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Anexo |

Desarrollo de la aplicacion web

La infraestructura de la aplicacion se basa en un modelo Cliente - Servidor, el cual
consta de 3 partes fundamentales:

e Un servidor web

e Clientes que acceden a la informacion alojada en el servidor (a través de
navegadores, o browsers)

e Conexion entre el cliente y el servidor

En este modelo de tres capas, los navegadores solicitan informacion al servidor via el
protocolo HTTP; el servidor provee los archivos solicitados, los cuales son desplegados
por el navegador (cliente) y permiten la interaccion del usuario final con los datos.

Actualmente, una de las arquitecturas mas utilizadas para el desarrollo de aplicaciones
es un modelo basado en 3 capas:

1. Capa de presentacion
2. Capa de ldgica
3. Capa de datos

Estrictamente, el sitio web desarrollado consta de dos aplicaciones:

Cliente

Esta es la aplicacion de front-end que renderiza las vistas en HTML (capa de
presentacidn) y es la encargada de la interaccidn con el usuario. Estad implementada en
AngularJS (“Angular]S,” 2016), toma librerias de Bootstrap (“Bootstrap,” n.d.) y utiliza
el servidor ExpressJS (“ExpressJS,” n.d.) de NodeJS (“NodeJS,” n.d.). Para el disefio y
desarrollo de esta aplicacion se utilizo el IDE Atom (“Atom Editor,” n.d.)

AngularJS es una plataforma de uso libre y gratuito basado puramente en Javascript,
desarrollado en 2009 y mantenido actualmente por Google. Propone una estructura
fuertemente orientada al patron de disefio conocido como Model-View-Controller; su
principal cometido es la separacion de la presentacion, la I6gica de la aplicacion, y el
manejo del modelo de datos en capas bien definidas y poco acopladas. Este patron de
disefio permite trabajar de forma mas limpia, y poder mantener y modificar un
componente particular del sistema sin afectar el resto, o con un impacto minimo. En este

sentido, mientras se mantenga una estructura acorde a esta filosofia, se puede afiadir el



analisis de nuevos tipos de virus sin demasiados cambios. Una caracteristica importante
de AngularJS es que su disefio permite la vinculacion de los datos de la aplicacion con
la presentacion de una manera muy sencilla, a través de directivas propias de AngularJS
que extienden las etiquetas convencionales de HTML. AngularJS es compatible con los
navegadores mas utilizados en la industria; el manejo del codigo Javascript esta
disefiado para adaptarse automaticamente a los navegadores actuales, ya sea Mozilla
Firefox, Google Chrome, Edge, etc.

La estructura resultante se concentra dentro de un directorio app, junto con otros
directorios accesorios que alojan librerias necesarias para el funcionamiento del servidor
de NodeJS, mas archivos de configuracion con especificaciones sobre el arranque de la
aplicacion, puertos, variables, etcétera. Estd desarrollada utilizando los lenguajes de
programacion Javascript, HTML y CSS.

Dentro de app tenemos una estructura bastante simple, tomada de lo que se conoce
como un seed de AngularJS, con los siguientes directorios:

e css: cascade style sheets; archivos de descripcion de la presentacion de las vistas
(archivos HTML). Permiten darles estética a las vistas, y determinan como se
renderizan estos archivos

e imgs: imagenes que utiliza el sitio (fondos, logos, filogenias estaticas, etcétera)

e lib: librerias utilizadas por AngularJS

e recursos: archivos json con informacion estatica, utilizados para cargar
informacion de manera sencilla

e views: vistas (paginas en HTML)

e js: tal vez el directorio mas importante. Contiene la estructura propiamente dicha
de la aplicacion cliente, siguiendo la filosofia de AngularJS. Dentro de esta
carpeta tenemos los controllers, factories, services, y directives, mas el archivo
de configuracion app.js. Los controllers son archivos que se encargan de
manejar la l6gica del modelo. Tipicamente, tenemos un archivo para cada vista.
El modelo de datos es llevado al cliente por medio de las factories, con lo que
tenemos un patron de disefio conocido como Model-View-Controller. En app.js
se declara el mddulo principal de toda la aplicacion, y se determina qué

controlador maneja qué vista, y las rutas de cada vista. Se importan algunas de



las librerias utilizadas, como ser la encargada de manejar los archivos con las

secuencias subidas mediante el formulario principal.

Servidor

La capa de ldgica del sistema corre del lado del servidor, y estd desarrollada
enteramente en python, mediante el uso del paquete bioinformatico Biopython (Cock et
al., 2009). Python es un lenguaje con las caracteristicas apropiadas para el tipo de
aplicacion que nos ocupa. Es un lenguaje conciso, de facil interpretacion,
multiparadigma (permite la programacion orientada a objetos, asi como la programacion
procedural) y multiplataforma. Tornado es un mini-framework liviano desarrollado en
python, con la capacidad de funcionar asincronicamente, compatible con la herramienta
de front-end propuesta. Dado que el principal cometido de la aplicacion involucra el
manejo de informacién bioldgica, una de las opciones que aparecen como posibles
soluciones es el paquete de aplicaciones Biopython, de libre uso y con una amplia gama
de mddulos para la implementacién de programas bioinformaticos. Biopython es un
paquete de desarrollo open-source, con una licencia muy poco restrictiva, y cuenta con
una gran comunidad de desarrolladores que aportan nuevas implementaciones y
conforman un recurso valioso en cuanto a la transferencia de conocimiento. Este
paquete cuenta con madulos que permiten el manejo de secuencias de &cidos nucleicos,
el alineamiento de las mismas, la inferencia y la visualizacién de arboles filogenéticos,
la conexion con bases de datos, y la manipulacién de informacién de secuencias

proteicas, entre muchas otras herramientas.

El proyecto estd conformado por paquetes (similares a directorios), los cuales agrupan
maodulos (archivos .py con diversas funcionalidades). Asi, tenemos paquetes encargados
del manejo de secuencias, alineamientos, filogenias, y anélisis de marcadores. Por otro
lado, se agrupan modulos con funcionalidades utilitarias: manejo de constantes, errores,
validaciones, limpieza de archivos, y funciones utilizadas por el resto de los paquetes.
Por ultimo, se tiene un paquete con mddulos encargados de recibir y derivar las

peticiones del cliente.

El servidor y framework donde corren estos programas es Tornado (“Tornado,” 2016).

El desarrollo de esta aplicacion fue hecho sobre el IDE Eclipse (“Eclipse IDE,” n.d.).



Hosting

El sistema en su conjunto esta levantado y accesible en internet de forma permanente
(las 24 horas) mediante dos servicios: supervisor mantiene AngularJS corriendo y se
inicia automaticamente ante eventuales apagones de la maquina, y pm2, encargado de
levantar y monitorear Tornado. Se accede al sitio desde internet mediante un servidor

HTTP denominado nginx (“Nginx,” n.d.).

Se configuraron repositorios donde se aloja el codigo fuente (www.bitbucket.org,
(“Bitbucket,” n.d.) y se utiliza el sistema de versionado git (https://git-scm.com/,
(“Github,” n.d.)) para trabajar de forma limpia y ordenada en ambientes de desarrollo y

produccion.

Todos los componentes del sistema se encuentran completamente alojados en un

servidor virtual Linux de la Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica.

Estructura bioinformatica
La aplicacion servidor gira en torno a Tornado, por lo tanto, esta estructura contiene y

se asocia con los paquetes y mddulos encargados de procesar los analisis
bioinforméticos. A continuacién, una breve explicacién de cémo estdn empaquetadas

las diferentes funcionalidades del sistema.

Modulo de secuencias
Se encarga de tomar los datos recibidos desde el cliente, y transformarlos en objetos

SeqSecord de Biopython. Realiza algunas validaciones propias de una secuencia de
nucleotidos, y ejecuta ciertas restricciones con el objetivo de estandarizar el método de
andlisis y la interpretacion de los resultados: deben ser secuencias de ADN; se aceptan
solamente secuencias en formato FASTA; se restringe la longitud de las secuencias
ingresadas. De estas restricciones, probablemente la mas importante sea la de controlar
el largo minimo que deben tener las secuencias ingresadas para ser consideradas
validas. En el caso de utilizar secuencias significativamente méas largas que nuestro
alineamiento de referencia, los programas de MSA y de inferencia filogenética se
encargan de quitar informacién sobrante. Por otro lado, se apoya en el médulo utilitario

para validaciones mas generales.



Modulo de alineamientos
Este modulo tiene funciones para trabajar con objetos de tipo AlignlO.Alignement, y

maneja los wrappers para los programas de alineamiento madltiple, como

ClustalOmegaCommandLine, o MuscleCommandLine.

Modulo de inferencias filogenéticas

Aqui tenemos todo el manejo de los algoritmos de inferencia filogenética; funciones
que reciben alineamientos y devuelven estructuras en formato Newick que representan
las relaciones filogenéticas, accesibles por programas de visualizacion de arboles. Se
relaciona con otros mddulos utilitarios, necesarios para realizar conversiones de
formato, por ejemplo, de FASTA a PHYLIP (Unico formato considerado valido para el

programa de inferencia filogenética PhyML).

Modulo de visualizacion de arboles
Se encarga de procesar arboles en formato Newick, y devuelve imagenes con

determinado formato, resaltando la secuencia problema. Utiliza la libreria ete2 de la
plataforma ETE ToolKit.

Modulo de analisis de marcadores moleculares
En este modulo se ubica todo el manejo correspondiente a la obtencion de los

aminoacidos presentes en la secuencia problema, y su posterior andlisis. Consiste en
pequerios scripts que se ocupan de recorrer secuencias de ADN, traducirlas, ubicarlas en
los marcos de lectura correctos, y calcular similitudes con respecto a la configuracion de

marcadores presentes en cada linaje de las cepas de Gumboro.
Algoritmos utilizados para el analisis filogenético de una secuencia problema

Para IBDV, utilizamos PhyML. Se debe convertir el alineamiento en formato FASTA, a
un formato aceptado por PhyML (PHYLIP). Se utiliza el wrapper de biopython, con los

siguientes parametros:

datatype = "nt"
modelo_sust = "GTR"
bootstrap = "-4"
params_opt = "Ir"
alpha ="e"

"nn

prop_invar="e



Para IBV, se utiliza el wrapper para FastTree, con los siguientes pardmetros:

nt = "True"

gtr = "True"”
gamma = "True"
cat=4
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Resumen

La enfermedad de Gumboro y la Bronquitis Infecciosa son dos patologias virales
altamente contagiosas que afectan la industria avicola, generando grandes pérdidas
econdmicas a nivel mundial. Ambos virus contienen genomas de ARN, lo cual ha
facilitado su diversificacién genética, existiendo hoy en dia variantes virales que
difieren en su manifestacién clinica y composicion antigénica. La correcta
identificacion de la variante viral circulante en un determinado lugar es fundamental
para el control de estos virus. La aproximaciéon mas comUnmente utilizada para lograr
esa identificacion es a través de la caracterizacion genética, ya sea mediante analisis
filogenéticos y/o la identificacion de marcadores moleculares aminoacidicos. Sin
embargo, aln hoy existen ciertas discrepancias en cuanto a la caracterizacion genética
de algunas cepas, principalmente por la falta de uniformidad en cuanto a variables como
la region gendmica utilizada, las cepas de referencia utilizadas e incluso el método
empleado para obtener las relaciones filogenéticas. Teniendo esta problemética en
consideracion, en el presente trabajo se disefié una aplicacion web que permite realizar
de forma répida, sencilla y de fécil interpretacion, la caracterizacion genética de una
muestra viral problema. La aplicacién incorpora todo el conocimiento previo generado
en cuanto a la caracterizacion genética de ambos virus y propone e implementa
herramientas de clasificacion que consisten en analisis filogenéticos y/o la identificacion
de marcadores moleculares aminoacidicos. Para el desarrollo de esta aplicacién, en una
primera instancia se realiz6 un detallado andlisis de las secuencias disponibles de ambos
virus, procurando incluir variantes virales de todos los linajes/genotipos existentes en
cada caso. Una vez obtenida una adecuada base de datos de secuencias virales y
habiendo optimizado los andlisis filogenéticos y de marcadores moleculares
aminoacidicos, se procedio con la adaptacion de esa informacidn para su utilizacion en
una aplicacién web a través de herramientas bioinformaticas de libre acceso. Como
resultado, se presenta la aplicacion web http://gevolutiva.fcien.edu.uy/. Ademas de
brindar informacion acerca de la clasificacion de las variantes virales analizadas, esta
aplicacion web pretende nuclear y difundir el conocimiento adquirido en torno a los
virus causantes de estas enfermedades, ofreciendo links de interés, publicaciones
recientes, proyectos de investigacién en marcha e incluso un formulario de contacto

donde presentar dudas y/o sugerencias.



Introduccién y antecedentes

Industria avicola

El consumo de carne de ave ha ido aumentando progresivamente en los Gltimos afios,
local y mundialmente. En Uruguay, existe un marcado incremento en la produccion y
consumo de carne de ave. En el periodo 2010-2015 el consumo de carne por habitante
por afio se incrementd un 49,9 %, pasando de 20,4 a 30,5 kg/hab/afio (DIEA, 2016).
Esta misma tendencia ocurre a nivel global desde hace afios. De acuerdo a proyecciones
publicadas recientemente, la produccién mundial de carne de ave crecera en el periodo
2016-2025 un 19,01 %, transformandose en el tipo de carne mas producida y consumida
en el mundo (OECD/FAO, 2016).

El liderazgo en el comercio mundial alcanzado por la industria avicola se debe
esencialmente a la creciente demanda de sus productos y a su impulso productivo. El
desarrollo y la transferencia de tecnologias de produccién, faena y elaboracién, han
mejorado la inocuidad y eficiencia de los productos avicolas, satisfaciendo las
exigencias de la demanda, y en consecuencia, estimulando la formacién de unidades

productivas a gran escala.

El aspecto sanitario es uno de los factores de mayor impacto en la avicultura ya que
incide en los pardmetros zootécnicos y puede convertirse en un fundamento de
restricciones comerciales en el mercado internacional. La Enfermedad Infecciosa de la
Bursa, 0 Gumboro, y la Bronquitis Infecciosa, se destacan como dos de las principales y
mas relevantes patologias virales que afectan hoy en dia a esta industria. Para controlar
a estos agentes patdgenos es imprescindible conocer qué variantes virales estan
presentes en cada region en particular, para asi aplicar estrategias de control especificas,

y por ende, mas eficientes.



Virus de Gumboro

Enfermedad

La enfermedad de Gumboro es una patologia que afecta el sistema inmune de las aves
(Hirai, Funakoshi, Nakai, & Shimakura, 1981). Se encuentra distribuida mundialmente
y esta fuertemente asociada con la cria comercial de aves, tanto en lineas de produccion
de carne como de huevos. Tiene la particularidad de restringirse Unicamente a aves
jovenes, de entre 2 y 6 semanas de edad, debido a que el principal érgano afectado
(bursa de Fabricius) se atrofia de forma natural en aves de mayor edad (Eterradossi &
Saif NM, 2008). Las aves afectadas pueden cursar desde una enfermedad subclinica
leve hasta una enfermedad grave, con altas tasas de mortalidad. Esto depende de varios
factores, entre los que se destaca la cepa viral involucrada y el estado inmune de las

aves.

Estructura y genoma

El virus de Gumboro o de la Enfermedad Infecciosa de la Bursa (IBDV, por sus siglas
en inglés) pertenece a la familia Birnaviridae, género Avibirnavirus. Es un virus no
envuelto, con una céapside icosaédrica de aproximadamente 60 nm de didmetro (Figura
1).

Figura 1 — Representacion esquematica de una particula viral de IBDV.



Como el nombre de su familia lo indica, es un virus de ARN doble hebra,
bisegmentado; el segmento A (3,3 Kb) contiene dos marcos de lectura abiertos: uno
codifica la proteina no estructural VPS5, y el otro, solapado con el anterior, codifica una
poliproteina que se procesa para generar la proteina de capside VP2, la nucleoproteina
VP3 y la proteasa viral VP4 (Figura 2). El segmento B (2,9 Kb) codifica la ARN

polimerasa dependiente de ARN, denominada VP1.

VP2 es el principal componente de la capside viral. Es la proteina encargada de
interactuar con los receptores celulares para mediar el ingreso del virus a la célula, y es
también importante en la respuesta inmune del hospedero ya que contiene los
principales determinantes antigénicos de la respuesta inmune humoral (Delgui,
Gonzalez, & Rodriguez, 2009; Fahey, Erny, & Crooks, 1989).

5’—_ 3

Segmento A 3200 pb
Proteina no estructural
| VP2 | W | VP4 | | VP3 \
Proteina de capside Proteasa Ribonucleoproteina
Segmento B

e Y 2900 pb

| VP1 |

ARN palimerasa

Figura 2 - Esquema representando los dos segmentos del genoma de IBDV y sus productos proteicos.

Clasificacion

En cuanto a la clasificacién viral, se han caracterizado dos serotipos, 1 y 2, estando
solamente el 1 asociado a virus patogénicos (Ismail, Saif, & Moorhead, 1988; McFerran
et al., 1980). Aunque existen criterios patogénicos, antigénicos y genéticos para la
clasificacion, hay una clara tendencia hacia el uso de estos Gltimos, por ser técnicas mas
rapidas, sensibles y faciles de estandarizar. El método mas robusto y empleado para la
caracterizacion genética de IBDV es el andlisis filogenético de la regidn hipervariable

del gen de la proteina VP2. A través de este tipo de analisis es posible agrupar todas las



variantes virales existentes en cinco cepas o linajes: cepas clasicas virulentas (cviBDV),
cepas variantes (valBDV), cepas hipervirulentas (vwIBDV), cepas vacunales atenuadas,
también llamadas clasicas atenuadas (atIBDV) y cepas divergentes o distinct (dIBDV)
(Hernandez et al., 2015). Practicamente todas las cepas tienen distribucion mundial, a
excepcion de las valBDV que se encuentran casi exclusivamente en algunos paises de
América. Paralelamente, existen marcadores moleculares nucleotidicos y aminoacidicos
que permiten clasificar las cepas. Los marcadores moleculares nucleotidicos se han
usado para desarrollar métodos de clasificacion basados en RT-PCR/RFLP y PCR en
tiempo real (Hernandez et al., 2011; Tomas et al., 2012). Estos métodos tienen la
ventaja de ser rapidos, pero no dejan de ser métodos de clasificacion indirectos, los
cuales presentan limitaciones con respecto a la cantidad de informacion que se puede
obtener a partir de ellos. Los marcadores moleculares aminoacidicos, por otro lado,
permiten obtener informacion adicional luego de la clasificacion filogenética. Por
ejemplo, hay evidencias fuertes que asocian a determinados marcadores con la
atenuacién y capacidad de infectar cultivos celulares, y con la disminucién de
patogenicidad in vivo (Noor et al., 2014; Van Loon, De Haas, & Mundt, 2002). Otros
marcadores se asocian con cambios a nivel antigénico, a través de ensayos que miden la
capacidad de un virus para unirse a distintos paneles de anticuerpos monoclonales
(Eterradossi et al., 1999; Letzel et al., 2007). Por ultimo, algunos marcadores se han
asociado con un tipo especifico de cepa y suelen ser analizados en conjunto con la
filogenia para la clasificacion viral (Herndndez et al., 2015; Rudd, Heine, Sapats,
Parede, & Ignjatovic, 2002; Xia, Wang, Huang, & Zhang, 2008).

Herramientas de control

El control de este virus se realiza a través de la aplicacién de estrictos manejos
biosanitarios y de la vacunacién. Hay diversos tipos de vacunas, siendo las mas
utilizadas aquellas desarrolladas a partir de virus vivos atenuados y vacunas inactivadas,
pero existiendo también vacunas recombinantes y vacunas de complejo antigeno-
anticuerpo (Muller, Mundt, Eterradossi, & Islam, 2012). La estrategia mas utilizada para
generar una proteccion continua en las aves implica la hiperinmunizacion de las aves
reproductoras, las cuales transfieren al huevo y al pollito una determinada cantidad de
anticuerpos maternos (inmunidad pasiva), y la posterior aplicacion de vacunas en campo
para perpetuar la proteccion una vez que los anticuerpos maternos son metabolizados

por los pollitos (inmunidad activa). Las vacunas a virus vivos atenuados son



desarrolladas a partir de cepas cvIBDV, atIBDV, valBDV, y en menor medida,
wIBDV. No existen hasta el dia de hoy vacunas desarrolladas a partir de cepas dIBDV,
probablemente debido a lo reciente de su descripcion (Hernandez et al., 2015). Si bien
hay vacunas desarrolladas a partir de cuatro cepas diferentes, desde un punto de vista
antigénico existen dos grandes grupos o protectotipos: por un lado, las cepas valBDV, y
por el otro lado, las cepas cvIBDV, atIBDV, y wIBDV. El término protectotipo,
originalmente empleado en el virus de la Bronquitis Infecciosa pero aplicable también a
IBDV, define grupos de cepas o variantes que muestran un nivel adecuado de
proteccion cruzada (de Wit et al., 2011). Adn no se ha determinado a qué protectotipo
pertenecen las cepas dIBDV. A partir del diagndstico y clasificacion de IBDV se
pueden realizar planes de control efectivos, aplicando las vacunas mas adecuadas y
tomando las medidas biosanitarias acorde.

Virus de la Bronquitis Infecciosa

Enfermedad

La Bronquitis Infecciosa es una enfermedad respiratoria que afecta aves de corral de
todas las edades, aunque se ha visto que es mas grave en aves de hasta dos semanas de
edad (Crinion, Ball, & Hofstad, 1971; Muneer, Newman, Halvorson, Sivanandan, &
Coon, 1987). Las aves afectadas presentan signos clinicos respiratorios tales como tos,
estornudos, exudados nasales y oculares, estridor y disnea (Schalk & Hawn, 1931). En
aves ponedoras produce problemas de baja de postura, ademas de provocar el descenso
en la calidad de los huevos, tanto de la cascara como de la yema y albdmina (Crinion et
al., 1971). También se han reportado casos de aves enfermas con problemas renales y
aumento de mortalidad, principalmente en aves jovenes (Winterfield & Hitchner, 1962).
Al igual que en IBDV, la gravedad de esta enfermedad depende principalmente de la

cepa viral involucrada asi como del estado inmunitario de las aves afectadas.

Estructura y genoma
El virus de la Bronquitis Infecciosa (IBV) pertenece al género Gammacoronavirus de la

familia Coronaviridae. Es un virus pleomorfico (80-120 nm), envuelto por una bicapa
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Figura 3- Representacion esquematica de una particula viral de IBV.

P

Membrana Lipidica

lipidica con proyecciones superficiales denominadas espiculas (Berry, Cruickshank,
Chu, & Wells, 1964) (Figura 3). Posee un genoma de ARN simple hebra, de polaridad
positiva, no segmentado, con aproximadamente 27,6 Kb de longitud (Figura 4). Este
genoma codifica cuatro proteinas estructurales: una glicoproteina de superficie (S), una
glicoproteina de membrana (M), una proteina de envoltura (E) y una proteina de
nucleocapside (N) (Stern & Sefton, 1982). También codifica para al menos 19 proteinas
no estructurales, entre las que se encuentra la ARN polimerasa, involucradas en la
replicacion y la transcripcion de los genes virales. La proteina S es particularmente
importante, ya que es la mayor inductora de anticuerpos neutralizantes y la responsable
de la union del virus y de su entrada a las células huésped (Lai & Cavanagh, 1997). Esta
proteina, ubicada en la superficie de la envoltura viral, es clivada post-

traduccionalmente formando las subunidades S1y S2.

Gen1l Gen2 Gen5S

a
5V 5 3UYR‘ 3
1a Gen4 Genb

1b

Figura 4 - Representacion esquematica del genoma de IBV. El gen 2 codifica para la glicoproteina de
superficie S.
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Clasificacion

De forma analoga a lo que ocurre con IBDV, existen varios criterios para clasificar IBV,

siendo la caracterizacion genética la méas utilizada actualmente. La porcion S1 es

especialmente divergente, ya que contiene tres regiones hipervariables (Liu et al., 2009).

Por lo tanto, el analisis de la region del gen S1 (parcial o completa) suele utilizarse para

clasificar a IBV. Recientemente, en un intento por lograr una clasificacion robusta y

estandar para las cepas circulantes de 1BV, Valastro et al. (2016) hicieron una busqueda

exhaustiva de secuencias completas del gen de S1 y realizaron un analisis profundo de

las relaciones filogenéticas entre estas secuencias, resultando en una clasificacion

armoniosa y estable, con una nomenclatura unificada y simple de utilizar. Dicha

clasificacion propone la existencia de 32 linajes agrupados en 6 genotipos (Tabla 1), y

fue rapidamente aceptada por la comunidad cientifica especializada en la tematica
(Brandao et al., 2016; Marandino et al., 2017; Zanaty et al., 2016).

Tabla 1 — Cepas de IBV prototipo de cada linaje, con su periodo de circulacion.

Linaje P.erl'odo.(,ie Cepa prototipo
circulacién N° de acceso en
Nombre Pais de origen | Fecha de colecta GenBank
Gl-1 1937-2013 Beaudette EEUU 1937 M95169
Gl-2 1954-2006 Holte EEUU 1954 GU393336
GI-3 1960-2006 Gray EEUU 1960 114069
Gl-4 1962-1998 Holte EEUU 1962 L18988
GI-5 1962-2012 N1/62 Australia 1962 U29522
Gl-6 1962-2010 VicS Australia 1962 U29519
GI-7 1964-2012 TP/64 Taiwan 1964 AY606320
Gl-8 1965-1967 L165 EEUU 1965 1Q964061
GI-9 1973-2011 ARK99 EEUU 1973 M99482
GI-10 1970s-2000s B Nueva Zelanda 1970s AF151954
GI-11 1975-2009 UFMG/G Brasil 1975 JX182775
Gl-12 1978-2006 D3896 Paises Bajos 1978 X52084
GI-13 1983-2013 Moroccan-G/83 Marruecos 1983 EU914938
Gl-14 1984-2006 B1648 Bélgica 1984 X87238
Gl-15 1986-2008 B4 Corea 1986 F1807932
Gl-16 1986-2011 120 28/26 Italia 1986 KJ941019
GI-17 1988-1999 CA/Machado/88 EEUU 1988 AF419315
GI-18 1993-1999 Jp8127 Japdn 1993 AY296744
GI-19 1993-2012 58HeN-93lI| China 1993 KC577395
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GI-20 1996-1999 Qu_mv Canada 1996 AF349621
Gl-21 1997-2005 Spain/97/314 Espafia 1997 DQ064806
Gl-22 1997-2011 40GDGZ-97| China 1997 KC577382
GI-23 1998-2012 Variant 2 Israel 1998 AF093796
Gl-24 1998-2013 V13 India 1998 KF757447
Gl-25 2004-2013 CA/1737/04 EEUU 2004 EU925393
Gl-26 2006-2007 NGA/B401/2006 Nigeria 2006 FN182243
GI-27 2008-2013 GA08 EEUU 2008 GU301925
GlI-1 1979-1984 D1466 Paises Bajos 1979 M21971

GllI-1 1988-2008 N1/88 Australia 1988 U29450

GIV-1 1992-2003 DE/072/92 EEUU 1992 U77298

GV-1 2002-2008 N4/02 Australia 2002 DQ059618
GVI-1 2007-2012 TCO07-2 China 2007 GQ265948

Herramientas de control

Al igual que ocurre con IBDV, el control de este virus se sustenta en la implementacion
de buenos manejos biosanitarios y la aplicacién de vacunas, tanto a virus vivo atenuado
como inactivadas. Existen decenas de vacunas de serotipos diferentes a nivel mundial.
Esto se debe a la existencia de multiples variantes antigénicas circulando en todo el
mundo, las cuales no tienen buen nivel de proteccion cruzada, y por lo tanto es
necesario el desarrollo de nuevas vacunas cada vez que surge una variante antigénica.
En la mayoria de los paises sudamericanos, las Unicas vacunas autorizadas oficialmente
provienen de cepas del serotipo Massachusetts, como es el caso de Uruguay. A pesar de
que la vacunacidn es una practica que esta muy extendida y se realiza practicamente sin

excepciones, siguen reportandose casos de la enfermedad (Cavanagh, 2003).

Importancia y alcance de la genotipificacion en IBV e IBDV
La rapida deteccion y clasificacién de estos virus frente a un eventual brote resulta

fundamental, debido a que la aplicacion de tratamientos exitosos depende enormemente
de la correcta clasificacion de las cepas. En el caso del virus de Gumboro, las cepas
variantes deben ser controladas con vacunas hechas a partir de cepas homologas, ya que
la inmunizacion con cepas clasicas virulentas o clasicas atenuadas (vacunas mas
comunes) no otorga buena proteccion a las aves. Por otro lado, las cepas hipervirulentas
son capaces de romper tempranamente con la proteccion generada por la inmunidad

pasiva, por lo cual para su control se recomienda adelantar la aplicacion de vacunas en
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campo, eligiendo vacunas mas agresivas que las normalmente utilizadas.

En cuanto al virus de la Bronquitis Infecciosa, existen decenas de serotipos reportados,
los cuales muestran un grado variable de proteccion cruzada (de Wit et al., 2011). A su
vez, los serotipos de IBV tienen una alta correlacion con los genotipos formados tras
andlisis genéticos de la proteina de superficie S1, y por lo tanto se asume que dos
genotipos cercanamente emparentados probablemente tengan un grado de proteccion
cruzada mayor comparado con dos serotipos menos emparentados (Ladman, Loupos, &
Gelb, 2006).

Este nivel de correlacion entre genotipos/linajes y la proteccion vacunal observada en
ambos virus hace que la genotipificacion sea una herramienta de mucho valor no solo
para implementar estudios evolutivos y epidemioldgicos, sino también para obtener

informacion (til a la hora de tomar medidas de control (Berg, 2000; de Wit et al., 2011).

Genotipificacién correcta de IBV e IBDV
Del alcance que tiene la genotipificacion de estos virus se desprende la importancia de

contar con herramientas practicas y eficientes que permitan realizarla de manera sencilla
y mediante métodos estandarizados. Actualmente, la metodologia mas utilizada para
genoatipificar a los virus de Gumboro y Bronquitis Infecciosa es la amplificacién por
PCR, secuenciacién de regiones gendmicas informativas y su posterior analisis
filogenético (Bing et al., 2007; de Wit et al., 2011). Esta metodologia brinda la mayor
informacion posible en cuanto a la composicién nucleotidica de las secuencias
estudiadas, e implica la utilizacion de tecnologias de secuenciacién genémica y el uso
de herramientas bioinforméticas de edicién y analisis de secuencias. Estos Ultimos
analisis deben ser realizados siguiendo ciertos lineamientos y utilizando los programas y
algoritmos adecuados, ya que de lo contrario se corre el riesgo de clasificar
erréneamente una cepa. Consideraciones tales como qué cantidad y cudles secuencias
utilizar como referencia en los andlisis, qué tamafio y qué region gendémica es mas
adecuado analizar o qué algoritmo implementar para alinear y posteriormente
determinar las relaciones filogenéticas, son algunos de los principales puntos que deben

ser tenidos en cuenta.
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Hipdtesis

Las cepas circulantes de los virus de Gumboro y Bronquitis Infecciosa pueden ser

clasificadas de forma concisa a través de la caracterizacion genética utilizando

herramientas bioinformaticas implementadas mediante una aplicacion web de acceso

publico.

Objetivos

Objetivo general

Desarrollar una aplicacion web de acceso publico que permita a los usuarios, a partir del

ingreso de una secuencia de ADN, clasificar genéticamente a los virus de Gumboro y de

la Bronquitis Infecciosa.

Objetivos especificos

Generar, para cada virus, una base de datos con secuencias de referencia, a partir
de las cuales se puedan obtener filogenias que reconstruyan los linajes y/o
genotipos descritos hasta ahora.

Obtener informacion detallada acerca de los marcadores aminoacidicos descritos
hasta el momento, Utiles para clasificar y conocer caracteristicas patogénicas y
antigénicas del virus de Gumboro.

Programar y evaluar el funcionamiento de una serie de herramientas
bioinforméticas que permitan, a partir del ingreso de una secuencia problema del
virus de Gumboro o de la Bronquitis Infecciosa, clasificar a dicha secuencia a
través de una filogenia y brindar informacion acerca de los marcadores
aminoacidicos en el caso del virus de Gumboro.

Generar una aplicacion web que trabaje en base a los programas bioinformaticos
disefiados previamente, que sea de facil interpretacion y utilizacion, y que
permita a los usuarios obtener la clasificacion de un virus problema e

informacion adicional acerca del virus analizado.
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Metodologia

Estrategia

Para lograr los objetivos especificos planteados nos propusimos seguir la siguiente serie

de pasos:

Obtener las secuencias de referencia para cada virus.

Generar alineamientos de referencia que permitan reconstruir las relaciones

filogenéticas esperadas.

Relevar informacion sobre los marcadores moleculares de IBDV.

Estos pasos son los primeros que debieron realizarse, ya que son el insumo necesario

para el desarrollo y funcionamiento de la aplicacion. Pueden considerarse como

requerimientos imprescindibles y estaticos; sus resultados permanecen incambiados a lo

largo del uso de la aplicacion, y una vez almacenados no vuelven a modificarse.

El analisis de una secuencia problema implica los siguientes pasos:

Alinear una secuencia problema frente al alineamiento de referencia

correspondiente.

Inferir las relaciones filogenéticas entre la secuencia problema y las secuencias

de referencia.

Visualizar en pantalla el arbol filogenético resultante, resaltando la secuencia
problema.

Analizar la presencia o ausencia de determinados marcadores moleculares
aminoacidicos en la secuencia problema (solamente en el caso de IBDV), b/
presentar informacion que acompafie la clasificacion de la cepa problema en

base a estos resultados.

[Comentario [L1]: Esto en ambos virus ]
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Insumos previos al analisis de una secuencia problema

Obtencion de las secuencias de referencia

El set de secuencias utilizado para la clasificacion de las cepas de IBDV fue obtenido de
la base de datos del GenBank, especificamente aquellas correspondientes a la region
hipervariable del gen VP2. Se buscaron aquellas secuencias correspondientes a cepas de
referencia de cada uno de los linajes de IBDV. Las cepas de referencia fueron elegidas
en base al nivel de caracterizacién genética, antigénica y patogénica, considerando méas
adecuadas aquellas que hubieran sido analizadas en mayor profundidad en los tres

niveles.

En el caso de IBV, el alineamiento de referencia esta basado en las secuencias utilizadas
por Valastro et al. (Valastro et al., 2016). La regidn genémica utilizada en este caso es la
del gen de la proteina S1, cuyas secuencias fueron descargadas de la base de datos del
GenBank.

Generacion de alineamientos de referencia y reconstrucciones filogenéticas

A partir de las secuencias de referencia de cada virus se generaron alineamientos de
referencia utilizando el programa de alineamiento multiple MAFFT (Katoh, Misawa,
Kuma, & Miyata, 2002) con los parametros por defecto. Luego se determiné el modelo
evolutivo adecuado para cada alineamiento utilizando el programa jModelTest2
(Darriba, Taboada, Doallo, & Posada, 2012). Finalmente se realizaron las inferencias
filogenéticas utilizando el programa PhyML (Guindon et al., 2010), a través del sitio

web http://www.phylogeny.fr/ (Dereeper et al., 2008).

Relevamiento y analisis de marcadores moleculares aminoacidicos en IBDV

El andlisis de marcadores aminoacidicos en IBDV permite obtener informacion
adicional acerca de la secuencia analizada. Como ya se dijo mas arriba, existe evidencia
que asocia determinados marcadores aminoacidicos con cepas atenuadas o adaptadas a
cultivos celulares, o también con cepas que tienen cambios antigénicos. Ademas,
algunos marcadores fueron propuestos como tipicamente presentes en determinadas
cepas o linajes virales. Para investigar este tema, se realizd una busqueda bibliografica
exhaustiva de trabajos que propongan marcadores moleculares aminoacidicos en IBDV.
Luego se descargaron de la base de datos del GenBank la totalidad de las secuencias de
IBDV que contenian al menos la region hipervariable del gen VVP2. Las secuencias

fueron alineadas utilizando el programa MAFFT (Katoh et al., 2002), para luego
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realizar un analisis filogenético de méxima verosimilitud aproximada con el programa
FastTree (Price, Dehal, & Arkin, 2009). Todas las secuencias pertenecientes a un mismo
linaje segln el andlisis filogenético fueron agrupadas en un mismo alineamiento,
obteniendo asi cinco sets de secuencias, cada uno correspondiente a un linaje de IBDV.
Por Gltimo, se analizd la frecuencia de cada marcador aminoacidico propuesto para cada
uno de los linajes (Figura 5). De esta forma, se identificaron y seleccionaron aquellos

marcadores mas robustos para ser incluidos en el analisis de una secuencia problema.

Alineamiento (MAFFT)

GCTAGETAC TAGK

TATE GATGLARSEE

TC AT GC A T GAT TGCEA GA TAGGAT ACCACAGT TACCACAAGAT
GTARC GAT Ta

I GAT GO0 TEAGAT i TaCiGA

ovIBDV wIBDV atIBDV valBDV dIBDV

g . 222 A99% RB5% A75% L90% KB5%
Inferenciafilogenética (Fast Tree) 242 N99% WO3% AG3% A99% ATS%
253 T99% 0Q99% AD0% AD0% T40%
269 R99% G99% A99% AB8% T92%
272 Y99% H93% AB3% A09% L97%
279 C99% 199% A99% A99% GOB%
diBDY ST 280 FOO% LO9% AD9% AD9% RO5%
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Figura 5 - Esquema representando las etapas del analisis de marcadores moleculares aminoacidicos de
IBDV. Los datos son ilustrativos.

Analisis de una secuencia problema
Una vez obtenidos los insumos necesarios descritos previamente, quedan establecidas
las condiciones para analizar secuencias problema. El flujo del anélisis puede verse

esquematizado en la figura 6.
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ALINEAMIENTO
REFERENCIA
(MAFFT)

k

ALINEAMIENTO
EXTENDIDO
(CLUSTAL OMEGA)

SECUENCIA
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}

RELEVAMIENTO cvIBDV wiBDV atiBDV valBDV dIBDV
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253 T99% 099% A93% AS9% T49%
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Figura 6 - Esquema representando el flujo del anélisis de una secuencia problema.

Alineamiento frente al set de referencia

Los dos tipos de analisis disponibles en la aplicacion (anlisis filogenético y analisis de
marcadores moleculares aminoacidicos en el caso de IBDV), requieren que la secuencia
problema ingresada por el usuario sea alineada con el set de secuencias de referencia
correspondiente, previamente alineado. Para esto, se utilizo el programa de alineamiento
mualtiple Clustal Omega (Sievers et al., 2011), el cual permite considerar el alineamiento

como un perfil, manteniendo intactas las columnas del alineamiento original.

Clasificacion mediante andlisis filogenéticos

En el caso de IBDV, para reconstruir las relaciones filogenéticas entre una secuencia
problema y las secuencias del alineamiento de referencia se utilizo el programa PhyML
(Guindon et al., 2010), el cual emplea un algoritmo de maxima verosimilitud. El modelo
evolutivo para este set es el determinado previamente para el alineamiento de

referencia.

Por otro lado, en el caso de IBV, y con el objetivo de reducir costos computacionales, la
reconstruccién filogenética se realiz6 utilizando el programa FastTree (Price et al.,
2009). El modelo evolutivo utilizado fue el determinado previamente para el

alineamiento de referencia.
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Para computar los valores de soporte estadistico, se uso el test de Shimodira-Hasegawa

en ambos casos (Anisimova & Gascuel, 2006).

Visualizacion de arboles filogenéticos

Luego de realizada la inferencia filogenética, se utiliz6 una plataforma de andlisis y
visualizacion de arboles (filogenéticos en su aplicacién mas conocida, pero de proposito
general) basada en el lenguaje de programacién Python. Esta plataforma se denomina
ETE ToolKit (Huerta-Cepas, Serra, & Bork, 2016) y es también de libre acceso.

Andlisis de marcadores moleculares aminoacidicos

En cuanto a los pasos a seguir para el analisis de marcadores en una secuencia
problema, se considera el alineamiento de referencia extendido (esto es, con la adicion
de la nueva secuencia) y se procede a leer la secuencia problema en el marco de lectura
correcto. Luego, se traduce la secuencia, anotando los aminoacidos presentes en las
posiciones correspondientes a los marcadores moleculares aminoacidicos, a partir de los
cuales se brinda informacién de interés con respecto a la secuencia analizada.
Adicionalmente, se desarroll6 un algoritmo que pondera la presencia o ausencia de los
marcadores moleculares mas frecuentes, a partir del cual se puede establecer a qué cepa
o linaje es méas similar la secuencia analizada teniendo en cuenta Unicamente los
marcadores aminoacidicos que contiene. Para cada posicion analizada, se considera el
porcentaje de secuencias de cada linaje que presenta el aminoacido de la secuencia
problema; los linajes con alto porcentaje son mas valorados, y terminaran estableciendo

mayor semejanza con la secuencia analizada.

Desarrollo de la aplicacion web

Finalmente, se realizaron diagramas de flujo de la aplicaciéon a construir. Esta tarea
consistié en la investigacion y posterior implementacion de programas que reunieran las
herramientas previamente utilizadas, y su traslado a un ambiente web. De esta forma, se
desarrolld el cliente web (aplicacidn que corre sobre los navegadores de internet) y el
servidor web donde se ejecutan las herramientas bioinformaticas, testeadas previamente
en ambientes de escritorio. Las plataformas de disefio de aplicaciones, las herramientas

bioinformaticas, y los lenguajes de programacion utilizados, se detallan en el Anexo |I.
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Resultados

Insumos previos al anélisis de una secuencia problema

Alineamientos de referencia

En el caso de IBDV, se generd un alineamiento formado por 82 secuencias de 369
nucleotidos de longitud, correspondientes a la region hipervariable del gen VP2, entre la
posicién 794 y 1163 (numeracion en funcidn de la secuencia AF240686). En este
alineamiento se incluyeron entre 9 y 20 secuencias representantes de cada linaje, segun
se detalla a continuacién: 9 cviBDV, 13 atIBDV, 18 valBDV, 20 vwIBDV y 20 dIBDV
(Tabla 1, Anexo IlI). Las 82 secuencias se completaron incluyendo 2 secuencias

correspondientes a IBDVs del serotipo 2, las cuales funcionan como grupo externo.

En el caso de IBV, se gener6 un alineamiento con 99 secuencias completas del gen de la
proteina S1, con una longitud de 1758 nucledtidos. Cada genotipo esta representado por

entre 2 y 5 secuencias de referencia (Tabla 2, Anexo I1).

Ambos alineamientos de referencia se almacenaron en el sistema en formato FASTA,
como informacién de solo lectura; cada vez que en la aplicacion se solicitan analisis de
una nueva secuencia, se genera una copia de este archivo, y se le afiade la secuencia del

usuario.

Reconstrucciones filogenéticas

Para IBDV se lograron obtener los 5 linajes previamente establecidos, con altos valores
de apoyo estadistico en los nodos de cada linaje (Figura 7). Con respecto a IBV,
también se pudo recuperar la estructura filogenética propuesta por Valastro et al. , en la
que se tienen 32 linajes, agrupados en 6 genotipos, con valores de apoyo estadistico

igual 0 muy cercano a 1 en todos los nodos comunes a cada genotipo (Figura 8).
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o 08D214 South Korea GU646407 vvIBDV
nm; 89163 France Y14956 vvIBDV
— AR-A1 Argentina vwIBDV
o—D6948 The Netherlands AF240686 vvIBDV
e TASIK Indonesia AF322444 vwIBDV
—— K406/89 Egypt AF159218 wIBDV
849VB Belguim AJ878895 vwIBDV
OKYM Japan D49706 wvIBDV
Co2 05C36 Colombia DQ916186 vvIBDV
KS Israel L42284 vwwIBDV
UPM97/61 Malaysia AF247006 vwIBDV
Uy-1 Uruguay DQ297821 wIBDV
Saf1 01 SA1 South Africa DQ916219 wIBDV
KMRG-48 Tanzania AB368970 vvIBDV
EL2004-1/TR Turkey EF043078 wIBDV
JRMP13IR Iran DQ779963 vvIBDV
UKB61 UK X92760 vviBDV
0.75 — DominicanRepublic99DR4 Dominican Republic DQ916191 vwwIBDV
—N10 Nigeria AF159212 wIBDV
POR241-09 Portugal JF682317 wIBDV
Edgar USA A33255 cvIBDV
Irwin Moulthrop USA AY029166 cvIBDV
STC USA D00499 cviBDV
AR-C7 Argentina cvIBDV
B15 Brazil EU544162 cvIBDV
Ar2 05A24 DQ916165 cvIBDV
2512 USA AF279288 cviBDV
Cu-1wt Germany AF362747 cviIBDV
Faragher 52/70 UK Y14958 cvIBDV
CT France AJ310185 atIBDV
PBG-98 UK D00868 atlBDV
KT 1/99 India AJ427340 atiBDV
B87 China DQ202329 atlBDV
D78 USA AF499929 atIBDV
J1C7 Japan EF646853 atIBDV
UY-131D Uruguay atiBDV
UY-138D Uruguay atiBDV
UY-130D Uruguay atiBDV
B4 Brazil EU544151 atlBDV
UY-01/09 Uruguay atiBDV
Cevac-Gumbo-L EU544158 atlBDV
P98/05 Taiwan GQ985435 atiIBDV
0.81 EVeE 01 VENS Venezuela DQ916265 valBDV
Ve1 05VEN33 Venezuela DQ916275 valBDV
Spain01 S9 Spain DQY16239 valBDV
3212 USA AF091097 valBDV
L r USAO08MD24p USA GQ856674 valBDV
— GLS USA AY368653 valBDV
—— Co3 01 C9 Colombia DQ916184 valBDV
_{ Mexico04M84 Mexico DQ9Y16212 valBDV
— E/DEL USA X54858 valBDV
o0 BSE T1 USA AF281238 valBDV
0 Saf2 058A10 South Africa DQ916224 valBDV
ﬁ[ U-28 USA AF498635 valBDV
09D243 South Korea GU646410 valBDV
o— Bolivia05B61 Bolivia DQ916171 valBDV

0e - _:L BX China AF413070 valBDV

r A/DEL USA M64285 valBDV
GZ902 China AF006699 valBDV

EC-3 Ecuador AY 100319 valBDV
03-42857 Canada EF138979 dIBDV
05-32115-B9 Canada EF138985 dIBDV
A05-HL-144 South Korea HM241170 dIBDV
Co1 01 C5 Colombia DQ916182 dIBDV
P3 Hungary AF548656 dIBDV

P10 Hungary AF548653 dIBDV
UY-06/10 Uruguay dIBDV

Uy -42/07 Uruguay dIBDV

UY-07C Uruguay dIBDV

Uy-421101 Uruguay dIBDV

UY-171101 Uruguay dIBDV
Ar105A25 Argentina DQ916166 dIBDV
AR-C1 Argentina dIBDV

UY-221201 Uruguay dIBDV

UY-04/09 Uruguay dIBDV

78/GSz Poland AJ508761 dIBDV
80/GA Poland AJ508762 dIBDV
IBDVRF-8/96 Russia 297013 dIBDV
B8 Brazil EU544168 dIBDV

586 Puerto Rico AF305739 dIBDV
1 — OH Serotype 2 U30818*
L 23/82 Serotype 2 AF362773"

Figura 7 - Arbol filogenético de méxima verosimilitud de IBDV, implementado en el programa PhyML.
Se incluyen 82 secuencias de 369 nucledtidos de longitud, correspondientes a la region hipervariable del
gen VP2.
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AF093796 variant 2 GI1-23
KC533682 Eg/1265B/2012 GI-23
EU780077 15/1494/06 GI-23
KP780179 gammaCoV/Ck/ltaly/I12022/13 Italy 2013 GI-16
JX195177 ck/CH/LDL/971 China 1997 GI-16
KME58255 AR/11/BA/28 GI-16
KMB58245 UY/09/CA/01 GI-16
AJ441314 RF/01/02 GI-12
o84 — X04723 6/82 GI-12
— FN182276 NGA/295/2006 GI-12
1 FN182269 NGA/N544/2006 GI-26
[ 087 — FN430415 NGA/A116E7/2006 Nigeria 2006 GI-26
FN182243 NGA/B401/2006 GI-26
JX182777 UFMG/12.2 GI-11
KMB58244 AR/11/ER/33 GI-11
KMB58237 UY/11/CA/18 GI-11
DQ386105 Spain/04/5438 GI-21
AJ457137 Italy-02 GI-21
DQYO1377 1t/497/02 GI-21
—— KJ135013 IBVUKr27-11 Ukraine 2011 GI-13
l[ JX195176 ck/CH/LZJ/111113 China 2011 GI-13
KF377577 4/91 vaccine GI-13
KP036502 ck/CH/LHLJ/140906 China 2014 GI-13
FN182277 NGA/324/2006 Gl-14
KR231009 B1648 Belgium 1984 Gl-14
1 — AF349621 Qu mv GI-20
— AF349620 Qu16 GI-20
1— GQ504721.2 Arkansas Vaccine USA 1981 GI-9
GQ504720 Arkansas DPI USA 1981 GI-9
AY514485 Cal99 USA GI-9
L18988 Holte Gl-4
AY251816 GX2-98 51 Gl-4
KC577394 56GX-981 Gl-4
JQY64070 LY05 GI-8
JQ9Y64066 LE13 GI-8
JQ964071 L9119 GI-8
AF52086086 IA/10623/99 GI-3
GU393334 Gray USA 1960 GI-3
GU393338 JMK USA 1964 GI-3
DQO70840 SDW GI-2
| GU393336 Holte USA 1954 GI-2
L GU361608 lowatos GI-2
1 E KMB60631 GA/10231/2010 GI-27
GU301925 Georgia 08 GI-27
KME60635 GA/13384/2013 GI-27
uam[—AF305595 PA/Wolgemuth/98 GI-17
— AF510656 AL/6609/98 GI-17
— AF419315 CA/Machado/g88 GI-17
FJ807932 B4 GI-15
JQO77697 SNUBOE7 GI-15
AYZ257062 K281-01 GI-15
AY296745 JP8443 GI-18
00— KC577388 48SD-96VI GI-18
— AY296744 JPB127 GI-18
1 AF151960 T6 GI-10
{ — AF151959 K87 GI-10
AF151954 B S1 GI-10
KF931628 VicS-del Australia 2012 GI-6
— KF460437 VicS-v Australia 2011 GI-6
u29523 N2/75 GI-6
U29453 N3/62 GI-5
DQ490215 V2-02 spike GI-5
u29522 N1/62 GI-5
1 — KMB60636 GA/10216/2010 GI-25
o "'r‘{ — KP0O85597 GA/13485/2013 GI-25
EU637854 CK/CH/LSD/05] China GI-25
nyn[ HM245923 DY 07 China 2007 GI-19
! JF732903 Sczy3 China 2009 GI-19
JX840411 ¥YX10 China Oct-2010 GI1-19

DQ288927 SAIBK GI-22
! 088 JF893452 YN China 2005 GI-22
\[—‘

0.99

SLLT
097

L

o m[

083

nst

HQ850618 GX-YL9 China 2007 Gl-22
EU714029 SC021202 China 2002 GI-22
EUS526388 AZ China GI-22
DQB46405.2 TW2575/98 Taiwan GI-7
KP790143 CK/CH/LDL/140520 China 2014 GI-7
KT946798 CK/CH/GD/GZ14 China 2014 GI-7
o044 — KF757451 V25 Gl-24
— KF757447 V13 GI-24
KF809795 IBV470 Gl-24
KFB96629 Connecticut vaccine China 2013 GI-1
054 — NCO001451 Beaudette Gl-1
AYB851295 Mass 41 M41 GI-1
oee— EU817497 H52 China Gl-1
1 — FJ888351 H120 Netherlands 1960 GI-1
; KF663559 ck/CH/IBTZ/2012 China 2012 GVI
— KF668605 CK/CH/SD09/005 China 2009 GVI
1 JX897900 GX-NNO9032 China 2009 GVI
DQ490219 VE-92 Glil
uz29521 v18/91 i
u29450 N1/88 Gl
DQO059618 N4/02 GV
7'\[7 N5/03 51 GV
— DQO059620 N4/03 GV
1 [ M21968 strain V1397 Gl
—M21971 D1466 Gl

0.083

1 GU393332 Delaware 072 USA 1992 GIV
[ o8z AF274439 GA/5381/99 GIV
AF338719 GA/13055/00 GIV

Figura 8 - Arbol filogenético de méxima verosimilitud aproximada de 1BV, implementado en el
programa FastTree. Se incluyen 99 secuencias de IBV correspondientes al gen completo de la proteina
S1.
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Anélisis de marcadores moleculares

El andlisis de los marcadores moleculares de los linajes de IBDV involucré la
recoleccion de 2472 secuencias de la region hipervariable del gen VP2. Los andlisis
filogenéticos realizados permitieron determinar que del total de las secuencias, 1381
correspondieron a vvIBDV, 169 a cvIBDV, 192 a atIBDV, 604 a valBDV, y 126 a
dIBDV. En la Tabla 2 se muestra el analisis de los aminoécidos encontrados en cada

una de las 14 posiciones evaluadas segun el linaje.

La posicion 222 juega un papel importante en la antigenicidad, ya que cambios de
aminoacidos alteran la capacidad de union de diferentes anticuerpos monoclonales
(Eterradossi, Arnauld, Toquin, & Rivallan, 1998; Letzel et al., 2007). Una Alanina en
esta posicion es caracteristica de las cepas vvIBDV, una Treonina es caracteristica de
las cepas valBDV, una Prolina es compartida por las cepas cvIBDV y atIBDV, y una
Serina esta presente en las cepas dIBDV (Hernandez et al., 2015; Xia et al., 2008). La
presencia de los marcadores 1242, 1256 e 1294 es caracteristica de las cepas vvIBDV,
mientras que V242, V256 y L294 se encuentran en el resto de las cepas, con la
excepcién de las cviIBDV, quienes pueden tener tanto | como V en la posicion 242
(Rudd et al., 2002; Xia et al., 2008). Por otro lado, la presencia de T272, P289, 1/\V290 y
F296 es caracteristica de las cepas dIBDV, mientras que en el resto de las cepas se
encuentra 1272, L289, M290 e 1296 (Hernandez et al., 2015; Tomas et al., 2017). Las
cepas atIBDV presentan a H253, N279, T284 y R330 como marcadores fuertes,
mientras que las cepas valBDV se caracterizan por tener los marcadores K249 y S254
(Xia et al., 2008). La presencia de R249, H253, V256, N279 y T284 est4 asociada con
la capacidad de un virus para replicar en cultivos celulares, atenuacion y reduccién de
patogenicidad in vivo (Ben Abdeljelil et al., 2014; Noor et al., 2014; Van Loon et al.,
2002). En general, se cumple que para cualquier linaje, el aminoacido mayormente
representado en determinada posicion, aparece en al menos un 95 % de las secuencias
de dicho linaje; en menor grado se ven secuencias con aminoacidos que aparecen en

entre un 65 % y un 95 % de las secuencias analizadas.
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Tabla 2 - Resultado del analisis de marcadores moleculares aminoacidicos de IBDV. Se detalla para cada
posicion el tipo y cantidad de aminoacidos encontrados en funcion del linaje.

Very Virulent Classic Virulent
AA N % AA N
A 1327 96.1 P 122
5 28 202 L 16
232 ? n 08 5} il
T ] 072 T 2
Q 4 029
v 1 0.07
| 1373 99,42 v 125
242 v 7 051 | 2
M 1 0.07
Q 1357 9826 (e} B6
E 21 152 H 28
T 2 015 N 4
” A
249 K 1 007 Y 1
Q 1375 93,56 Q 159
H 4 029 H 10
253 L 2 015
G 1095 72,29 G 167
s 2n 1962 o] 2
D “ 10
234 R 1 0.07
| 137 99.29] v =0
v 6 0.43] A 33
256
4 0.29] I 5
T 1
| 1348 97.6] | 169
272 T 31 2.24]
v 2 0.15]
(3] 1335 %5 D 47
N 46 3.33] N 20
279 Y 1
H 1
A 1370 99.2] A 126
10 0.72) T 42
284
1 0.07 P 1
L 1380 90,93 L 169
289
p 1 0.07]
M 1372 ECES Y 168
v 4 0.29) v 1
290
| 3 0.22]
L 2 0.15]
[ 1337 9631 I a3
v 33 2.39) L 80
294
L 10 0.72]
T 1
[ 1378 99,78 | 167
T 1 oo F 1
296 F 1 0.07) v 1
34 1 0.07]
< 1375 9957 5 155
330 R 5 0.36} K 2
K 1 0.07] M 1

Estructura de la aplicacion web y ]caso de uso principall

La diagramacidn del flujo de trabajo de la aplicacion determind que se empleara una
serie de programas conectados entre si mediante una estructura informatica que permite
de forma sencilla subir una secuencia al servidor y obtener resultados sobre su analisis
en unos pocos segundos. Los componentes bioinformaticos utilizados a lo largo de la
implementacion web estan implementados en médulos dentro de paquetes escritos en

lenguaje Python, apoyados en la plataforma de herramientas bioinformaticas Biopython.
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posibles utilidades que tienen. El caso de
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andlisis de una sec. problema.




Una descripcion del resultado final de la estructura, y de como se relacionan los
moédulos dentro de los paquetes, puede leerse en el Anexo I, seccion Estructura

Bioinformatica.

El producto final de este trabajo consiste en una aplicacion web accesible desde internet,
a través de la url http://gevolutiva.fcien.edu.uy/. Basicamente, el flujo de su caso de uso

principal es como sigue:

1. La pantalla inicial de la web muestra varias pestafas, entre las cuales esta la
encargada del analisis de una secuencia problema. Se muestra un formulario,
donde se permite al usuario insertar un texto o subir un archivo, correspondiente
a la secuencia del virus que desea analizar, en formato FASTA (Figura 9). Se
selecciona el tipo de virus (IBDV o IBV).

2. Se realizan validaciones de secuencia y de formato.

Se envia la informacidn al servidor, donde se vuelven a realizar validaciones.

4. Se crea un valor numérico Unico que permitira identificar inequivocamente el
andlisis del usuario.

5. Se procede a correr un programa de alineamiento multiple de secuencias,
alineando la secuencia ingresada contra el alineamiento de referencia.

6. Se corre un algoritmo de inferencia filogenética, que dependera del tipo de virus
a analizar.

7. La salida del paso anterior es un archivo representando las relaciones
filogenéticas entre las secuencias, en formato Newick. Este archivo se utiliza
como input para la visualizacion del &rbol filogenético.

8. Finalizado el paso anterior, se realiza una serie de analisis comparativos de
marcadores aminoacidicos.

9. Se despliegan los resultados en la misma pantalla en la que se inicid el anélisis.
Estos resultados comprenden: informacion al respecto de la cepa segin haya
sido clasificada mediante analisis filogenéticos; una representacion visual del
arbol filogenético inferido, resaltando la secuencia problema; informacién
referida al andlisis de marcadores. Las figuras 10 a 17 muestran los resultados de
analizar secuencias obtenidas del GenBank: para IBDV corresponden a las
secuencias con nimero de acceso en AJ878638 y AF533673; para IBV, el
ndmero de acceso es AY851295.
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VirusAviares An

s Informa es Contacto

Cargar secuencias en formato FASTA

Virus de Gumboro: secuencia correspondiente a |a regién hipervariable de VP2. Largo minimo de 300 nucledtidos.

Virusde la itis i secuencia

iente a la region codil de S1. Largo mi de 1500 nucleétidos.

Seleccionar archivo LUEEHEFEETLITY

Eliminar archivos

Secuencia FASTA: También puede copiary pegar la secuencia aqui

Virus: Gumboro v

alizar

Figura 9 — Formulario de andlisis de la aplicacion.

RESULTADOS DEL ANALISIS

Infermaciéndelacepa | Filogenias  Marcadores

Ala fecha, se conocen 5 linajes de las cepas del virus de Gumboro. La cepa analizada se agrupa dentro del cluster de las Hipervirulentas.

Breve descripcién:

En este linaje se encuentran aquellas cepas que provocan los signos clinicos mas evidentes y altas tasas de mortalidad de entre 50-100%. Luego de su surgimiento afinales de los afos
198 i apit

0s por todos los conti u control se b Luso de vacunas “calientes” derivadas de cepas clasicas virulentas, existiendo también vacunas
desarrolladas a partir de propias cepas hipervirulentas, como la cepa vacunal mb derivada de la cepa de campo k.

Seccién Genética Evolutiva. Facultad de Ciencias. Universidad de la Responsable: Ruben Pérez
Replblica

Figura 10 — Seccién con informacion sobre la cepa analizada, correspondiente a la secuencia AJ878638
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Inferencia filogenética

406/89_FEgypt_AF159218_wvIBDV
9D214_South_Korea_GUG46407_wvIBDV
5548 _The_Netherlands_AF240686_wvIBDV
TASIK_Indonesia_AF322444 wwIBDV
9163_France_Y14956_wvIBDWV
D'!HE:‘;R—A:l_Argentina_wIBDV
49VB_Belguim_AJBTE895_wvIBDV
KYM_Japan_D49706_vvIBDV
2_05C36_Colombia_DQ916186_wvIBDV
S_lIsrael_L42284_wvIBDV
K661_UK_X92760_vvIBDV

o minicanRepublic99DR4_Dominican_Republic_ DQ%16191_wIBDV
= DA?E{:?D_NFQEria_AF159212_WIBD\-‘

RMP13IR_Iran_DQ779963_wwIBDV
L2004-1/TR_Turkey_EF043078_vvIBDV
afl_01_SAl_South_Africa_DQ916219_wvIBDV
MRG-48_Tanzania_AB368970_wvIBDV
PM97/61_Malaysia_AF247006_wwIBDV
w-1_Uruguay_DQ297821_wwIBDV
OR241-09_Portugal_JF682317_wvIBDV

ECUENCIA_PROBLEMAl

Cu-1wt_Germany_AF362747_cvIBDWV
Faragher_52/70_UK_Y14958_cvIBDV
Irwin_Moulthrop_USA_AYD29166_cvIBDV

STC_USA_DO0499_cvIBDV

AR-C7_Argentina_cvIBDV

B15_Brazil_EUS44162_cvIBDV
o.sm"__‘— Ar2_05A24_DQ916165_cvIBDV
Figura 11 - Seccion de los resultados luego del analisis filogenético, mostrando la secuencia problema
resaltada (AJ878638).

27



Se realizé un andlisis de los marcadores moleculares presentes en la secuencia problema, y los resultados fueron comparados con informacién obtenida de un andlisis exhaustivo de las
secuencias de Gumboro presentes en Genbank.

De esta forma, se intenta determinar la similitud de la cepa problema, tomando en cuenta el porcentaje de aparicion de ciertos marcadores aminoacidicos, en determinadas posiciones.
En particular, resultan interesantes las posiciones 253 y 284; los marcadores H253 y T284 han sido asociados con cepas atenuadas y/o adaptadas a cultivo celular, mientras que los
aminoécidos Q253 y A284 se asocian con las cepas de campo.

Resultados:

La cepa problema presenta mayor similitud con las Hipervirulentas

Marcadores aminoacidicos

Cepa/Po: 222 242 245 253 254 256 272 279 284 289 290 294 296 330
wIBDV A | v Q G 1 | D A L M 1 1 S
cvIBDV P Vi Q Q G v I D AT L M M 1 5]
atlBDV P v Q H G v | N T L M IfL 1 R
valBDV T v K Q S/N v I N A L M L 1 5
dIBDV S v Q Q N/D v T N A P | L P S
[ O N N X N O N X N A N O
Se indican los moleculares mas repi ivos de cada linaje, resaltando los aminodcidos presentes en la cepa problema, y las posiciones asociadas a cepas

atenuadas

Figura 12 — Se muestran los marcadores moleculares aminoacidicos presentes en cada cepa, indicando la
posicion correspondiente. Las posiciones 253 y 284 se resaltan para indicar posible asociacién con cepas

atenuadas. Analisis correspondiente a la secuencia AJ878638

RESULTADOS DEL ANALISIS

Informaciéndelacepa  Filogenias  Marcadores

Alafecha, se conocen 5 linajes de las cepas del virus de Gumboro. La cepa analizada se agrupa dentro del cluster de las Distinct.

Breve descripcién:

Este linaje esta formado por cepas que se caracterizan por ser subclinicas, generando atrofia e la bursa de Fabricius e 6n pero sin causar Las cepas mas
antiguas son europeas, pero existen aislados en Asia, Africay América. Los reportes mas recientes indican que hay una circulacién activa e estos virus principalmente en Argentina, Brasil,
Canaday Uruguay. Alin no se conoce la relacién antigénica de estos virus con el resto de los linajes.

Seccion Genética Evolutiva. Facultad de Ciencias. Universidad de la
Republica

Figura 13 — Seccién con informacion sobre la cepa analizada, correspondiente a la secuencia AF533673
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0.935 -

ﬂB;GSZ_Puland_MSDSTS 1_dIBDV
g 0/GA_Poland_AJ508762_dIBDV

¥-06/10_Uruguay_dIBDV

S USA AY3GEBE

i UY-42/07_Uruguay_dIBDV
UY-07C_Uruguay_dIBDW

T3 UY-421101_Uruguay_dIBDY

¥-171101_Uruguay_dIBDV

UY-221201_Uruguay_dIBDWV
UY-04/09_Uruguay_dIBDV
r1_05A25_Argentina_DQ916166_dIBDV

AR-C1_Argentina_dIBDV

=l

3_Hungary_AF548656_dIBDV
10_Hungary AFS48653 dIBDV

ﬂ3—4285?_Can ada EF138979 dIBDV
o885 5-32115-B9_Canada EF138985_dIBDV

——©Col_01_C5_Colombia_DQ916182_dIBDV

05-HL-144_South_Korea_HM241170_dIBDV
W|::5Ec:uEN-::LH\_P-RCIBLEMA|

———————QIBDVRF-8/96_Russia_Z£97013_dIBEDV

@586 _Puerto_Rico AF305739_dIBDV

B2 _Brazil EUS44168 dIBDV

—{::OH_SEFDWDEJ_MOMB*
1
23/82_Serotype_2_AF362773*

——i
13.89

Figura 14 - Seccion de los resultados luego del analisis filogenético, mostrando la secuencia problema

resaltada (AF533673).
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Informaciéndelacepa  Filogenias | Marcadores

Se realizé un andlisis de los marcadores moleculares presentes en la secuencia problema, y los resultados fueron comparados con informacion obtenida de un anélisis exhaustivo de las
secuencias de Gumboro presentes en Genbank.

De esta forma, se intenta determinar la similitud de la cepa problema, tomando en cuenta el porcentaje de aparicién de ciertos marcadores aminoacidicos, en determinadas posiciones.
En particular, resultan interesantes las posiciones 253 y 284; los marcadores H253 y T284 han sido asociados con cepas atenuadas y/o adaptadas a cultivo celular, mientras que los
aminodcidos Q253 y A284 se asocian con las cepas de campo.

Resultados:

La cepa problema presenta mayor similitud con las Distinct

Marcadores aminoacidicos

Cepa/Posicién 222 242 249 253 254 256 2 2719 284 289 290 294 296 330
wiBDV A | v Q G | | D A L M 1 | S
cvIBDV [ Vil Q Q G v I D AT L M M I S
atIBDV P v Q H G v | N T L M L | R
valBDV T v K Q S/N v I N A L M L I 5
dIBDV S v Q Q N/D v T N A P 1 L P S

Se indican los marcadores moleculares mas representativos de cada linaje, resaltando los aminoacidos presentes en la cepa problema, y las posiciones asociadas a cepas
atenuadas

Figura 15 — Se muestran los marcadores moleculares aminoacidicos presentes en cada cepa, indicando la

posicion correspondiente. Las posiciones 253 y 284 se resaltan para indicar posible asociacion con cepas

atenuadas. Analisis correspondiente a la secuencia AF533673

RESULTADOS DEL ANALISIS

Informaciéndelacepa | Filogenias

Genotipo al que pertenece la cepa analizada: GI-1

Caracteristicas de las cepas que lo componen: A este linaje pertenece el primer serotipo identificado. Es al dia de hoy uno de los mejor estudiados y mis ampliamente distribuido,
probablemente debido al extenso uso de vacunas derivadas de una de sus cepas.

Cepa prototipo: Beaudette

Nimero de acceso en GenBank: M95169

Seccion Genética Evolutiva. Facultad de Ciencias. Universidad de la
Reptiblica

Figura 16 — Seccién con informacion sobre la cepa analizada, correspondiente a la secuencia AY 851295
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0.603
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=
w
=
o

0.43

{2:219?1_31465_(31[
1 21968 strain_V1397_GII

————QU29450_N1/88_GIII
1 29521 V18/91_GIII
ﬁ[:uoqqgozw_\.rﬁ-gz_enl
—————OKFE63559_ck/CH/IBTZ/2012_China_2012_GVI
IXBO7900_GX-NNO9032_China_2009_GVI
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Figura 17 - Seccion de los resultados luego del analisis filogenético, mostrando la secuencia problema

resaltada (AY851295).
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Todos los puntos que atraviesan el flujo mencionado estan unidos entre si por funciones
y métodos auxiliares, necesarios para el correcto funcionamiento de la aplicacion. Estas
funciones incluyen, por ejemplo, la conversion entre formatos de alineamientos
compatibles, limpieza de secuencias, manejo de posibles errores, flujo de informacion
entre el servidor y el cliente, entre otras.

Ademas del flujo principal comentado previamente, la aplicacién dispone de otras

paginas con funcionalidades diversas:

e Descripcion del proyecto en general, con comentarios breves sobre su propésito
y sus expectativas (pagina inicial)

¢ Informacién y antecedentes sobre las cepas, linajes y genotipos (Figuras 18 y
19).

e Visualizacion de filogenias de referencia, establecidas para cada tipo de virus
(Figuras 7y 8).

¢ Informacion sobre marcadores moleculares (Tabla 2).

e Enlaces de interés (nuevas publicaciones en NCBI, herramientas Utiles, links
para descarga de publicaciones abiertas, etc.) (Figura 20).

e Formulario de contacto (Figura 21).
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Cepas de Gumboro

Las cepas de Gumboro del serotipo 1 se agrupan en 5 linajes segdn el analisis filogenético de |a regidn hipervariable de |a proteina VP2: cepas
clésicas virulentas, cepas clasicas atenuadas, cepas variantes, cepas hipervirulentas y cepas distinct. En Australia no circula ninguna de estas
cepas, sino que circula un tipo de cepa particular restringida a ese pais, las cuales forman un linaje aparte dentro del serotipo 1

Linaje:

Nombre:

Clasicas virulentas

Cepas de referencia

STC (EEUU), Edgar (EEUU), F52/70 (Gran Bretada), Cu-lwt (Alemania)
Informacién general:

A este linaje pertenecen las primeras cepas del virus de Gumboro en ser reportadas. Se diseminaron rdpidamente por varios
continentes y hoy en dia tienen distribucién mundial. Estas cepas se caracterizan por provocar tasas de mortalidad de
entre 10-508% en aves SPF. Muchas vacunas utilizadas mundialmente son realizadas a partir de cepas clasicas virulentas,
como la cepa Lukert (deriva de la cepa Edgar) o la cepa Winterfield 2512.

Seccion Genética Evolutiva. Facultad de Ciencias. Universidad de la Responsable: Ruben Pérez
Repiiblica Contacto: 1 edu.uy

Figura 18 - Seccién de informacion sobre las cepas de Gumboro

Cepas de Bronquitis Infecciosa

Las cepas de BV se agrupan en 32 linajes, clasificados dentro de 6 genotipos. Puede seleccionar cualquiera de los linajes a continuacion, y se
mostrara informacion sobre su periodo de circulacion, distribucion geografica, y una breve descripcidn sobre sus cepas.

Genotipo:

Periodo de circulacién:
1975-2009

Cepa prototipe:
UFMG/G

Pais de origen
Brazil

Fecha de colecta;
1975

Informacién general.

Estas cepas se han detectado solamente en América del Sur. Si bien la mayoria de ellas son de Brasil, han aparecido
recientemente cepas en Argentina y Uruguay.

Seccidn Genética Evolutiva. Facultad de Ciencias. Universidad de la Responsable: Ruben Pérez
Replblica

Figura 19 - Seccion de informacion sobre las cepas de Bronquitis Infecciosa
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VirusAviares Contacto

En esta seccion disponemos de links para descargar articulos publicados de libre acceso, enlaces a sitios vinculados a la tematica, etc.

Development of an RT-gPCR assay for the specific detection of a distinct genetic lineage of the infectious bursal disease virus [Tomds et al., 2017]
Whole-genome characterization of Uruguayan strains of avian infectious bronchitis virus reveals extensive recombination between the two major South American lineages.
[Marandinoet al., 2017]

« Development of RT-qPCR assays for the specific of two major, avian infect hitis virus [Marandino et al. 2016]
+ Genome Sequence of a Distinct Infectious Bursal Disease Virus [Tomas et al, 2015]
- Genetic American infect P reveals a distinct i etal, 2015]
« Genome Sequence of a Distinct Infectious Bursal Disease Virus (Tomas et al, 2015]
* Phylodynamic analysis of avian infectious brenchitis virus in South America [Marandino et al., 2015]
i a TagMan-M( RT-PCRassay for ction and ization of infectious bursal disease virus [Tomds et al, 2012]
« Novel Multiplex RT-PCR/RFLP Diagnostic Test to Differentiate Low- from High- Pathogenic Strains and to Detect Reassortant Disease Virus 7 a
« Sequence variability and evolution of the terminal overlapping VP5 gene of the infectious bursal disease virus [Herdndez et al, 2010]
« Detection of very virulent strains of infectious bursal disease virus (wIBDV) in commercial broilers from Uruguay [Herndndez et al,, 2006]
Seccion Genética Evolutiva. Facultad de Ciencias. Universidad de la Responsable: Ruben Pérez

Repblica

Figura 20 - Seccion de la pagina donde se muestran links a publicaciones de la Seccion Genética

Evolutiva

Nombre Tunombre

Tu e-mail
Asunto Asunto
Mensaje Tu mensaje.

r mensaje

Figura 21 - Formulario de contacto
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Discusioén

Importancia de la genotipificacion
La industria avicola de todo el mundo debe enfrentar constantemente la ocurrencia de

enfermedades que castigan duramente la produccion, repercutiendo negativamente en
los aspectos econémicos y sociales de las regiones afectadas. Dos de los patégenos mas
problematicos en este sentido son el virus de Gumboro y el virus de la Bronquitis
Infecciosa, de los cuales hay reportes que estiman como cuantiosas las pérdidas
econdmicas asociadas a ambos virus (Colvero, Villarreal, Torres, & Brando, 2015;
Zachar et al., 2016). Ambos patdgenos son enfrentados activamente a través del empleo
de medidas biosanitarias y aplicacién de vacunas, pero sin embargo, siguen siendo dos
de los principales causantes de problemas sanitarios a nivel mundial. Para poder
ejecutar planes de control adecuados, es fundamental conocer qué variante viral es la
que esta circulando en cada regidn. Con esa informacidn se pueden ajustar las medidas
biosanitarias y los esquemas de vacunacién a las realidades de cada regidn, con lo cual
se da un paso importante hacia el control mas efectivo del patégeno en cuestion.
Intentando colaborar con este aspecto, en el presente trabajo se desarroll6 una
aplicacion web de facil utilizacién y acceso, que permite analizar secuencias de los virus
de Gumboro y Bronquitis Infecciosa, obteniendo como resultado la genotipificacion de

la cepa e informacion adicional asociada a la misma.

Secuencias de referencia
Parte fundamental del correcto funcionamiento de la aplicacion esta basada en el grupo

de secuencias incluidas en los alineamientos de referencia. Estos cumplen con los
requerimientos necesarios para realizar los analisis: a) incluyen un nimero adecuado de
secuencias de cada uno de los linajes/genotipos previamente descritos para cada virus;
b) las secuencias incluidas pertenecen a aislamientos de referencia de cada uno de los
linajes/genotipos, los cuales en su mayoria han sido muy utilizados en trabajos previos y
son ampliamente conocidos; y ¢) estan basados en regiones gendémicas muy usadas,
cuya utilidad en la genotipificacién fue demostrada previamente, como es el caso de la
region hipervariable de la proteina VP2 y el gen S1 (Hernandez et al., 2015; C Le
Nouen, Rivallan, Toquin, & Eterradossi, 2005; Valastro et al., 2016). Estos tres puntos,

principalmente el primero y el segundo, no se cumplen en todos los trabajos donde se
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realiza la genotipificacion de IBV e IBDV, lo cual lleva a que un aislado sea clasificado
erroneamente dentro de un linaje/genotipo previamente descrito, o peor aun, a que los
autores propongan la existencia de nuevos linajes/genotipos. En el presente trabajo,
estos puntos se tuvieron muy en cuenta, utilizando secuencias de referencia que

probaron ser adecuadas para la genotipificacion de ambos virus.

Alineamientos e inferencias filogenéticas
Los métodos de alineamiento comdnmente utilizados son muy variados, y no siempre

dan los mismos resultados. Teniendo esto en cuenta, en este trabajo se utiliz6 el
programa MAFFT para realizar los alineamientos de referencia, el cual ha sido evaluado
como uno de los mas precisos (Pais, Ruy, Oliveira, & Coimbra, 2014). Si bien este
programa es un poco mas costoso en términos computacionales y puede ser mas lento
que otros similares, no representa un inconveniente en nuestro trabajo, principalmente
por dos motivos: en primer lugar, las dimensiones de nuestros alineamientos no
implican cambios notorios en la eficiencia de estos programas, y segundo, solamente se
utiliza este programa en la etapa previa al andlisis de una secuencia problema. Para
alinear una secuencia problema frente al alineamiento de referencia se utiliza el
programa Clustal Omega. Este programa se destaca por su sencillez en cuanto a la
configuracion de opciones relevantes en nuestro andlisis, como la posibilidad de
mantener intactas las columnas del alineamiento (se lo considera un perfil), o su fécil
integracion con la plataforma Biopython. A través del programa jModelTest se
determinaron los modelos evolutivos que mejor se adaptan a los alineamientos, lo cual
es fundamental para obtener arboles con la topologia que mejor represente las relaciones
de parentesco entre las secuencias estudiadas (Posada & Crandall, 2001). Finalmente,
las inferencias filogenéticas se realizaron utilizando algoritmos de maxima
verosimilitud, los cuales son hoy en dia considerados los mas adecuados para inferir
filogenias a partir de datos moleculares (ADN). Estos métodos requieren altas
capacidades computacionales, por lo tanto, trabajan analizando solamente un conjunto
de topologias de arboles diferentes (nunca se analizan todas; la cantidad de arboles
posibles crece exponencialmente con el nimero y el largo de las secuencias a estudiar),
y comparan las probabilidades de producir los alineamientos observados. En general, se
han desempefiado con mejores resultados que otros métodos muy utilizados pero que
han ido perdiendo popularidad, como el método basado en distancias Neighbor Joining
(Kuhner & Felsenstein, 1994; Schmidt & von Haeseler, 2009. (Van de Peer, 2009). En

36



el caso de IBV, se realizaron pruebas que determinaron la validez (comparando la
similitud de los resultados obtenidos) del programa Fast Tree, el cual utiliza un método

de maxima verosimilitud aproximada.
Marcadores moleculares aminoacidicos

El andlisis de marcadores moleculares aminoacidicos de IBDV que incluye la aplicacion
permite a los usuarios obtener informacion adicional a la genotipificacion. Por un lado,
y a través del andlisis realizado por un algoritmo disefiado en este trabajo, la aplicacion
es capaz de determinar a qué linaje es mas similar una secuencia problema en base a los
aminoacidos contenidos en las posiciones seleccionadas como de interés. Si bien el
método de genotipificacién mas adecuado y que deberia considerarse primordial es el
filogenético, este es un método secundario incluido en la aplicacién que sirve como
soporte al primero y también para detectar secuencias con caracteristicas raras. Para
poder ponderar el peso de cada uno de los marcadores, se generd una base de datos sin
precedentes incluyendo absolutamente todas las secuencias de la region hipervariable de
VP2 incluidas en la base de datos del GenBank (n = 2472), a partir de la cual se pudo
generar una tabla con datos objetivos acerca de la robustez de cada marcador (Tabla 2).
Por otro lado, la aplicacion informa al usuario acerca de ciertas caracteristicas que tiene
su secuencia y que pueden ser de interés, como por ejemplo qué aminodcido tiene en la
posicién 222, importante desde un punto de vista antigénico, o qué aminoécido tiene en
las posiciones 253 y 284, muy relevantes desde el punto de vista patogénico. Cada una
de las 14 posiciones aminoacidicas incluidas en el analisis brinda informacion
importante de conocer con respecto a un virus. De hecho, son cominmente analizadas
en trabajos de genotipificacion de IBDV (Islam, Le, Rahman, & Islam, 2012;
Mohamed, Elzanaty, Bakhit, & Safwat, 2014; Parede et al., 2003; Vera et al., 2015).

Caracteristicas y ventajas de la aplicacion VirusAviares
La genatipificacién de un virus, en este caso IBV e IBDV, implica necesariamente

contar con conocimientos previos que permitan realizarla de forma adecuada, desde qué
secuencias utilizar como referencia o qué regién gendémica analizar, hasta cuéles
programas bioinforméticos son los mas adecuados. La aplicacion VirusAviares permite

tanto a expertos como no-expertos realizar este tipo de analisis.
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Si bien esta aplicacién realiza la clasificacion de los virus en base a una region
gendmica acotada, es necesario destacar que para lograr una caracterizacion genética
completa deberia analizarse el genoma completo. En el caso de IBDV, es conocida su
capacidad para reordenar segmentos genémicos y generar cepas con caracteristicas
biologicas particulares (Gao, Wang, Gao, & Fu, 2007; Cyril Le Nouen et al., 2006; Sun
et al., 2003; Wei et al., 2006, 2008), mientras que en el caso de IBV se sabe que la
recombinacion juega un rol fundamental en la generacion de nuevas variantes
(Cavanagh, Davis, & Cook, 1992; Lee & Jackwood, 2000). Sin embargo, también es
cierto que la secuenciacion gendmica para la caracterizacion viral aln esta lejos de
utilizarse de forma rutinaria, y el abordaje a través del andlisis parcial del genoma es

aun méas econdmico, sencillo y principalmente (til.

Existen otras herramientas web que permiten realizar analisis de secuencias y que son
muy utilizadas por investigadores expertos y no-expertos de todo el mundo. Galaxy
(“Galaxy,” n.d.), Viramp (un producto basado en Galaxy, adaptado para el estudio de
ciertos virus particulares) (Wan, Renner, Albert, & Szpara, 2015), servidores online
como phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008), Phylemon 2.0 (Sanchez et al., 2011),
POWER (Lin et al., 2005), o la plataforma del European Bioinformatics Institute
https://www.ebi.ac.uk/services, son solo algunos ejemplos; estas plataformas funcionan
proveyendo al usuario de un conjunto de herramientas bioinformaticas de acceso
abierto, mediante las cuales se pueden crear pipelines con las funcionalidades deseadas.
Hasta donde sabemos, VirusAviares es la primera aplicacion dedicada exclusivamente
al andlisis de dos de los patégenos mas relevantes de la avicultura, caracteristica que le
confiere varias ventajas frente a servidores y plataformas web ampliamente conocidos y
utilizados. Su mayor fortaleza radica en la incorporacién del conocimiento adquirido
previamente por un equipo de trabajo dedicado desde hace al menos una década al
estudio de estos patdgenos.

Perspectivas

En cuanto a futuras modificaciones en el sistema, la aplicacion fue disefiada
considerando la posibilidad de afiadir nuevas herramientas de analisis sobre los virus
estudiados. Por ejemplo, para IBDV se podria incluir el andlisis de regiones que
abarquen el gen de la proteina VVP1, con el objetivo de estudiar aspectos relacionados al

reordenamiento de los segmentos A y B. Similarmente, se podria afiadir el gen 1 y el
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gen N de los virus de Bronquitis Infecciosa, y asi estudiar fendmenos de recombinacién.
Por otro lado, estos analisis podrian adaptarse con relativa sencillez al estudio de nuevos
patdgenos. Ademas de estas modificaciones, se podrian implementar modulos para la
recopilacion automatica de informacion referida a publicaciones sobre este tema,
mediante scripts de bisqueda externos a nuestro servidor, desde donde se tomarian los
links hacia enlaces de publicaciones recientes. En este sentido, el paquete biopython
ofrece funcionalidades para conectarse a las bases de datos del NCBI y obtener
informacion, formatearla, y exportarla hacia otros sistemas, las cuales podrian ser

aprovechadas por nuestro sistema.

En paralelo a estos cambios, podrian implementarse scripts funcionales a tareas de uso
cotidiano en nuestro laboratorio, como la posibilidad de formatear grandes cantidades
de secuencias obtenidas en formato GenBank, para luego ser utilizadas en otros

programas que admiten formatos estrictos, como BEAST.

Finalmente, consideramos la posibilidad de crear y mantener versiones del sitio web en

inglés.
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Anexo |

Desarrollo de la aplicacion web

La infraestructura de la aplicacion se basa en un modelo Cliente - Servidor, el cual
consta de 3 partes fundamentales:

e Un servidor web

e Clientes que acceden a la informacion alojada en el servidor (a través de
navegadores, o browsers)

e Conexion entre el cliente y el servidor

En este modelo de tres capas, los navegadores solicitan informacion al servidor via el
protocolo HTTP; el servidor provee los archivos solicitados, los cuales son desplegados
por el navegador (cliente) y permiten la interaccion del usuario final con los datos.

Actualmente, una de las arquitecturas mas utilizadas para el desarrollo de aplicaciones
es un modelo basado en 3 capas:

1. Capa de presentacion
2. Capa de ldgica
3. Capa de datos

Estrictamente, el sitio web desarrollado consta de dos aplicaciones:

Cliente

Esta es la aplicacion de front-end que renderiza las vistas en HTML (capa de
presentacidn) y es la encargada de la interaccidn con el usuario. Estad implementada en
AngularJS (“Angular]S,” 2016), toma librerias de Bootstrap (“Bootstrap,” n.d.) y utiliza
el servidor ExpressJS (“ExpressJS,” n.d.) de NodeJS (“NodeJS,” n.d.). Para el disefio y
desarrollo de esta aplicacion se utilizo el IDE Atom (“Atom Editor,” n.d.)

AngularJS es una plataforma de uso libre y gratuito basado puramente en Javascript,
desarrollado en 2009 y mantenido actualmente por Google. Propone una estructura
fuertemente orientada al patron de disefio conocido como Model-View-Controller; su
principal cometido es la separacion de la presentacion, la I6gica de la aplicacion, y el
manejo del modelo de datos en capas bien definidas y poco acopladas. Este patron de
disefio permite trabajar de forma mas limpia, y poder mantener y modificar un
componente particular del sistema sin afectar el resto, o con un impacto minimo. En este

sentido, mientras se mantenga una estructura acorde a esta filosofia, se puede afiadir el



analisis de nuevos tipos de virus sin demasiados cambios. Una caracteristica importante
de AngularJS es que su disefio permite la vinculacion de los datos de la aplicacion con
la presentacion de una manera muy sencilla, a través de directivas propias de AngularJS
que extienden las etiquetas convencionales de HTML. AngularJS es compatible con los
navegadores mas utilizados en la industria; el manejo del codigo Javascript esta
disefiado para adaptarse automaticamente a los navegadores actuales, ya sea Mozilla
Firefox, Google Chrome, Edge, etc.

La estructura resultante se concentra dentro de un directorio app, junto con otros
directorios accesorios que alojan librerias necesarias para el funcionamiento del servidor
de NodeJS, mas archivos de configuracion con especificaciones sobre el arranque de la
aplicacion, puertos, variables, etcétera. Estd desarrollada utilizando los lenguajes de
programacion Javascript, HTML y CSS.

Dentro de app tenemos una estructura bastante simple, tomada de lo que se conoce
como un seed de AngularJS, con los siguientes directorios:

e css: cascade style sheets; archivos de descripcion de la presentacion de las vistas
(archivos HTML). Permiten darles estética a las vistas, y determinan como se
renderizan estos archivos

e imgs: imagenes que utiliza el sitio (fondos, logos, filogenias estaticas, etcétera)

e lib: librerias utilizadas por AngularJS

e recursos: archivos json con informacion estatica, utilizados para cargar
informacion de manera sencilla

e views: vistas (paginas en HTML)

e js: tal vez el directorio mas importante. Contiene la estructura propiamente dicha
de la aplicacion cliente, siguiendo la filosofia de AngularJS. Dentro de esta
carpeta tenemos los controllers, factories, services, y directives, mas el archivo
de configuracion app.js. Los controllers son archivos que se encargan de
manejar la l6gica del modelo. Tipicamente, tenemos un archivo para cada vista.
El modelo de datos es llevado al cliente por medio de las factories, con lo que
tenemos un patron de disefio conocido como Model-View-Controller. En app.js
se declara el mddulo principal de toda la aplicacion, y se determina qué

controlador maneja qué vista, y las rutas de cada vista. Se importan algunas de



las librerias utilizadas, como ser la encargada de manejar los archivos con las

secuencias subidas mediante el formulario principal.

Servidor

La capa de ldgica del sistema corre del lado del servidor, y estd desarrollada
enteramente en python, mediante el uso del paquete bioinformatico Biopython (Cock et
al., 2009). Python es un lenguaje con las caracteristicas apropiadas para el tipo de
aplicacion que nos ocupa. Es un lenguaje conciso, de facil interpretacion,
multiparadigma (permite la programacion orientada a objetos, asi como la programacion
procedural) y multiplataforma. Tornado es un mini-framework liviano desarrollado en
python, con la capacidad de funcionar asincronicamente, compatible con la herramienta
de front-end propuesta. Dado que el principal cometido de la aplicacion involucra el
manejo de informacién bioldgica, una de las opciones que aparecen como posibles
soluciones es el paquete de aplicaciones Biopython, de libre uso y con una amplia gama
de mddulos para la implementacién de programas bioinformaticos. Biopython es un
paquete de desarrollo open-source, con una licencia muy poco restrictiva, y cuenta con
una gran comunidad de desarrolladores que aportan nuevas implementaciones y
conforman un recurso valioso en cuanto a la transferencia de conocimiento. Este
paquete cuenta con madulos que permiten el manejo de secuencias de &cidos nucleicos,
el alineamiento de las mismas, la inferencia y la visualizacién de arboles filogenéticos,
la conexion con bases de datos, y la manipulacién de informacién de secuencias

proteicas, entre muchas otras herramientas.

El proyecto estd conformado por paquetes (similares a directorios), los cuales agrupan
maodulos (archivos .py con diversas funcionalidades). Asi, tenemos paquetes encargados
del manejo de secuencias, alineamientos, filogenias, y anélisis de marcadores. Por otro
lado, se agrupan modulos con funcionalidades utilitarias: manejo de constantes, errores,
validaciones, limpieza de archivos, y funciones utilizadas por el resto de los paquetes.
Por ultimo, se tiene un paquete con mddulos encargados de recibir y derivar las

peticiones del cliente.

El servidor y framework donde corren estos programas es Tornado (“Tornado,” 2016).

El desarrollo de esta aplicacion fue hecho sobre el IDE Eclipse (“Eclipse IDE,” n.d.).



Hosting

El sistema en su conjunto esta levantado y accesible en internet de forma permanente
(las 24 horas) mediante dos servicios: supervisor mantiene AngularJS corriendo y se
inicia automaticamente ante eventuales apagones de la maquina, y pm2, encargado de
levantar y monitorear Tornado. Se accede al sitio desde internet mediante un servidor

HTTP denominado nginx (“Nginx,” n.d.).

Se configuraron repositorios donde se aloja el codigo fuente (www.bitbucket.org,
(“Bitbucket,” n.d.) y se utiliza el sistema de versionado git (https://git-scm.com/,
(“Github,” n.d.)) para trabajar de forma limpia y ordenada en ambientes de desarrollo y

produccion.

Todos los componentes del sistema se encuentran completamente alojados en un

servidor virtual Linux de la Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica.

Estructura bioinformatica
La aplicacion servidor gira en torno a Tornado, por lo tanto, esta estructura contiene y

se asocia con los paquetes y mddulos encargados de procesar los analisis
bioinforméticos. A continuacién, una breve explicacién de cémo estdn empaquetadas

las diferentes funcionalidades del sistema.

Modulo de secuencias
Se encarga de tomar los datos recibidos desde el cliente, y transformarlos en objetos

SeqSecord de Biopython. Realiza algunas validaciones propias de una secuencia de
nucleotidos, y ejecuta ciertas restricciones con el objetivo de estandarizar el método de
andlisis y la interpretacion de los resultados: deben ser secuencias de ADN; se aceptan
solamente secuencias en formato FASTA; se restringe la longitud de las secuencias
ingresadas. De estas restricciones, probablemente la mas importante sea la de controlar
el largo minimo que deben tener las secuencias ingresadas para ser consideradas
validas. En el caso de utilizar secuencias significativamente méas largas que nuestro
alineamiento de referencia, los programas de MSA y de inferencia filogenética se
encargan de quitar informacién sobrante. Por otro lado, se apoya en el médulo utilitario

para validaciones mas generales.



Modulo de alineamientos
Este modulo tiene funciones para trabajar con objetos de tipo AlignlO.Alignement, y

maneja los wrappers para los programas de alineamiento madltiple, como

ClustalOmegaCommandLine, o MuscleCommandLine.

Modulo de inferencias filogenéticas

Aqui tenemos todo el manejo de los algoritmos de inferencia filogenética; funciones
que reciben alineamientos y devuelven estructuras en formato Newick que representan
las relaciones filogenéticas, accesibles por programas de visualizacion de arboles. Se
relaciona con otros mddulos utilitarios, necesarios para realizar conversiones de
formato, por ejemplo, de FASTA a PHYLIP (Unico formato considerado valido para el

programa de inferencia filogenética PhyML).

Modulo de visualizacion de arboles
Se encarga de procesar arboles en formato Newick, y devuelve imagenes con

determinado formato, resaltando la secuencia problema. Utiliza la libreria ete2 de la
plataforma ETE ToolKit.

Modulo de analisis de marcadores moleculares
En este modulo se ubica todo el manejo correspondiente a la obtencion de los

aminoacidos presentes en la secuencia problema, y su posterior andlisis. Consiste en
pequerios scripts que se ocupan de recorrer secuencias de ADN, traducirlas, ubicarlas en
los marcos de lectura correctos, y calcular similitudes con respecto a la configuracion de

marcadores presentes en cada linaje de las cepas de Gumboro.
Algoritmos utilizados para el analisis filogenético de una secuencia problema

Para IBDV, utilizamos PhyML. Se debe convertir el alineamiento en formato FASTA, a
un formato aceptado por PhyML (PHYLIP). Se utiliza el wrapper de biopython, con los

siguientes parametros:

datatype = "nt"
modelo_sust = "GTR"
bootstrap = "-4"
params_opt = "Ir"
alpha ="e"

"nn

prop_invar="e



Para IBV, se utiliza el wrapper para FastTree, con los siguientes pardmetros:

nt = "True"

gtr = "True"”
gamma = "True"
cat=4
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Tabla 1- Cepas de IBDV incluidas en el alineamiento de referencia.

Numero de acceso
EU544168
DQ916182
HM241170
AF305739

Z97013
EF138985
EF138979
KM659888
DQY16166
KP274853
KP274852
AF548653
AF548656
KM659887
KM659893
KM659891
KM659892
KM659890
AJ508762
AJ508761
AB368970
DQ779963
JF682317
AF322444
DQ916219
EF043078
AF159212
DQ916191
DQ297821
AF247006

L42284
DQ916186

X92760

D49706
KM659881

Y14956
GuU646407
AF159218
AF240686
AJ878895
DQ916224
AY100319
AF006699

M64285

Nombre
B8
Col _01_C5
AO05-HL-144
586
IBDVRF-8/96
05-32115-B9
03-42857
AR-C1
Arl_05A25
UY-04/09
UY-221201
P10
P3
UY-171101
uUY-421101
uY-07C
uY-42/07
UY-06/10
80/GA
78/GSz
KMRG-48
JRMP13IR
POR241-09
TASIK
Safl_01_SAl
EL2004-1/TR
N10
DominicanRepublic99DR4
Uy-1
UPM97/61
KS
Co2_05C36
UK661
OKYM
AR-Al
89163
09D214
K406/89
D6948
849VB
Saf2_05SA10
EC-3
GZ902
A/DEL

Pais
Brazil
Colombia
South-Korea
Puerto-Rico
Russia
Canada
Canada
Argentina
Argentina
Uruguay
Uruguay
Hungary
Hungary
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Uruguay
Poland
Poland
Tanzania
Iran
Portugal
Indonesia
South-Africa
Turkey
Nigeria

Dominican-Republic

Uruguay
Malaysia
Israel
Colombia
UK
Japan
Argentina
France
South-Korea
Egypt
The-Netherlands
Belguim
South-Africa
Ecuador
China
USA
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Linaje
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
diBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
wIBDV
valBDV
valBDV
valBDV
valBDV



AF413070
DQ916171
AF281238
GU646410
DQ916184
AF498635
X54858
DQ916212
AY368653
GQ856674
AF091097
DQ916239
DQ916275
DQ916265
EU544158
GQ985435
KM659886
AJ427340
KM659883
EU544151
KM659884
KM659885
EF646853
AF499929
D00868
DQ202329
AJ310185
A33255
AF279288
DQ916165
EU544162
KM659882
D00499
AY029166
Y14958
AF362747
AF362773
U30818

BX
BoliviaO5B61
T1
09D243
Co3 01_C9
U-28
E/DEL
Mexico04M84
GLS
USA08MD24p
3212
Spain01_S9
Vel 05VEN33
Ve2 01_VENS8
Cevac-Gumbo-L
P98/05
uUY-139D
KT1/99
uY-01/09
B4
uUY-130D
uUY-131D
J1C7
D78
PBG-98
B87
CT
Edgar
2512
Ar2_05A24
B15
AR-C7
STC
Irwin_Moulthrop
Faragher_52/70
Cu-1wt

23/82_Serotype 2

OH_Serotype_2

Hojal
China
Bolivia
USA
South-Korea
Colombia
USA
USA
Mexico
USA
USA
USA
Spain
Venezuela
Venezuela
Brazil
Taiwan
Uruguay
India
Uruguay
Brazil
Uruguay
Uruguay
Japan
USA
UK
China
France
USA
USA
Argentina
Brazil
Argentina
USA
USA
UK
Germany
Germany
USA

Tabla 2- Cepas de IBV incluidas en el alineamiento de referencia.

Nimero de acceso

AY851295
FJ888351
EU817497
NC001451
KF696629
GU361608
GU393336
DQ070840

Nombre
Mass
H120

H52
Beaudette
Connecticut
lowa609
Holte
SDW

Pais
USA
The Netherlands
China
USA
China
USA
USA
China
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valBDV
valBDV
valBDV
valBDV
valBDV
valBDV
valBDV
valBDV
valBDV
valBDV
valBDV
valBDV
valBDV
valBDV
atiBDV
atiBDV
atiBDV
atiBDV
atiBDV
atiBDV
atiBDV
atiBDV
atiBDV
atiBDV
atiBDV
atiBDV
atiBDV
cviBDV
cviBDV
cviBDV
cviBDV
cviBDV
cviBDV
cviBDV
cviBDV
cviBDV
serotipo 2
serotipo 2

Genotipo
Gl-1
Gl-1
Gl-1
Gl-1
Gl-1
Gl-2
Gl-2
Gl-2



GU393338
GU393334
AF520606
KC577394
AY251816
L18988
U29522
DQ490215
U29453
U29523
KF460437
KF931628
KT946798
KP790143
DQ646405.2
10964066
JQ964071
JQ964070
AY514485
GQ504720
GQ504721.2
AF151959
AF151954
AF151960
KM658237
KM658244
IX182777
FN182276
X04723
AJ441314
KF377577
KP036502
JX195176
KJ135013
KR231009
FN182277
AY257062
JQ977697
FJ807932
KM658245
KM658255
IX195177
KP780179
AF419315
AF510656
AF305595
AY296744
KC577388
AY296745
HM245923
1X840411

JMK
Gray
1A/10623/99
56GX-98lI
GX2-98
Holte
N1/62
V2-02
N3/62
N2/75
VicS-v
VicS-del
CK/CH/GD/Gz14
CK/CH/LDL/140520
TW2575/98
L613
L919
L905
Cal99
Arkansas
Arkansas
K87
B S1
T6
UY/11/CA/18
AR/11/ER/33
UFMG/12.2
NGA/295/2006
6/82
RF/01/02
4/91
ck/CH/LHLJ/140906
ck/CH/LZJ/111113
IBVUkr27-11
B1648
NGA/324/2006
K281-01
SNU8067
B4
UY/09/CA/01
AR/11/BA/28
ck/CH/LDL/97I

gammaCoV/Ck/Italy/12022/13

CA/Machado/88
AL/6609/98
PA/Wolgemuth/98
JP8127
48SD-96VI
JP8443
DYO7
YX10

Hojal
USA
USA
USA

China

China
USA

Australia
Australia
Australia
Australia
Australia
Australia

China

China

Taiwan
USA
USA
USA
USA
USA
USA

New Zeland
New Zeland
New Zeland
Uruguay
Argentina
Brazil

Nigeria
USA

Russia

The Netherlands

China
China
Ukraine
Belgium
Nigeria
South Korea
South Korea
South Korea
Uruguay
Argentina
China
Italy
USA
USA
USA
Japan
China
Japan
China
China

Pagina 3

GI-3
GI-3
GI-3
Gl-4
Gl-4
Gl-4
GI-5
GI-5
GI-5
GI-6
Gl-6
GI-6
Gl-7
Gl-7
Gl-7
GI-8
GI-8
GI-8
GI-9
GI-9
GI-9
GI-10
GI-10
GI-10
GI-11
GI-11
GI-11
Gl-12
Gl-12
Gl-12
GI-13
GI-13
GI-13
GI-13
Gl-14
Gl-14
GI-15
GI-15
GI-15
Gl-16
Gl-16
Gl-16
Gl-16
Gl-17
Gl-17
Gl-17
GI-18
GI-18
GI-18
GI-19
GI-19



JF732903
AF349620
AF349621
DQ901377
AJ457137
DQ386105
HQ850618
EU526388
EU714029
JF893452
DQ288927
EU780077
KC533682
AF093796
KF809795
KF757447
KF757451
EU637854
KP085597
KM660636
FN182243
FN430415
FN182269
GU301925
KM660635
KM660631
M21971
M21968
U29521
U29450
DQ490219
GU393332
AF338719
AF274439
DQ059620
DQ059619
DQ059618
J1X897900
KF668605
KF663559

Sczy3
Qul6
Qu
1t/497/02
Italy-02
Spain/04/5438
GX-YL9
A2
S$C021202
YN
SAIBK
IS/1494/06
Eg/1265B/2012
variant
IBV470
V13
V25
CK/CH/LSD/05I
GA/13485/2013
GA/10216/2010
NGA/B401/2006

NGA/A116E7/2006

NGA/N544/2006
Georgia
GA/13384/2013
GA/10231/2010
D1466
strain_V1397
V18/91
N1/88
V6-92
Delaware
GA/13055/00
GA/5381/99
N4/03
N5/03
N4/02
GX-NN09032
CK/CH/SD09/005
ck/CH/1BTZ/2012

Hojal
China
Canada
Canada
Italy
Italy
Spain
China
China
China
China
China
Israel
Egypt
USA
India
Australia
Australia
China
USA
USA
Nigeria
Nigeria
Nigeria
USA
USA
USA
The Netherlands
The Netherlands
Australia
Australia
Australia
USA
USA
USA
Australia
Australia
Australia
China
China
China

Pagina 4

GI-19
GI-20
GI-20
Gl-21
Gl-21
Gl-21
Gl-22
Gl-22
Gl-22
Gl-22
Gl-22
Gl-23
Gl-23
Gl-23
Gl-24
Gl-24
Gl-24
Gl-25
GI-25
GI-25
Gl-26
Gl-26
Gl-26
Gl-27
Gl-27
Gl-27
Gll
Gll
Glil
Glil
Glil
GIV
GIV
GIV
GV
GV
GV
GVI
GVI
GVI
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