlisis se
empled la estructura cristalografica de la proteina VP2 depositada en la base de
datos de proteinas Protein Data Bank (PDB) con el ID: 2DF7 (Lee et al., 2006),
asi como las secuencias de aminoacidos deducidas a partir de las secuencias

nucleotidicas de la VP2 de los aislados esparioles.

Determinacion de la dinamica genética de cada uno de los linajes de IBDV

descritos en Espafa.

Para determinar el ancestro comun mas reciente (tMRCA) de cada uno de los
linajes analizados (IBD/vv, IBD/Cl-at, IBD/Cl-int, IBD/Sp-var), y las tasas de
sustitucion por sitio y por afio, se emple6é una aproximaciéon Bayesiana: Cadena

de Markov Monte Carlo (MCMC).

Para evaluar la diversidad genética respecto al tiempo se empled el relgj
molecular relajado. Se calculé el perfil demografico bayesiano o Bayesian Skyline
plot (BSP), método que estima la distribucion del tamafio poblacional efectivo a
través del tiempo a partir de un conjunto de secuencias (Drummond et al., 2005).
El analisis se llevo a cabo mediante el empleo del programa BEAST (Drummond

and Rambaut, 2007).

Las secuencias seleccionadas previamente fueron procesadas con la aplicacion

BEAULtI, incluida en el paquete BEAST v1.8.1 (http://beast.bio.ed.ac.uk) para

generar el documento de entrada para realizar el analisis Bayesiano.

Andlisis de la distribucion filogeografica del virus

La distribucion filogeografica de los aislados IBD/vv y los aislados IBD/Sp-var del

virus de IBD fue analizada con diferentes criterios:
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La distribucion de los aislados IBDV/vv se evaluo desde el punto de vista discreto
y continuo, mientras que para el linaje IBD/Sp-var solo se evalué el patrén
continto debido a que este linaje emergié en Espafia, por lo tanto el origen del
mismo ya se conoce. Para asociar la filogenia y el patron de estructura geografico
se emple6 el programa BaTS (Bayesian Analysis for time series)
(http://bioinfo.na.iac.cnr.it/bats). En un primer analisis se incluyeron todas las
secuencias de los aislados muy virulentos eliminando Unicamente los virus

vacunales. Posteriormente se realiz6 el analisis para los aislados espafioles.

La dispersion de los aislados IBDV/vwv y IBD/Sp-var se estimé con el método
bayesiano para ver la inferencia de evolucién histérica en el tiempo y en el
espacio (Lemey et al., 2010), empleando un modelo relajado de dispersion al azar
(Relaxed Random Walk, "RRW"). Los resultados de ambos andlisis se procesaron
con el programa SPREAD (Spatial Phylogenetic Reconstruction of Evolutionary
Dynamics) http://www.phylogeography.org/SPREAD.html, y los resultados fueron

visualizados con el uso de Google Earth (https://earth.google.com).

Resultados

La relacion filogenética basada en la RHV de los aislados del estudio y las
extraidas de GenBank se establecid mediante inferencia Bayesiana empleando el
modelo seleccionado a partir de los principios de AIC y BIC. El analisis evidencio
que en Espafia circulan 4 linajes del IBDV: clasico, clasico atenuado, muy
virulento y un nuevo linaje que en este estudio denominamos variantes espafolas
de IBD (IBD/Sp-var) (Anexo: Fig. suplementaria 1). Al evidenciar una elevada
variabilidad del virus en Espafa, asi como en las secuencias de los aislados
previamente clasificados, se construyd un segundo arbol filogenético sélo con

secuencias originarias de Espafa (Figura 1).
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En la Figura 1 se observa en panel izquierdo el arbol filogenético con todas las
secuencias seleccionadas en este estudio (Tabla 1 y 2). Los valores de soporte
de los nodos también se denotan. En el panel derecho se observa el &rbol
filogenético obtenido a partir de todas los aislados de origen espafiol estudiadas
(Tabla 1 y 2), se denotan los principales linajes y los clados definidos dentro de

cada uno de los linajes.

088
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Figura 1. Filogenia realizada a partir de las secuencias de RHV incluidas en el estudio. El modelo
empleado para la inferencia Bayesiana fue TIM2+G a=0,3790. En el panel izquierdo superior se
muestra la filogenia originada del andlisis de todas las secuencias incluidas en el estudio. Los
aislados de origen espafiol, tanto los aislados de GenBank como los del estudio, son mostrados en
la filogenia del panel derecho. El arbol filogenético muestra claramente los 4 genotipos que
circulan en Espania.
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El andlisis de presion de seleccion entre sitios no determindé ningun sitio bajo
seleccion positiva (Tabla 4). El andlisis de presion de seleccion por ramas-sitios
(brach-site) evidencio que ninguno de los linajes mostrd una presion de seleccion

positiva entre ellos (Tabla 5a).

Sitios
B Modelo con , .
Modelo nulo Parametros -InL .. . Parametros -InL -2AInL seleccionados
seleccion positiva .
positivamente

P=0,5 P,=0,90205
P,=0,5 P,=0,09661
w,= 0,066 P,=0,00134
Mila 1585,256 M2a 1518,967 132,578
w,;=1,000 w,=0,12126
w;=1,000
w,= 999,00
P=0,21294 P,=0,99873
q=0,20343 P=0,49503
M7 1586,43792 W (P1=0,00127)  1512,98994 -146,89596
q=2,216
w,= 999,00

Tabla 4. Resultados del anadlisis de presion de seleccion positiva entre sitios. No se observd
ningun sitio seleccionado positivamente
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Tabla 5. Andlisis para la Identificacion de episodios de presidn de seleccion positiva entre los
linajes generados en la filogenia (A) y entre clados (B). Obsérvese que no existen sitios de
presion de seleccion positiva entre linajes y si se observan sitios afectados por presidon de
seleccidn en los clados 4 y 5 correspondiente a los aislados cldsicos y clasicos atenuados. InL: log-
likelihood scores; n.m: modelo nulo; a.m: modelo alternativo*p<0,05, x2= 3,84; **p<0,01, x2=
5,99.

A

Ramas definidas en la
hipétesis alternativa  parametros™™ -Inl™™ Parametros®™ -Inl*™ -24InL
(Foreground branches)

Sitios seleccionados
positivamente

P,=0,715 P,=0,715
P,=0,099 P,=0,099
P,,=0,163 P,,=0,163
Linaje IBD/wv P,,=0,022 1455721353 P,,=0,022 1455,721085 -0,000536
w,=0,079 w,=0,079
w,=1,000 w,=1,000
w,= 1,000 w,= 1,000
I - = | ¥ - - S P=0878" T~
P1=0,122 P1=0,122
P,,= 0,000 P,,=0,000
Linaje IBD/at P,,= 0,000 1456,733228  P,,=0,000 1456,733164 -0,000128
w,= 0,082 w,= 0,082
w,=1,000 w,=1,000
w2= 1,000 w2= 1,000
e (X I [V 77 S
P1=0,122 P1=0,122
P,,= 0,000 P,,=0,000
Linaje IBD/cv P,,= 0,000 1456,733197  P,,=0,000 1456,733165 -6,40E-05
w,= 0,082 w,= 0,082
w,=1,000 w,=1,000
w,=1,000 w2=3,102
P,=0,870 P=0,878
P,=0,122 P1=0,122
P,,=0,007 P,,=0,007
Linaje IBD/Sp-var P,,= 0,001 1456,728717  P,,=0,001 1456,728685 -6,40E-05
w,=0,082 w,= 0,082
w,=1,000 w,=1,000
w2= 1,000 w2= 1,000
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B

Ramas definidas en la

Sitios seleccionados

hipétesis alternativa  Parametros™™ -InL™" Parametros™™ -Inl*™ -2AInL .
posmvamente
(Foreground branches)
P,=0,878 P,=0,878
P,=0,122 P,=0,122
P,,= 0,000 P,,= 0,000
CLADO 1 P,,=0,000 1456,733197  p,,=0,000 1456,733229  -6,40E-05
wy=0,082 wy=0,082
w;=1,000 w;=1,000
w,= 1,000 w,=1,000
P,=0,878 Py=0,878
P,=0,122 P,=0,122
P,,=0,000 P,,= 0,000
CLADO2 P»=0,000 1456,733197  P,=0,000 1456,733164  -6,60E-05
wy=0,082 wy=0,082
w;=1,000 w;=1,000
w,=1,000 w,=1,000
P,=0,878 Py=0,878
P,=0,122 P,=0,122
P,,= 0,000 P,,= 0,000
CLADE 3 P»=0,000 1456,733197  P,=0,000 1456,733165  -6,40E-05
wy=0,082 wy=0,082
w;=1,000 w;=1,000
w,=1,000 w,=1,000
Py=0,738 Py=0.881
P,=0,099 P,=0,102
P,,= 0,144 P,,=0,016
CLADO 4 P2=0,019 1455257132 P»,=0,002 1449,221789  -12,070686 29Q, 57 G, 66M
wg=0,077 w,=0,085
w,=1,000 w;=1,000
w,=1,000 w,=27,861
Py=0,447 Py=0,686
P,=0,041 P,=0,063
P,,= 0,469 P,,=0,023 181; 25Q; 321; 34G;
CLADO 5 P2y=0,043 1441273329 P»,=0,021 1438,203545  -6,139568 39L; 54A; 55D; 60A;
wy=0,066 we=0,066 62T; 701; 76E
w;=1,000 w;=1,000
w,=1,000 w,=3,864
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Dentro del linaje IBD/at, en los clados 4 y 5 algunas posiciones mostraron presion
de seleccién positiva (Tabla 5b). Dentro de estos clados se localizaron virus
vacunales de atenuacién intermedia que fueron aislados de casos cronicos en el

afio 2002 (Dolz et al., 2005).

El analisis de divergencia funcional tipo | o ventaja adaptativa evidencié una
relacion entre los linajes IBD/at y IBD/Sp-var y ninguna relacién entre IBD/at y
IBD/vv asi como IBD/w y IBD/Sp-var. De este modo las variaciones en las
posiciones 251 y 273 favorecieron la emergencia del linaje IBD/Sp-var (Figura 2) y

tabla 6).

IBD/vv

myTTOSHE_ES 2003

AYTIOS

B _ES, La_200

-~ | IBD/at

avrrosas_Es_sg

[ 18D/cl
' |IBD/Sp-var

avrrosar

IBD/vv
IBD/at
1BDEL,, .

1BOV_231_4_2009_ES
IBOV_453_2010_ES
IBOV_ES_336_B_2009
IBDV_ES_245_3_2008
IBOV_ES_92_14_2008
IBDV_2T8_2006_ES

IBDV_5366_2002_ES I B D/Sp -var
IBOV_ES_331_3_2009
IBOV_ES_101_1_2008
IBDV_ES_101_3_2008
IBOV_345_2002_ES
IBOV_ES_234_2 2008
IBDV_ES_234_3_ 2008
IBOV_ES_158_2000

L 180V _330_2010_ES

MBET22_US_ 1982

Figura 2. Identificacion de las posiciones que han favorecido la emergencia del linaje Sp-var. La
posicion 251 localizada en el bucle Ppe vy la posicién 273 ubicada en la hoja beta F (PF)
demuestran el cambio adaptativo que sufre el genotipo atenuado para favorecer la emergencia de
nuevos linajes IBD/Sp-var.
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Los tiempos de emergencia de cada uno de los linajes analizados se muestran en
la Figura 3. El linaje con mayor variabilidad fue el IBD/vv con una tasa de
evolucién de 8.64x10 sustituciones/sitio/afio (s/s/a), seguido por el linaje IBD/at

con 3.85x107 (s/s/a), siendo el linaje méas estable el IBD/Sp-var 1.94x1072 (s/s/a).

Subgenotipo oML OSE OLTR Qk P

IBDV/at - IBDV/Sp-Var 1.354.785  0.459988  6.733.906 251, 273 P<0.01
IBDV/at - IBDV/vv 0.059400 0.343930 0.016597 None

IBDV/vv - IBDV/Sp-var 0.244853 0.631509 0.068844 None

Tabla 6. Estimaciones de mdxima verosimilitud (Maximum Likelihood) del coeficiente de
divergencia funcional de tipo | (6) de comparacién por pares entre VP2 de los aislados.

El andlisis de BSP ademas evidencia como la variabilidad genética de los 3 linajes
difiere considerablemente (Fig. 3). En el caso de los aislados IBD/vv tras la
emergencia de este linaje ha ocurrido un aumento considerable de la diversidad
genética del mismo en los afios 2002-2004, afio en el que también es maxima la
variabilidad genética del linaje IBD/Cl-at (Fig. 3). A partir del afio 2006 se observa
una disminucion drastica de la variabilidad, para mantenerse estable después del
afio 2009. Las aisladas variantes espafioles han mantenido unas tasas de
variabilidad constantes desde su emergencia alrededor de 1995, manteniendo un

patréon de evolucion independiente del resto de linajes circulantes.
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DBA-tree
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Figura 3. Filodindamica del virus de la Bursitis Infecciosa. Representacién de la desviacién en el
tiempo de las fechas correspondientes a los ancestros comunes mas recientes de los linajes
analizados (tMRCA). El afio aproximado en el que el ancestro generd la emergencia de cada uno
de los linajes se muestra en el nodo interno. La columna de la derecha muestra un grafico BPS
representando la diversidad genética relativa de los aislados que circulan en Espaiia en el tiempo.
Los genotipos son identificados con colores distintos, azul para los aislados muy virulentos, verde
para los aislados atenuados y rojo para los aislados del nuevo linaje Sp-var.

El analisis filogeografico evidencié que los aislados IBD/vv se dispersaron por el
pais alrededor de los afios 90, con un origen directamente relacionado con los
aislados que emergieron en Iran en el afio 1981, que también dieron lugar al brote
en los Paises bajos (Figura 4). La distribuciéon de este linaje por Espafia ha sido
heterogénea con una mayor difusion en la region oriental del pais, pero con focos

de dispersion en el centro y norte, tal como lo demostro la dispersién obtenida por
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el analisis de filogeografia continua (Figura 5). A diferencia del linaje IBD/vv el
linaje IBD/Sp-var mostrd0 una distribucion homogénea con una dispersion o

diseminacion fundamentalmente en la region oriental de Espafia (Figura 6).

Figura 4. Dinamica de difusion en el tiempo y en el espacio de IBD/vv entre Asia y Europa
(1987). En la figura A, se muestra el ingreso del virus a Europa desde Iran. En la figura B se observa
el ingreso del virus a Espafia desde Iran que fue estimado en 1991. En la figura Cy D se muestra el
comportamiento estable de linaje IBD/vv desde 2002 hasta el 2015. Solo los valores de BB5
fueron considerados significantes para la elaboracién del grafico. Los resultados fueron
visualizados usando las bases de Google Earth.
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Figura 5. Difusién del linaje IBD/vv
en Espafia. Este linaje se disemina
mas heterogéneamente, con una
mayor difusién en la zona este del
pais y con focos de dispersion mas
intensos hacia el sur y norte del pais.

Google
e . ]

Figura 6. Difusion del nuevo linaje IBD/Sp-var. Véase en el mapa que el linaje Sp-var se distribuye
homogéneamente y la difusidn de los aislados prevalece en la regidn oriental de Espafia.
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Discusioén

Si bien todos estos afios se ha venido caracterizando genéticamente los virus a
partir de muestras de aves sospechosas de tener la enfermedad procedente de
diversos lugares, ha sido de suma importancia conocer aspectos como la
dispersion y la evolucion del virus para esclarecer desde dénde y como se han
difundido estos virus en el pais. El uso de herramientas como la filogeografia y la
inferencia bayesiana nos ha permitido definir y visualizar la dindmica espacial y

temporal de los linajes virales presentes en Espafia.

Con el fin de entender mejor la epidemiologia de IBD, en el presente estudio se
realizé la reconstruccion filogeogréafica para explicar el origen y la propagacion de
los aislados de IBD presentes en Espafa, analizando la diversidad genética y la
dindmica espacio-temporal de las mismas. EL estudio de la filodinamica de IBDV
ratifica que la emergencia de IBD/vv corresponde con la emergencia mundial para
este linaje desde los ancestros emergidos en Iran alrededor de los afios 70
(Figura 3), hasta el ingreso a Europa a través de Bélgica (1981-1987)(Alfonso-
Morales et al., 2013).

Inicialmente se pensaba que los virus detectados en Espafia habian emergido
desde los Paises bajos a finales de los 80. Sin embargo, el andlisis de la
distribucion filogeografica de IBD/vv espafioles analizados en este estudio
determind que tienen origen en Irdn, como sucede con los virus de los Paises
Bajos, habiendo evolucionado de forma individual e independiente. Estos virus
llegaron a Espafia afios después probablemente como consecuencia de la
expansion a través de las ruta de aves migratorias que cubren Asia y Europa
(Jeon et al., 2008) tal y como ha ocurrido con la expansion de otros virus como

Influenza aviar (FAO, 2005).

El andlisis filogeografico evidencié que en Espafa los aislados muy virulentos se

dispersaron por todo el pais en los afios 90 y se relaciona con los casos de la
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enfermedad aguda descritos a finales de los 90 (Majo et al., 2002).

En general, la rapida diseminacién de este linaje en un periodo corto se pudo
deber a varios factores, entre ellos la ineficiente inmunizacién por falta de
bioldgicos adecuados en ese momento. El continuo movimiento de aves de corral
entre centros y quizas los desplazamientos de aves salvajes han contribuido a la
distribucion de los virus muy virulentos dentro de Espafa, la cual ha sido
heterogénea y con una mayor tasa de difusion en el este del pais, pero con focos
de dispersién en el centro sur y norte del pais, tal como lo muestra el analisis de
filogeografia continua. Estos resultados quizds no sean tan concretos puesto que
nuestro centro recibe un volumen mucho mayor de muestras procedentes del este
del pais. Ademas, cabe destacar que la introduccion de vacunas de virulencia
intermedia para el control de la forma aguda probablemente derivd en una
disminucién de la diversidad genética de la poblacion de virus durante un periodo
y la enfermedad fue controlada, aunque no erradicada. Sin embargo, hasta el afio
2015 no se observaron introducciones adicionales para este linaje, con lo que la
evolucion y variabilidad del virus parece depender Unicamente de la interaccion
con otros aislados circulantes en el pais: En este sentido, sugerimos que la
evolucion del virus en Espafia depende de las medidas de control con vacunas

que por reintroducciones de otros virus.

Cuando analizamos la emergencia de todos los linajes en el pais, la emergencia
del linaje clasicos también se corresponde con la emergencia mundial para este
tipo de virus (Alfonso-Morales et al., 2013). Segun los resultados obtenidos, la
adaptacion y posterior divergencia de estos aislados dieron lugar a la emergencia
de un nuevo linaje IBD/Sp-var, que puede surgir como un linaje de escape a la
vacunacion aplicada en Espafia, luego de la introducciéon de virus atenuados de
atenuacion intermedia. Curiosamente, el aumento de la diversidad genética tanto
de los virus muy virulentos como de virus clasicos atenuados logra un valor

maximo hacia los afios 2002-2004, lo que podria coincidir con la introduccion en
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campo y adaptacion de los virus vacunales intermedios. Este hecho influye
considerablemente en la disminucion de la variabilidad del linaje IBD/vwv lo que
indica que la introduccion de virus vacunales de tipo intermedio ayudé a controlar
la diversidad en campo de los aislados IBD/vv en Espafa, pero influyé en el
incremento en la diversidad del linaje IBD/Cl-at. De ahi se deduce que este tipo de
vacuna pueda haber disminuido la competencia de los linajes e inducido una

mejor adaptacion de los virus del linaje IBD/Sp-var.

A diferencia del linaje muy virulento, el linaje IBD/Sp-var se mantiene estable en el
tiempo con una distribucion homogénea y dispersion en la region oriental de pais,
por lo que no se ha podido establecer poblaciones por regiones geograficas. Este
comportamiento que no es caracteristico en los linajes emergentes, sin embargo,
podria darse si se tiene en cuenta que este linaje pudo haber emergido como

escape a partir de IBD/Cl-at.

En la secuencia aminoacidica de RHV podemos observar que la posicién 251 se
localiza en el lazo externo Ppe de la proteina, en la regibn mas expuesta, por lo
tanto una variacién en este sitio puede suponer un escape a la respuesta inmune
inducida por anticuerpos neutralizantes, lo cual ha sido sugerido anteriormente
por (Coulibaly et al., 2005). La posicion 273 se localiza en la lamina beta F (Pg), la
cual ha sido asociada a cambios en la virulencia y patogenicidad (Coulibaly et al.,
2005). Asi estos cambios adaptativos del linaje IBD/Cl-at sugieren inicialmente un
escape a la respuesta inmune circulante en la poblacion y posteriormente un
cambio tanto en la virulencia como en la patogenia viral, que pudo facilitar la

emergencia y establecimiento del linaje IBD/Sp-var.
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Fig. Suplementaria 1. Arbol filogenético basado en la RHV. Filogenia Bayesiana inferida con el
modelo TIM2+G. Las secuencias de aislados IBDV espafioles empleados en este estudio se resaltan
en azul (Tabla 1) y las secuencias de aislados seleccionados de GenBank se remarcan en negro. La
reconstruccion filogenética se basa en RHV de VP2. Ademds del serotipo 2, se observan clados
bien soportados que identifican a los subtipos del IBD/vv (muy virulento), IBD/CI (Clasico), IBDV-
Cl-at (Clasico atenuado), IBD/Cl-at (Clasico atenuado), IBD/Var (Variantes antigénicas) y el nuevo
linaje IBD/Sp-var. Los aislados de origen espafiol se encuentran identificadas en los clados IBD/vv,
IBD/CI, IBD/Cl-at y IBD/Sp-var.
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Introduccién

El conocimiento de las bases moleculares del IBDV que estan implicadas en la
virulencia de las cepas, sigue siendo tema de investigacion (Jackwood and
Sommer, 2005). Desde ya hace afos, la caracterizacion molecular del virus se ha
enfocado en el estudio de la RHV de VP2 revelando las mutaciones que podrian
influir en la virulencia de las cepas (Brandt et al., 2001). Aun asi, mediante
sistemas de genética reversa, se ha demostrado que la sustitucion de VP2 de un
fenotipo clasico por uno muy virulento no resulta en un incremento de virulencia
del virus mosaico obtenido y, por consiguiente, se ha reconocido que la VP2 no
es el Unica proteina determinante de virulencia del virus (Boot et al., 2000).
Diversos estudios concluyen que la proteina VP1 interviene en la eficacia de la
replicacion virica y, por ende, en la virulencia (Islam et al., 2001; Liu and Vakharia,
2004; Zierenberg et al., 2004). En base a estos resultados, se hipotetiza, que los
factores de virulencia del IBDV podrian encontrarse en varias de las proteinas
virales o deberse a interacciones de las mismas y probablemente juegan un papel
decisivo en la replicacion del genoma viral, en la transcripcién y traduccion, en el
ensamblaje virico y, finalmente, en la liberacion de virus al medio extracelular
(Hon et al., 2006; Tacken et al., 2003). Desafortunadamente, existen pocos
estudios que comparen las secuencias completas de diferentes IBDV y permitan
correlacionar cambios genéticos con caracteristicas fenotipicas de las distintas

cepas virales.

La generacion in vitro de virus reassortant con capacidad infecciosa indujo la idea
de la existencia de este tipo de IBDV en la naturaleza (Lana et al., 1992; Li et al.,
2005; Mundt and Vakharia, 1996). En 2006, Le Nouen y col. reportaron los
primeros virus reassortant encontrados de forma natural y posteriormente se han
descrito por diversos autores en diferentes paises (Chen et al., 2012; He et al.,
2014; Jackwood et al., 2011; Le Nouen et al., 2006; Wei et al., 2006). Dichos

aislamientos que presentaban el segmento A relacionado filogenéticamente al
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linaje IBDV/w y el segmento B con caracteristicas de aislados clasicos
desarrollaron una patogenia intermedia (Le Nouen et al., 2006). Adicionalmente,
varios estudios de filogenia han demostrado que el segmento B de las aislados
IBDV/vv se suelen agrupar en un clado diferente al de las aislados clasicas y esto
también soporta la hipbtesis de que la expresidén del segmento A no es suficiente

para regular la virulencia (Eterradossi et al., 1999; Islam et al., 2001).

Asi como este tipo de eventos en donde estos virus bisegmentados intercambian
de segmento, también se han reportado virus que incorporan sustituciones
provenientes de una misma region desde otro virus similar, esta forma
denominada recombinacion homéloga también ha sido descrita en IBD (Hon et al.,

2008)

Con el objetivo de comprender un poco mas los posibles marcadores de virulencia
y atenuacion y la relacién entre los distintos genes del IBDV, en este estudio se
realizd la secuenciacion completa de los segmentos codificantes A y B de 2
aislados atenuados y 16 aislados del virus muy virulento de IBDV, procedentes de

diferentes regiones del pais.

Materiales y métodos

Virus

Para el presente estudio, se seleccionaron 18 aislados de IBDV (16 IBDV/w y 2
atenuadas) de campo que habian sido detectados en distintos afios y regiones
espafiolas (Tabla 1). También se seleccionaron 4 aislados de IBDV vacunales

utilizados ampliamente en el sector avicola espafiol.
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Aislado Genotipo Origen Ao de deteccion
IBDV/Spain/90/Gir Muy virulenta ND Primeras cepas aisladas en Espafia
IBDV/Spain/90/AX Muy virulenta ND Primeras cepas aisladas en Espafia
IBDV/Spain/02/GUM 05 Clasica atenuada ND 2002
IBDV/Spain/02/GUM 31 Muy virulenta Regidn Sur 2002
IBDV/Spain/02/GUM 50 Muy virulenta Region Nor Oeste 2002
IBDV/Spain/02/GUM 33 Muy virulenta ND 2002
IBDV/Spain/04/60 Muy virulenta Catalufia 2004
IBDV/Spain/04/1296 Muy virulenta Castilla Ledn 2004
IBDV/Spain/04/BOR Muy virulenta Murcia 2004
IBDV/Spain/05/20 Clasica atenuada Castilla Ledn 2005
IBDV/Spain/05/21 Muy virulenta Islas Baleares 2005
IBDV/Spain/04/22 Muy virulenta Galicia 2005
IBDV/Spain/05/27 Muy virulenta Castilla Ledn 2006
IBDV/Spain/06/37 Muy virulenta Castilla Ledn 2006
IBDV/Spain/06/38 Muy virulenta Castilla Ledn 2006
IBDV/Spain/07/MP Muy virulenta Galicia 2007
IBDV/Spain/07/51 Muy virulenta ND 2007
D78 Clésica atenuada Cepa vacunal Laboratorios Intervet
228E Clasica atenuada Cepa vacunal Laboratorios Intervet
CH80 Clasica atenuada Cepa vacunal Laboratorios Hipra
GM97 Clasica atenuada Cepa vacunal Laboratorios Hipra

Tabla 1. Relacidn de aislados incluidos en el estudio. Se indica el nombre del aislado, genotipo al
que pertenecen, el lugar y afio de deteccidon. La genotipificacion estuvo basada en la
caracterizacién de la RHV de VP2,

Extraccion del ARN virico

La extraccion del ARN virico a partir de tejidos se realiz6 en dos pasos como esta
descrito previamente en el Estudio 1. La extraccion de los virus vacunales se llevo
a cabo a partir de 100 pl de una dilucién 1:1000 empleando Unicamente el kit para
extraccion, RNA Isolation NucleoSpin® RNA Virus (Macherey-Nagel). Finalmente,
el ARN fue cuantificado con un Espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop

Technologies) y almacenado a -80°C.

Obtencion del cDNA

La amplificacion del Segmento A y B fue realizada optimizando una RT-PCR
maestra con ajustes de la misma por cada juego de cebadores. Se utilizaron 6
pares de cebadores 1A, 2A, 3A para el segmento A y 1B, 2B y 3B para el

segmento B, (Tabla 2).
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Cebador Secuencia (5-3) Segmento Producto (pb) Localizacién Tm/2eC
AlF GGATGGRACTCCTCCTTCT A SEGA 61-81 53
AlR CTCGAAGTTGCTCACCCC A 1092 SEGA 1228-1245 55
A2F ACATCCATCAAACTGGA A SEGA 1045-1061 47,6
A2R GGGGTCTCTTTGAACTC A 1373 SEGA 2401-2418 49
A3R AGGAGCCTCACTCAAGGTCC A SEGA 2202-2221 58,7
A3F CAAGCTCGCCACTGCACACC A 973 SEGA 3156-3175 61,8
1BF TTAGAATTCTAGGATACGATGGGTCTGAC B SEGB 5’ 57
1BR CACGGGCCAGGTTATCATTGAG B 1200 SEGB 1157-1178 58
2BF GCTGCTCAGCATGCTAAGTGAC B SEGB 1019-1040 58,5
2BR GATCCCRAGATCTTTGCTGTA B 900 SEGB 1842-1862 53
3BF CCTTGCACAACCAGGGTACCTGAG B SEGB 1751-1774 61
3BR TGGGGGCCCCCGCAGGCGAA B 1000 SEGB 3 69,8

Tabla 2. Cebadores para la amplificacion del segmento A y B.

Los productos de amplificacion fueron obtenidos mediante RT-PCR en un solo
paso utilizando el kit SuperScript™Ill One-Step RT-PCR System with Platinum®
Tag High Fidelity (Invitrogen Corporation). La mezcla maestra de la reaccion
consistié en 1pl de mix de enzimas SuperScript™ Il RT/ Platinum® Taq de alta
fidelidad, 25ul de buffer conteniendo 0.4 mM de cada dNTP, 2.4 mM de MgSO4 y
2ul de primer (forward y reverse) en una concentracion de 10uM sumado a 40ng
de muestra eluida en 2ul de agua ultra pura, todo esto en un volumen total de
50ul. Las condiciones de los ciclos de amplificacion se determinaron segun la
recomendacion del fabricante y modificando la temperatura de hibridacion segun
los cebadores usados (Tabla 3 y 4). El producto de PCR fue visualizado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% usando Bromuro de Etidio para el
revelado. Cada fragmento fue purificado usando el kit NucleoSpin® Extract Il

(Macherey-Nagel).

Clonacion de los fragmentos obtenidos

Una vez obtenido el fragmento purificado fue clonado en el sistema Zero Blunt®
TOPO® (Figura 1). Para la transformacion de los plasmidos en células E. Coli
DH10B electro competentes se emple6 el kit One Shot® Electroporation
(Invitrogen Corporation). La deteccion de colonias positivas se realiz6 mediante el

empleo de una PCR especifica con cebadores incluidos en el Kit (Figura 1). Estos
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clones fueron cultivados en LB con 50 ug/ml kanamicina y el DNA plasmidico fue

extraido con NucleoSpin® Plasmid kit (Macherey-Nagel).

SPS prometenpriming site
201 CACACAGGAR ACAGCTATGA OCATGATTAC GCCAAGCTAT TTAGGTGACAR CTATAGAATA
GTGYESTCCTT TGTOGATACT TACTAATS CGGTTCGATA AATCCACTGT GATATOTTAT

M 13 Reversa priming site

1
CTCARGCTAT GCAT CT TEGTACCGAG
GAGTTCGATA CGTAGTTOGA ACCATGECTC
so.lcﬁl
GCTEEAATTS GCOCTT INSERTO
CGACCTTAAG CGGGEAA

Mot | i Nl XBa Dl Al
TCCATCACAC TGEGE( COGC TCGAGCATGC F\T‘:?P.GAE!:-Z T
AGGETAGTETE ACCECCOGECE AGCTOGTACE TAGATCTCOOC GGGTTAAGOE GGEATATCACT

M13 Forward [-20} priming st
T

GTCETATTAC AATTCACTGE IT ACRACGTCGT GACTE ARR ACCCTGGEOGT 476
CAGCATANTE TTAAGTRACC CAG AR TGITGCAGCA CTGACCCTTIT TGGGACOGCA

N

pCR"-Blunt II-

TOPO®
3519 bp

Figura 1. Mapa del vector de clonaciéon Zero Blunt® TOPO®

Secuenciacion

La secuenciacion de los fragmentos se llevo a cabo a partir de 5 colonias para
cada fragmento distinto. Se realiz6 una cuantificacion por densitometria mediante
la utilizacion de diferentes concentraciones del plasmido pUC19. Estos productos
fueron secuenciados usando los mismos cebadores empleados en la
amplificacion (en ambos sentidos) a una concentracion de 5 uM, utilizando el kit
ABI PRISM Big Dye terminator v3.1 Cycle Sequencing ready reaction (Applied
Biosystems). La reaccidbn de secuenciacion se realiz0 con las siguientes
condiciones: 96°C por 1 min., y 25 ciclos a 96°C por 10seg, 50°C por 5 seg. y
60°C por 4 min. Seguidamente estos productos fueron purificados con el sistema
Montage SEQ96 cleanup kit (Millipore Corporation, Billerica, MA). Los productos
de la secuenciacion fueron analizados mediante electroforesis capilar en ABI

PRISM 3730 (Applied Biosystems). Las secuencias fueron analizadas en primera
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instancia con el software Sequencing Analysis Software v5.1 (Applied
Biosystems). Para el ensamblaje de las secuencias se utilizaron los softwares

ChromasPro (Technelysium Pty Ltd) y BIOEDIT Sequence Alignment Editor 7.0.

Reconstruccion filogenética

La filogenia fue inferida utilizando el método de maxima verosimilitud (Maximum
Likelihood) con el empleo del modelo Tamura- Nei. Los &rboles que se muestran
son los conseguidos con la mas alta probabilidad. En todos los casos, el arbol
inicial para la busqueda heuristica se obtuvo mediante la aplicacion del método
Neighbor-Joining a una matriz de distancias por parejas estimadas, utilizando el
método de maxima verosimilitud Compuesto (MCL). Los arboles estan dibujados
a escala, con longitudes de rama medidas como el nimero de sustituciones por
sitio (s/s). Todas las posiciones conteniendo guiones 0 espacios vacios fueron

eliminadas. El analisis se llevo a cabo con el programa MEGA 6.0.

El andlisis evolutivo se realizé de diversas formas. Primero realizando una
filogenia a partir de los segmentos completos A y B, y después realizando el
analisis con las proteinas VP5, VP2, VP4 y VP3 independientemente. En ambos
casos se incluyeron dieciséis aislados de referencia previamente publicados en

Gen Bank (Tabla 3).
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Numero de Acceso en GenBank

Cepa Viral Genotipo Origen
Segmento A Segmento B

UK661 Muy Virulenta X92760 X92761 Reino Unido
BD 3/99 Muy Virulenta AF362776 AF362770 Bangladesh
SH95 Muy Virulenta AY134874 AY134875 China
HK46 Muy Virulenta AF092943 AF092944 Hong Kong
OKYM Muy Virulenta D49706 D49707 Japon
UPM97/61 Muy Virulenta AF247006 AF527040 Malasia
D6948 Muy Virulenta AF240686 AF240687 Paises Bajos
Winterfield 2512  Clasica atenuada ND AF083092 Estados Unidos
P2 Clasica atenuada X84034 X84035 Alemania
Cul Clasica atenuada D00867 AF362775 Alemania
Lukert Clasica atenuada AY918948 AY918947 Estados Unidos
CEF94 Clasica atenuada AF194428 AF194429 Paises Bajos
52/70 Clasica D00869 D12610 Estados Unidos
STC Clasica D00499 ND Estados Unidos
CU1 (wt) Clasica AF362747 AF362748 Alemania
Variante E Variante americana AF133904 AF133905 Estados Unidos
OH Serotipo 2 uU030818 U030819 Estados Unidos

Tabla 3. Cepas de referencia utilizadas en el estudio. ND, no disponible en GenBank.

Divergencia

Estimamos la divergencia evolutiva dentro de los grupos muy virulento y atenuado
para los segmentos completos y las proteinas independientes. El analisis fue
efectuado usando el modelo Maximum Composite Likelihood (MCL) con el

programa MEGAG.
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Analisis de recombinacion

Con el objetivo de verificar si existe recombinacion en las secuencias de los
aislados del estudio y poder interpretar mejor las genealogias, las 22 secuencias
tanto de virus vacunales como de aislados de campo fueron tratados con el
programa RDP Beta version 4.56. Los sitios de recombinacién fueron examinados
utilizando 9 métodos: RDP, GENECONYV, Chimaera, MaxChi, 3Seq, Bootscan y
Siscan con un valor ¥0.05. Los arboles elaborados se basaron en el método

Neighborn-Joining con el modelo Jukes y Cantor (Jukes T.H. and Cantor C.R.,

1969) y un bootstrap de 1000 repeticiones.

Resultados

Andlisis de secuencia y filogenia

La filogenia comparativa de los segmentos completos A y B de cada uno de los
genotipos analizados se agrupan en clados separados (Figura 2), en el caso del
segmento A, los aislados IBDV/vwv se asocian en el arbol con el segmento A de
otros aislados IBDV/vwv de referencia mostrando una distancia de 0,013 entre
ellos. Un comportamiento idéntico presenta las secuencias del segmento A de los
aislados atenuados pues se ven asociados formando un clado, mostrando una

distancia media en base nucleotidica de 0.015 entre ellas.

Por otro lado, la filogenia del segmento B, asocia a los aislados IBDV/vv del
estudio con los aislados IBDV/vv de referencia en un solo clado, mostrando una
distancia de 0.016 entre ellos y el segmento B de los aislados atenuados se
asocian en otro clado con los aislados clasicos, atenuados y variante E de
referencia y su comparacion con estos aislados muestran una distancia de 0.011

en base nucleotidica.
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Segmento A Segmento B
e s
100 ; 4 IBDV/Spain/90/AX-A 73 9 IBDV/Spain/06/27-B
98 [14 IBDV/Spain/07/51-A 100 [| @ 1BDV/Spain/06/27-38B
74||; @ IBDV/Spain/90/GR-A 10 @ IBDV/Spain/04/1296-B
10p ! @ IBDV/Spain/02/0R-A [~ @ IBDV/Spain/07/MP-B
956%‘:<8661 100|_|0 IBDV/Spain/02/GUM50-B
96 | @ IBDV/Spain/04/22-B

@ IBDV/Spain/06/37-A

@ IBDV/Spain/04/1296-A UK661

! 3 3|00 ; @ IBDV/Spain/90/AX-B
tjfﬁg;/seqam/%/ﬂ A @ IBDV/Spain/07/51-B
# IBDV/Spain/02/GUM31-A 33~ @ IBDV/Spain/90/GR-B
65 SH95 4 L @ IBDV/Spain/90/0OR-B
OKYM | UPM97/61
66 4 IBDV/Spain/04/22-A 1 BD 3/99
@ IBDV/Spain/04/GUMS0-A OKYM
@ 1BDV/Spain/07/MP-A 100 98 | ¢ IBDV/Spain/07/60-B

|
|
|
|
|
|
|
|
HK 29 |- D6948 |
|
|
|
|
|
|
|

Y BD 3/99 - @ IBDV/Spain/06/37
IBDV/Spain/05/21-A @ IBDV/Spain/05/21-B
100 : IBDV/Spain/02/33-A 98 @ IBDV/Spain/02/33-B
97 0%@\7/2%222//%1//?3%@ A @ IBDV/Spain/04/BOR-B
, - HK
@ IBDV/Spain/06/38-A

et = = SR mm m —m m = — = == = T REDUSVRUMIE - — — — — e — e

Cu-1wt
52/70 o SH95
Lukert —— Lukert
STC 98 52/70
87,< IBDV/VAC228E-A 7] Cu-1wt A
73| 1990L & IBDV/VACGMOT-A Variant E
@ IBDV/Spain/02/GUMO05-A 28| [70,< 1BDVIVAC228E-B

6 [L & IBDV/VAC GM97-B
@ 1BDV/Spain/02/GUMO05-B
9 - CEF94

P2

4 1BDV/Spain/05/20-A
<> IBDV/VACD78-A
< IBDV/VACCHS0-A
Cul

CEF9%4 Cu-1
801 p2 :
Winterfield-2512
OH < IBDV/VAC CH80-B
S/S 4 IBDV/Spain/05/20-B
0.02 631 IBDV/VAC D78-B
S/S
—
0.01

Figura 2. Reconstruccion filogenética de IBDV basados en la secuencia completa del Segmento A (lzquierda) y B (Derecha). La inferencia filogenética fue calculada
usando el método Maximum Likelihood, con un Bootstrap de 1000 réplicas. Se denotan el linaje IBD/vv (linea roja) y el linaje IBD/Cl-at (linea azul). El
simbolo 4 indica las secuencias de aislados de campo y el simbolo <indica las secuencias de virus vacunales. El recuadro de lineas entrecortadas muestra como el
linaje IBD/vv adopta la misma misma distribucién en la filogenia cuando se analiza tanto el segmento A como el B.
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Andlisis del segmento A

El segmento A esta constituido por 3457 nucleétidos en todos los aislados del
estudio. La ORF 1 que origina la proteina VP5 resultd en 415 nucledtidos los
cuales codifican para 138 aminoacidos. La ORF 2 codificante de la poliproteina
VP2-VP4-VP3 resulté en 3039 nucledtidos los cuales codificaron para un total de
1012 aminoécidos. Para el analisis de secuencias y la elaboracion de la filogenia
se consideraron las proteinas independientemente. Las secuencias de
nucledtidos mostraron una alta similitud entre los aislados estudiados y se
obtuvieron valores de distancia media entre aislados de 0,004 para el linaje
IBDV/w y 0,01 para el linaje atenuado. Los valores de divergencia entre los
aislados de cada genotipo no se vieron influenciada por los factores lugar y afio

de coleccién de los aislados.

VPS5

La filogenia asocia claramente las secuencias de VP5 de aislados virulentos
(tanto de los aislados del estudio como de las aislados de referencia) en un clado
soportado por un bootstrap de 77% vy los de aislados atenuados en otro clado

soportado por un bootstrap de 86% (Figura 3).
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fil 4 IBDV/Spain/90/GR-A

4 IBDV/Spain/02/OR-A

4 [BDV/Spain/04/GUMS50-A

& [BDV/Spain/07/MP-A

4 [BDV/Spain/04/22-A

\— & |BDV/Spain/02/GUM31-A
— SH95

3 — UPM97/61

51 | HK

OKYM

<> |BDV/Spain/07/51-A
BD 3/99
56 & IBDV/Spain/05/21-A

Cu-1wt )
52/70

# IBDV/Spain/04/60-A
39| # IBDV/Spain/06/38-A
# [BDV/Spain/02/33-A
4 IBDV/Spain/04/BOR-A

g2 | ¢ IBDV/Spain/05/27-A

_| @ |BDV/Spain/90/AX-A =
b4

UKB61
‘| & IBDV/Spain/04/1296-A

4 [BDV/Spain/06/37-A -
— Variante E >
Lukert =
—— STC
73 <> IBDV/VAC228E-A
<> IBDV/VAC97-A
¢ IBDV/Spain/02/GUMO05-A
<> IBDV/VACD78-A -

<> IBDV/VACCHB0-A

# [BDV/Spain/05/20-A

Cepas muy virulentas

Cepa Variante americana

Cepas Clasicas y atenuadas

OH

S/
0.01

> Serotipo 2

Figura 3. Arbol filogenético de la proteina VP5 basado en nucleétidos. Filogenia elaborada con
el método Maximum Likelihood basado en el modelo Tamura-Nei. El analisis se llevd a cavo con el
programa MEGA 6.0. Los aislados de campo secuenciados son marcados con el simbolo 4, y los
virus vacunales se denotan con el simbolo ©. Los linajes son diferenciados por el color de la linea,
rojo para las virulentas, azul para atenuadas y rosa para la cepa de referencia Variante E.

A pesar de que esta proteina es muy conservada entre los aislados, como se

muestra en la tabla 6, se observan mutaciones puntuales frente a las aislados de

referencia tanto en el linaje IBDV/vv como en el linaje atenuado (Tabla 5).

Residuo Cepa consenso IBDV/vv UK661 Cepas muy virulentas Cepas clasicas atenuadas
45 R R G
74 L F-L |
105 G G G-V
112 A A-T-V A
125 P P S
133 W W R
134 H H-N H
135 H H-D H

Tabla 5. Listado de residuos mutados en el gen que codifica para la proteina VP5 de los aislados
del estudio. Posicion de aminodcidos basada en la cepa UK661. Los recuadros sombreados en gris
indican los residuos exclusivos del linaje IBDV/vv.
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1 2 3 4 5
1 Cepas muy virulentas
2 Cepas clasicas 0.034
3 Cepas atenuadas 0.039 0.019
4  Serotipo 2 0.233 0.22 0.231
5 Variante E 0.035 0.015 0.019 0.224

Tabla 6. Estimacion de la divergencia evolutiva. Valores obtenidos del analisis de divergencia
entre linajes basado en 138 residuos aminoacidicos.

VP2

La proteina VP2 fue ubicada entre las posiciones aminoacidicas 1 y 512 de la
poliproteina. Existe alta similitud de esta proteina entre subtipos (Tabla 8), y la
distancia media entre aislados del linaje IBDV/vv en base nucleotidica fue de
0.011 y 0.021 para el linaje atenuado. En el arbol filogenético las secuencias se
ven asociadas por subtipo, reuniéndose los aislados IBDV/w en un clado
soportado por un bootstrap de 100%, y los aislados atenuados entre los que se

encuentran virus vacunales asociadas en otro clado (Figura 4).

El alineamiento consenso muestra que los aislados clasificados como IBDV/vv
poseen los residuos caracteristicos de IBDV/vv 222A, 2561, 2941, 299S, 330S y
los residuos que estan involucrados en atenuacion y adaptacion a cultivo celular
en los aislados clasificados como atenuadas 279N, 284T, 253H, no fueron
conservados (Tabla 7). Solo el residuo 279N se mantiene, asi como en las cepas

Cul, P2y CEF94.
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@ IBDV/Spain/05/21-A
@ IBDV/Spain/04/BOR-A
4 IBDV/Spain/02/33-A
@ IBDV/Spain/04/60-A
@ IBDV/Spain/06/38-A
ISLAM BD 3/99
8y | @ IBDV/Spain/90/AX-A
@ IBDV/Spain/07/51-A
@ IBDV/Spain/90/GR-A
o | @ IBDV/Spain/02/0OR-A
D6948 .
UPMO7/61. L Cepas muy virulentas
SHY5
HK
OKYM
@ IBDV/Spain/02/GUM31-A
@ IBDV/Spain/04/22-A
@ IBDV/Spain/04/GUM50-A
@ IBDV/Spain/07/MP-A
@ IBDV/Spain/04/1296-A
o L 4 IBDV/Spain/05/27-A
UK661
& IBDV/Spain/06/37-A
Variant E
< IBDV/VACI7-A
991 <> IBDV/VAC228E-A
4 IBDV/Spain/02/GUMO05-A
< IBDV/VACCHS0-A
8| |-cul - Cepas atenuadas
@ 1BDV/Spain/05/20-A
P2
CEF94
< IBDV/VACD78-A
L—sTC

l\ /l

Cepa Variante americana

L[CU-lwt HORERT } Cepas clasicas
o5 - 52/70 -
Tl

OH Serotipo 2

— SIS
0.02

Figura 4. Arbol filogenético de la proteina VP2 basado en nucleétidos. Filogenia elaborada con
el método Maximum Likelihood basado en el modelo Tamura-Nei. El analisis se llevé a cabo con el
programa MEGA 6.0. Los aislados de campo secuenciados son marcadas con el simbolo @, y los
virus vacunales se denotan con el simbolo <. Los linajes son diferenciados por colores segun los
clados.

El residuo 253Q se observa en aislados IBDV/vv, Variante E y la cepa clasica
52/70 y en la cepa IBD/Spain/02/GUMO5 el residuo aminoacidico 253N. El residuo
284T se observa solo en la cepa atenuada 05/20 mientras que el residuo 284A se
identifica en la cepa IBD/Spain/02/GUMO05, asi como en la mayoria de los aislados
IBDV/w. En ninguno de los aislados estudiados se observaron residuos
asociados a virus variantes americanas. Finalmente, el residuo 451L es
conservado entre el linaje IBDV/vv y varia entre los aislados atenuados de nuestro

estudio como se muestra en la tabla 7. Otros residuos que se observan mutado
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son 264V que se observan en los aislados de referencia IBDV/vwv UK661 (2641) y

SH95 (264K) y 359A observada también en la cepa OH (Tabla 7).

Residuo Cepa consenso IBDV/vv UK661 Cepas muy virulentas Cepas atenuadas
67 | | T-1
94 S A S
222 A A S-P
242 | | \Y
253 Q Q Q-N
256 | | -V
264 | -V |
270 A A-T T
279 D D-N
284 A A A-T
294 | | L
299 S S-N N
330 S S S-R
323 D D-E D
329 A A A-V
359 T T-A T
451 L L L-|

Tabla 7. Listado de mutaciones observadas en proteina VP2 de los aislados del estudio. Posicién
de aminoacidos con referencia al alineamiento basado en la cepa UK661. Los recuadros

sombreados en gris indican los residuos exclusivos del linaje IBDV/wv.

1 2 3 4 5
1 Cepas muy virulentas
2 Cepasclasicas 0,021
3 Cepas atenuadas 0,021 0,023
4  Serotipo 2 0,031 0,029 0,033
5 Variante E 0,531 0,527 0,535 0,533

Tabla 8. Estimacion de la divergencia evolutiva de VP2. Valores obtenidos del andlisis de

divergencia entre linajes basado en 512 residuos aminoacidicos.
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VP4

Un total de 243 aminoacidos deducidos a partir de 735 nucle6tidos componen la
proteina VP4, desde la posicion 512 hasta la posicion 755 en la secuencia
aminoacidica. La filogenia en este caso nos muestra que los aislados IBDV/vv se
asocian en un solo cluster soportado por un bootstrap de 99% separando asi este

linaje del resto de aislados.

La divergencia genética denota una distancia media de 0.02 para los aislados
IBDV/vv y 0.021 para los aislados clasicos atenuados en su base de nucledtidos.
Es altamente conservada entre los linajes como se muestra en la tabla 10.

91 - 4 IBDV/Spain/04/GUM50-A |
@ IBDV/Spain/07/MP-A
@ IBDV/Spain/04/22-A
| _|0 IBDV/Spain/90/AX-A
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Figura 5. Arbol filogenético de la proteina VP4 basado en nucleétidos. Filogenia elaborada con el
método Maximum Likelihood basado en el modelo Tamura-Nei. El andlisis se llevé a cabo con el
programa MEGA 6.0. Los aislados de campo secuenciados son marcados con el simbolo @,y los
virus vacunales se denotan con el simbolo <. Los linajes son diferenciados por el color de la linea,
rojo para las virulentas, azul para atenuadas, verde para las cldsicas y rosa para la cepa de
referencia Variante E.
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El andlisis de las secuencias revela 5 aminoacidos unicos en los aislados IBDV/vv
del estudio (Tabla 9). El residuo 528K fue el Unico encontrado en 5 aislados del
linaje IBDV/vww de nuestro estudio (IBDV/Spain/05/21, IBDV/Spain/04/60,

IBDV/Spain/06/38, IBDV/Spain/02/GUM33, IBDV/Spain/04/BOR.

Residuo Cepa consenso IBDV/vv UK661 Cepas muy virulentas Cepas atenuadas
528 Q Q-K Q
541 | | Vv
680 Y Y C
685 N N K
715 S S P
751 D D H

Tabla 9. Lista de residuos mutados en la proteina VP4. Posicion de aminoacidos con referencia al
alineamiento basado en la cepa UK661. Los residuos sombreados en gris se observan
exclusivamente en el linaje IBD/wv.

1 2 3 4 5
1 Cepas muy virulentas
2 Cepasclasicas 0,021
3 Cepas atenuadas 0,023 0,004
4 Serotipo 2 0,090 0,083 0,085
5 VarianteE 0,025 0,014 0,013 0,086

Tabla 10. Estimacidn de la divergencia evolutiva de VP4. Valores obtenidos del analisis de
divergencia entre linajes basado en 242 residuos aminoacidicos.

VP3

La region que codifica VP3 engloba un total de 863 nucledtidos que se traducen
en 257 aminoacidos. La distancia media fue de 0,019 en base nucleotidica para
los aislados IBDV/vwv y 0,015 para las aislados atenuados. Esta proteina se
mantiene muy conservada entre los subtipos como se muestra en la tabla 12. En
el alineamiento se observan 5 sustituciones, una de ellas 981P exclusiva para el

linaje IBDV/wv.
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Las  sustituciones 922Q estd presente en la cepa atenuada
IBDV/Spain/02/GUMO05 y IBDV/Spain/06/38 del linaje IBDV/vv, asi como también
en los virus vacunales GM97 y Lukert. El residuo 1004M (IBDV/Spain/05/21,
IBDV/Spain/04/60, IBDV/Spain/02/33, IBDV/Spain/04/BOR), y finalmente Ila
sustitucion 1005V (IBDV/Spain/07/MP).
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Figura 6. Arbol filogenético de la proteina VP3 basado en nucleétidos. Filogenia elaborada con
el método Maximum Likelihood basado en el modelo Tamura-Nei. El analisis se llevo a cavo con el
programa MEGA 6.0. Los aislados de campo secuenciados son marcados con el simbolo @, y los
virus vacunales se denotan con el simbolo <. Los linajes son diferenciados por colores segun los
clados.
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Residuo Cepa consenso IBDV/vv UK661 Cepas muy virulentas Cepas atenuadas
922 L L-Q L-Q
981 P P P-L
1004 R R-M R
1005 A A-V A

Tabla 11. Lista de residuos mutados en la proteina VP3. Posicién de aminoacidos con referencia
al alineamiento basado en la cepa UK661. Los recuadros en gris indican las mutaciones exclusivas
del linaje IBDV/vv.

1 2 3 4 5
1 Cepas muy virulentas
2 Cepasclasicas 0,114
3 Cepas atenuadas 0,112 0,017
4 Serotipo 2 0,117 0,019 0,025
5 Variante E 0,11 0,047 0,046 0,052

Tabla 12. Estimacidn de la divergencia evolutiva de VP3. Valores obtenidos del andlisis e
divergencia entre linajes basado en 257 residuos aminoacidicos.
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Andlisis del segmento B

El segmento B en los aislados del estudio comprende 2827 bases nucleotidicas,

que codificaron para la proteina VP1 con 881 aminoéacidos.

Las secuencias IBDV/vwv y atenuadas del estudio muestran estar altamente

relacionadas entre ellas mostrando wuna distancia de 0,018 y 0,07

respectivamente.
1 2 3 4 5
1 Cepas muy virulentas
2 Cepasclasicas 0,037
3 Cepas atenuadas 0,043 0,021
4  Serotipo 2 0,166 0,154 0,159
5 Variante E 0,051 0,032  0,0035 0,172

Tabla 14. Estimacion de la divergencia evolutiva de VP1. Valores obtenidos del andlisis de
divergencia entre linajes basado en 881 residuos aminoacidicos.

El andlisis de divergencia y la comparacion de aminoacidos deducidos demuestra
la existencia de variabilidad de los aislados (Tabla 14), aunque existen residuos
que diferencian el linaje IBDV/vv del atenuado: 611, 145T, 147N, 242E, 287A,
390M (excepto en IBDV/02/Spain/GUM31) 393D, (excepto en
IBDV/Spain/02/GUM31 y la cepa OKYM), 562P (excepto en la cepa
IBDV/Spain/02/GUM31), 687P, 695R (Tabla 15).

Algunos residuos ademas de estar presentes en el linaje IBDV/vv también se
observan en otros aislados utilizados en la comparacién: OH (4V, 508K, 511S,

546P, 646S); aislados clasicos (13K, 546P) y en la cepa variante E (546P).
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Residuo Cepa consenso IBDV/vv UK661 Cepas muy virulentas Cepas clasicas atenuadas
4 Vv \ |
13 K K T
61 | | \%
145 T T N
146 D D D-E
147 N N G
242 E E D
287 A A T
390 M M L
393 D D E
508 K K-R R
511 S S-R R
546 P P L
562 P P S
646 S S G
687 P P S
695 R R K

Tabla 15. Residuos observados en las secuencias de los aislados analizados. En los recuadros de
color gris se denotan los residuos que son observados Unicamente en el linaje IBDV/vv.

Se construy6 un arbol filogenético a partir de la region incluida como marcador B
(Alfonso-Morales et al., 2015), para el que se ha descrito que constituye una
adecuada region con informacion filogenética. Este arbol define de forma clara el

linaje IBDV/vv en un clado muy diferenciado del resto de los aislados.
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Figura 7. Filogenia del Marcador B. Inferencia obtenida del alineamiento del marcador B
identificado en los aislados del estudio mediante el método de Méaxima verosimilitud (ML).

Analisis de Recombinacion

Las secuencias del segmento B sometidas al analisis de recombinaciéon mediante

la aplicacion de 7 métodos no mostraron ningun evento recombinante. Por lo

contrario, el segmento A mostré una posible recombinacion de 636 nucle6tidos

ubicados en la region final de poliproteina correspondiente a la proteina VP3 de la

cepa IBDV/Spain/06/38 (Tabla 14; Grafico 2). El analisis resulté positivo a 6 de los

9 meétodos probados mostrando como padre potencial mayor a la cepa

IBDV/Spain/06/37 y como a un posible padre menor a la cepa vacunal GM97.
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Métodos Numero de secuencias detectadas P-Val Ubicacion de posible recombinacion
RDP 1 1,199x10% 629pb  2429-3067
GENECONV 1 6,395x10"% 629pb  2429-3067
BootScan
MaxChi 1 1,125x10% 629pb  2429-3067
Chimaera 1 7,942x10%° 629pb  2429-3067
Siscan 1 1,963x10% 629pb  2429-3067
PhylPro
LARD
3Seq 1 2,621x10% 629pb  2429-3067

Tabla 14. Identificaciéon del evento recombinante. Métodos con los que se detecto el evento de
recombinacion en el aislado IBDV/Spain/06/38.

0.87

8

Pairwisa identity

Y

0.00

1538 3.5'5
Position in alignment I

1BDVI Spain/08/37-A - 1BDVY Spain/08/38-A IBDVVRCIT-A - |BDVY Spain/08/35)
(Major Parent - Recombinant) Minor Parent - Recombinant)
e

Grafico 2. Cromatograma del evento recombinante con el método RDP. En el recuadro de lineas
entrecortadas se muestra el evento recombinante entre el aislado IBDV/Spain/06/37 como
ancestro mayor y al virus vacunal GM97 como ancestro menor.

Discusion

Aungue esta muy aceptado que las bases del tropismo y virulencia de IBDV se
encuentran asociadas a secuencias del segmento A, especificamente en la
proteina VP2 (Brandt et al., 2001; van Loon et al., 2002), algunos estudios han
revelado que VP2 no es la Unica proteina que posee los factores de virulencia que
contribuyen a la patogenicidad (Boot et al.,, 2000). Mas recientemente se ha
descrito casos de virus “reassortants” naturales con el segmento B proveniente de
aislados muy virulentos, variantes o vacunales con distinta patogenicidad in vivo
(He et al., 2016). Todos estos hallazgos han llevado a la presuncion de que

ambos segmentos estan involucrados en la virulencia. En este contexto el estudio
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completo de los genomas de IBDV incluyendo aislados de diferente virulencia es

valioso para identificar posibles factores de virulencia.

En este trabajo caracterizamos los segmentos A y B de 16 aislados IBDV/vv y 2
aislados atenuados, procedentes de diferentes regiones y detectadas en distintos
afos. El andlisis global indica que los segmentos A y B estan muy conservados,
por consiguiente, existe una alta similitud de los segmentos entre los aislados,
tanto para el linaje IBDV/vv como para el IBDV/at, agrupandose de forma similar
en la filogenia inferida en base a nucleotidos. Los bajos valores de divergencia del
segmento A entre el linaje IBDV/vv demuestra que los aislados no se ven
influenciados por el afio o la zona donde fueron detectados y que son mas bien
homogéneos a pesar de que este segmento es mas susceptible a presién de

seleccién y adaptacion por que contiene la proteina VP2.

La comparacion de los arboles filogenéticos obtenidos a partir de las secuencias
de los segmentos A y B no ha permitido identificar posibles casos de
reordenamientos genomicos entre los distintos virus analizados. Este hecho
parece indicar, contrariamente a lo que ocurre en otras regiones como Asia donde
cada vez parece mas frecuente la deteccion de casos de reordenamientos de los
dos segmentos entre distintos virus (He et al.,, 2016; Lu et al., 2015), un

comportamiento evolutivo diferente.

Frente a la clasificacion previa mediante la amplificacion por RT-PCR,
secuenciacion y analisis filogenético de RHV de VP2, las secuencias de los 18
aislados de campo procesadas concordaron pertenecer 2 de ellas al linaje
atenuado y 16 al linaje muy virulento, exceptuando uno de los aislados que
parece estar relacionado con IBDV/vv (IBDV/Spain/06/38) sin embargo al ser

traducida a aminoacidos adopto otra ubicacion en el arbol filogenético.

La filogenia individual de las proteinas nos llevé a realizar una lectura detallada de

los alineamientos.
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El analisis de divergencia de las proteinas nos muestra que VP3, VP4 y VP5 son
mas parecidas entre los asilados del serotipo 1, sin embargo, VP3 muestra un
poco mas diferencia entre los linajes. Lo contrario ocurre con VP2 que refleja ser
divergente consistentemente Unicamente con la cepa apatégena OH del serotipo
2. De alguna manera esto nos indica que VP2 sigue siendo la regién con mas
probabilidad de portar mutaciones que determinen virulencia sin contar que estas

puedan interaccionar con otros residuos de otras proteinas.

Al analizar el alineamiento comparativo en VP5 observamos 8 cambios, 3 de ellos
45R, 74L o F y 133W conservados entre el linaje IBDV/vwv y segun se describe
quizas son responsables de aumento en la virulencia de IBDV/vv por un aumento

de la actividad de la proteina (Xia et al., 2008).

En la posicién 74 los aislados virulentos comparten los residuos L o F, aunque
también es observada en la cepa OH del serotipo 2. La sustitucion 74F fue
designada como un indicador de virulencia al observar que este residuo sufrio una
mutacion tras un proceso de atenuacion en células CEF 74H  (Wang et al.,
2007), resultado que corroboraria el presente estudio. El residuo 74L se observa
en la cepa UK661 y se observa también en algunas de nuestros aislados IBDV/vv.
Se sabe que VP5 estd asociada a funciones de propagacion viral, dentro de la
cual se ve involucrado el extremo C-terminal de la proteina. Este region C-
terminal contiene el dominio policationico (cargado positivamente) que le permite
interaccionar con la membrana plasmatica [132-133 (KR), 136,137,138 (KRR),
142-143 (RK)] y cambios en estas posiciones podrian afectar la unién con la
membrana plasmatica (Mendez et al., 2015). En el linaje IBDV/vv observamos que
este residuo muta a 133W disminuyendo la carga positiva de esta region y
probablemente disminuyendo la capacidad de union a los aniénes lipidicos de la
superficie de la membrana plasmatica (Mendez et al., 2015). Adicionalmente en
algunas de esos aislados se observa la mutacion 134N (también observada en la

cepa IBDV/vv BD3/99) y 135D ubicadas entre dos los factores (KR y KRR) que en
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teoria no afectaria la carga electropositiva de la region C-terminal, pero no se
conoce exactamente como estos cambios podrian afectar la funcién de la proteina

viral.

Al analizar la proteina VP2, no hallamos mayor diferencia que la encontrada
analizando el fragmento de 160 aminoacidos en el que inicialmente nos basamos
para la eleccidon de los aislados a estudiar, pues el andlisis de 512 residuos
aminoacidicos muestran distancias similares en la filogenia. No obstante, esta
proteina permite una mejor segregacion en el arbol filogenético frente a las otras
proteinas analizadas y, por lo tanto, nuestros resultados corroboran que el analisis
de la secuencia de la RHV de la VP2 sigue siendo un buen método para el

diagnéstico y clasificaciéon de los aislados circulantes.

Los aminoacidos implicados en virulencia 253Q, 279D y 284A se observan en los
aislados del linaje IBDV/w. En los aislados [IBDV/Spain/05/20 vy
IBDV/Spain/02/GUMO05 clasificados como atenuados encontramos 253Q-N vy
284A respectivamente. Estas sustituciones también son observadas en el linaje
IBDV/vv, la cepa clasica 52/70 y también se han reportado en la cepa 002/73 (no
incluida en el estudio) la cual no causa mortalidad, (Rudd et al., 2002). Esto ha
sido comentado por otros autores como la evidencia de que la virulencia no esta
determinada Unicamente por los denominados "marcadores” y que existen otros

residuos que podrian colaborar en la determinacion de virulencia.

El heptapéptido rico en serina (SWSASGS) se observé conservado en el linaje
IBD/vv y en uno de los dos aislados atenuados del estudio se muestra mutado
S—R como se describe en la mayoria de virus atenuados y no patogenos (Cao et
al., 1998; Heine et al., 1991). Sin embargo, en la cepa IBDV/Spain/02/GUMO05 que
mantiene 330S como en las cepas clasicas Lukert, Cu-1wt, 52/70 y en la cepa
vacunal 228E. Por otro lado, el residuo 299S ha sido descrito como un indicador
de virulencia, sin embargo, en el 50% de los aislados IBDV/vv del estudio aparece
N como sustitucion residuo que se observa ampliamente en cepas clasicas, cepas
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vacunales y la cepa Variante E y que en nuestro primer estudio lo describimos
como un cambio adaptativo propio de diversificacion local. El residuo 451L que es
un residuo propuesto como indicador de virulencia se mantiene constante entre el
linaje IBDV/vv el cual difiere del resto de los aislados incluidos en el estudio
(4511). Solo uno de los aislados del linaje atenuado IBD/Spain/05/20 muestra este
altimo residuo. No se han efectuado estudios de mutagénesis directa sobre este

residuo para confirmar su implicacion en virulencia.

El alineamiento multiple de la proteina VP4 exhibio 2 sustituciones ubicadas en
los motivos serino-proteasa Ill (644-661) y IV (697-705) (Birghan et al., 2000),
651S y 701F respectivamente. La primera similar a la observada en la cepa
europea UK661 por lo que quizas este residuo no afecte la actividad de la enzima
y la segunda es un residuo Unico observado en la cepa IBD/Spain/02/GUMO05, que
no ha sido descrito antes. Por otro lado se observd en los aislados del linaje
IBDV/vv residuos propuestos por algunos autores como marcadores de virulencia

680Y y 685N (Kong et al., 2004).

Adicionalmente encontramos 2 residuos mutados en todos los aislados del linaje
IBD/vv: 715S y 751D, el primero ubicado justo después del IV motivo proteasay el
segundo ubicado muy cerca de la region de union de VP4 y VP3. Aunque ambas
podrian influenciar la actividad proteasa, se ha comprobado que el residuo 751D
altera la forma tridimensional de la proteina y modifica el sitio de unién VP4-VP3
(Rudd et al., 2002), lo cual apoya la teoria de que el fenotipo muy virulento es

multifactorial.

Los pocos cambios observados en VP3 990A, 1004M y 1005A se ubican el
primero en sitio de unién de la proteina y los dos ultimos en la region C-terminal y
la cual se cree cumple un rol en la reduccion de la patogenicidad (Boot et al.,
2002; Tacken et al., 2003). 990A no es un residuo conservado entre los aislados
del linaje IBD/vv (990A-V). Sin embargo, estad presente en todas las cepas
atenuados, clasicas, variante E y OH incluyendo las cepas vacunales, excepto en
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D78, lo cual indicaria que no influye en virulencia. El residuo 1005A se conserva
en todas los aislados IBDV/vv excepto en el aislado IBDV/Spain/07/MP (1005V) y
ya fue descrito previamente por Kong y col, 2004 como un posible determinante
de virulencia (Kong et al., 2004). En esta proteina observamos un evento
recombinante en una cepa clasificada como muy virulenta. Un fragmento de 638
nucleétidos proveniente de una cepa vacunal intermedia es reconocido en la
region C-terminal de la misma. Dos residuos aminoacidicos se deduce que son
provenientes de la cepa vacunal 922Q y 990A. Trabajos recientes con cepas
asiaticas han descrito este tipo de evento dentro del segmento A implicando a
VP2, una recombinacion a este nivel originé un virus con una clasificacion distinta
de esta proteina frente al segmento A completo (He et al., 2016). Este es el primer
caso de virus recombinantes que encontramos en Espafia, quizas limitado por el
hecho de que el diagndstico y la mayoria de los estudios se basa unicamente en
la secuenciacion de una regién del segmento A considerada la mas apropiada

para tal fin.

Basado en la construccion de virus reassortants se ha demostrado que
efectivamente VP1 esta implicada en la eficiencia de replicacion y transcripcion
viral (Spies et al., 1987; von Einem et al., 2004), e induce dafio bursal y aumento
de la virulencia in vivo (Liu and Vakharia, 2004). La filogenia y el analisis de
divergencia demuestran que VP1 se mantiene altamente conservada en los
aislados del estudio, aunque con algunas diferencias. De las 17 mutaciones de

IBDV/vv frente a aislados atenuados sélo 10 fueron exclusivas del linaje IBD/vv.

La topologia obtenida a partir de la secuencia de VP1 muestra que las secuencias
de nucledtidos y aminoacidos deducidos se reanen en un clado junto a otros virus
IBDV/vww ya descritos, lejos de los aislados atenuados, cepas clasicas, cepa
variante E y cepa OH del serotipo 2. Estas distancia esta definida principalmente
por los residuos, ubicadas en la region N-terminal (611, 145T, 147N) reconocido

como sitio de autoguanililacion; 5 ubicadas en la region central (242E, 287A,
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390M, 393D, 562P) fuera de los motivos esenciales para la actividad de la enzima
y 2 ubicadas en la region C-terminal (687P, 695R) (Garriga et al., 2007; Pan et al.,
2007) posiblemente tengan que ver con el incremento de la misma y, en

consecuencia, con la virulencia.

Adicionalmente, realizamos una reconstruccion filogenética basada en un
fragmento de 430 nucledtidos previamente publicado que podria ser empleado en
el diagnéstico de aislados IBDV/vv (Alfonso-Morales et al., 2015). Este fragmento
denominado "marcador B” ubicado en posicion 110-252, entre la region N-terminal
y el dominio central de la polimerasa, se observo conservado entre los aislados
IBDV/vww con algunas mutaciones que no influyeron en la reconstruccion
filogenética diferenciando claramente los linajes muy virulento y atenuado, tal y
como lo describe Alfonso-Morales y col (2015). Dicho segmento contiene los
residuos 145T, 147N, 242E que previamente indicamos son observados

Unicamente en los aislados IBDV/vv de nuestro estudio.

Una observacion en el analisis del segmento B es que una cepa, a pesar de
localizarse dentro del clado IBDV/vww se encuentra desagregada del total del
grupo, mostrando una distancia genética menor respecto a los aislados
atenuados. Esa localizacion puede sugerir un evento de recombinacién entre
aislados IBDV/vv y aislados atenuados, aunque el analisis de RDP no lo detecta,
quizad porque no estén incluidas en la filogenia los aislados parentales. Esta
suposicion nos muestra la necesidad de aumentar el nimero de secuencias

completas ya que ya que se puede enmascarar eventos de recombinacion.
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La Bursitis infecciosa hoy en dia sigue siendo una enfermedad de suma
importancia en la industria avicola, pese a los grandes avances conseguidos para
el control de la enfermedad. Sin embargo, en estos ultimos afios se han venido
detectando variaciones en los virus que quizas contribuyan a evadir la respuesta
inmune (Jackwood, 2012).

Con este antecedente, en el presente trabajo valoramos el comportamiento
epidemioldgico basado en el analisis filogenético de IBDV de los virus detectados
en Espafa en los ultimos 15 afos. Inicialmente, con el propdsito de tener un
conocimiento mas exacto de la diversidad de los virus de IBDV circulantes en
nuestro pais, realizamos la caracterizacion de 967 aislados de IBDV procedentes
de diferentes regiones de Espafa y con el objetivo de caracterizar mejor algunos
de estos virus y de encontrar o corroborar los indicadores de virulencia ya
existentes realizamos la secuenciacion completa del genoma de 18 aislados
IBDV. Por otro lado, no se tenia conocimiento del origen de los linajes descritos
en Espafia, por lo cual se planted un estudio dirigido a valorar la emergencia y

dispersién de estos linajes en nuestro pais.

Los resultados, basados en la comparacion de la secuencia parcial del gen de la
VP2, indican que los virus muy virulentos responsables de los brotes agudos de
los aflos 90 y 2002 con su maximo exponente en 2007, permanecen circulando 15
afios después de la primera deteccion, aunque la deteccion de estos se ha
reducido en un 99% en el total de las muestras analizadas. Por el contrario, en el
devenir de los afios la deteccion de los virus clasicos atenuados con altas
similitudes a los virus vacunales se han venido incrementando hasta el punto que
supone mas del 80% de los virus diagnosticados por PCR y secuenciacion, por lo
que es muy probable que ésta sea la causa de la disminucion de los casos

agudos.

Filogenéticamente, cuando se tiene una elevada cantidad de secuencias

representativas de distintas localizaciones y colectadas en tiempos distintos para
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el andlisis comparativo, mas probabilidad de tener una filogenia mas exacta. Los
resultados de filogenia ademéas de mostrarnos la clasificacibn genética que

normalmente se describe en Espafia, nos mostré dos nuevas agrupaciones.

Si bien los virus muy virulentos diagnosticados en Espafia siempre han
presentado esa huella genética caracteristica de este linaje se han encontrado
variaciones en su secuencia que provocan la diversidad del linaje y la aparicion de
aislados IBDV/vv atipicos, con mutaciones que afectan directamente el patrén de
aminoacidos involucrados con la antigenicidad como son residuos 249K y

254G—S observados en la cepa Delaware E, (Jackwood et al., 2006) y 321A—V
observado en los aislados con variacién antigénica comprobada (Eterradossi et
al., 1998; Vakharia et al., 1994). Aunque estos virus conforman un porcentaje bajo
del total de virus analizados, nos deja ver una posible forma de escape a los
anticuerpos neutralizantes. Por otro lado, algunos de los aislados clasificados
como clasicos atenuados detectados en muestras de campo que exponen sus
residuos tipicos 253H, 279N, 284T y 330R/K (Cao et al., 1998; van Loon et al.,
2002), al parecer son descendientes de diversos virus vacunales. Lo que llamé
nuestra atencion es que algunos de estos aislados muestran algunos residuos
implicados en virulencia: 253Q y 284A (Rudd et al., 2002), que nos lleva a
entender que posiblemente se traten de virus que han revertido a la virulencia.
Estas variaciones multiples no solo afectan a los linajes ya definidos, sino que dan
origen a grupos filogenéticos nuevos como el linaje IBD/Sp-var. Este linaje es muy
particular pues en él encontramos residuos que determinan atenuacién, otros que
determinan virulencia y ademas tiene algunas caracteristicas propias como los
residuos 222S (observada en aislados de atenuacion intermedia y en un aislado
que es considerado una variante europea), 254N y 328K. Tan solo considerando
el residuo 222S podria verse afectado el perfil antigénico de los aislados
(Jackwood and Sommer-Wagner, 2011). Todo ello de alguna forma se ve

reflejado en el estudio de patogénesis llevado a cabo con una cepa de este nuevo
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linaje donde se observdé un comportamiento distinto al causado por IBDV/w y
similar al de las cepas variantes americanas (Dolz et al., 2011). Varios de estos
virus datan del afio 2002, lo cual nos dice que son virus que siempre han estado
presentes, aunque quizds como no presentan una sintomatologia clinica clara, no
se sospecha de que estén provocando infeccion y por ende no se detectan

frecuentemente en el laboratorio.

Otro nuevo grupo en la filogenia del estudio fue el de los aislados espafioles
incluidos con cepas clasicas atenuadas australianas, asociadas basicamente al
virus V877, un virus clasico australiano utilizado en vacunas comerciales cuyo uso
esta dirigido para el control de IBDV muy virulento y probablemente se haya

implementado como parte del programa vacunal de broilers en el pais.

La reconstruccion filogeografica nos ayudé a entender el origen de los linajes que
circulan en el pais y como se han distribuido en el tiempo. La inferencia bayesiana
nos mostré un resultado similar al que obtuvimos analizando Unicamente la RHV
en cuanto a distribucién de aislados en genotipos. Los aislados de origen espafiol,
tanto los obtenidos de GenBank como los obtenidos de estudios propios, se
clasifican en tres linajes: linaje atenuado, linaje muy virulento y un nuevo linaje
Sp-var. El analisis tMRCA nos confirma por un lado que la aparicion de del linaje
IBDV/vwv se corresponde con la emergencia mundial en los afios 80 (Alfonso-
Morales et al., 2013) y que éstas se dispersaron en los afios 90 en Espafa, de
una forma independiente. El analisis filogeografico nos indica que,
contradictoriamente hasta lo que hoy se suponia, estos aislados no provienen de
los Paises Bajos sino que tienen su origen en Iran, al igual que lo sucedido en
otras paises europeos (Alfonso-Morales et al., 2013), sospechando asi de las
aves migratorias que circulan en la ruta aérea del Mar negro y el Mar
mediterraneo como posible via de expansién desde Iran. Aungue se sabe que las
aves salvajes pueden portar el virus (Jeon et al., 2008), lamentablemente esto no

es comprobable en nuestra region debido a los pocos estudio realizados en esta
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direccion. Dentro de Espafia posiblemente la difusion de estos aislados se haya

realizado también a través de aves salvajes y de las rutas comerciales de aves.

En el tiempo, la dispersion del linaje IBDV/vv se ve controlada con la aplicacion de
vacunas comerciales de virulencia intermedia la cual favorecio la divergencia
genética del linaje IBD/Cl-at, pero a su vez provoco la aparicion del nuevo linaje
IBD/Sp-var. El origen de este linaje estuvo definido por la adaptacion y
divergencia de las mismas como posible via de escape del virus, definiendo asi
gue los residuos involucrados en esta adaptacién se encuentran en las posiciones
251, ubicado en el Pog, y 273, la hoja Br, que estan asociados a la respuesta

inmune y virulencia del virus, respectivamente (Coulibaly et al., 2005).

Toda esta informaciéon basada en VP2, nos indic6 que posiblemente otras
regiones del virus también se vean afectadas por estos cambios de adaptacion
que se generan para la subsistencia del virus. Aunque ha sido muy referenciado
que VP2 esta implicada en estas variaciones de antigenicidad y virulencia,
muchos estudios han determinado que esta Ultima también involucra a otras
proteinas (Boot et al., 2000; Kong et al., 2004; Nouen et al., 2012). La
caracterizacion completa del genoma y su comparacion con cepas referentes nos
ha proporcionado informacion para corroborar que existen sustituciones en otras
proteinas de IBDV/wv y que se pueden entender como indicadores de virulencia,
aunque es necesario su comprobacion a través de otras técnicas como la

mutagénesis directa.

La obtencién de las secuencias completas de 16 aislados del linaje IBD/vv y 2
aislados atenuados provenientes de muestras de campo con diferentes origenes
nos permitio realizar una caracterizacion gendémica exhaustiva y ampliar los
estudios filogenéticos. Los virus analizados mostraron poca divergencia en los
segmentos A y B de ambos subtipos frente a sus congéneres. La filogenia

obtenida a partir de la poliproteina mostré6 una mejor disgregacion de los linajes,
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ya que se observaron claramente diferenciados los linajes clasico, atenuado y
muy virulento. La filogenia inferida a partir del segmento B nos revel6 dos grupos
diferenciandolos en un clado los aislados IBDV/vv y otro conteniendo al resto de
los virus en donde se incluye la cepa variante E, cepas atenuadas y de virulencia
intermedia. ademas de las la cepa apatdgena OH la cual no se puede considerar
como outgrup en el segmento B porque esta muy relacionada con el resto de los

virus.

El analisis individual de las proteinas del segmento A, nos arroja resultados mas
concisos. En primer lugar, todas las proteinas (VP5, VP2, VP4, VP3) muestran ser
similares a sus congéneres con poca divergencia entre ellas, excepto en una cepa
IBDV/Spain/06/38 que, aunque pertenece al linaje IBD/vv, se observa claramente
separada del grupo. Hon y col en 2008 reportaron una situacion similar, pues la
secuencia y filogenia del segmento A completo que analizaban no se
correspondia con los resultados del andlisis de RHV del mismo virus (Hon et al.,
2008). Esto demostrd en ese estudio que se trataba de un caso de recombinacion
homologa natural de una RHV de un virus vacunal y un restante segmento A de
IBDV/vwv. En nuestro caso la secuenciacion del segmento completo y el analisis
individual de las proteinas nos llevo a ver que existian incongruencias del analisis
general del segmento A y el andlisis particular de la proteina VP3 de este virus en
particular. El analisis arrojé consistentemente que esta cepa se trataba de un virus
recombinante que tenia como ascendencia mayor un virus IBD/vwv y que esos 638
nucleétidos incorporados tenian como ascendencia menor la cepa vacunal GM97.
Si bien eventos recombinantes han sido descritos en RHV, esta es la primera vez
que se describe recombinacion en la proteina VP3, que, si bien no participa en la

interaccion antigeno anticuerpo, esta implicada con la VP1 en replicacion viral.

El alineamiento de secuencias ha permitido identificar cambios para los que se ha
descrito que pueden estar implicados en virulencia. Se describen 11 sustituciones

conservadas entre los aislados del linaje IBD/vv y los aislados del linaje atenuado,
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dos de ellas en VP5, 45R y 133W. Este Gltimo quizas sea el mas importante
debido a que se encuentra en el dominio que le permite interaccionar con la
membrana plasmatica (Méndez 2015). A diferencia de otros estudios (Kong et al.,
2004; Lojkic et al., 2008) en los que se describe al residuo 74F como un residuo
conservado, no podemos afirmar esto ya que 2 de nuestros aislados IBDV/vv no

lo poseen.

Al analizar el gen de la proteina VP2 completo, no hallamos mayor diferencia que
la encontrada analizando el fragmento de 150 aminoacidos de la RHV. Ademas,
de los 4 residuos ya descritos como marcadores de virulencia 222A, 2561, 2941 y
330S (Boot et al., 2000; Brandt et al., 2001) se observé otro residuo conservado
entre las cepa muy virulentas: 451I. A diferencia de otros estudios en los que se
indica que la mutacion 299S seria un indicador de virulencia (Cao et al., 1998;
Heine et al., 1991), en nuestro caso no es conservada ya que observamos la
sustitucion 299N en un numero elevado de secuencias clasificadas como muy
virulentas. Por otro lado, el hallazgo de cambios en los residuos 253Q y 284A que
estan implicados en virulencia y adaptacion celular fueron observados en aislados
clasificados como atenuados, lo que soportaria la teoria de que la virulencia no
reside Unicamente en los llamados marcadores de virulencia de RHV (Jackwood
and Sommer-Wagner, 2007). Los residuos en las proteinas VP4 (680Y) y VP3
(715S, 751D) han sido descritos previamente como posibles marcadores del linaje
IBD/vv (Kong et al., 2004). Estos residuos ubicados cerca del sitio activo de VP4 y
de la zona de unidon VP4-VP3 respectivamente podria mejorar la actividad
proteolitica de VP4, lo que podria mejorar el procesamiento de las proteina virales

(Lejal et al., 2000).

El analisis de VP1 nos deja reflejado que se trata de una proteina altamente
conservada entre los distintos linajes y que existe una diferencia entre los virus
patégenos y poco patdgenos. Ello queda demostrado con la filogenia en donde se

ve que solo dos clados reunen al total de los virus. Por un lado, el clado de las
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cepas muy virulentas y por otro el clado que agrupa a los virus clasicos,
atenuados, variante E y la cepa del serotipo 2 empleada en el estudio. De nuestro
estudio podemos extraer que solo 10 residuos se mantienen conservados en el
linaje IBDV/vv 611, 145T, 147N, 242E, 287A, 390M, 393D, 562P, 687P, 695R. En
nuestro caso el residuo 611 se mantiene entre las cepas muy virulentas y difiere
de los virus apatégenos 61V, no asi el residuo 146D, descrito como parte de un
triplete involucrado en virulencia (Gao et al., 2014; Lojkic et al., 2008), que

también es observado en una de las cepas atenuadas del estudio.

Todos estos hallazgos nos advierten que el uso de RHV para la clasificacion de
los aislados nos proporciona informacién parcial, por lo que se hace necesaria la
secuenciacion de los segmentos completos para clasificar filogenéticamente las

cepas de IBD.

Por otro lado realizamos la busqueda de posibles virus reassortants originados de
forma natural (He et al., 2016; He et al., 2014). El analisis conjunto del segmento
A y B no detectd este tipo de eventos, sin embargo, no descartamos que pueda

ocurrir si aumentamos el nimero de cepas analizadas en el estudio.

Algunos de los resultados y conclusiones de esta tesis podrian ser mas
consistentes si se dispusiera de un mayor nimero de secuencias completas de
IBDV en las bases de datos. Por ello una de las aportaciones de este trabajo fue
la obtencion del genoma completo de 18 virus detectados en Espafia, que

aumenta la informacién de secuencia disponible para IBDV.
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El andlisis filogenético basado en la secuencia de la proteina estructural VP2,
revela que los genotipos de IBDV que han circulado en Espafia en un espacio
de tiempo de 15 afos, desde 2000 hasta 2015 han sido cuatro: muy virulento,
clasico atenuado, clasico atenuado australiano y un nuevo linaje denominado

Sp-var.

El linaje muy virulento de IBDV que protagonizé su maxima expresion en
volumen de casos registrados hacia el afio 2009, es aparentemente
controlado por el uso de cepas clasicas atenuadas como virus vacunales,
disminuyendo el nimero de casos positivos detectados mediante RT-PCR
hasta un 99% e incrementando considerablemente la deteccién de cepas de

tipo vacunal en muestras de campo.

El estudio filogeografico ha permitido identificar el origen de las cepas IBDV/vv
espafolas en Iran, las cuales se diseminaron probablemente a través de rutas
de aves migratorias o bien mediante rutas comerciales terrestres, y no como
hasta ahora se asumia, que dicho linaje provenia de los Paises Bajos, sino

gue en ambas localizaciones se desarrollaron como eventos paralelos.

El linaje divergente Sp-var se origind a mediados de los 90 por la adaptacion
de cepas clasicas atenuadas, las cuales tuvieron una distribucion en el tiempo
y en espacio limitada y estuvo determinada por dos residuos aminoacidicos

253y 279.

Se han obtenido por primera vez secuencias completas de IBDV espafiolas
gue aumentan la informacién disponible para este virus. Su analisis ha
permitido detectar un evento de recombinacion en la VP3, lo que indica que el
estudio de los segmentos A y B es ineludible para la caracterizacion mas
estrecha de las cepas ya que incrementa la posibilidad de ver la evolucion y

observar cambios que se puedan asociar a la virulencia o patogenicidad.
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528 h 'Cepa clésica (Winterfield 2512) | -
529 i ICepa clasica (Winterfield 2512) | 30
530 j |Cepa cldsica (Winterfield 2512) I 34
531 k |Cepa cldsica (Winterfield 2512) [} 34
532 | ICepa clésica (Winterfield 2512) | 33
| _ s _ _ m _ _ _Cepadsica(Winterfield212) _ | _ 43_ _
534 n ICepa cldsica (Winterfield 2512) | 43
535 [) TCepa cldsica (Winterfield 2512) | 47
___ s _ _p_ _ _ jepadisics (Winterfield2s12)_ | _ 45 _ |
537 q |CEPA ATENUADA | 40
538 r |Cepa clésica (Winterfield 2512) ! 42
| s3] s |CEPAPOCO ATENUADA T s
L _ _5:10:: o _t _ _ _lCepa cﬁsica_(W_int_erflelEZElzz : T _ :39_ :
541 u ICepa clasica (Winterfield 2512) i 42
542 v ICEPA POCO ATENUADA | 32
~_sa3) _ w_ __ cePAPOCO ATENUADA | 36
544 B T cepa dlésica (Winterfield 2512) | 26
545 v \Cepa clasica (Winterfield 2512) | 29
546 !

z Cepa cldsica (Winterfield 2512) 28

547 a |Cepa clasica (Winterfield 2512)
548 b ICepa clasica (Winterfield 2512) :_ -
| “sa9) __ _c _ _ _Icepaclasica(Winterfield2512) _ | _ 39
550 d ICepa cldsica (Winterfield 2512) | 26
551 e Teepa dasica (Winterfield 2512) | 33
___ s _ £ _ _ _ ,Cepaclasica (Winterfield2s12)_ | _ _ - _ _
___ 5% _ _ &_ _ _ \Cepacldsica(Winterfield2512) ! 35
554 h |Cepa cldsica (Winterfield 2512) I -
| _ _ _SsS| _ _ _i_ _ _ _ICepadldsica (Winterfield 2512) _ 1‘: R
| _ _ _SS6| _ _ _J_ _ _ _ICEPAPOCOATENUADA _ _ _ _ b 26
557 ICepa clasica (Winterfield 2512) i 28
558 | | CEPA POCO ATENUADA | 31
5% _ _ _m_ TCe_pa_cIa'Eic_a (XViEte_rfield 2512) | 31
560 n Cepa cldsica (Winterfi;d_251_2)_ _I B _3_8 T
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Capitulo Ill: Anexos

[ _ _seal o _ _ _iCepadisica (Winterfield2s1) [ 32
[ 2 Tsel __ p __ iCepadisicaWinterield2512) _ | _ 35 _
563 q ICEPA ATENUADA 43
564 r ICepa clasica (Winterfield 2512) 43
565 s TCEPA POCO ATENUADA 46
___oseel _ _x_ _ _ [CEPAATENUADA | _ —
sl u_ _ _ |Cepadisica(Winterfield2s12) | a0 _ |
568 v |\Cepa cldsica (Winterfield 2512) 33
569 w |Cepa cldsica (Winterfield 2512) 31
570 X ICepa clasica (Winterfield 2512) 34
| sy _ _ v _ _ _'Cepadiasica(Winterfield2512) _ | _ 31 _
572 z ICepa clasica (Winterfield 2512) 29
573 a TCepa clasica (Winterfield 2512) 28
574 b TCepa clasica (Winterfield 2512) 37
575 c TCepa cldsica (Winterfield 2512) 30
sl 4 \Cepadasica Winterfield2512) | 33 _
| _ sl _ e _ _ _iCepadisica Winterfield2512) _ [ _ 30 _
578 f ICepa clasica (Winterfield 2512) r 35
579 g ICepa cldsica (Winterfield 2512) 35
580 h ICepa cldsica (Winterfield 2512) ??
___ 8 _ _ _ i _ _ _ |Cepacdsica Winterfield2s12)_ ) 31 _ |
_ sl _ _j_ " _ [cepadasica Winterfield2s12)_ | _ _35 _ |
583 Cepa clésica (Winterfield 2512) 35
584 | Cepa clésica (Winterfield 2512) 32
585 m |Cepa cldsica (Winterfield 2512) 27
| _ _ S8, _ _ _n_ _ _ _ICEPAATENUADA _ _ _ _ _ _ _ 33 _
| _ _ 587 _ _ _o _ _ _lcepaatENumDA _ _ _ _ _ _ 33
588 p ICepa clasica (Winterfield 2512) 33
589 q TCepa clasica (Winterfield 2512) 28
590 r ,Cepa cldsica (Winterfield 2512) 28
___ ol _ _ s _ _ _ icepacldsica Winterfield2s12)_ | _ _28 _ |
592 t |Cepa cldsica (Winterfield 2512) 32
593 u |Cepa clasica (Winterfield 2512) 28
594 v ICepa cldsica (Winterfield 2512) 39
595 w | CEPA POCO ATENUADA 30
596 X ICepa cldsica (Winterfield 2512) 42
o _ 591 _ _ _ y_ _ _ Cepaclisica(Winterfield2512)_ | 31 _ _
598 z ,Cepa cldsica (Winterfield 2512) 41-44
599 a TCepa clasica (Winterfield 2512) 37
600 b |Cepa cldsica (Winterfield 2512) 35
| _ _621'_ _ _ _¢ _ _ _lCepaclésica (Winterfield 2512) _ L _ 35
| _ _622'_ _ _ _d _ _ _lcepaclasica (Winterfield 2512) _ - 31
| e _ _ e _ _ _lcepadasica(Winterfield2512) _ | _ 44_
604 f ICepa clasica (Winterfield 2512) 45
605 g TCEPA ATENUADA 37
___ 808l _ _ _ h_ _ _ JCePAATENGADA_ _ _ _ _ _ |__ 37 _
___ sl _ _ _ i _ _ _ jCepaclasica (Winterfield2512)_ | _ _28 _ |
608 j |Cepa cldsica (Winterfield 2512) 38
609,_ k |Cepa clasica (Winterfield 2512) [ 36
610 | ICepa cldsica (Winterfield 2512) 41
611 m ICepa cldsica (Winterfield 2512) 42
612 n ICepa cldsica (Winterfield 2512) 36
B3] _ _ o _ _ CEPAATENUADA_ _ _ _ _ _ | _ _ a_ |
614 p ,Cepa clasica (Winterfield 2512) 35
615 q TCepa clasica (Winterfield 2512)
616 r |Cepa clasica (Winterfield 2512) 29
| _ _ _617_ _ _ _s_ _ _ _iCepaclsica(Winterfield2512) _ _ 3
____6_18::___t____|c_epﬁc|_ _________ _ 33
619 u ICepa clésica (Winterfield 2512) 33
620 v ICepa clasica (Winterfield 2512) -
621 W Cepa clasica (Winterfield 2512) -
___ 2l _ _ _ x_ _ _ Cepadasica(Winterfield2512)_ | _ _38 _ |
___eml__ _y_ _ _jceeAmtENVADA_ _ _ 1 _ 8 _ |
624 z |Cepa clasica (Winterfield 2512) 39-38
625 a |CEPA ATENUADA 40
626 b ICepa clasica (Winterfield 2512) 34
| _ _6£7|_ ___c _ _ _|gep£ cldsica (Winterfield 2512) L 37
628 d ICepa cldsica (Winterfield 2512) 35
629 e TCepa clasica (Winterfield 2512) 40
630 f TCepa clasica (Winterfield 2512) 37
631 g TCepa clasica (Winterfield 2512) 28
| __ _e2l _ _ _h _ _ _|Cepadisica(Winterfield2512) _ | _ 29 _
| _ _6§3|— _ _ _i_ _ _ _ICepaclésica (Winterfield 2512) I . S
634 j ICepa cldsica (Winterfield 2512) 41
635 k ICepa cldsica (Winterfield 2512) 46
636 | ICepa clasica (Winterfield 2512) 30
___ 7 _ _ _m_ _ _ cepacsica (Winterfield2512)_ | _ _ - _ |
___ &8 _ _ _n_ _ _ Cepaclsica(Winterfield2s12)_ | _ _ - _ |
639 o \Cepa clasica (Winterfield 2512) -
640 p |Cepa clasica (Winterfield 2512) 32
641 q |CEPA ATENUADA 18
| _ _6&2’_ _ _ _r_ _ _ _lcepaclasica (Winterfield 2512) _ _ 15
643 s |Cepa cldsica (Winterfield 2512) 36
EDAD/PROMEDIO 35,28
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