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Resumen

El virus de la Bronquitis Infecciosa Aviar (IBV) es responsable de una de las
patologias mas problematicas de la avicultura industrial mundial. Para controlar
adecuadamente la enfermedad se necesita un conocimiento genético detallado de las cepas y
variantes locales que permita desarrollar métodos de diagnostico y tipificacion especificos,
asi como disefiar planes de vacunacion efectivos para mantener la sanidad aviar. IBV
(familia Coronaviridae) es un virus envuelto y con un genoma de ARN simple hebra, de
polaridad positiva y 27,6 kb de longitud. Desde su descripcion en los afios 30, se han
identificado decenas de variantes genéticas o genotipos de IBV circulando en el mundo. La
caracterizacion genética se realiza principalmente mediante el andlisis de la secuencia
codificante de la porcion S1 de la Glicoproteina de Superficie del virus, donde residen los
principales sitios antigénicos. Mas recientemente, también se ha comenzado a analizar el gen
que codifica para la Nucleoproteina (N) porque cumple cierto rol en la inmunidad protectiva.
En Sudamérica (Argentina, Brasil y Colombia) se han caracterizado genéticamente cepas de
IBV utilizando secuencias parciales de S1, pero hasta la fecha no existen publicaciones que
analicen secuencias completas de S1 o N. El objetivo de esta tesis fue diagnosticar y
caracterizar genéticamente cepas de campo de IBV que circulan en la industria avicola
regional. Durante la investigacion se estandarizO e implementd una metodologia de
diagnostico molecular de IBV basada en PCR en tiempo real. A partir de esta metodologia se
estandarizd un ensayo de cuantificacion absoluta de la carga viral, que demostré un excelente
desempefio analitico de la metodologia de diagndstico. Para la caracterizacion genética se
amplificd y secuencié la region completa de S1 y el gen N de 25 cepas uruguayas Yy
argentinas de IBV. Los estudios filogenéticos realizados con la secuencia de S1, permitieron
identificar dos genotipos circulantes en la region, los cuales denominamos Sudamérica | (SI)
y Asia Sudamérica Il (A/SII). El genotipo Sl agrupa cepas sudamericanas que circulan en
Argentina, Brasil y Uruguay, mientras que el genotipo A/SII estd constituido por cepas
argentinas y uruguayas, y variantes asiaticas de un grupo genético descrito en China y
denominado CK/CH/LDL/971. EIl andlisis de secuencias parciales de S1 confirmd que en
Brasil circula Unicamente el genotipo SI, mientras que en Colombia y Chile se detectaron

cepas del genotipo A/SII. La recombinacion habria tenido un rol relevante en la evolucién de



las cepas sudamericanas. Utilizando aproximaciones bioinformaticas, se detecté un evento de
recombinacién intra-génico en una cepa argentina, con un sitio de recombinacion en el
interior del gen S. Ademas, las variantes sudamericanas del genotipo A/SII serian el
resultado de un evento de recombinacion entre una variante asiatica del tipo CK/CH/LDL/971
y una variante del genotipo SI. Los analisis de coalescencia sugieren que el genotipo SlI
emergio en Sudamérica alrededor de 1968, mientras que el genotipo A/SII se habria
originado en Asia alrededor de 1985. La circulacion del genotipo A/SII en Sudamérica seria
consecuencia de un evento de invasion intercontinental, revelando una sorprendente
capacidad de dispersion de este genotipo. Los analisis de coalescencia indicaron también que
los genotipos sudamericanos tienen tasas de sustitucion elevadas, del orden de 107
sustituciones/sitio/afio. Los andlisis genéticos comparativos entre las cepas de campo
analizadas y las cepas vacunales sugieren un bajo nivel de proteccion cruzada entre los
genotipos sudamericanos y la cepa Massachusetts, Unica cepa vacunal autorizada en Uruguay
y en la mayoria de los paises de América del Sur. Nuestro hallazgos sugieren que las cepas
sudamericanas de IBV presentan una notoria variabilidad genética que refleja una dinamica
compleja de este virus en la region; los dos genotipos (SI y A/SII) tienen diferente historia
evolutiva y se han expandido geograficamente en forma diferencial. Ademas, la divergencia
que presentan estos genotipos con respecto a la cepa vacunal, sustentan la necesidad de
evaluar la utilizacién de otras vacunas comerciales disponibles en el mercado para inmunizar

a las granjas avicolas sudamericanas contra IBV.



1. Introduccidén

1.1. Avicultura: industria sensible a los problemas sanitarios

La avicultura industrial tiene como principal objetivo la cria de aves para la
produccion de carne y huevos a gran escala. Esta industria viene experimentado a través de
los afios un crecimiento sostenido a nivel mundial. En la primer década del 2000, la
produccion de carne de ave tuvo un crecimiento muy superior al resto de las carnes (FAO,
2010). En este periodo, su produccion se increment6 un 37,19 %, mientras que la carne de
cerdo y la vacuna lo hicieron un 17,67 % y un 10,83 %, respectivamente. El liderazgo de
crecimiento alcanzado por la industria avicola se debe, en gran medida, al poderoso impulso
productivo de esta cadena de valor (Desouzart, 2009). El desarrollo y la transferencia de
tecnologias de produccidn, faena y elaboracion, han mejorado la inocuidad y eficiencia de los
productos avicolas, satisfaciendo las exigencias de la demanda y estimulando el ensamblaje
de grandes unidades productivas.

El desarrollo de la industria avicola se evidencia en algunos paises sudamericanos
como Brasil y Argentina, observandose tasas de crecimiento que promedian el 7.4 % anual.
De acuerdo a los especialistas, este incremento responde a la intervencion de paises asiaticos
en la demanda de productos, a la intensificacion e incorporacion de tecnologia, a su
integracion vertical eficiente, al mejoramiento continuo de los sistemas de vigilancia sanitaria
Y, quizds méas importante, al estatus sanitario que ostentan varios paises sudamericanos para
ingresar a mercados exigentes (Desouzart, 2009; Aho, 2011). La industria también se esta
desarrollando en Uruguay, constatandose en el 2012 un incremento del volumen de

produccion del 5 % respecto al afio anterior (Errea, 2012).

La sanidad de los lotes y de las granjas es uno de los principales factores que inciden
en la competitividad de la industria avicola. La cria intensiva a la que son sometidas las aves
en la actualidad favorece la emergencia de patdgenos dificiles de controlar e incrementa
notoriamente la incidencia de los problemas sanitarios. En la 63" Sesion General de la OIE la
enfermedad de Bronquitis Infecciosa (IB), causada por el virus de la Bronquitis Infecciosa
Aviar (IBV), fue declarada como una de las afecciones méas problematicas de la avicultura

industrial, debido a que tiene distribucion mundial y requiere de un control permanente. Para



controlar adecuadamente a IBV se necesita un conocimiento genético detallado de las cepas
y variantes locales que permita desarrollar métodos de diagndstico y tipificacion especificos,

asi como disefiar planes de vacunacidn efectivos para mantener la sanidad de las aves.
1.2. Virus de la Bronquitis Infecciosa Aviar: clasificacion taxonémica

IBV pertenece a la familia Coronaviridae del orden Nidovirales. Las cuatro familias
que forman este orden, Coronaviridae, Arteriviridae, Toroviridae y Roniviridae, comparten
la disposicion de los marcos abiertos de lectura dentro de sus genomas Yy la presencia en las

células infectadas de multiples ARNm subgendmicos anidados y truncados en el extremo 5.

El Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) divide a los coronavirus en
cuatro géneros, Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gamacoronavirus (dentro del cual se
encuentra IBV) y Deltacoronavirus. Esta clasificacion se basa en andlisis filogenéticos y en
calculos de distancias evolutivas de siete dominios altamente conservados de los genes
virales (Figura 1) (de Groot et al., 2012; Lauber & Gorbalenya, 2012).
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Figura 1. Arbol filogenético basado en el gen viral mas conservado (gen 1). Se incluyen 21 virus que
representan la diversidad de especies de los coronavirus. Alfacoronavirus 1 (Alpha-CoV1), Coronavirus
Humano 229E (HCoV-229E), Coronavirus Humano NL63 (HCoV-NL63), Coronavirus del Murciélago
Miniopterus 1 (BtCoV-1AB), Coronavirus del Murciélago Miniopterus HKU8 (BtCoV-HKUB8), Virus de la
Diarrea Epidémica Porcina (PED), Coronavirus del Murciélago Rhinolophus HKU2 (BtCoV-HKU2),
Coronavirus del Murciélago Scotophilus 512 (BtCoV-512), Betacoronavirus 1 (Beta-covl), Coronavirus

Humano HKU1 (HCoV-HKUL), Virus de la Hepatitis del Raton (MHV), Coronavirus del Murciélago
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Tylonycteris HKU4 (BtCoV-HKU4), Coronavirus del Murciélago Pipistrellus HKU5 (BtCoV-HKUS),
Coronavirus del Murciélago Rousettus HKU9 (BtCoV-HKU9), Coronavirus Asociado al Sindrome
Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV), Coronavirus Asociado al Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo
Humano (HCoV-EMC/2012), Virus de la Bronquitis Infecciosa (IBV), Coronavirus de la Ballena Beluga
SW1 (BWCoV-SW1), Coronavirus del Bulbul HKU11 (ACoV-HKU11), Coronavirus del Zorzal HKU12
(ACoV-HKU12), y Coronavirus del Munia HKU13 (ACoVHKU13). Tomado de van Boheemen et al. (2012).

1.3. Composicion Viral de IBV
1.3.1. Genoma viral

IBV posee un genoma de ARN simple hebra, con polaridad positiva y 27,6 kb de
longitud. En ambos extremos del genoma se localizan regiones no traducidas denominadas 5
UTRy 3" UTR. Los UTRs poseen importantes funciones en la regulacion de la replicacion y

transcripcion del genoma viral (Lai et al., 1997).

Al igual que el resto de los Coronavirus, IBV posee un set de genes esenciales, que
codifican para las proteinas estructurales y las proteinas asociadas a la replicacion y
transcripcion viral, que se encuentran en un orden invariable en todos los miembros de la
familia Coronaviridae (Lai et al., 1997). IBV contiene ademas un grupo de genes accesorios,
que difieren entre los diferentes coronavirus, que codifican para pequefias proteinas no

estructurales de funcion desconocida (3a, 3b, 5a 'y 5b) (Weiss et al., 2005) (Figura 2).
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Figura 2. Representacidn esquematica del genoma de IBV. Este genoma tiene seis genes, tres de los cuales
poseen mas de un marco abierto de lectura. El gen 1 codifica para proteinas asociadas a la transcripcion y
replicacion de los genes virales. El gen 2 codifica para la Glicoproteina de Superficie. EI gen 3 codifica para
proteinas no estructurales (ORFs 3a y 3b) y para la Pequefia Proteina de Membrana (ORF 3c). El gen 4
codifica para la Glicoproteina Integral de Membrana. El gen 5 codifica para proteinas no estructurales. EIl gen

6 codifica para la Proteina de Nucleocapside. Tomada y modificada de Ammayappan et al. (2008).



1.3.2. Envoltura viral

IBV es un virus pleomorfico (80-120 nm) que se halla rodeado por una bicapa lipidica
con proyecciones superficiales denominadas espiculas (Berry et al., 1964). Esta envoltura
viral tiene apariencia de corona cuando se observa el virus al microscopio electrénico (Figura

3A), de donde deriva el nombre de la familia.

Glicoproteina de

/ Superficie

Glicoproteina Integral
de Membrana

Membrana Lipidica

Figura 3. A. Fotografia de microscopia electronica de IBV. B. Representacion esquematica de la particula

viral. Se indican los elementos estructurales de relevancia. Imagen tomada y modificada de www.nature.com.
1.3.3. Proteinas estructurales

IBV posee cuatro proteinas estructurales: Glicoproteina de Superficie, Glicoproteina
Integral de Membrana, Proteina Pequefia de Membrana y Proteina de Nucleocapside (Figura
3B).

La Glicoproteina de Superficie (S) es un polipéptido altamente glicosilado de
aproximadamente 1140 aminoacidos (Godet et al., 1994). Esta proteina atraviesa la envoltura
viral y se diferencia en tres regiones: el endodominio, el dominio transmembrana y el
ectodominio. El ectodominio forma la mayor parte de la proteina (1070 aminoacidos), y tan

solo 70 aminoéacidos constituyen el dominio transmembrana y el endodominio (Figura 4).

La proteina S es codificada en forma de un precursor proteico (Sp), que es clivado
post-traduccionalmente en S1 y S2 durante el primer paso de la infeccién (Vennema et al.,
1990). Este clivaje es esencial para que ocurra la fusion de la envoltura viral con la

membrana endosomal.



Los modelos estructurales indican que tres moléculas de S forman las espiculas. Los
dominios S1 constituyen los bulbos de la espicula, mientras que los dominios S2 forman un
tallo espiralado mediante la interaccion de las regiones HR (heptad repeat). Las regiones HR
son repetidos de siete aminoacidos, ampliamente distribuidas en las proteinas de fusién

virales, que median la interaccion entre proteinas (Figura 4).
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Figura 4. Izquierda: modelo del homotrimero de la proteina S. Derecha: mapa lineal de la proteina S en donde
se muestra la porcién amino terminal S1 y carboxilo terminal S2. La punta de flecha indica el sitio de clivaje
S1-S2. En S1 se indica el péptido sefal (signal peptide) y los dominios de unién al receptor (RBD) para
MHYV, SARS-CoV, HCoV-229E y TGEV. En S2 se indica las regiones HR (HR1 y HR2), el péptido de fusion
(F), el dominio transmembrana (transmembrane domain) y el endodominio (endodomain). Tomado de
Masters (2006).

La Proteina Integral de Membrana (M) es una glicoproteina de 225 aminoacidos que
atraviesa la envoltura viral. El extremo carboxilo de esta proteina se proyecta al interior del
virion e interactda con el ARN viral, mientras que el extremo amino terminal esta expuesto al
exterior de la envoltura del virion. La mayor parte de M es hidrofdébica, por lo que se

encuentra integrada a la envoltura (Armstrong et al., 1984).

La Proteina Pequefia de Membrana (E) es un polipéptido altamente hidrofobico de 108
aminoacidos que se encuentra integrado a la membrana viral (Godet et al., 1992). Tanto E

como M son necesarias para el ensamblaje del virién (Vennema et al., 1996).

La Nucleoproteina o Proteina de Nucleocapside (N) es una fosfoproteina de 409
aminoacidos (Williams et al., 1992). Esta proteina se asocia con el ARN viral en forma de

dimero, formando una estructura helicoidal denomina nucleocépside. Cada mondmero esta
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constituido por un core o nicleo central, con una estructura tridimensional de hoja 3 plegada

(Figura 5).

1 _‘_ N

C

Figura 5. Esquema del plegado tridimensional de la Nucleoproteina de IBV. Los nimeros indican los
residuos aminoacidicos. Se muestran los elementos de estructura secundaria y los extremos N y C-terminales.
Tomado de Fan et al. (2005).

1.4. Ciclo replicativo de IBV
1.4.1. Ingreso a la celula

El primer paso en el ciclo de replicacion de IBV es la union de los viriones a la
membrana plasmatica de la célula diana. En IBV no se conoce el dominio de S que se une al
receptor celular, pero existen fuertes evidencias de que reside en la subunidad S1, como
ocurre en otros coronavirus (Figura 4). El receptor celular es el &cido N-acetilneuraminico
a2,3 (&cido sialico) que se encuentra en la mayoria de los tipos celulares (Winter et al., 2006;
Winter et al., 2008). La afinidad de IBV por este acido explica la naturaleza pantropica de
IBV en el pollo, aunque no seria el unico determinante de la susceptibilidad. Como el &cido
sialico esta presente en células que no son infectadas por IBV, y en diversos tipos celulares
de especies de animales no susceptibles, se plantea que, al igual que otros coronavirus, IBV
requiere para ingresar a las células un segundo receptor u otro factor del huésped ain no
identificado (Cavanagh et al., 2007; Wickramasinghe et al., 2011).

Luego de la adsorcién del virion, éste ingresa a la célula en un paso que implica la
fusién de membranas. A diferencia de la mayoria de los coronavirus, 1BV exhibe una fusién
de membrana a pH acido, sugiriendo que ésta ocurre en el interior de endosomas acidos (Chu

et al., 2006). La fusion de la envoltura viral con la membrana endosomal se lleva a cabo por
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la accion del péptido de fusion, un dominio hidrofobico de 20 aminodcidos de S2 que se
ancla a la membrana endosomal (Bosch et al., 2003). La exposicion del péptido de fusién
ocurre como consecuencia del clivaje, realizado por la proteasa celular Furina, del precursor
SoenSly S2.

1.4.2. Traduccién y clivajes post-traduccionales del ORF 1

El ARN viral liberado en el citoplasma se emplea como ARNmM para traducir las
proteinas que constituyen el complejo de replicacion/transcripcion (RTC). Este complejo
multiproteico esta codificado por el gen 1, el cual contiene dos grandes marcos abiertos de
lectura (ORF la y ORF 1b) que se hayan superpuestos en un unico nucledtido. La
poliproteina ppla se traduce a partir del ORF 1a, mientras que pplab se traduce a partir de
los ORF lay 1b por un mecanismo de desplazamiento -1 del marco ribosomal (Brierley et
al., 1992; Eleouet et al., 1995) (Figura 6). La frecuencia con que ocurre el desplazamiento del

marco ribosomal provoca un exceso de 3 a 5 veces de ppla sobre pplab.

Los polipéptidos pplay pplab son clivados post-traduccionalmente por dos proteasas
codificadas por el virus, PLP2 y M, en 15 proteinas maduras no estructurales (nsp), las
cuales intervienen directa o indirectamente en la replicacion y transcripcion de los genes
virales (Gorbalenya et al., 1989; Lu et al., 1996; Tibbles et al., 1996) (Figura 6).
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Figura 6. Representacion esquematica de la traduccion y de los clivajes post-traduccionales del ORF 1. El

ORF 1 constituye las dos terceras partes del genoma de IBV, y codifica para los polipéptidos ppla y pplab.

Estos polipéptidos son procesados por dos proteasas virales, PLP2 y MP®, en 15 proteinas maduras no
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estructurales (nsp). PLP2 es responsable del clivaje entre nsp2-nsp3 y nsp3-nsp4 (triangulos negros). MP* es
la encargada de procesar las restantes proteinas (tridngulos blancos). X: ADP ribosa monofosfatasa, TM, MP1,
y MP2: dominios hidrofobicos transmembrana, RdRp: ARN Polimerasa ARN dependiente, Hel: helicasa,
ExoN: exo-nucleasa, EU: endo-ribonucleasa y OMT: ARN 2'-O-metiltransferasa. Tomado de Fang et al.
(2008).

1.4.3. Replicacion y transcripcion

El complejo de replicacién/transcripcion (RTC) sintetiza nuevos ARNs gendmicos
virales, asi como ARNmM subgendmicos a partir de los cuales se traducen el resto de las
proteinas virales. Los procesos de replicacion y transcripcion requieren de distintos tipos de

secuencias reguladoras distribuidas en el genoma de IBV (Figura 7).

3" UTR
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%} TRS - Transcriptional Regulatory Sequence (CTTAACA)
- Ribosome Shifting Sequence

ORF - Open Reading Erame

L - Leader sequence

5' UTR - §' Untranslated Region (530 bases)

3 UTR - 3 Untranslated Region (320 bases)
e !

Figura 7. Secuencias reguladoras de la replicacion y transcripcion de los genes virales. TRS: secuencias
reguladoras de la transcripcion de 7 nucledtidos (CTTAACA) que se encuentran inmediatamente corriente
arriba del coddn de inicio de la traduccién de cada gen. RFS: secuencia de cambio del marco ribosomal. ORF:
marco abierto de lectura. L: Secuencia lider que se encuentra en el extremo 5' del primer TRS (TRS-L). &'
UTR: region no traducida de aproximadamente 530 nucleétidos en el extremo 5' del genoma que incluye la
secuencia lider y el primer TRS. 3'UTR: regién no traducida de aproximadamente 320 nucleétidos en el

extremo 3' del genoma.

La replicacion y transcripcion de los genes virales comienza cuando el RTC utiliza el

ARN gendmico viral como molde para sintetizar una copia de ARN complementaria (ARN
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genémico de polaridad negativa), y cinco ARN subgendmicos de polaridad negativa. Los
ARN subgenomicos son truncados en el extremo 3" al inicio de los diferentes genes y estan
provistos con una secuencia complementaria a la secuencia lider (secuencia anti-lider)
(Figura 8). La secuencia anti-lider se adquiere por un mecanismo de transcripcion
discontinua: el RTC comienza la sintesis de un ARN subgendémico de polaridad negativa a
partir de su extremo 5, al llegar a un TRS lo reconoce, lo copia y se trasloca al 5' UTR del

genoma viral para copiar la secuencia lider.

Para sintetizar los ARNm subgenémicos y nuevos genomas virales, el RTC utiliza los
ARNs subgendmicos de polaridad negativa y el ARN gendmico de polaridad negativa como

moldes (Figura 8).
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Figura 8: Replicacién y transcripcién del genoma de IBV. Se esquematiza la sintesis de nuevos genomas
virales (replicacion) y la sintesis de los cinco ARNm subgendmicos por un mecanismo de transcripcion

discontinua.

1.4.4. Traduccidn de proteinas virales, ensamblaje y liberacion

Las proteinas virales son traducidas por ribosomas asociados al reticulo
endoplasmatico. Aquellos genes que poseen un Unico ORF se traducen de manera CAP
dependiente, al igual que el primer ORF de los genes que poseen mas de un marco abierto de

lectura (Tahara et al., 1994). Algunos ORFs internos, como el que codifica para la proteina E,
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se traducen en forma CAP independiente mediante IRES (internal ribosomal entry site) (Liu

et al., 1992; Thiel et al., 1994). EI mecanismo de traduccion del segundo ORF del gen 5 aln
se desconoce.

El ensamblaje de la particula viral comienza cuando la proteina N se asocia al ARN
genémico viral y este complejo ribonucleoproteico se transporta hacia la membrana del
reticulo endoplasmatico, lugar donde se encuentran ancladas las proteinas virales S, E 'y M.
La envoltura viral es adquirida por brotamiento de las particulas en el reticulo

endoplasmatico. Los viriones maduros se transportan en grandes vesiculas que se fusionan a

la membrana celular para ser liberados de las células (Salanueva et al., 1999) (Figura 9).
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Figura 9: Ciclo replicativo de IBV. Se esquematiza el ingreso del virus a la célula, la traduccién de las
proteinas que forman el complejo de replicacién/transcripcion (RTC), la replicacion o sintesis de nuevos ARN
gendmicos virales (ARNg), la transcrpcion o sintesis de los cinco ARNm subgenémicos (ARNm sg), la
traduccion de las proteinas estructurales (S, E, M y N), el ensamblaje y brotamiento de las particulas virales en

el reticulo endoplasmatico (RE) y las liberacion de los viriones en vesiculas. Tomado y modificado de Masters
et al. (2006).
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1.5. Caracterizacion funcional y genética de 1BV

La caracterizacion de 1BV puede realizarse mediante pruebas funcionales o analizando
el genoma viral (De Wit, 2000). Las pruebas funcionales clasifican a los virus en

protectotipos y serotipos, mientras que el analisis del genoma viral los clasifica en genotipos.

La clasificacion en protectotipos se realiza mediante ensayos de proteccion en pollos
SPF (libres de patogenos especificos). Estos ensayos consisten en dos infecciones, separadas
por un periodo de 28 dias, con las dos variantes a clasificar. La evaluacién de la proteccion
conferida entre las variantes se realiza mediante diferentes técnicas, como la prueba de
ciliostasis, la capacidad de aislamiento viral y la observacion de sintomatologia clinica. Se
considera que dos variantes de IBV (A y B) son del mismo protectotipo cuando la
primoinfeccion de un pollo SPF con la variante A protege a este pollo de una segunda
infeccion con la variante B, y viceversa. Este tipo de clasificacion proporciona una
informacion directa y precisa acerca de la eficacia de una vacuna, pero es un metodo de

clasificacion laborioso, costoso, y que requiere de una infraestructura importante.

La clasificacion en serotipos se realiza mediante ensayos de virus neutralizacion en
huevos embrionados o en cultivos celulares. La neutralizacion viral se define como la pérdida
de la capacidad infectante del virus por la reaccion con un anticuerpo. El procedimiento
consiste en mezclar diluciones apropiadas de suero y virus, e inocular la solucién en la
cavidad alantoidea de huevos embrionados o en cultivos celulares primarios, donde el virus
no neutralizado pueda producir un efecto reconocible (lesiones especificas o efecto
citopatico). Se considera que dos variantes (A y B) son del mismo serotipo cuando los titulos
neutralizantes heterélogos (antisuero A con virus B, y antisuero B con virus A) difieren al
menos 20 veces de los titulos homologos (antisuero A con virus A, antisuero B con virus B)

en ambas direcciones (Hesselink, 1991).

La clasificacion en genotipos se basa en el analisis total o parcial del genoma. La
metodologia mas directa e informativa es la secuenciacion, pero también se emplean
metodologia de caracterizacion indirectas del genoma basadas en las técnicas de RFLP y
PCR en tiempo real (De Wit, 2000). La caracterizacion genética mas utilizada se realiza

mediante el andlisis de la secuencia codificante de S1, la regién mas variable del genoma por
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codificar para los principales sitios antigénicos del virion. En base a estos analisis se han
descritos decenas de genotipos circulando en la industria avicola mundial. En la seccion
4.12.5 se muestra un exhaustivo analisis de los principales genotipos descritos que en el
mundo. Mas recientemente, también se ha comenzado a analizar el gen que codifica para la

proteina N porque cumple cierto rol en la inmunidad protectiva.
1.6. Mecanismos de variabilidad en IBV

Desde su descripcion en los afios 30 (Shalk et al., 1931), se han detectado decenas de
variantes genéticas o genotipos, y mas de 60 variantes antigénicas o serotipos de IBV
circulando en el mundo. Esta variabilidad se genera mediante dos mecanismos principales: la

mutacion y la recombinacion.

Los coronavirus poseen una tasa de mutacion del orden de 10° a 107 mutaciones por
nucledtido copiado por ciclo de replicacion (Eckerle et al., 2007; Eckerle et al., 2010), por lo
que incorpora 1 nucleotido en forma errénea cada un millon a diez millones de nucledtidos
copiados durante un ciclo replicativo. Esta tasa de mutacion es una de las mas bajas dentro de
los virus ARN, y resulta fundamental para mantener la integridad de los genomas
sorprendentemente largos de los coronavirus (Figura 10). Esta baja tasa de mutacion no esta
Unicamente determinada por la fidelidad de copia de la ARN polimerasa ARN dependiente,
sino que la accion de la proteina no estructural 14 (nspl4), también denominada ExoN,
aumenta la fidelidad de copia durante la replicacién y transcripcion (Eckerle et al., 2007).
Aunque no se conoce el mecanismo por el cual nspl4 incrementa la fidelidad de copia, se
sugiere que podria actuar en forma analoga a la subunidad correctora de pruebas de la

polimerasa celular.

El segundo mecanismo de generacién de la variabilidad en IBV es la recombinacion,
principalmente mediada por eleccion de copia (copy choice). IBV posee una elevada tasa de
recombinacidn genética, con valores cercanos al 25% durante una infeccién mixta de cepas,
como resultado de su particular mecanismo de transcripcion discontinua (Simon-Loriere &
Holmes, 2011). Los eventos de recombinacién se detectan frecuentemente en cepas de
campo, tanto a nivel inter- como intra-génico (Kottier et al., 1995; Lee & Jackwood, 2000;
Dolz et al., 2008).

17



Tasa de mutacion (mutaciones/nucleétidos copiado/ciclo de replicacion)

: Retro
sﬂﬂé CoV
| ssDNA | dsDNA
10 10 104 10°°¢ 10 ® 10!

Figura 10. Tasas de mutacion de Retrovirus (Retro), virus ARN simple hebra (sSRNA), virus ADN simple
hebra (ssDNA), virus ADN doble hebra (dsDNA) y coronavirus (CoV). Tomado y modificado de Duffy et al.
(2008).

1.7. Bronquitis Infecciosa Aviar

La Bronquitis Infecciosa Aviar (IB) es una enfermedad aguda que afecta a aves de
corral de todas las edades, siendo mucho mas severa en pollos de no méas de dos semanas de
edad (Crinion et al., 1970; Munner et al., 1987).

La transmision de IBV puede producirse de forma vertical, de las reproductoras a su
descendencia, o de forma horizontal, entre las aves de un mismo lote por via aerégena. La
transmision horizontal entre aves de un mismo lote es rapida, ya que pollos libres del virus
puesto en contacto con otros infectados producen los sintomas tipicos de la infeccion dos dias

mas tarde (Cavanagh et al., 1997).

IBV infecta inicialmente las células epiteliales de las vias respiratorias superiores,
posteriormente se propaga hacia las células de traquea y pulmones donde continta
replicandose hasta el octavo dia post-infeccidn. Tras este periodo, el virus pasa por via
sanguinea y por difusion, desde los sacos aéreos a otras superficies epiteliales, incluyendo el
rifidn, ovarios, oviducto, testiculos, bolsa de Fabricius, tonsilas cecales y muchas partes del

tracto digestivo (eso6fago, proventriculo, duodeno, yeyuno, recto y cloaca), donde se
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multiplica lesionando los tejidos infectados (Crinion et al., 1970; Kinde et al., 1991; Wang et
al., 1996; Di Fabio et al., 2000).

La sintomatologia de la enfermedad es variable y depende de factores tales como la
cepa de virus infectante, y la edad y estado inmunitario de las aves. En general se manifiesta
con sintomas respiratorios; tos, estornudos, exudados nasales y oculares, estridor y disnea
(Shalk et al., 1931). Este cuadro puede agravarse por infecciones bacterianas secundarias que
generan un considerable aumento en la mortalidad media del lote (Goryo et al., 1994; Naqi et
al., 2001).

En gallinas ponedoras se produce también un descenso en la produccién de huevos de
hasta un 50%, y un incremento en el nimero de huevos con alteraciones externas
caracteristicas como cascara rugosa, huevos asimétricos y deformes, deficiencias en la
calcificacion y fragilidad excesiva. También, se aprecian alteraciones en la calidad interna
del huevo, tales como albumina acuosa y yema con deficiencias en la pigmentacion (Crifiion
et al., 1970; Gelb et al.,, 1991). En el caso de gallinas reproductoras, ademas de la
sintomatologia respiratoria, se produce un notable descenso de la fertilidad y muerte
embrionaria (Gelb et al., 1991; Cavanagh et al., 1997).

Desde los afios 60 se reportan casos de IBV que afectan gravemente el sistema renal y
aumentan la mortalidad media del lote (cepas nefropatdgenas). Las infecciones renales se
caracterizan por un aumento de volumen y palidez de los rifiones, y la presencia de tabulos y
uréteres con cristales de acido Urico, especialmente en aves jovenes (Winterfield et al., 1962).
Dada la gravedad, estas variantes son consideradas casos notificables a los centros de
investigacion y vigilancia sanitaria de referencia para esta enfermedad, como el Poultry
Diagnostic and Research Center (PDRC) y la Organizacién Internacional de Epizootias
(OIE).

1.8. Herramientas de control de la Bronquitis Infecciosa Aviar
1.8.1. Diagnostico

El diagnostico clinico de la IB no es sencillo debido a que otras patologias aviares

pueden presentar sintomas similares. Para lograr un diagnoéstico certero de la enfermedad es
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conveniente utilizar métodos de diagndstico complementarios. Se ha realizado el diagnostico
por aislamiento e identificacion del virus con pruebas seroldgicas tradicionales, como la
neutralizacion viral, pero es muy laborioso y poco seguro por la alta tasa de cambios

antigénicos que posee IBV (Andreasen et al., 1991).

Desde hace algunos afios se vienen empleando técnicas de genética molecular para el
diagnédstico rapido de la 1B, que consisten en la amplificacion por PCR de regiones
genomicas del virus (Zwaagstra et al., 1992). En el afio 2006 se desarrolld la primer
metodologia de diagnostico de IBV basado en PCR en tiempo real, la cual consiste en la
amplificacion de un fragmento del 5"UTR del genoma viral, region sumamente conservada
por su importancia en la regulacion de la transcripcién viral (Callison et al., 2006). Esta
metodologia se caracteriza por su rapidez, alta sensibilidad y especificidad, lo que cobra una
gran importancia en este modelo viral debido al bajo titulo que presenta IBV durante una

infeccion.
1.8.2. Vacunas

En la década de 1950 se comenzaron a utilizar las primeras vacunas a partir de cepas
de campo atenuadas; 20 afios después se desarrollaron vacunas inactivadas. Las actuales
vacunas vivas brindan buena proteccion contra variantes de campo perteneciente al mismo
protectotipo, pero los titulos protectivos comienzan a declinar alrededor de las nueve
semanas después de la vacunacion. En pollos de engorde, cuyos ciclos productivos
generalmente no exceden los 60 dias, la vacunacion con vacunas vivas se efectua a temprana
edad para inducir suficiente proteccidn para cubrir el periodo total de crianza. En ponedoras
y reproductoras se utilizan varias dosis de vacunas vivas en las primeras etapas de vida, y se
refuerza con la aplicacién de vacunas inactivadas en etapas previas a la produccién. Con esto
se pretende proteger al ave en todo su ciclo productivo y, en las reproductoras, transmitir

ademas inmunidad pasiva a la progenie (Cavanagh et al., 2003).

En Uruguay, al igual que en la mayoria de los paises sudamericanos, las vacunas
atenuadas e inactivadas del serotipo Massachusetts son las Unicas oficialmente autorizadas.
Pero a pesar de la vacunacion sistematica con esta cepa, es muy comun gue surjan brotes de

la enfermedad en lotes de aves correctamente inmunizados. Estos brotes pueden ocurrir por
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diferencias antigénicas entre los aislados de campo y los serotipos vacunales, particularmente
debido a que los serotipos vacunales presentan bajo nivel de proteccion cruzada (Cavanagh,
2003).

Desde hace algunos afios se emplean técnicas de genética molecular para seleccionar
el plan de vacunacion adecuado a las caracteristicas antigénicas de los virus de campo
locales. Una herramienta cualitativa muy poderosa para implementar planes de vacunacion
mas efectivos es seleccionar la vacuna con el mayor indice de homologia genética respecto al
tipo de virus circulante en el campo, comparando aquellas regiones que poseen los sitios
antigénicos inmunoprotectores. En 1BV, los sitios antigenicos inmunoprotectores se han
mapeado en las proteinas S1 (Kant et al., 1992; Moore et al., 1997; Ignjatovic et al., 2005) y
N (Boots et al., 1991; Boots et al., 1992; Seah et al., 2000).

1.9. Antecedentes del estudio de IBV en Uruguay Yy la region

Los primeros reportes de IBV en América del Sur se realizaron en Brasil en la década
de 1950s (Hipdlito, 1957) y en Chile en la década de 1970s (Hidalgo et al., 1976), y
correspondieron a cepas del serotipo Massachusetts. Varios afios mas tarde, se identificaron
en estos paises variantes antigénicas diferentes a las descritas previamente en Estados
Unidos, Europa y Africa (Hidalgo et al., 1986; Cubillos et al., 1991; Di Fabio et al., 2000).

En Argentina, Brasil y Colombia la caracterizacion genética de cepas sudamericanas
de IBV se realizé mediante el analisis de diferentes regiones parciales de S1. Estos analisis
mostraron la circulacion de tres linajes en Argentina (Rimondi et al., 2009), un unico grupo
genetico en Brasil (Chacon el al., 2011; Felippe et al., 2010; Villarreal et al., 2007) y cuatro
linajes en Colombia (Alvarado et al., 2005). Hasta la fecha no existen publicaciones basadas

en secuencias completas de S1 y N de variantes sudamericanas.

En Uruguay, en el marco de mi tesina de grado se estandarizdé e implemento por
primera vez un ensayo de diagnostico molecular basado en la amplificacion por PCR en
tiempo final de una region de 437 pb del gen que codifica para la proteina N. A través de esta
metodologia confirmamos la circulacion de IBV en una granja avicola uruguaya. El analisis
de esta secuencia mostro que el virus era una variante de IBV altamente divergente a la cepa

del serotipo Massachusetts.
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2. Objetivos

Objetivo General: Diagnosticar y caracterizar genéticamente cepas de campo de IBV que

circulan en la industria avicola regional.
Objetivos Especificos:

- Estandarizar una metodologia de diagndstico molecular basada en la tecnologia de PCR en

tiempo real.

- Aplicar la metodologia de diagndstico en muestras de campo uruguayas pertenecientes a

animales con sintomatologia presuntiva de una infeccion por IBV.
- Poner a punto un ensayo de cuantificacion absoluta de la carga viral.

- Caracterizar genéticamente cepas de IBV circulantes en la industria avicola uruguaya y

argentina mediante la secuenciacion de la region codificante de S1y del gen N.

- Comparar las secuencias obtenidas con las de variantes de IBV que circulan en la region y

el mundo, y con las diferentes cepas vacunales disponibles en el mercado mundial.

- Estimar la edad del ancestro comun maés reciente y la tasa de sustitucion nucleotidica de las

variantes que circulan en la region.

3. Hipotesis de Trabajo

En la region circulan variantes de IBV con caracteristica genéticas particulares que
son muy divergentes de las cepas vacunales empleadas para su control. La comparacion
genética de estas variantes con cepas regionales y mundiales permitira una mejor

comprensiéon de la epidemiologia y evolucion de este importante patdgeno aviar.
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4. Materiales y métodos

4.1. Muestras

Para estandarizar los ensayos de diagndstico y caracterizacién molecular, y para contar
con un control positivo para el diagnostico de cepas de campo, se utilizé una muestra positiva
(UY/09/CA/01) y una muestra negativa (UY/09/CA/02) diagnosticadas durante mi tesina de
grado, y una cepa vacunal de IBV, incluida en la vacuna a virus vivo del laboratorio MC
Asociados — Fort Dodge Uruguay. La cepa vacunal era del tipo Massachusetts, Unico tipo

autorizado en Uruguay para su inclusion en vacunas.

Se analizaron 25 muestras uruguayas de pollos con sintomas presuntivos de infeccion
por IBV. Las muestras fueron remitidas entre los afios 2009 y 2012 (1 en el 2009, 2 en el
2010, 12 enel 2011y 10 en el 2012), y corresponden a traqueas, pulmones, tonsilas cecales y
bursas. La colecta del material biologico fue realizada por veterinarios especialistas en
avicultura que colaboran con nuestro grupo de trabajo. Los tejidos se almacenaron a -80° C
hasta su procesamiento. También se analizaron 13 muestras argentinas en el marco de una
pasantia en el Laboratorio de Virologia de Aves y Porcinos del INTA-Castelar, Argentina.
Estas muestras fueron tomadas entre los afios 2009 y 2011, y diagnosticadas como positivas

para IBV por el grupo de trabajo de este laboratorio.
4.2. Extraccion del genoma viral

Se utilizaron dos protocolos de extraccion de ARN viral dependiendo del 6rgano
analizado. En el caso de traqueas y liofilizado vacunal se utilizo el kit "QIAmp Viral RNA
Mini Kit" (anexo 1.a), mientras que para tonsilas cecales, pulmon y bursas se utilizo el Kit
“Quick-RNA™ MiniPrep” (Zymo Research) (anexo 1.b).

4.3. Retrotranscripcion

Las reacciones de retrotranscripcion (RT) se realizaron con el kit “RevertAid M-
MuLV Reverse Transcriptase” (Fermentas), siguiendo las instrucciones del fabricante (anexo

1.c). Para las reacciones de RT se utilizaron 10 ul de ARN extraido y hexameros al azar.
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4.4. Estandarizacion del ensayo de PCR en tiempo real

Se estandariz6 la deteccion del genoma de IBV mediante una metodologia basada en
PCR en tiempo real utilizando la cepa vacunal Massachusetts y las muestras UY/09/CA/01 y
UY/09/CA/02. En esta metodologia se utilizé6 un juego de cebadores (IBV-F391 y IBV-
R533) y una sonda de hidrdlisis (IBV 5' UTR) disefiados previamente, que amplifican una
region de 142 pb del 5’UTR del genoma de IBV (Callison et al., 2006) (Tabla 1). Dicha
sonda presenta el fluoroforo 2'-cloro-7'-fenil-1,4-dicloro-6-carboxifluoresceina (VIC) en el
extremo 57, y la molécula bloqueadora (quencher) tetrametilrodamina (TAMRA) en el

extremo 3".

Para la estandarizacion del ensayo se probaron diferentes concentraciones de sonda y
cebadores (0,05 uM - 0,15 uM, 0,1 uM - 0,3 uM y 0,2 uM — 0,6 uM), manteniendo siempre
la relacion recomendada de concentracion sonda:cebadores (1:3). Las condiciones de ciclado

se detallan en la Tabla 2 (Protocolo 1).

Se desarroll6 y estandariz6 un ensayo de control interno para validar la extraccion de
ARN y la PCR en tiempo real. Para ello se disefio una sonda y un juego de cebadores capaces
de amplificar una region de 152 pb del exon 3 del gen que codifica para la beta actina aviar.
Esta sonda presenta la molécula de 6-carboxifluoresceina (FAM) como fluordforo, y un
doble quencher de moléculas no fluorescentes (ZEN y 3IABKFQ) (Tabla 1). Para esta
metodologia también se optimizo la reaccion con diferentes concentraciones de sonda y
cebadores (0,1 uM - 0,3 UM, 0,05 uM - 0,15 uM y 0,2 uM — 0,6 pM). Las condiciones de

ciclado se detallan en la Tabla 2 (Protocolo 1).

Todos los experimentos basados en PCR en tiempo real se realizaron en el equipo ABI
7500 (Applied Biosystems) de la Seccion Genética Evolutiva, que emplea el software ABI
7500 version 3.0.
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Tabla 1. Cebadores y sondas utilizadas en las reacciones de PCR en tiempo real y final.

Cebadores y Secuencia 5 — 3’ _ Posicion er; el
sondas Polaridad| genoma
5 UTR
IBV-F65 AACGGACTTAAATACCTACAGCT + 65-87
IBV-F391* GCTTTTGAGCCTAGCGTT + 391-409
IBV-R533* GCCATGTTG TCACTG TCT ATT G - 511-533
IBV 5' UTR* VIC-CACCACCAGACCTGTCACCTC-TAMRA + 444-465
gen S
IBV-S1 ACTGAACAAAAGACAGACTT + 20313-20332
IBV-S2 CCATCTGAAAAATTRCCAGT - 21076-21095
IBV-S5 TTTGTYAATGGTACTGYACA + 21001-21020
IBV-54 CATAACTAACATAAGGGCAA - 22008-22027
gen N
IBV-N2** GTCTTGTCCCGCGTGTA + 25846-25862
IBV-N1** ACCCTTACCAGCAACCC - 26267-26283
IBV-N3 GATGGTATAGTGTGGGTTGCTG + 26254-26275
IBV-N4 TTCCCTGGCGATAGACATGTA - 27205-27224
R-actina aviar
B-act Fw GAGAAATTGTGCGTGACATCA + 3003-3023
B-act Rv CCTGAACCTCTCATTGCCA - 3136-3154
B-act Pb FAM-TGCTCGAAA-ZEN-TCCAGTGCGACGTAG-3IABKFQ - 3037-3060

®Posicion nucleotidica en el genoma de la cepa M41 de IBV (AY851295) o en el gen de R-actina aviar
de Gallus gallus (X00182).

*Cebador descritos por Zwaagstra et al. (2002). **Cebadores descritos por Callison et al. (2006).
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Tabla 2. Protocolos de ciclados de PCR. Protocolo 1: PCR en tiempo real. Protocolo 2: amplificacion del
fragmento F65-R570. Protocolo 3: Amplificacion de la region codificante de S1. Protocolo 4: Amplificacion
del gen N (amplicon N2-N1). Protocolo 5: Amplificacion del gen N (amplicon N3-N4).

Proceso Temperatura| Tiempo
Protocolo 1 | |ectura pre-PCR 500 C 5 min
Desnaturalizacion inicial 95° C 10 min
Desnaturalizacién 95°C 15 seg :
I — ) 40 ciclos
Hibridacion-Extension 60° C 1 min
Lectura pos-PCR 70°C 5 min
Protocolo 2 | Desnaturalizacién inicial 95° C 5 min
Desnaturalizacién 95°C 30 seg
Hibridacion 57°C 30 seg 35 ciclos
Extension 72°C 50 seg
Extensidn final 72°C 5 min
Protocolo 3 | Desnaturalizacion inicial 95° C 5 min
Desnaturalizacion 95° C 30 seg
Hibridacion 53°C 30 seg 35 ciclos
Extension 72°C 1 min
Extensidn final 72°C 5 min
Protocolo 4 | Desnaturalizacién inicial 950 C 5 min
Desnaturalizacion 95°C 30 seg
Hibridacion 55°C 30 seg 30 ciclos
Extension 72°C 30 seg
Extensidn final 72°C 5 min
Protocolo 5 | Desnaturalizacion inicial 95° C 5 min
Desnaturalizacion 95° C 30 seg
Hibridacion 55°C 30seg | 40ciclos
Extension 72°C 1 min
Extensidn final 72°C 5 min

4.5. Diagnostico de muestras de campo por PCR en tiempo real

La metodologia de PCR en tiempo real estandarizada se aplicO en 25 muestras
uruguayas y 13 argentinas provenientes de animales con sintomatologia clinica asociada a
Bronquitis Infecciosa. Para cada muestra se realizaron dos reacciones, una para la deteccion

del genoma de IBV y otra para la deteccion del gen de la B-actina aviar (control interno).
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4.6. Ensayo de cuantificacion absoluta

El ensayo de cuantificacion absoluta se basa en la generacion de una curva estandar a
partir de diluciones seriadas de ARN viral cuyo nimero de copias gendmicas es conocido.
Esta curva estandar representa la relacién lineal entre el logaritmo del niumero de copias
ARN viral y el Ct (primer ciclo de la PCR donde se registra fluorescencia significativa) de
cada dilucién. Para generar la curva se obtuvo una gran cantidad de ARN viral de
concentracion y de tamafio conocido, mediante un ensayo de transcripcion in vitro. En la

figura 11 se esquematiza la metodologia realizada para la generacién de la curva estandar.

P tor T7
romotar Promotor T7
- -
Inserto  Promotor T7 - X -  x 1
- R R . I
3 2- Linealizacién del vector —
Sitio de
_~ o , ! ADNasal
Linealizacion ———" 3- Purificacién del vector lineal ~ "~
L L
Transcriptos
I
4- Transcripcién invitro v
1- Clonacion de un fragmenio que contiene purificacacion de los transcriptos
el amplicon de PCR en tiempo real - l

Akn

A// 7- Diluciones seriadas de ARN
N /
| pmr—a ol NAAAANAANAN D

“T, A\ ll!llll

3- Cuantificacion del transcripto
8- Refrotranscripcion

6- Cdlculo de Y (copias de ARN/uL)

. @ & b & & & @
J FUI I ARRRRA
Log (copias de ARN/reaccién) Y =[ARN]x NA

9- PCR en tiempo real LTx 340

L

10- Generacion de la curva estandar

Figura 11: Metodologia empleada para la generacion de la curva estandar. Para realizar la curva estandar
(relacion lineal entre el Log;o del nimero de copias de ARN viral y el Ct) se clon6 un fragmento que contiene
el amplicon de PCR en tiempo real, se linealizé y purificé el plasmido, se transcribi6 in vitro el fragmento
clonado y se calcul6 el nimero de copias de ARN/uL (YY) obtenido en el protocolo de transcripcién. A partir
del transcripto se realizaron diluciones seriadas que se sometieron a una reaccion de retrotranscripcion seguida

de una PCR en tiempo real. Con los Ct resultantes y el Y calculado se gener6 la curva estandar.
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4.6.1. Amplificacién del fragmento F65-R533

Se amplifico un fragmento de 469 pb que contiene la secuencia empleada en el ensayo
de diagnostico de PCR en tiempo real. Esta reaccion de PCR se realizé con el juego de
cebadores F65 y R533 (Tabla 1). Se utiliz6 un termociclador con gradiente de temperatura
“CG1/96” (Corbett Research) y las condiciones detalladas en las tablas 2 (Protocolo 2) y 3.
El amplicon se purificod con el kit “Illustra GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit”

(General Electric) (anexo 1.d).

Tabla 3. Concentraciones de los reactivos de las reacciones de PCR en tiempo final

Reactivos Co Cy V,/tubo (uL)
H,0 10.25
Buffer 10 X 1X 15
MgCl, 25 uM 2 UM 1.2
dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.3
Taq 5U/puL | 0.05pL 0.15
Cebador F 10 uM 0.4 uM 0.3
Cebador R 10 uM 0.4 uM 0.3
ADNCc 1

4.6.2. Clonacion

El amplicon F65-R533 fue clonado con el kit “GeneJet PCR Product Cloning kit”

(Fermentas) utilizando células competentes de E. Coli XL-1 Blue (anexo 1.e).

El producto de PCR clonado contiene una region de poli-A en el extremo 3", por tanto
antes de ser clonado fue tratado con una enzima de blunting que genera extremos romos. El
vector plasmidico utilizado, denominado pJET 1.2, posee un promotor para la ARN

Polimerasa T7 que permite transcribir el inserto clonado.
4.6.3. Extraccion de ADN plasmidico

Para corroborar la presencia del fragmento de interés en las colonias transformadas se
realizd un rastreo por PCR con los cebadores F65 y R533, utilizando las condiciones ya
descritas. En los clones positivos se confirmd la correcta direccion del inserto realizando

PCR con el cebador directo del vector y el cebador reverso del amplicon y viceversa
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(pJET_F-R533 y F65-pJET_R). La extraccién del ADN plasmidico de los clones positivos y
con la direccion correcta del inserto se efectud con el kit “PureLink Quick Plasmid MiniPrep

Kit” (Invitrogen).
4.6.4. Linealizacién y purificacion del vector

Para evitar la generacion de transcriptos heterélogos, debido a la alta procesividad de
la ARN Polimerasa, el plasmido fue linealizado con la enzima de restriccion Ncol que posee
un sitio de reconocimiento en el plasmido (anexo 1.g). El plasmido lineal fue purificado con

el método de fenol:cloroformo (anexo 1.h).
4.6.5. Transcripcion in vitro

La transcripcion in vitro se realizd con el kit “TrancriptAid T7 High Yield
Trancription Kit” (Fermentas) (anexo 1.i). Los transcriptos fueron tratados con ADNasa | y

purificados con el método de fenol:cloroformo (anexo 1.j).
4.6.6. Célculo de Y (NUmero de copias de ARN/uL)

El nimero de copias de ARN/L (YY) se calculd mediante la siguiente ecuacion:

Y =[ARN] x NA
LT x 340

[ARN] es la concentracion del transcripto expresada en g/pL, NA es el nimero de Avogadro
(6,022 x 10%® moléculas/mol), LT es el largo del transcripto expresado en nucleétidos y 340

es el peso molecular de un nucle6tido y se expresa en g/mol.nt.

La concentracion del transcripto fue determinada con un NanoDrop 1000

(Thermo Scientific).
4.6.7. RT-PCR en tiempo real

A partir del transcripto de ARN se realizaron nueve diluciones seriadas en base 10 en
un rango de 20 x 10° a 20 copias de ARN/pL.

Cada dilucion se sometié a una reaccion de RT de volumen final de 20 pL. Para la

reaccion de RT se utilizaron 10 ul de ARN que se obtuvo al mezclar 1 pL de cada dilucion
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con 9 uL de ARN proveniente de una muestra negativa para IBV (ARN contaminante). Este
paso simula una situacién real donde el ARN viral se encuentra en baja proporcion en
relacion al ARN celular (principalmente ARN ribosomal). Por ultimo, cada RT se sometio a

una reaccion de PCR en tiempo real (Figura 12).

Cada ensayo, que incluye la realizacion de las diluciones seriadas y las reacciones de
RT y PCR en tiempo real, se realiz6 por triplicado bajo las mismas condiciones. También fue

realizada por triplicado cada reaccion de PCR en tiempo real a partir de un mismo ADNCc.

Diluciones seriadas 1:10

bvhvawaquwb o ol @
20x10% 20x107 20x10° 20x10° 20x10* 20x10° 20x102 20x10' 20 Copias de ARN/pl

9l Seusa 1yl para

(\ haceruna RT de 20 pl’
) de volumen final
@
U f @ @ ] & tx 13 @ 43
ARN de muestra v U U U v U H U U
10° 107 1 10°

0® 10¢  10° 102 10 1 Copias de ARN/ul
7

negativa para IBV

Retrotranscripcion

Seusa 1 ul de ADNc para realizar cada reaccion de real-time PCR

Figura 12: Esquema representativo de las diluciones de ARN utilizadas para generar la curva estandar. A
partir del transcripto de ARN se realizaron nueve diluciones seriadas en base 10. Para cada reaccién de RT se

utilizaron 10 pl de ARN (1 pL de dilucién mas 9 pL de ARN contaminante).
4.6.8. Curva Estandar

La mejor recta que describe la relacion entre el Logio (N° de copias de ARN) y el Ct
se obtuvo por el método de los minimos cuadrados implementado por el programa PAST

(PAleontological STatistics) version 1.94b (http://palaeo-electronica.org/2001_1/past/issuel 01.htm).

El desempefio analitico del ensayo se determiné midiendo cuatro parametros: la
eficiencia, el coeficiente de determinacion, el rango dinamico y el coeficiente de variacion

intra- e inter-ensayo.
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La eficiencia se calculé usando la formula E = (10 — 1, donde k es la pendiente de
la curva estandar. Un valor de E=1 corresponde a una eficiencia de amplificacion del 100%,
lo que indica que la PCR es capaz de duplicar el ADN molde de un ciclo a otro. El
coeficiente de determinacion (R?) se calculd con el programa PAST version 1.94b. Este
coeficiente puede tomar valores de 0 a 1, siendo 1 cuando todos los valores estimados caen

sobre la recta de regresion.

En el rango dindmico de un ensayo se observa una relacion lineal entre el Log;, del
nimero de moléculas de ARN y el Ct. Este rango esta delimitado por el limite de
cuantificacion (LOQ) inferior y el LOQ superior. Dentro de estos limites, la PCR se
comporta realmente de forma cuantitativa por lo que se puede cuantificar una muestra
problema. EI LOQ superior generalmente no se detecta ya que suele ser muy alto y no es dtil

en la préactica.

Para medir la reproducibilidad del ensayo se calculo la variabilidad intrinseca de los
datos a traves de los coeficientes de variacion intra- e inter-ensayo de los valores de Ct. Los
coeficientes de variacion intra-ensayos indican la variabilidad de los Ct en tres reacciones
idénticas de un mismo experimento; los coeficientes de variacion inter-ensayos reflejan la

variabilidad de los Ct en tres experimentos independientes.

Los coeficientes de wvariacion se calcularon mediante la  formula:
C.V. = (S,.1/X) x 100, donde X es la media de los Cty S, la desviacion estandar.

4.7. Amplificacion de la region codificante de S1

La region codificante de la porcion S1 de la Glicoproteina de Superficie se amplificd
por PCR en dos fragmentos solapantes (Figura 13). Un fragmento de 783 pb de la region 5°
de S1 y un fragmento de 1027 pb de la regiéon 3", se obtuvo con los cebadores IBV-S1 e
IBV-S2y los cebadores IBV-S5 e IBV-S4, respectivamente (Tabla 1).

Las concentraciones de los reactivos utilizadas en las reacciones de PCR se detallan en
la tabla 3 y las condiciones de ciclado en la tabla 2 (Protocolo 3). Las reacciones se

realizaron en un termociclador con gradiente de temperatura “CG1/96 (Corbett Research).
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4.8. Amplificacién del gen N

La secuencia completa del gen N se amplifico por PCR en dos fragmentos solapantes
(Figura 13). Un fragmento de 437 pb de la region 5" del gen se obtuvo con los cebadores
IBV-N2 e IBV-NL1, y un fragmento de 971 pb de la regién 3" se obtuvo con los cebadores
IBV-N3 e IBV-N4 (Tabla 1).

Las concentraciones de los reactivos utilizadas en las reacciones de PCR se detallan en
la tabla 3 y las condiciones de ciclado se detallan en la tabla 2 (Protocolos 4 y 5). Las

reacciones se realizaron en un termociclador con gradiente de temperatura “CG1/96”

(Corbett Research).
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Figura 13: Representacién grafica de las dos regiones del genoma de IBV amplificadas por PCR en tiempo
final. Con flechas horizontales se indica la posicion de los cebadores. En el margen superior se esquematizan
los genes 1 y S. En el margen inferior se esquematizan los genes 5b y N. Sobre la linea se sefialan las
posiciones nucleotidicas en el genoma de IBV.

4.9. Visualizacion de los productos de PCR

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al

0,8%. Como buffer de electroforesis se utiliz6 TAE 1X y la electroforesis se realizdé a 90
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volts. Los geles fueron teflidos con bromuro de etidio (0,5 pg/mL) y visualizados bajo luz
uVv.

4.10. Purificacién de los amplicones

Las purificaciones de los amplicones se realizaron con el kit “GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification Kit” (General Electric), siguiendo las instrucciones del fabricante

(anexo 1.d).
4.11. Secuenciacioén

Los amplicones purificados fueron secuenciados en ambas direcciones de forma
automatica en el equipo ABI3130 (Applied Biosystems) de la Unidad de Secuenciacion del

Instituto Pasteur de Montevideo.
4.12. Analisis bioinformaticos
4.12.1. Disefo de cebadores y sondas

Usando regiones gendmicas de las diferentes variantes de IBV que se encuentran

disponibles en la base de datos del GeneBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) se realizaron

alineamientos con el algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004) del programa MEGA version 5. Con
los alineamientos se disefiaron cebadores especificos para la amplificacion de la region
codificante de S1 (1629 pb), del gen N (1227 pb) y del 5' UTR. Los cebadores se analizaron
con la herramienta Oligoanalizer de IDT (Integrated DNA Technologies), y fueron

adquiridos en esta empresa (http://www.idtdna.com).

Los cebadores y la sonda utilizados para el control interno fueron disefiados sobre la
base de la secuencia del gen de la R-actina de Gallus gallus (Nimero de acceso X00182)

utilizando las mismas herramientas bioinformaticas.
4.12.2. Edicién y alineamiento de secuencias nucleotidicas

Las secuencias obtenidas se ensamblaron y editaron con el programa SeqMan del
paquete Lasergene 7.0 (DNASTAR). Los alineamientos se realizaron con el algoritmo
MUSCLE del programa MEGA e incluyeron secuencias de las diferentes variantes de 1BV

gue se encuentran disponibles en la base de datos del GeneBank (www.ncbi.nlm.nih.gov).
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4.12.3. Determinacion de secuencias recombinantes

Para determinar la presencia de recombinantes en el conjunto de secuencias obtenidas
en este trabajo se utilizd los paquetes informaticos SplitsTree4 y RDP4 (Recombination

Detection Program).

El programa SplitsTree4 compara los alineamientos de secuencias mediante la
construccion de redes filogenéticas. La diferencia de las redes filogenéticas con los
tradicionales arboles filogenéticos es que estos Ultimos asumen Unicamente evolucion
vertical de los linajes, ya que los linajes actuales solo reciben informacion de linajes
parentales ancestrales. Por el contrario, las redes filogenéticas permiten visualizar eventos
evolutivos, como la transferencia horizontal de genes o la recombinacion, que implican la
herencia de informacion a partir de linajes contemporaneos. Estos eventos se representan
uniendo con lineas las ramas de un arbol filogenetico clasico. Para darle soporte estadistico a
los resultados se calculé la probabilidad (en forma de un p-value) de existencia de secuencias
recombinantes en el conjunto de datos analizado (Phi test). Para obtener méas informacion
sobre el recombinante, por ejemplo identificar el punto de recombinacion, se utilizé el
programa RDP4. Este programa integra seis algoritmos (RDP, Bootscann, MaxChi,
Chimaera, GeneConv y Sis-scan) que detectan las secuencias recombinantes, las hipotéticas
secuencias parentales y los sitios de recombinacion. Los algoritmos se basan en dos tipos de
metodologias: i- métodos filogenéticos (RDP y Bootscann) que comparan arboles
filogenéticos construidos a partir de distintas partes de la secuencia, detectando los eventos
de recombinacion por diferencias en las topologias de estos arboles, y ii- métodos de
sustitucion nucleotidica (MaxChi, Chimaera, GeneConv y Sis-scan) que determinan en las
secuencias nucleotidicas un agrupamiento de sustituciones que se ajuste a una distribucion

estadistica esperada.

Para el andlisis se utiliz6 un tamafio de ventana de 100 pb y una significancia
estadistica de p<0,001. Los datos de las secuencias utilizadas tanto en el SplitsTree como en

el RDP4 se encuentran en el anexo 2.a.
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4.12.4. Analisis filogenéticos

Se realizaron andlisis filogenéticos basados en la secuencias codificante de la regién
S1 vy el del gen N. En este andlisis se incluyeron secuencias de cepas que circulan en la

industria avicola mundial (ver seccion 4.12.5).

Se determin6 el modelo de sustitucion en cada alineamiento mediante el paquete
jModelTest (Posada, 2008). Estos datos fueron utilizados para inferir arboles filogenéticos

con el método de méaxima verosimilitud, implementado en el servidor hitp://www.phylogeny.fr/.

Para obtener el valor de significancia de las ramas de los &rboles se realizaron andlisis de
bootstrap con 1000 réplicas. Las filogenias obtenidas se visualizaron con el programa

Treeview version 1.6.6.
4.12.5. Seleccion de cepas para los analisis filogenéticos

Para la seleccion de las cepas que se incluyeron en los analisis filogenéticos se realizo
un exhaustivo analisis bibliografico de las cepas de campo y vacunales que circulan
mundialmente. Se incluyo la cepa Massachusetts porque circulo globalmente hasta la década
de 1970s 0 1980s, y actualmente es la Unica vacuna autorizada en muchos paises del mundo.
Tambien se incluyeron 5 cepas europeas: las cepas D1466, D207 y D3896, descritas en 1971,
contra las cuales se desarrollaron vacunas que se usan hasta la actualidad; la cepa 4/91,
también denominada serotipo 793/B, una variante que causé importantes problemas
econdémicos en los paises europeos en la década de 1990s y llevé al desarrollo de vacunas
vivas atenuadas con esta cepa semilla; y la cepa Italy 02, una nueva variante contra la cual
aun no se ha desarrollado vacunas. Entre las cepas estadounidenses se selecciono la cepa
Arkansas, la variante mas importante desde el punto de vista econdmico, y las variantes
Massachusetts, Connecticut, Delaware y Georgia 98, contra las que también se han
desarrollado vacunas por su gran relevancia. Otras variantes estadounidenses que fueron
incluidas en el analisis son JMK, Jilin, Cal 99, Gray y Holte, variantes importantes contra las
cuales no se suministran vacunas. Con respecto a variantes asiaticas se incluyeron cepas
representantes de los grupos genéticos que co-circulan en Asia en los Gltimos 15 afios (Han et
al., 2011): QX, LX4, BJ, CK/CH/LHLJ/951, CK/CH/LSC/991 y CK/CH/LDL/971. También

se incluyeron las cuatro cepas australianas de mayor relevancia, T Australian, N2/75, N1/62,
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V5/90 y VicS, que han evolucionado de forma independiente del resto del mundo debido a su

aislamiento geografico.
4.12.6. Analisis de similitud nucleotidica y aminoacidica

Los célculos de similitud nucleotidica y aminoacidica se realizaron con el programa

MEGA 5.0, utilizando el modelo de sustitucion p-distance.
4.12.7. Identificacidn de sitios de glicosilacion

La identificacion de sitios potenciales de glicosilacion en las secuencias aminoacidicas
de la porcion S1 de la Glicoproteina de Superficie se realizé con el programa MEGA 5.0.
Estos sitios presentan la secuencia N-X-S/T, donde N corresponde a arginina, X a cualquier

aminoacido excepto prolina, Sa serinay T a triptofano.
4.12.8. Analisis de coalescencia

Para realizar el analisis de coalescencia se utilizan secuencias datadas y obtenidas en

distintos puntos en el tiempo (datos heterocronicos) (anexo 2.d).

Se estimo la edad del ancestro comin maés reciente (tMRCA) y la tasa de sustitucion
(sustituciones/sitio/afio) de las variantes virales circulantes en la region, utilizando las
secuencias nucleotidicas de S1. Las estimaciones de estos parametros evolutivos fueron
calculadas con el paquete BEAUTI/BEAST (Drummond et al., 2007). Previamente se utilizo
el programa BEAULi para, a partir de un alineamiento de secuencias en formato NEXUS,

generar un archivo en formato XML que sirve de input al BEAST.

El paquete BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis by Sampling Trees) analiza
secuencias de ADN utilizado aproximaciones bayesianas a través de cadenas de Markov
Monte Carlo (MCMC). Para calcular el tMRCA el programa BEAST genera un grupo de
arboles filogenéticos a partir de un alineamiento de secuencias de edad conocida, y para cada
uno de ellos estima la edad de la raiz. Para nuestros datos se analizaron un total de 100.000
arboles, ya que el largo de la cadena de Markov utilizado fue de 100.000.000 pasos y se

tomaron muestras cada 1000. Para asegurarse que la MCMC habia llegado a la convergencia
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se corroboré que todos los parametros tuvieran valores de ESS (Effective Sample Size)

mayores a 200.

La estadistica bayesiana se caracteriza por incorporar incertidumbre a cada parametro
calculado. La incertidumbre de los dos parametros, tMRCA vy la tasa de sustitucion, en
nuestro conjunto de datos fue calculada a través de los valores del intervalo de confianza del
95% (HPD 95%).

Con el programa TRACER se analizaron de forma grafica los archivos generados por
el BEAST.
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5. Resultados

5.1. Estandarizacion del ensayo de PCR en tiempo real

Se estandariz6 un ensayo de diagnéstico de IBV basado en PCR en tiempo real que
implica dos reacciones paralelas, una para la deteccion del genoma de IBV y otra para la

deteccion del gen de la B actina aviar (control interno).

Para estandarizar este ensayo se utilizd una muestra positiva (UY/09/CA/01) y una
muestra negativa (UY/09/CA/02). También se empled la cepa vacunal Massachusetts, que
posteriormente se utilizé como control positivo en los ensayos de diagnéstico de muestras de

campo. Las condiciones estandarizadas para ambas reacciones se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Concentracion final (Cf) de los reactivos de PCR en tiempo real

Reactivos Cf

SuperHot Master Mix (Bioron) 1X
IBV-F391/ B-act Fw 0.3 uM
IBV-R533/ R-act Rv 0.3 uM
IBV 5' UTR/ 3-act Pb 0.1 uM

En el ensayo de diagndstico de la muestra positiva hay un incremento de fluorescencia
en la muestra y en el control positivo (cepa vacunal) de la reaccion de deteccion del genoma
de IBV (Figura 14 A). Se observa también un incremento de fluorescencia en la reaccion de
deteccion del gen de la B actina aviar (Figura 14 B). En ninguna de las reacciones se observa
incremento de fluorescencia correspondiente a los blancos de PCR, lo que descarta

contaminacion en la reaccion de PCR (Figuras Ay B).

En el ensayo de diagndstico de la muestra negativa no se observa incremento de la
fluorescencia en la reaccién de deteccion del genoma de IBV, pero si existe un incremento de
fluorescencia en el control positivo (Figura 14 C), y en la deteccién de B actina (Figura 14
D).
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Figura 14. Ensayo de diagnéstico de IBV por PCR en tiempo real de una muestra positiva (UY/09/CA/01) y
una muestra negativa (UY/09/CA/02). Para cada ensayo se muestran las curvas de amplificacion de deteccion

del genoma de IBV (A 'y C) y de deteccidn del gen de la 3 actina aviar (control interno) (B y D).
5.2. Aplicacion del ensayo de PCR en tiempo real en muestras de campo

La metodologia de PCR en tiempo real estandarizada detecto el genoma viral en 15 de
las 25 muestras uruguayas provenientes de animales con sintomatologia clinica asociada a
Bronquitis Infecciosa Aviar (Tabla 5). También fueron analizadas con esta metodologia las
muestras argentinas, previamente diagnosticadas como positivas por PCR a tiempo final,

corroborando que el genoma de IBV estaba presente en todas ellas (Tabla 5).
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Tabla 5. Muestras positivas para IBV por PCR en tiempo real. Se detalla el nombre de la muestra, el afio en
que fue colectada, el 6rgano analizado y la edad del animal.

Muestra® | Afio de colecta Organo analizado Edad (dias)
UY/09/CA/01 2009 Traquea 38
UY/10/CA/03 2010 Traquea 39
UY/11/CA/09 2011 Traquea 33
UY/11/CA/11 2011 Traquea 38
UY/11/CA/12 2011 Traquea y pulmon 49
UY/11/CA/13 2011 Tréaquea, tonsilas cecales y bursa 35
UY/11/CA/16 2011 Traquea 38
UY/11/CA/18 2011 Traquea y bursa 46
UY/11/CA/19 2011 Traquea y bursa 38
UY/12/CA/27 2012 Traquea 40
UY/12/CA/30 2012 Traquea 33
UY/12/CA/33 2012 Traquea 41
UY/12/CA/36 2012 Traquea y bursa 39
UY/12/CA/39 2012 Traquea y bursa 39
UY/12/CA/40 2012 Traquea y bursa 47
AR/09/BA/29 2009 ND ND
AR/09/BA/34 2009 ND ND
AR/09/BA/35 2009 ND ND
AR/09/BA/36 2009 ND ND
AR/09/BA/37 2009 ND ND
AR/09/BA/38 2009 ND ND
AR/09/BA/39 2009 ND ND
AR/10/BA/30 2010 ND ND
AR/11/BA/27 2011 ND ND
AR/11/BA/28 2011 ND ND
AR/11/BA/31 2011 ND ND
AR/11/ER/32 2011 ND ND
AR/11/ER/33 2011 ND ND

*El nombre de la muestra hace referencia al pais de origen (UY: Uruguay, AR: Argentina), el afio de colecta
de la muestra y el departamento o provincia de origen (CA: Canelones, BA: Buenos Aires, ER: Entre Rios).

ND: no disponible
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5.3. Ensayo de cuantificacion absoluta
5.3.1. Obtencién del transcripto

A partir del ADNc de la cepa vacunal Massachusetts se amplificé y purificé un
fragmento de 469 pb del 5’UTR de IBV. El amplicdn fue clonado en el vector plasmidico
pJET 1.2/blunt. Se realiz6 una minipreparacién de una colonia positiva y posteriormente el
plasmido se linealiz6 y purificd. A partir del plasmido lineal purificado se realizé una
reaccion de transcripcion in vitro. La concentracion del transcripto, expresada como la media
+ desvio estandar, fue de: 12993 ng/uL £ 1,58 ng/pL. Teniendo en cuenta esta concentracion
y aplicando la férmula presentada en la seccion 4.6.6. de Materiales y Métodos se calculd el

numero de copias de ARN por L que se obtuvo de la transcripcion in vitro:

Y = [ARN] x NA

LT x 340

Y =12993 x 10° g/uL x 6,022 x 10> moléculas/mol

(469+87) nucleotidos x 340 g/mol.nucleotidos

Y = 4,1 x 10" copias de ARN/pL

5.3.2. Curva Estandar

La curva estandar mostré un rango dinamico lineal de 1x10%-1x10° copias de ARN por

reaccion (Figura 15), en este rango el protocolo se comporta realmente de forma cuantitativa.

Los valores de eficiencia (E: 94%) y coeficiente de determinacion (R? 0,999) de la
curva estandar fueron muy satisfactorios; los valores aceptables de estas variables son de E
mayor a 0,98 y R? entre 90-110%. Los valores minimos de los CVs intra- e inter-ensayo

(Tabla 6) indicaron que la reproducibilidad del ensayo es alta.
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Figura 15. Curva estandar del ensayo de diagnostico de IBV por PCR en tiempo real. Cada punto representa

la media del Ct de nueve medidas (tres ensayos independientes con tres replicas cada uno) para su

correspondiente valor de Log (copias de ARN/reaccion). Se indican los valores de la eficiencia de la reaccion

(E) y el coeficiente de determinacion (R?) de la curva de regresion lineal.

Tabla 6. Variabilidad intra- e inter-ensayo

Variaciones intra-ensayo | Variaciones inter-ensayo
Copias de ARN/reaccion | Media de Ct CV Media de Ct CV
1x10° 32.57 -33.07 | 0.92-1.13 32.82 1.06
1x10° 28.78 - 29.44 | 0.61-0.99 29.21 0.85
1x10" 25.85 - 25.89 | 0.23-0.30 25.87 0.28
1x10° 22.45 - 22,52 | 0.24-0.51 22.49 0.43
1x10° 18.76 - 18.79 | 0.36-0.43 18.73 0.27
1x10’ 15.32 - 15.38 | 0.34-0.45 15.32 0.39
1x10° 11.73-11.78 | 0.28-0.57 11.75 0.47

CV: coeficiente de variacién de los valores de Ct (%)
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5.4. Caracterizacion genética de las cepas de IBV sudamericanas basada en la region
codificante de S1

5.4.1. Amplificacion y secuenciacion

En todas las muestras uruguayas y argentinas, diagnosticadas como positivas para IBV
por PCR en tiempo real (Tabla 4), se realizaron las reacciones de PCR para amplificar la
secuencia codificante de S1. En 12 de las 15 muestras uruguayas y en todas las muestras
argentinas se amplifico la regién codificante de S1 en dos fragmentos solapados, S1-S2 de
783 pb (Figura 16) y S5-S4 de 1027 pb (Figura 17). Los amplicones obtenidos se

secuenciaron directamente y las secuencias se editaron y ensamblaron para obtener la

totalidad de la region codificante de S1.

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa del
amplicon S1-S2 correspondientes a un blanco de
PCR, dos muestras de campo y un control positivo.
Carril 1: Blanco de PCR. Carril 2: UY/11/CA/09.
Carril 3: UY/11/CA/16. Carril 4: Control Positivo
(cepa vacunal Massachusetts). Carril 5: Marcador de
peso molecular (se indican los tamafios en pares de
bases).

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa del
amplicon S5-S4 correspondientes a un blanco de
PCR, dos muestras de campo y un control positivo.
Carril 1: Blanco de PCR. Carril 2: UY/11/CA/16.
Carril 3 UY/11/CA/09: Carril 4: Control Positivo
(cepa vacunal Massachusetts). Carril 5: Marcador de
peso molecular (se indican los tamafios en pares de
bases).
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5.4.2. Determinacién de secuencias recombinantes

Previo a la realizacion de los analisis filogenéticos se implement6 una busqueda de

secuencias recombinantes con los programas SplitsTree4 y RDP4.

En este analisis se incluyeron las 25 secuencias uruguayas y argentinas obtenidas en
este estudio, la secuencia de la cepa vacunal Massachusetts y 22 secuencias brasileras
disponibles en la base de datos del GenBank (Anexo 2.a). Estas ultimas representan las
Unicas secuencias completas de S1 sudamericanas disponibles en la base de datos (no se

encuentran asociadas a ninguna publicacion).

En la red filogenética obtenida con el programa SplitsTree4 se definen claramente tres
agrupaciones o clados de aislados sudamericanos (Figura 18). Uno de estos clados esta
formado por nueve cepas brasileras que se agrupan claramente con la cepa vacunal
Massachusetts (clado Massachusetts). Las otros dos clados sudamericanos estan formados

por cepas brasileras, uruguayas y argentinas (clado I), y cepas uruguayas y argentinas (clado

).

Segun el resultado del Phi test se encontré evidencia estadisticamente significativa de
recombinacion en el set de datos analizado (p = 0,0). La cepa argentina AR/11/ER/32 es una
posible secuencia recombinante, encontrandose unida con lineas transversales al clado

Massachusetts y al el clado Il (clados parentales hipotéticos).
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Figura 18. Red filogenética basada en la secuencia nucleotidica completa de S1 de las variantes de 1BV

sudamericanas y la cepa vacunal Massachusetts. Se definen tres clados sudamericanos: clado Massachusetts

(en verde), clado | (enrojo) y clado Il (en azul). En violeta se sefiala la cepa recombinante. Con un recuadro se

muestra una ampliacion para visualizar mejor las lineas que unen la cepa recombinante con los clados

parentales.

45




Cinco de los seis algoritmos integrados en el paquete RDP4 identificaron que la
secuencia nucleotidica de S1 de la cepa argentina AR/11/ER/32 es una secuencia
recombinante (Tabla 7), con un sitio de recombinacion en la posicion nucleotidica 1449 del
gen S. Los cinco algoritmos muestran como posible parental mayor (parental que aporta la
mayor longitud de secuencia) a la cepa argentina AR/10/BA/30. El parental menor varia con
los diferentes algoritmos utilizados, dos algoritmos identifican a la cepa UFMG/PM1 del
clado Massachusetts como posible parental menor (igual a lo observado en la red
filogenética), mientras que los otros dos algoritmos identifican a las cepas UY/12/CA/33 y
UFMG/G del clado I.

Tabla 7. Resultado del paquete RDP4. Se muestra la secuencia recombinante y las secuencias parentales

(mayor y menor) identificadas por cada algoritmo.

Algoritmo Recombinante | Parental mayor | Parental menor
RDP AR/11/ER/32 | AR/10/BA/30 UY/12/CA/33
BootScan AR/11/ER/32 | AR/10/BA/30 UFMG/PM1
GENECONV | AR/11/ER/32 | AR/10/BA/30 UFMG/PM1
Chimaera AR/11/ER/32 | AR/10/BA/30 Desconocido
MaxChi - - -
Sis-scan AR/11/ER/32 | AR/10/BA/30 UFMG/G

Para el evento de recombinacion descrito se analizaron dos factores que influyen en el
cambio de molde de la ARN Polimerasa durante la recombinacion por copy choice: el grado
de identidad de la secuencia nucleotidica local entre los genomas parentales y la presencia de
secuencias especificas de ARN que actian como hotspots o0 puntos calientes de
recombinacion. Los porcentajes de similitud nucleotidica, en los 100 pb alrededor de sitio de
recombinacion, entre la secuencia parental mayor AR/10/BA/30 y las posibles secuencias
parentales menores UFMG/G, UY/12/CA/33 y UFMG/PM1 son de 90,6 %, 85,8 % y 83,4 %
respectivamente. Mientras que las similitudes nucleotidicas de estas secuencias basada en
todo el largo de la secuencia codificante de S1 son de 79,9%, 79,3% y 77,2%,

respectivamente.

En los coronavirus se ha planteado que la presencia de la secuencia reguladoras de la

transcripcion (TRS) en el interior de los genes actuaria como hotspots de recombinacién. La
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secuencia TRS de IBV (CTTAACA) no se encontrd en las inmediaciones del sitio de

recombinacién de la secuencia recombinante ni de las posibles secuencias parentales.
5.4.3. Analisis filogenéticos
5.4.3.1. Secuencia completa de S1

Se realizd un andlisis filogenético con 68 secuencias nucleotidicas de S1 (que van
desde el coddn de inicio ATG hasta el sitio de clivaje S1-S2) que incluy6 las 12 secuencias
uruguayas y las 12 argentinas obtenidas en este estudio (no se incluyé la secuencia
recombinante AR/11/ER/32). También se incorporaron las 11 secuencias brasileras no-
Massachusetts que se muestran en la red filogenética y 32 secuencias de cepas que circulan

en la industria avicola mundial (seccion 4.12.5. de Materiales y métodos).

Las cepas sudamericanas estan incluidas en dos grupos genéticos o genotipos, que
denominamos en este estudio genotipo Sudameérica | (SI) y genotipo Asia/Sudamérica 1l
(A/SIHI) (Figura 19). EI genotipo Sl es exclusivamente sudamericano y presenta un apoyo
estadistico del 100%. Este genotipo esta integrado por una cepa argentina, la mayoria de las
cepas uruguayas y todas las brasileras. El genotipo A/SII esta constituido por la mayoria de
las cepas argentinas, una cepa uruguaya, y variantes chinas y taiwanesas del tipo genético
CK/CH/LDL/971. Este genotipo tiene un apoyo estadistico del 100% y se asocia con las
cepas europeas D207, D3896, Italy02 y 4/91.

Tanto el genotipo SI como el A/SII se separan claramente de la cepa vacunal

Massachusetts, Unica cepa vacunal comercial autorizada en Uruguay, Argentina y Brasil.

También se realizo un andlisis filogenético basado en las secuencias aminoacidicas de
S1 utilizando las mismas cepas que en el andlisis anterior. La filogenia obtenida presentd la

misma topologia que la obtenida con las secuencias nucleotidicas (datos no mostrados).
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Figura 19. Reconstruccion filogenética por maxima verosimilitud basada en la secuencia nucleotidica
codificante de la region S1 de la Glicoproteina de Superficie. EI modelo evolutivo de sustitucion que mejor se
ajusto al conjunto de datos fue el GTR+I+G. Se marcan con llaves los dos genotipos sudamericanos y la cepa
vacunal Massachusetts. Para cada secuencia se indica el nimero de acceso de GenBank, el nombre de la cepa
y el pais de origen.

5.4.3.2. Secuencias parciales de S1

Los diferentes grupos de investigacion de la region han realizado analisis genéticos
con amplicones de tamafio variable y de regiones diferentes de S1, lo que genera dificultades
a la hora de realizar analisis comparativos (Tabla 8). Es por ello que no se pudo incluir todas
las secuencias sudamericanas en un mismo analisis, por lo que se realizaron cinco filogenias
diferentes basadas en las siguientes regiones nucleotidicas de S1: 1-528, 229-528, 1-310,
134-722 y 740-1089 (Anexo 3). En estos analisis se utilizaron las mismas secuencias usadas
en la seccion 5.4.3.1., ademas de 91 secuencias brasileras, 19 secuencias argentinas, 17

secuencias colombianas y 9 secuencias chilenas (Anexo 2.b).

A partir de los analisis filogenéticos se infirieron los genotipos circulantes en los
diferentes paises sudamericanos (Tabla 8). En las 5 filogenias se visualizan las agrupaciones
de secuencias que forman los genotipos sudamericanos descritos en base a la secuencia
completa de S1, sin embargo hay diferencias en las relaciones de estos genotipos con las
cepas de referencia y los valores de apoyo estadistico de los clados son bajos. Todas las
cepas de campo brasileras corresponderian a cepas del genotipo SI (70 cepas). Las cepas
argentinas se agrupan en los genotipos Sl (3 cepas) y A/SII (6 cepas), y en un tercer genotipo
diferente a los descritos en base a la secuencia completa de S1 (denominado “Cluster B” por
Rimondi et al., 2009) que esta cercanamente emparentado con el genotipo Sl. Las cepas de
campo colombianas se agrupan en cuatro genotipos no vacunales, el genotipo A/SII (3
cepas), dos genotipos emparentados cercanamente con el genotipo A/SII, y otro no
relacionado; estos tres Gltimos genotipos habian sido denominados originalmente A, By D

(Alvarado et al., 2005). Todas las cepas chilenas se agrupan en el genotipo A/SII (9 cepas).
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Tabla 8. Genotipos sudamericanos inferidos mediante los analisis filogenéticos de secuencias parciales de S1.

Se detalla las publicaciones en donde fueron reportadas las secuencias sudamericanas, los afios de aislamiento,

la region de S1 analizada y el nimero de secuencias pertenecientes a cada genotipo. Entre comillas se muestra

el nombre del grupo genético segun la publicacién.

Publicacién

ARoS

Amplicén
analizado?

N° de secuencias/Genotipo

Montassier et al., 2006

1988-2000

1-528

5 Sudameérica | (SI)
8 Massachusetts

1 Connecticut

1 Arkansas

Villarreal et al., 2007

Brasil

2002-2006

1-571

12 Sudamérica | (SI)

Felippe et al., 2010

2003-2009

229-556

12 Sudamérica I “Cluster D207
11 Massachusetts
1 Connecticut

Chacon et al., 2011

2003-2009

1-536

41 Sudamérica I (SI) “Genotipo BR I”

Rimondi et al., 2009

Argentina

2001-2008

134-722

3 Sudamérica I (SI) “Cluster C”

6 Asia/Sudamérica I1 (A/SII) “Cluster A”
6 “Cluster B”

2 Massachusetts

2 Connecticut

Alvarado et al., 2005

Colombia

2003

1-310

3 Asia/Sudamérica II (A/SII) “Genotipo C”
3 “Genotipo A”

4 “Genotipo B”

2 “Genotipo D”

4 Massachusetts

1 Connecticut

Sin publicar

Chile

2008-2009

740-1089

9 Asia/Sudamérica Il (A/SI)

®Posicion nucleotidica en el gen S de la cepa M41 de IBV (AY851295)

5.4.4. Variabilidad nucleotidica y aminoacidica en S1 de los genotipos SI y A/SII:

comparacion con la cepa Massachusetts

El analisis nucleotidico y aminoacidico del genotipo Sl incluy6 las 12 secuencias

uruguayas y argentinas obtenidas en este estudio, y las 11 secuencias brasileras disponibles

en la base de datos del GenBank, todas incluidas en la filogenia de la figura 19. Para el

genotipo A/SII se analizaron 25 secuencias, las 12 secuencias uruguayas Yy argentinas y 13
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secuencias asiaticas del tipo CK/CH/LDL/97I1, estas Gltimas aisladas entre los afios 1997-

2011 y disponibles en la base de datos del GenBank (Anexo 2.c).
5.4.4.1. Similitud nucleotidica y aminoacidica intra- e inter-genotipo

Los genotipos Sl y A/SII difieren en la similitud nucleotidica y aminoacidica a nivel
intra-genotipo, siendo el genotipo A/SII el que presenta mayor homologia en sus secuencias.
Se observa una baja similitud nucleotidica y aminoacidica cuando se comparan los genotipos

sudamericanos entre si y con la cepa vacunal Massachusetts (Tabla 9).

Tabla 9. Similitud nucleotidica y aminoacidica de S1 a nivel intra- e inter-genotipo.

Similitud nucleotidica (%0) Similitud aminoacidica (%)
Genotipo 1 2 1 2
1-Sudamérica | 86.9 a 100 83.9a 100
2-Asia/Sudamérica 11 79.3a83.9 97.9a99.9 71.6a78.1 95.1a100
3-Massachusetts 78.6 a 80.3 77.2a78.9 75.6a78.8 73.4a74.6

5.4.4.2. Marcadores nucleotidicos y aminoacidicos

El analisis comparativo de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de S1 de las
cepas pertenecientes a los genotipos SI y AJSII revelé la existencia de marcadores
nucleotidicos y aminoacidicos Unicos de cada genotipo (Figura 21). En el genotipo Sl se
observa la insercion ACTGGTCCT en la posicion 429, que codifica para los aminoacidos
TGP (T es treonina, G es glicina y P es prolina). Esta insercion determina que la secuencia
nucleotidica codificante de S1 sea de 1632 nucleétidos (544 aminoéacidos), mientras que las
cepas que forman el genotipo A/SII tiene una secuencia nucleotidica de 1623 nucle6tidos
(541 aminoéacidos). También se realizé este analisis comparativo con las secuencias parciales
de S1 disponibles en la base de datos del GenBank. En 70 secuencias brasileras y 3
secuencias argentinas se confirmd la presencia de esta insercion, y se detectd una nueva
variante con una mutacion no sinénima AATGGTCCT, que codifica para los aminoacidos

NGP (N es asparagina).

En el genotipo A/SII se observo que el sitio de clivaje S1-S2 presenta una secuencia
caracteristica. En la gran mayoria de las cepas de IBV que circulan en el mundo, inclusive el
genotipo Sl y la cepa vacunal Massachusetts, el sitio de clivaje es RXRR (R es arginina y X
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cualquier aminoéacido). En cambio, en todas las secuencias del genotipo A/SII este sitio es
RTGR (T es treonina 'y G es glicina) (Figura 20).

La secuencia recombinante AR/11/ER/32 carece de la insercion al igual que las
secuencias del genotipo AJ/SII, pero no posee el sitio de clivaje caracteristico de este
genotipo. El sitio de clivaje es RSRR, al igual que en las variantes del genotipo Sl y la cepa

vacunal Massachusetts (Figura 20).
5.4.4.3. Sitios potenciales de glicosilacion

Se identificaron los sitios potenciales de glicosilacion de la secuencia aminoacidica de
S1 presentes en los genotipos SI'y A/SII, y en la cepa vacunal Massachusetts. En el genotipo
Sl hay un total de 19 sitios, mientras que en el genotipo A/SII y en la cepa Massachusetts se
encontraron 17 sitios potenciales de glicosilacion. Los genotipos sudamericanos difieren en 3
sitios, mientras que estos genotipos difieren con la cepa vacunal en 4 sitios potenciales de

glicosilacion (Figura 21).
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Figura 20. Alineamiento aminoacidico de secuencias representantes del genotipo Sudamérica | vy
Asia/Sudamérica I, y la secuencia recombinante AR/11/ER/32. Se indica con un recuadro la insercion de tres
aminoacidos en el genotipo Sl y el sitio de clivaje S1-S2.
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Figura 21. Representacion esquematica de los sitios potenciales de glicosilacion de la secuencia aminoacidica
de S1 de los genotipos Sudamérica |, Asia/Sudamérica Il y Massachusetts (cepa vacunal). En color gris se
indican los sitios que estan presentes tanto en los dos genotipos sudamericanos como en la cepa
Massachussets, en color naranja se indican los sitios que no son compartidos por todas las variantes. En la

parte inferior de la imagen se indican las posiciones aminoacidicas de cada sitio.
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5.5. Caracterizacion genética de las cepas de IBV sudamericanas basada en la secuencia
codificante del gen N.

5.5.1. Amplificacion y secuenciacion

En 12 de las 15 muestras uruguayas y en todas las muestras argentinas, diagnosticadas
como positivas para IBV por PCR en tiempo real (tabla 5), se amplifico la secuencia
codificante del gen N en dos amplicones solapados, N1-N2 de 437 pb (Figura 22), y N3-N4
de 971 (Figura 23). Las secuencias obtenidas fueron editadas y ensambladas para obtener el
gen N completo.

Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa del
amplicon N1-N2 correspondientes a un blanco de
PCR, dos muestras de campo y un control positivo.
Carril 1: Blanco de PCR. Carril 2: UY/11/CA/09.
Carril 3: UY/11/CA/16. Carril 4: Control Positivo
(cepa vacunal Massachusetts). Carril 5: Marcador de
peso molecular (se indican los tamafios en pares de
bases).

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa del
amplicon N3-N4 correspondientes a un blanco de
PCR, dos muestras de campo y un control positivo.
Carril 1: Blanco de PCR. Carril 2: UY/11/CA/16.
Carril 3: UY/11/CA/09. Carril 4: Control Positivo
(cepa vacunal Massachusetts). Carril 5: Marcador de
peso molecular (se indican los tamafios en pares de
bases).

5.5.2. Determinacién de secuencias recombinantes

Las 25 secuencias uruguayas y argentinas del gen N, y la de la cepa vacunal
Massachusetts se analizaron con los programas SplitsTree4 y RDP4 para detectar eventos de

recombinacién. En la red filogenética no se visualizan eventos claros de recombinacion y
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ninguno de los seis algoritmos integrados en el paquete estadistico RDP4 identifico

secuencias recombinantes (datos no mostrados).
5.5.3. Analisis filogenéticos

Se realizd un analisis filogenético con 51 secuencias nucleotidicas del gen N,
incluyendo las 25 secuencias obtenidas en este estudio y 26 secuencias de cepas de
referencias que circulan en la industria avicola mundial (los datos de las secuencias se
indican en la filogenia de la Figura 24). Todas las cepas utilizadas en la filogenia basada en
la secuencia de S1 fueron incluidas en este andlisis, a excepcion de las cepas brasileras, la
cepa americana GA, las cepas europeas Italy02, D207 y D3896, la cepa australiana T strain y
la cepa asiéaticas tI/CH/LDT3/03, ya que hasta la fecha no existen reportes en la base de datos

del GenBank de secuencias completas del gen N de estas variantes.

Las cepas sudamericanas de los dos genotipos descritos sobre la base de S1 se hallan

estrechamente relacionadas, con un apoyo estadistico del 100% (Figura 24).

En este analisis se puede observar como la secuencia recombinante AR/11/ER/32 se

asocia con las secuencias americanas Arkansas, Jilin, Connecticut y DEQ72.

Las cepas sudamericanas del genotipo A/SII se separan claramente de los aislamientos
chinos de este mismo genotipo. Existe una incongruencia filogenética con respecto a las
cepas sudamericanas del genotipo AJ/SII entre los analisis basados en las secuencias
codificantes de S1 y N, ya que estas variantes tienen distintos patrones de agrupacion cuando
se los analiza a través de una filogenia basada en la secuencia codificante de S1 (Figura 19) y
una basada en la secuencia del gen N (Figura 24). Las cepas sudamericanas del genotipo
AJSII se asocian con cepas asiaticas del tipo CK/CH/LDL/971 en el analisis filogenéticos de

S1, mientras que empleando secuencias de N se asocian con las cepas del genotipo SI.
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Figura 24. Reconstruccion filogenética por maxima verosimilitud basada en la secuencia nucleotidica del gen
N. El modelo evolutivo de sustitucién que mejor se ajustd a este conjunto de datos fue el GTR+I+G. Se
sefialan las cepas sudamericanas de los genotipos Sl (circulo rojo) y A/SII (circulo azul) definidos en base a
S1. Se marcan con llaves la cepa vacunal Massachusetts, la cepa recombinante, las cepas taiwanesas y chinas
del genotipo A/SII y las cepas sudamericanas.

Al igual de lo que se observa en la filogenia basada en la secuencia codificante de S1,

las cepas sudamericanas se separan claramente de la cepa vacunal Massachusetts.

También se realizé un anélisis filogenético basado en las secuencias aminoacidicas de
N utilizando las mismas cepas que en el analisis anterior. La filogenia obtenida presento la

misma topologia que la obtenida con las secuencias nucleotidicas (datos no mostrados).

5.5.4. Variabilidad nucleotidica y aminoacidica en N de los genotipos SI y A/SII:

comparacion con la cepa Massachusetts

Se determino el porcentaje de similitud nucleotidica y aminoacidica de N entre las
cepas sudamericanas, y entre estas y la cepa recombinante AR/11/ER/32, la cepa vacunal
Massachusetts y tres aislamientos chinos del tipo CK/CH/LDL/971 (Tabla 10). Las cepas
sudamericanas tienen una alta similitud nucleotidica y aminoacidica en N, con valores
superiores a 95 %. Cuando se comparan, tanto la cepa vacunal Massachusetts con las cepas
sudamericanas como las cepas sudamericanas con los aislados del tipo CH/CH/LDL/971, se

observa una baja similitud nucleotidica y aminoacidica.

Tabla 10. Similitud nucleotidica y aminoacidica del gen N entre las cepas sudamericanas, y entre estas y la
cepa recombinante AR/11/ER/32, la cepa vacunal Massachusetts y tres aislamientos del tipo CK/CH/LDL/971.

Similitud nucleotidica (%0) Similitud aminoacidica (%)
Cepals 1 2 3 1 2 3
1-Sudamericanos 95.9a100 95.3a100
2-AR/11/ER/32 91.4a92.4 91.6 a93.3
3-Massachusetts 89.6 a 90.6 91.3 90.9a92.6 92.7
4-tipo CK/CH/LDL/971 | 89.6 292.7 | 90.2a291.8 | 90.6291.3|91.1a94.6 | 91.4a92 | 92a92.7
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5.6. Analisis de coalescencia

A través de andlisis de coalescencias se estimé la tasa de sustitucion
(sustituciones/sitio/afio) y la edad del ancestro comin mas reciente (tMRCA) de los
genotipos Sl y A/SII. Para el genotipo Sl se utilizaron un total de 82 secuencias de 528 pb
datadas entre los afios 1975 y 2012 (70 secuencias brasileras, 1 secuencia argentina y 11
uruguayas). Este analisis fue realizado con secuencias parciales de S1 con el fin de contar

con un mayor numero de secuencias y mayor cantidad de afios representados (Anexo 2.c).

Para el genotipo A/SII se realizaron dos analisis de coalescencia con dos grupos de
secuencias diferentes. EI primero estaba formado por la totalidad de las secuencias completas
codificantes de S1 existentes de este genotipo, que incluye 25 secuencias datadas entre los
afios 1997 y 2011 (Anexo 2.c). El segundo estaba formado por 83 secuencias datadas entre
1979y 2011, las 25 secuencias del primer grupo y 58 secuencias de las cepas europeas D207,
D3896, Italy02 y 4/91 (con las cuales el genotipo A/SII mantiene estrecha relacion
filogenética) (Anexo 2.d). El objetivo de incorporar al analisis secuencias de un clado
hermano es calibrar mejor el calculo de la tasa de mutacion y la edad de los ancestros de los

diferentes linajes.

En los tres analisis de coalescencia el reloj molecular que mejor se ajusto a los datos
analizados fue un reloj relajado. Este modelo permite que los diferentes linajes evolucionen a
distinta velocidad.

El tMRCA calculado pare el genotipo Sl es de 44 afios, lo que indica que el ancestro
de este genotipo se habria originado en 1968. El intervalo de confianza esta entre los 38-54
afios, por lo que el origen estaria entre los afios 1958 y 1974 con un 95% de confianza (Tabla
11).

El tMRCA calculado para el genotipo A/SII con el primer grupo de secuencias es de
27 afios, por lo que el ancestro de este genotipo se habria originado en 1985. El intervalo de
confianza se encuentra entre los 19-40 afos, sugiriendo que el origen fue entre los afios 1972
y 1993 con un 95% de confianza. Con el segundo grupo de secuencia el tMRCA no varia,
pero el rango del intervalo de confianza disminuye, sugiriendo que el origen fue entre los

afios 1975 y 1992 (Tabla 11). El arbol filogenético muestra que las cepas asiaticas del
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genotipo A/SII tienen un origen mas antiguo que las cepas sudamericanas de este genotipo
(Figura 25). La edad del ancestro de las cepas sudamericanas del genotipo A/SII es de

solamente 10 afios, con un intervalo de confianza de 5-14 afios.

El ancestro comun del genotipo Sl es 17 afios mas antiguo que el genotipo A/SII, si
consideramos las medias geométricas de los tMRCA. Como se puede visualizar en la figura
26 los intervalos de confianza del 95% no se solapan, por lo que se puede asegurar que el

genotipo Sl tiene un origen mas antiguo que el genotipo A/SII.

Tabla 11. Edad del ancestro comln mas reciente (tMRCA) de cada genotipo con su correspondiente intervalo
de confianza (HPD 95%) y tasa de sustitucion (sustituciones/sitio/afio) de cada genotipo con su
correspondiente intervalo de confianza.

Genotipo tMRCA | HPD 95% | Tasa de sustitucion HPD 95%
Sudamérica | 44 38 — 54 6,3 x 107 48x10%-89x10°
Asia/Sudamérica Il Set 1 27 19 — 40 1,2x10°3 6,9x10%-1,8x10°
Asia/Sudamérica Il Set 2 27 20 — 37
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Figura 26. Distribucién de densidad de probabilidades de la edad del ancestro comin mas reciente (tMRCA)
de cada genotipo. Los valores del genotipo A/SII corresponden al segundo grupo de secuencias. GSI: genotipo
Sudamérica |. GA/SII: genotipo Asia/Sudameérica Il. PDD: distribucion de densidad de probabilidad. HPD
95%: intervalo de confianza del 95%. Con una linea discontinua se indica la media geométrica del tMRCA de

cada genotipo.
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6. Discusion

6.1. Ensayo de diagnostico y cuantificacion de IBV basado en PCR en tiempo real

El diagnostico clinico de la Bronquitis Infecciosa suele ser muy dificultoso porque la
sintomatologia no es especifica. Los signos clinicos respiratorios asociados a esta patologia,
tales como tos, estornudos, exudados nasales y oculares, estridor y disnea, estan presentes
también en la enfermedad de Newcastle, la Laringotraqueitis Infecciosa y en las infecciones
por Pneumovirus (Shalk et al., 1931). En las infecciones renales de 1BV, caracterizadas por
un aumento de volumen y palidez de los rifiones y la presencia de tdbulos y uréteres con
cristales de &cido urico, se observa un cuadro clinico similar al provocado por intoxicacion
con sal y por la enfermedad de Gumboro (Winterfield et al., 1962). Por estas razones, es
importante la implementacion de metodos de diagndstico alternativos que complementen la

clinica.

En el presente trabajo se implemento, por primera vez en Uruguay, una metodologia
de diagnostico molecular de IBV basada en PCR en tiempo real. Se utilizd un juego de
cebadores y una sonda de hidrdlisis que amplifican una regioén de 142 pb del 5UTR del
genoma de IBV (Callison et al., 2006). Debido a la importancia funcional del 5’UTR en la
replicacion y transcripcion del genoma viral, es una region sumamente conservada entre las
diferentes variantes de IBV, lo que la convierte en un blanco ideal para ensayos de

diagnaostico.

Esta metodologia de diagnostico también implicé el disefio y estandarizacion de un
ensayo de control interno basado en la amplificacion de una region de 152 pb del exén 3 del
gen que codifica para la beta actina aviar. La utilizacion de un control interno evita los falsos
negativos debidos a una extraccion de ARN de mala calidad, o a la presencia de inhibidores
de la reaccion de PCR. No hemos encontrado antecedentes de controles internos del genoma
aviar que sean especificos para PCR en tiempo real, por lo que consideramos que nuestro
disefio es un aporte metodoldgico relevante. Este control interno puede aplicarse a cualquier
técnica de diagnostico genético en aves que utilice PCR en tiempo real, en nuestro
laboratorio la hemos empleado exitosamente en el diagnéstico de Gumboro vy

Metapneumovirus Aviar.
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En 10 de las 25 muestras uruguayas analizadas, todas extraidas de animales con signos
clinicos presuntivos de una infeccion por IBV, no se detectd el genoma viral, pero se
amplificé correctamente el control interno. Es posible que los sintomas clinicos de las aves
estén asociados a otra afeccidon respiratoria con signos clinicos similares. Otra posibilidad es
gue las muestras presuntamente negativas tengan una carga viral muy baja en el momento de
la toma de la muestra. La carga viral de una muestra depende de varios factores, entre ellos la
edad del ave, la cepa de virus infectante y el 6rgano infectado. La cepa Massachusetts se
detecté mejor por RT-PCR en las primeras etapas de la infeccién (hasta 14 dias), mientras
que la cepa de Arkansas lo hizo en las etapas tardias de la infeccién (21 y 28 dias) (Alvarado
et al., 2006). Mediante hibridacion in situ del gen N de IBV se observé que en la traquea
existe un mayor titulo viral en etapas tempranas de la infeccion (7, 14 y 21 dias), mientras
que en las tonsilas cecales el titulo fue mayor en las etapas tardias de la infeccion (21, 28 y
35 dias). De acuerdo a estos resultados, una alternativa para incrementar la sensibilidad de la
deteccion de IBV es el analisis de los diferentes tejidos que el virus infecta (traquea, tonsilas
cecales, ovarios, rifiones, bolsa de Fabricio). Desafortunadamente, para las muestras
negativas se dispuso unicamente de muestras traqueales. Otra alternativa para mejorar la
sensibilidad de deteccion de IBV es una etapa de enriquecimiento viral en huevos
embrionados. Esta técnica consiste en el inoculo de un homogeneizado del tejido a estudiar
en la cavidad alantoidea de huevos embrionados de 9 a 11 dias de edad (Gelb y Jackwood,
2008).

A partir de la metodologia de diagnostico de IBV por PCR en tiempo real se
estandariz6 un ensayo de cuantificacion absoluta. Este ensayo determind el desempefio
analitico de la metodologia en nuestro laboratorio, y permitira realizar una cuantificacion

absoluta y precisa de la carga viral de IBV en futuros estudios.

La curva estandar obtenida tuvo una eficiencia (E) de 94%, un coeficiente de
determinacion (R?) de 0,999 y un limite de cuantificacion (LOQ) inferior de 100 copias.
Estos resultados estan dentro de los valores considerados como muy satisfactorios, por lo
tanto los datos y conclusiones que se pueden obtener a partir de esta curva estandar son
totalmente validos. Ademas los bajos valores de los CVs intra- e inter-ensayo avalan la

reproducibilidad que tiene este ensayo (Tabla 7).
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La curva estandar realizada en la publicacion de este ensayo tuvo una eficiencia de
91%, un coeficiente de determinacion de 0,997, y un LOQ inferior de 100 copias (Callison et
al., 2006). La diferencia observada en los valores de eficiencia y coeficiente de
determinacidn pueden atribuirse a la manipulacién por diferentes operadores y a diferencias

en los protocolos (Tabla 12).

Tabla 12. Diferencias en los protocolos de cuantificacion absoluta por PCR en tiempo real entre la
metodologia publicada (Callison et al., 2006) y la realizada en esta tesis.

Callison et al., 2006

En esta tesis

Kit de Retrotranscripcion Qiagen RevertAid M-MuLV (Fermentas)
Fluor6foro-Quencher FAM-BHQ VIC-TAMRA
Master Mix Quantitect Probe Mix (Qiagen) SuperHot Master Mix (Bioron)
Concentracion final cebadores 0.5uM 0.3 uM
Termociclador SmartCycler ABI-7500

6.2. Caracterizacion genética de las cepas de IBV circulantes en la industria avicola

sudamericana
6.2.1. Genotipos circulantes en Sudamérica

El andlisis de la secuencia codificante de S1 ha permitido identificar decenas de
variantes genéticas o genotipos de IBV circulando en el mundo. Argentina, Brasil y
Colombia son los unicos paises sudamericanos en los cuales se caracterizaron genéticamente
cepas de IBV utilizando diferentes secuencias parciales de S1 (Alvarado et al., 2005;
Villarreal et al., 2007; Rimondi et al., 2009; Felippe et al., 2010; Chacon el al., 2011).
Lamentablemente, la secuenciacion de distintas regiones de S1 por los diferentes grupos de
investigacion sudamericanos no ha permitido la realizacion de andlisis comparativos entre los

distintos paises.

Las 25 secuencias completas de S1 de variantes uruguayas y argentinas obtenidas en
esta tesis se analizaron con 22 secuencias brasileras depositadas en el GenBank (no asociadas
a ninguna publicacion). En base a estas secuencias se identificaron dos genotipos circulantes
en la region, denominados Sudamérica | (SI) y Asia/Sudamérica Il (A/SII) haciendo

referencia a los continentes en donde fueron detectados. EI genotipo S| agrupa cepas
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sudamericanas que circulan en Argentina, Brasil y Uruguay. El genotipo AJ/SII esta
constituido por cepas argentinas y uruguayas, y variantes asiaticas de un grupo genético
descrito en China y denominado CK/CH/LDL/971 (Han et al., 2011). Las variantes asiaticas
de este genotipo se describieron por primera vez en 1996 (Yu et al., 2001), y habian sido
aisladas sistematicamente de muestras de tejido proventricular colectadas entre los afios 1996
y 2001. Estas variantes estaban asociadas a una patologia denominada proventriculitis
transmisible, enfermedad que causa un incremento del grosor y una mayor fragilidad del
estdmago glandular de los pollos (proventriculo). La infeccion de pollos SPF con aislados de
este genotipo causo sintomatologia respiratoria y las lesiones proventriculares visualizadas en
el campo (Yu et al., 2001), pero no se han publicado estudios adicionales que confirmen esta
sintomatologia clinica. En el afio 2002 se aislo en pollos de engorde de una granja de Taiwan
una variante de la cepa CK/CH/LDL/971, denominada 2992/02, que presentaba problemas
nefriticos (Huang et al., 2004). Més recientemente se describieron aislados chinos de este
genotipo que generaban solo sintomas respiratorios (Liu et al., 2009). Las variantes
sudamericanas del genotipo A/SII se aislaron de trdqueas de animales con sintomatologia
respiratoria, sin proventriculitis ni problemas nefriticos en condiciones de campo. Existen
otros ejemplos de cepas del mismo genotipo que se asocian con multiples condiciones
clinicas. Un ejemplo muy claro es la cepa QX, que en China se asocié con casos de
proventriculitis, mientras que en Europa estuvo asociada a casos de nefritis y de falsas
ponedoras (Worthington et al., 2008). Este tipo de diferencias clinicas observadas en el
campo dependen de factores tales como la edad, los estados fisiologicos de los pollos en el
momento de la infeccidn, y complicaciones debidas a patdgenos secundarios (Boshkov et al.,
2006).

El analisis comparativo con las secuencias parciales de S1 disponibles en la base de
datos mostré que en Colombia y Chile circulan cepas del genotipo A/SII, y confirm6 que en
Brasil circulan unicamente cepas de campo del genotipo Sl (Anexo 3). Resulta sorprendente
que el genotipo A/SII no haya sido detectado en Brasil, teniendo en cuenta que la
diseminacion del virus se produce con relativa facilidad entre regiones cercanas, ya sea a
través del aire, por los propios portadores naturales, o por el comercio y transporte de aves y
sus productos. Ademas, la principal zona de produccién avicola en Brasil se encuentra en la

region sur del pais, muy cercana geograficamente a Uruguay y Argentina; paises con los que
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Brasil mantienen importantes relaciones comerciales a través del mercado comun del sur
(MERCOSUR).

Existe una notoria diferencia en el porcentaje de cepas caracterizadas de cada genotipo
entre los diferentes paises sudamericano. Uruguay se asemeja mas a Brasil, ya que la gran
mayoria de las cepas de IBV uruguayas pertenecen al genotipo Sl. Por otro lado, las cepas
caracterizadas en Argentina, Chile y Colombia pertenecen mayoritariamente al genotipo
A/SII. Aunque en algunos casos el numero de muestras analizadas es limitado, los datos
podrian estar indicando diferentes frecuencias de circulacion de los genotipo SI'y A/SII en

los paises sudamericanos.
6.2.2. Marcadores nucleotidicos y aminoacidicos de los genotipos sudamericanos

Los genotipos SI y AJSII presentan diferencias nucleotidicas y aminoacidicas
relevantes (Figura 20). En todas las cepas del genotipo Sl se observa una insercion de tres
aminoacidos (T/NGP) en la posicion 143 de la proteina S, dentro de la segunda region
hipervariable (HVR-2). Inserciones de tres aminoacidos en esta posicion, diferentes a los del
genotipo Sl, se observan en otras cepas virales como en los serotipos americanos California
99, Arkansas, Jilin, y GA98, y en las cepas australianas Vic S y V5/90. Las inserciones y
deleciones en S1, en particular en las tres HVRs, son descritas frecuentemente y tienen un rol
importante en la generacion de diversidad genética en IBV (Liu et al., 2009; Abro et al.,
2011).

Un marcador diferencial del genotipo A/SII es el sitio de clivaje S1-S2, presente en el
precursor Sy, que es procesado por la proteasa celular Furina. El clivaje provoca un cambio
conformacional que expone el péptido de fusién y permite su anclaje a la membrana
endosomal, desencadenando la fusion de la misma con la envoltura viral (Bosch et al., 2003).
La Furina es una serina proteasa celular calcio dependiente que circula entre la red del trans-
Golgi, la membrana plasmatica y endosomas (Bossshart et al., 1994; Molloy et al., 1994).
Esta proteasa procesa una amplia variedad de proteinas precursoras, clivandolas en el
extremo carboxilo terminal de una arginina. EI motivo de reconocimiento mas frecuente en
proteinas virales de fusion es RXR(K)R (R es arginina, X cualquier aminoacido y K es lisina

gue puede o no estar presente) (Basak et al., 2001; Keelapang et al., 2004), mientras que
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R(S/F)RR es el motivo mas frecuente en las Glicoproteinas de Superficie de las diferentes
variantes de IBV (Cavanagh et al., 1986; Li et al., 2000). Esta ultima secuencia esta presente
en variantes de campo y vacunas de todo el mundo, incluyendo la cepa vacunal
Massachusetts, y en esta tesis fue encontrada en las cepas del genotipo SI. En cambio, el sitio
de clivaje de todas las secuencias del genotipo A/SII es RTGR, como ya habia sido descrito
en secuencias chinas del tipo CK/CH/LDL/971 (Yu et al., 2001). En IBV, la secuencia del
sitio de clivaje no se ha correlacionado con la capacidad de procesamiento, el tropismo o la
virulencia, como en los ortomixovirus y paramixovirus (Subbiah et al., 2011). Tampoco se ha
demostrado que la secuencia del sitio de clivaje esté implicado en la patogenicidad, ya que
variantes atenuadas y patdgenas del mismo virus poseen secuencias idénticas (Jackwood et
al., 2001).

6.2.3. Recombinacion en los genotipos sudamericanos

Los eventos de recombinacion inter- o intra-genico se describen frecuentemente en
cepas de campo de IBV (Kaottier et al., 1995; Lee y Jackwood, 2000; Dolz et al., 2008). Esta
alta frecuencia es consecuencia de varios factores: i) la presencia de una maquinaria de
replicacion capaz de disociarse y reasociarse al molde de ARN durante la sintesis discontinua
de ARNm subgendmicos, ii) el gran tamafio del genoma de IBV, vy iii) la alta disponibilidad
de moléculas de ARN aceptoras de recombinacion (ARN de longitud completa y ARN
subgenomicos) (Figura 8). La co-circulacion de mas de un genotipo en una region y el
amplio uso de vacunas a virus vivo puede también contribuir a un aumento de la frecuencia
de recombinacion entre cepas heterologas (Kusters et al., 1990; Wang et al., 1993; Jia et al.,
1995; Lee y Jackwood, 2000; Bochkov et al., 2007). Por esta razén, es importante analizar
diferentes regiones del genoma y aplicar diversas herramientas bioinformaticas para la

deteccion de secuencias recombinantes (Martin et al., 2011).

Mediante estudios bioinformaticos se identifico que la secuencia nucleotidica de S1 de
la cepa argentina AR/11/ER/32 es una secuencia recombinante, con un sitio de
recombinacidn en la posicién 1449. El parental que aporta la mayor parte de la secuencia al
recombinante es una cepa del genotipo A/SII. El parental menor difiere de acuerdo a los
programas Yy algoritmos utilizados, y podria corresponder a una cepa del serotipo

Massachusetts 0 a una del genotipo Sl. La dificultad de identificar el parental menor puede
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deberse a que solo se dispone de 174 pb del extremo 3' del sitio de recombinacion. El analisis
basado en el gen N no confirma ninguno de los posibles parentales menores identificado en
base a S1 (Figura 24).

En esta tesis también se describe un posible evento de recombinacion en las variantes
sudamericanas del genotipo A/SII. Estas variantes se asocian con cepas asiaticas del tipo
CK/CH/LDL/971 en el analisis filogenético de S1, pero se agrupan con las cepas del genotipo
Sl cuando se analiza secuencias de N (Figuras 19 y 24). Las variantes sudamericanas del
genotipo A/SII podrian haber surgido como resultado de un evento de recombinacion entre
una variante asiatica del tipo CK/CH/LDL/971 y una variante del genotipo Sl (Figura 27).
Para confirmar esta hipdtesis e identificar la ubicacion del sitio de recombinacién, y para
analizar mejor el recombinante AR/11/ER/32, seria necesario secuenciar los
aproximadamente 5500 pb que separan S1y N, incluyendo S2 (gen 2), 3a-3b-E (gen 3), M
(gen 4) y 5a-5b (gen 5).

Gen 1 Gen 2 Gen3 Gen4 Gen5> Gen6

----- o B [ P CKICHLDLOI

2 TTeee Pt
..... i 3 Genotipo ST

A N [ [ [ ] | p
@ Recombinacion
. Variantes sudamericanas

..... B - | | | | Jrngaet® 3 del genotipo A/SII

Figura 27. Esquema representativo del evento de recombinacion. Se muestran los genomas virales de una
variante asiatica del tipo CK/CH/LDL971 (parental 1), de una variante del genotipo Sl (parental 1), y de una
variante sudamericana del genotipo A/SII (recombinante). Con color se indican las regiones gendmicas
secuenciadas y en blanco las que restan por secuenciar.

También se han descrito eventos de recombinacion entre S1 y N en las cepas
taiwanesas 2992/02 y 3374/05 del genotipo A/SII (Chen et al., 2009). Estas cepas se asocian
con cepas asiaticas del tipo CK/CH/LDL/971 y con cepas argentinas y uruguayas, integrando
el genotipo A/SII, en base a la secuencia de S1. En base a la secuencia de N se agrupan con
la cepa CK/CH/LSC/99I, cepa de referencia de uno de los nueve genotipos asiaticos de alta

prevalencia en Taiwan que no esta relacionado evolutivamente con el genotipo A/SII. La
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secuenciacion de todo el genoma de estas cepas demostré que se trataban de variantes virales
recombinantes (Chen et al., 2009).

6.2.4. Origen de los genotipos sudamericanos

Los estudios de coalescencia nos permitieron establecer la edad de los ancestros mas

recientes del genotipo SI'y A/SII.

El genotipo Sl se habria originado en Sudamérica alrededor de 1968 (Figura 26).
Previo a la aparicion de este genotipo circulaban en Sudamérica cepas del serotipo
Massachusetts (Hipdlito, 1957, Hidalgo et al., 1976). Como las vacunas comerciales de este
serotipo se introdujeron en Sudamérica recién a principio de la década de 1980s, las cepas de
campo del serotipo Massachusetts co-circularon con cepas del genotipo Sl en los afios
previos a la vacunacion. Es probable que los planes de control con vacunas del tipo
Massachusetts colaboraron con un control eficaz de las variantes de campo de este serotipo,
pero no tan eficazmente con el control de las variantes del genotipo SI que son muy
divergentes (ver seccion 6.2.6). Podemos especular que la fuerte presién inmunologica contra
las variantes Massachusetts habria proporcionado un ambiente con mayor ventaja adaptativa
o “fitness” para el genotipo SI, contribuyendo a su dispersion en Argentina, Brasil y
Uruguay. Este comportamiento epidemiolégico fue descrito en otras cepas de IBV, como por
ejemplo la variante 4/91. Esta variante fue predominante en Espafia en la década de 1990,
pero fue rapidamente desplazada por la cepa Italy 02 cuando se comenzaron a utilizar

vacunas comerciales contra 4/91 (Dolz et al., 2006).

El genotipo A/SII se habria originado en Asia alrededor de 1985 (Figura 25 y 26),
invadiendo Sudamérica 17 afios después (Figura 26). Esta expansion intercontinental resulta
[lamativa, ya que un comportamiento epidemiologico caracteristico de las cepas emergentes
de IBV es que suelen poseer poca capacidad de expansion a nuevos territorios. Si bien se ha
descrito la presencia y la propagacion de algunas cepas de IBV entre regiones geogréaficas
cercanas (Ignjatovic y Sapats, 2000; Meulemans et al., 2001; Ignjatovic et al., 2006), la
dispersion de cepas a grandes distancias, por ejemplo entre diferentes continentes, es un
evento poco frecuente. Cerca de 20 serotipos emergentes en América del Norte nunca se

extendieron a otros continentes. Del mismo modo, la mayoria de los serotipos europeos,
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australianos y asiaticos nunca se han aislados en otros continentes (de Wit et al., 2011). Una
excepcion relevante a esta regla la constituye la cepa de Massachusetts, con distribucién
mundial, y mas recientemente, las cepas QX y 4/91 aisladas en el continente asiatico,
africano y europeo (Gough et al., 1992; Meulemans et al., 2001; Bochkov et al., 2006; Mase
et al., 2008; Worthington et al., 2008). No obstante, los factores que determinan la capacidad
de dispersion de nuevas cepas emergentes no son conocidos. Por lo tanto, se hace necesario
un continuo relevamiento y caracterizacion molecular de las poblaciones de IBV para
identificar variaciones genéticas que podrian contribuir a la capacidad de dispersion de las

cepas.

¢Qué factores externos pudieron contribuir en la propagacion de cepas del genotipo
A/SII de Asia a Sudamérica? El principal factor a considerar es el comercio de productos
avicolas y la importacion de pollitos de un dia entre Asia y Sudamérica. Si bien existe
exportacion desde Sudamérica a paises asiaticos de lineas parentales y reproductoras, y de
pollos y sus derivados de cortes y procesados, no hay un registro oficial de importacion de
estos productos desde Asia. La invasion pudo tener una ruta indirecta, a través de regiones
con las que si tenemos comercio de importacion, por ejemplo paises europeos. Sin embargo,
no se han descrito en las bases de datos secuencias europeas, ni de otros continentes, del
genotipo A/SII. Otro factor a tener en cuenta es el papel de las aves silvestres migratorias en
la dispersion de variantes de IBV. La cepa QX se extendio desde China a Europa en
aproximadamente 7 afios, tiempo similar al requerido para la propagacion del virus de la
influenza aviar altamente patdogeno H5N1 a través de aves acuaticas migratorias (Brown et
al., 2006), por lo que se especula que QX pudo tener una ruta similar. Recientemente se
identificaron coronavirus en especies de aves silvestres, incluidas pavos reales (Liu et al.,
2005; Sun et al., 2007), cercetas (Liu et al., 2005) y palomas (Qian et al., 2006), que
presentan gran similitud con IBV en la secuencia nucleotidica de S1. Es posible que algunas
especies de aves silvestres pueden ser portadoras de IBV, pero no hay evidencia de que las
cepas de IBV pueden infectar a las aves silvestres migratorias y transmitirse a largas

distancias como lo hace el virus de influenza.

El origen de las variantes sudamericanas del genotipo A/SII podria estar asociado a un

evento de recombinacion importante. En esta tesis proponemos que ocurrié recombinacion
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entre la cepa invasora y una variante del genotipo Sl. Esta cepa recombinante se habria
convertido en el ancestro de las variantes argentinas y uruguayas aqui caracterizadas (Figura
27). Como no se han analizado secuencias del gen N de las variantes chilenas y colombianas,

no sabemos si éstas derivan de la cepa invasora o del ancestro recombinante.
6.2.5. Tasas de sustitucion nucleotidicas en los genotipos sudamericanos

Los genotipos sudamericanos tienen tasas de sustitucion elevadas, del orden de 10
sustituciones/sitio/afio (Tabla 11). A pesar de la baja tasa de mutacion que presentan los
coronavirus (del orden de 10° a 107 nucleétidos copiados por ciclo de replicacion), es
evidente que un alto porcentaje de las mutaciones son fijadas, contribuyendo a las elevadas
tasas de sustitucion observadas. Una posible explicacion de la elevada fijacion de
sustituciones es la influencia de presiones selectivas positivas, asociadas a la adaptacion de
estos virus a las nuevas condiciones ambientales de la avicultura industrial. Las tasas de
fijacion altas también pueden estar relacionadas a la existencia de una proteccion limitada
brindada por la vacunacion. Una vacunacion eficaz provee una inmunidad solida al ave, lo
cual limita la replicacion del virus y, por consiguiente, disminuye la generacion de variantes
geneticas. Por otro lado, una vacunacion inadecuada podria resultar en un incremento de la
poblacion viral, con la consecuente aparicion de un mayor numero de variantes de IBV (Toro
el al., 2012). Se ha descrito que la tasa de sustitucion de la region hipervariable de S1 del
serotipo 4/91 fue de 3x107 sustituciones por sitio por afio durante la década de 1990, cuando
no existia un plan de vacunacion especifico contra este serotipo (Cavanagh et al., 1998). Por
el contrario, la tasa de sustitucion de los serotipos Massachusetts y Connecticut, calculada en
un periodo en el cual vacunas vivas atenuadas homologas se usaban rutinariamente para
controlar la enfermedad, oscilé en un rango de 10 a 10 sustituciones por sitio por afio
(McKinley et al., 2011).

6.2.6. Vacunas y variabilidad de cepas de campo sudamericanas

La enfermedad de Bronquitis Infecciosa es una de las afecciones méas problematicas
relacionada a la avicultura industrial, por lo que el disefio eficaz de los planes de vacunacion

contra IBV es fundamental para fomentar el desarrollo de esta industria.
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Al igual que en muchos paises del mundo, las vacunas atenuadas e inactivadas de tipo
Massachusetts son las Unicas autorizadas oficialmente en los paises sudamericanos cuyas
secuencias fueron analizadas en esta tesis (Argentina, Brasil, Uruguay, Chile y Colombia). A
pesar de la vacunacion sistematica, es muy comun que surjan brotes de la enfermedad en
lotes de aves de la region correctamente inmunizados. Estos brotes pueden ocurrir porque los
aislados de campo y los serotipos vacunales difieren antigénicamente, principalmente
considerando que los serotipos vacunales presentan bajo nivel de proteccion cruzada
(Cavanagh y Naqui, 1997). Por lo tanto, identificar las variantes de campo de IBV que
causan la enfermedad es un paso fundamental para implementar planes de control

adecuados.

El andlisis de protectotipos en pollos SPF proporciona una informacion directa y
precisa acerca de la eficacia de una vacuna, pero es un método laborioso, costoso y que
requiere un alto nivel de instalaciones. También se han empleado analisis de las regiones
gendmicas virales (genotipificacion), y pruebas de virus neutralizacion (serotipificacion) para

estudiar el grado de proteccion cruzada observada entre las cepas de campo y vacunales.

Para la genotipificacion es importante analizar regiones genomicas virales
involucradas en la inmunidad protectiva. Tanto la respuesta inmune humoral como la celular
poseen un rol fundamental en la inmunidad protectiva. Los principales sitios antigénicos que
inducen la produccion de anticuerpos neutralizantes se encuentras en la proteina S1 (Kant et
al., 1992; Moore et al., 1997; Ignjatovic et al., 2005), mientras que los principales sitios
antigenicos inmunoprotectores que activan la respuesta T citotoxica se encuentran en la
proteina N (Ignatovic et al., 1994; Seo et al., 1997; Collisson et al., 2000).

Los analisis filogenético basados en la secuencia completa de S1 y del gen N muestran
que los dos genotipos descritos en esta tesis se separan claramente de la cepa vacunal
Massachusetts (Figura 19 y 24). Esta divergencia a nivel filogenético esta sustentada por la
baja similitud nucleotidica y aminoacidica de la cepa vacunal con los genotipos
sudamericanos. Esta similitud es menor que 80 % en el caso de S1 (Tabla 9), y menor que 90
% en el caso de N (Tabla 10). Ademas, los genotipos sudamericanos y la cepa vacunal
difieren en los sitios potenciales de glicosilacion (Figura 21), los cuales estan involucrados en

la antigenicidad de las proteinas (Vigerust et al., 2007).
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Hay estudios que avalan que el analisis genético basado en la secuencia de S1 es un
mejor predictor de la proteccién cruzada entre dos cepas que la virus neutralizacion (Ladman
et al., 2006). En general, una menor homologia en la secuencia de S1 de dos cepas (por
ejemplo, una vacuna y una cepa de campo) resulta en una menor proteccién cruzada
(Cavanagh et al., 1997; Cook et al., 2001; Meir et al., 2004; Gelb et al., 2005; Abdel-Moneim
et al., 2006; Ladman et al., 2006). Sin embargo, esta relacion no siempre se cumple; existen
cepas similares en la secuencia S1 que presentan un bajo nivel de proteccién cruzada (Meir et
al., 2004; Abdel-Moneim et al., 2006), y cepas con alto nivel de proteccion cruzada que

tienen una baja homologia en la secuencia S1 (Meir et al., 2004) (Figura 28).
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Figura 28. Correlacion entre el porcentaje de homologia de S1 vy el nivel de proteccidn cruzada entre cepas de

IBV reportadas en siete publicaciones. Tomado de de Wit et al. (2011).

Se han realizado algunos ensayos de virus neutralizacion y estudios de proteccion in
vivo para evaluar el nivel de proteccion cruzada entre cepas de los genotipos descritos y la
cepa vacunal Massachusetts. Un ensayo de virus neutralizacion realizado con dos
aislamientos brasileros, identificadas aqui como pertenecientes al genotipo S, y un antisuero
derivado de la cepa vacunal, mostré una baja relacion antigénica entre estas variantes virales
y el serotipo Massachusetts (29 a 33%) (Chacon et al., 2011).

El mismo ensayo de virus neutralizacion realizado con un aislamiento del tipo
CK/CH/LDL/971 (genotipo A/SII), revelé también una baja relacion antigénica entre esta
variante y el serotipo Massachusetts (Yu et al., 2001). Recientemente se evalud en pollos

SPF, a través de morbilidad, mortalidad y re-aislamiento viral de las aves, la proteccidn
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conferida por 4 cepas vacunales comerciales (Mass, JASS, Jilin y J9) al desafio de un aislado
del tipo CK/CH/LDL/971 (Liu et al., 2009). Los resultados indicaron que ninguna de estas
vacunas confiere proteccién contra la cepa desafio. Aunque estos resultados indicarian que el
genotipo A/SII no esta siendo protegido con la cepa Massachusetts, se debe tener en cuenta
que la cepa desafio difiere en el gen N de las variantes sudamericanas del genotipo A/SII, por

lo que los resultados no son estrictamente extrapolables.

En el analisis filogenético basado en la secuencia de S1, las variantes del genotipo
A/SII se asocian con las cepas D207, D3896, Italy02 y 4/91. Estas cuatro cepas virales
generaron importantes pérdidas econdmicas en granjas avicolas europeas en diferentes
momentos de la historia, y en la actualidad se utilizan las cepas vacunales D207, D3896 y
4/91 para inmunizar las granjas europeas. Hasta la fecha no se ha evaluado la proteccion
cruzada existente entre estas cepas vacunales y los genotipos sudamericanos, por lo que una
perspectiva inmediata seria implementar ensayos de virus neutralizacion utilizando las

variantes sudamericanas y anti-sueros derivados de estas cepas vacunales.

En resumen, los presentes analisis genéticos basados en S1y N, y los ensayos de virus
neutralizacion previos, indican un bajo nivel de proteccion cruzada entre los genotipos
sudamericanos y la cepa vacunal Massachusetts. Por lo tanto, se deberia evaluar la utilizacion
de otras vacunas comerciales disponibles en el mercado para inmunizar a las granjas avicolas
sudamericanas contra IBV. También se deberia considerar la posibilidad de atenuar cepas de

los genotipos Sy A/SII para el desarrollo de nuevas vacunas.
6.2.7. Otros genotipos sudamericanos

En los analisis basados en secuencias parciales de S1 se observé la circulacion en
Sudamérica de 4 posibles genotipos adicionales, diferentes a los descritos en base a la
secuencia completa de S1: un genotipo argentino, emparentado cercanamente con el genotipo
SI y denominado Cluster B por Rimondi et al. (2009), y tres genotipos colombianos,
denominados genotipos A, B y D por Alvarado et al. (2005), los dos primeros emparentados
cercanamente con el genotipo A/SII (Figura 29). Este estudio comparativo preliminar de los
genotipos sudamericanos se pudo realizar porque contdbamos con secuencias completas de

S1 que pudieron ser comparadas con las distintas secuencias parciales que habian sido
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obtenidas por estos grupos de investigacion. La caracterizacion genética realizada mediante
el analisis de distintas regiones de S1 dificulta los analisis comparativos y es un importante
impedimento para el conocimiento global del virus. Como ocurrié en Sudamérica, muchas
veces es imposible comparar los resultados obtenidos por diferentes investigadores, porque
las secuencias empleadas son distintas y no se superponen. Ademas, cuando existen
superposiciones parciales, la resolucién de los andlisis filogenético es escasa por la reduccion
del nimero de sitios informativos. Por esta razdn, las relaciones entre las variantes presentes
en diferentes regiones o franjas temporales se pueden distorsionar, generando conclusiones
errbneas en cuanto a sus homologias (de Wit et al., 2011). Ademas, el analisis de una
variante de IBV basado en diferentes regiones de S1 puede llevar a la descripcion de
genotipos diferentes que son, en realidad, resultado de eventos de recombinacion (Wang et
al.,, 1993; Jia et al.,, 1995; Dolz et al., 2008). Estos inconvenientes podrian evitarse
amplificando y secuenciando la region completa codificante de S1 como estandar para la
caracterizacion genética de IBV. La aplicacion de esta estandarizacion al relevamiento de
IBV en los paises sudamericanos nos permitiria avanzar en el conocimiento de la
epidemiologia molecular de IBV e implementar herramientas de control adecuadas a los
virus circulantes. Este esfuerzo se justifica plenamente por la importancia economica que la
industria avicola tiene para el desarrollo comercial de la mayor parte del territorio

sudamericano.
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Bolivia

‘ Genotipo SI
. Genotipo A/SII

‘ Cluster B*
Genotipo A *
4 Genotipo B*

Genotipo D*

Figura 29. Circulacion de IBV en Sudamérica. Se esquematizan los genotipos circulantes en cinco paises
sudamericanos: Argentina, Uruguay, Chile, Brasil y Colombia. Con un asterisco (*) se indican los genotipos

caracterizados Unicamente en base a una regién parcial de S1.
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7. Conclusiones

La metodologia de diagndstico de IBV fue implementada con éxito y mostrd un

excelente desempefio analitico.

Las cepas sudamericanas de IBV presentan una notoria variabilidad genética que
refleja una dindmica compleja de este virus en la region; los dos genotipos (Sl y
A/SII) caracterizados en esta tesis varian en su distribucién geogréfica, y se

originaron a partir de diferentes ancestros en distintos afios.

La recombinacion pudo haber tenido un rol relevante en la evolucion de las cepas
sudamericanas. Las variantes sudamericanas del genotipo A/SII serian el resultado
de un evento de recombinacion entre variantes asiaticas y sudamericanas (genotipo
Sl). También se detecté un evento de recombinacién intra-génica en una cepa

argentina.

Los analisis genéticos sugieren un nivel de proteccion cruzada incompleto entre
los genotipos sudamericanos y la cepa vacunal Massachusetts (Unica cepa vacunal

autorizada en América del Sur).

Para avanzar en la epidemiologia molecular de IBV en Sudamérica se requiere la
estandarizacion de metodologias de diagnostico y caracterizacion que permitan
obtener resultados comparables entre los distintos grupos de investigadores. Se
sugiere el analisis completo de SI como estandar de anélisis para la

genotipificacion viral.
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8. Perspectivas

e Continuar con el diagnostico y caracterizacion genética de muestras de campo.

e Desarrollar, estandarizar y validar un ensayo basado en PCR en tiempo real para la
diferenciacion de los genotipo Sl y A/SII, utilizando como blanco los marcadores

nucleotidicos y aminoacidicos descritos para cada genotipo.

e Obtener y analizar la secuencia completa de la region 3" del genoma de 9 Kb
(genes 2, 3, 4, 5y 6) de variantes de campo de IBV. El analisis de nuevas regiones
del genoma nos permitird profundizar en el conocimiento de nuestras variantes de

campo, asi como analizar eventos de recombinacion.

e Identificar las presiones selectivas que estan actuando sobre los diferentes genes
para obtener informacion sobre la funcionalidad de las proteinas y sus

aminoacidos.

e Realizar ensayos de virus neutralizacion con aislamientos de los genotipos
sudamericanos, acoplados a nuestro ensayo de cuantificacion absoluta por PCR en
tiempo real, como método alternativo de evaluar la capacidad neutralizante de
diferentes sueros vacunales. Este enfoque se ha aplicado exitosamente en otros

modelos virales (Saito et al., 2003; van Santen et al., 2004).

e Realizar anélisis de coalescencia y filogeografia utilizando todas las secuencias de
S1 datadas y disponibles en la base de datos del GenBank. Este analisis nos
permitird conocer el lugar y el afio de origen de IBV, la dindmica de distribucion y

las rutas migratorias de las diferentes variantes regionales y mundiales.

o Estudiar la dindmica poblacional de IBV a través de analisis de cuasiespecies en
distintos tejidos. Como IBV infecta mdltiples érganos, es un modelo interesante
para analizar la diversidad genética y establecer la frecuencia de mutacion del
virus en distintos tejidos y realizar un analisis comparativo (filogeografia intra-
hospedero). Este analisis permitira estudiar el posible rol de las cuasiespecies en el

tropismo y patogeénesis viral.
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10. Anexos

10.1. Anexo 1: Protocolos

a) Extraccion de ARN con el kit “QIAmp Viral RNA Mini Kit" (Qiagen).

A partir de vacuna:

Resuspender 0,02 g de vacuna liofilizada en 200 pL de PBS pH 7.5.

e Ultilizar esta suspension para realizar la extraccion de ARN con el kit

"QIAmp Viral RNA Mini Kit" (Qiagen).

A partir de traqueas:

Armar grupos o pooles de hasta 5 traqueas por extraccion y macerar en un
mortero con el agregado de arena estéril y solucion buffer fosfato (PBS)

estéril a pH 7.0, generando una suspension al 20% peso/volumen.

Centrifugar la suspension a 3.000 g durante 5 minutos para eliminar restos

de tejido y arena.

Clarificar el sobrenadante con una segunda centrifugacion a 3.000 g
durante 8 minutos.

Utilizar este sobrenadante para realizar la extraccion de ARN con el kit
"QIAmp Viral RNA Mini Kit" (Qiagen).

Agregar 560 pl de buffer de lisis y 5.6 ul de carrier de ARN a un tubo de
1.5 ml.

Adicionar 200 pl suspension vacunal o sobrenadante en el caso de

traqueas.
Mezclar con vortex por 15 s.

Incubar a temperatura ambiente (TA) por 10 minutos. Centrifugar por 15

segundos a 13.000 rpm.
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e Adicionar 560 pl de etanol absoluto y mezclar con vortex por 15

segundos.

o Agregar 630 pul de la solucidon a una columna “QIAamp Mini column” y
centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto. Colocar la columna en un nuevo

tubo y descartar el filtrado.
e Repetir el paso anterior.

e Adicionar 500 pl de buffer de lavado 1 y centrifugar a 8000 rpm por 1

minuto. Colocar la columna en un nuevo tubo y descartar el filtrado.

e Adicionar 500 pl de buffer de lavado 2 y centrifugar a 13.000 rpm por 3
minutos. Descartar el filtrado.

e Secar la columna centrifugando a 13.000 rpm por 1 minuto.

e Colocar la columna en un nuevo tubo de 1.5 ml y adicionar 50 pl de

buffer de elucion.
e Incubar a TA por 1 minuto y centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.
e Almacenar el ARN a -80°C.
b) Extraccion de ARN con el kit “Quick-RNA™ MiniPrep” (Zymo Research)
e Pesar 25 mg de tejido y homogeneizar con 600 pL del buffer ZR.

e Centrifugar la suspension a 3.000 g durante 2 minutos para eliminar restos

de tejido.

e Transferir el sobrenadante a una columna y centrifugar a 12.000 g por 1

minuto.

e Agregar a la columna 400 pL de buffer de pre-lavado a la columna y

centrifugar a 12.000 g por 1 minuto.
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e Agregar a la columna 700 pL de buffer de lavado y centrifugar a 12.000

por 1 minuto.
e Secar la columna centrifugando a 13.000 rpm por 2 minutos.

e Colocar la columna en un nuevo tubo de 1.5 ml y adicionar 30 pl de H,O

libre de ARNasas.
e Incubar a TA por 1 minuto y centrifugar a 13000 g por 30 segundos.
e Almacenar el ARN a -80° C.
c) Retrotranscripcion
e Agregar a un tubo de 0.2 ml, siempre en hielo:
= 10 pl del ARN extraido.
= 1 ul de hexameros al azar.
= 1 ul de H,O ultra pura.
e Mezclar y realizar una centrifugacion breve.

e Incubar la mezcla 5 minutos a 98°C (desnaturalizacion) y pasar inmediatamente

a hielo. Realizar una centrifugacion breve.
e Agregar al tubo:
= 4 ul de buffer de reaccion 5X.
= 1 pl del inhibidor de ribonucleasas Ribolock (20u/ul).
= 2 plde dNTP (10 mM).
e Mezclar y realizar una centrifugacion breve.
e Incubar 5 minutos a 25°C.

e Agregar | pl de retrotranscriptasa “RevertAidTM Minus M-MulV” (200 u/ul).
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e Incubar 10 minutos a 25°C.

e Incubar 1 hora a 42°C.

e Detener la reaccion incubando 10 minutos a 70°C.
d) Purificacion de producto de PCR

Todos los amplicones se purificaron con el kit “Illustra GFX™ PCR DNA and Gel

Band Purification Kit” (General Electric) segun el siguiente protocolo:

e Adicionar 500 pL de buffer de captura a 20-100 pL de producto de PCR.

Mezclar por inversion.

e (Cargar la mezcla en una columna "GFX MicroSpin column”. Centrifugar

a 13.000 rpm por 30 segundos. Descartar el filtrado.

e Adicionar 500 pl de buffer de lavado a la columna. Centrifugar a 13.000

rpm por 30 segundos. Descartar el filtrado.

e Secar la columna centrifugando a 13.000 rpm por 30 segundos
adicionales.

e Transferir la columna a un tubo de 1.5 ml, agregar 10 -50 ul de buffer de

elucion e incubar a TA por 1 minuto.

e Recuperar el ADN purificado centrifugando a 13.000 rpm por 1 minuto.
Almacenar el ADN a -20 °C.

e) Clonacion con células competentes E.coli XL1 Blue

Este ensayo se realiza con el kit “GeneJETTM PCR Cloning Kit” (Fermentas). El protocolo

utilizado se detalla a continuacion.

Reaccion de Blunting:

e Colocar en un tubo de 1,5 mL 10 uL de buffer de reaccion 2X.
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e Adicionar hasta 7 pL de producto de PCR purificado. Tener en cuenta que
la relacidn inserto:vector recomendada es de 3:1, aunque se aceptan
relaciones en un rango de 0,5:1 a 15:1.

e Adicionar 1 pL de la enzima generadora de extremos romos o Blunting.
e Adicionar H,0 destilada miliQ hasta alcanzar un volumen final de 18 pL.
e Mezclar con vortex y centrifugar a maxima velocidad.

e Incubar la mezcla a 70° C durante 10 minutos.

Reaccion de ligacion:

e Adicionar a la mezcla 1 pL del vector “pJET/Blunt” (50 ng/uL).

e Adicionar 1 pL de ligasa T4 (5U/uL).

e Mezclar con vortex brevemente y centrifugar a maxima velocidad.
e Incubar durante 30 minutos a 22° C.

Transformacion de células competentes

e Incubar 5 puL de la mezcla de ligacion durante 2 minutos en hielo.
e Adicionar 50 puL de células competentes “XL-1 Blue”.

e Incubar en hielo durante 15 minutos.

e Realizar un choque térmico a 42° C durante 45 segundos.

e Incubar en hielo durante 5 minutos.

e Transferir a 300 uL de medio SOC.

e Incubar en agitador a 37° C durante 90 minutos.

e Plaquear el cultivo en placas de petri con medio LB-agar-ampicilina,

previamente incubadas a 37° C durante al menos 2 horas.
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Incubar las placas toda la noche a 37° C.

Almacenar a -4° C hasta su analisis.

f) Extraccion de ADN plasmidico

Realizar un cultivo en 3 mL de medio liquido LB-ampicilina de la colonia

deseada.
Incubar el mismo a 37° C en agitador toda la noche.

Transferir 1,5 mL del cultivo a un tubo de 1,5 mL. Centrifugar a 1500
rpm. Descartar el sobrenadante y repetir este paso con el volumen

restante.
Resuspender el pellet en 250 pL de buffer R3.

Agregar 250 pL de buffer de lisis L7. Mezclar por inversion hasta que el

contenido se torne transparente.
Incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.
Anadir 350 pL de buffer de precipitacion N4. Mezclar por inversion.

Centrifugar a 12.000 g durante 10 minutos y transferir el sobrenadante a

una columna.

Agregar 700 pL de buffer de lavado W9.
Centrifugar a 12.000 g por 1 minuto.

Colocar la columna en un nuevo tubo de 1,5 mL.
Agregar 75 pL de buffer TE.

Incubar a TA por 1 minuto y centrifugar a 12.000 g por 2 minutos.

Almacenar a -20° C.
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g) Linealizacion del plasmido

e Agregar a un tubo eppendorf de 1.5 ml:

4 pl de H,O ultra pura.

10 pl de buffer NE.

20 pl de plasmido.

0.5 pl de emzima Ncol.
e Mezclar y centrifugar brevemente.
e Incubar 1 hora a 37°C.
e Agregar 0.5 pl de enzima Ncol.
e Incubar 1 hora a 37°C.
h) Purificacion del plasmido linealizado
e Mezclar 5 pL de producto linealizado y 50 pL de fenol cloroformo (1:1).

e Centrifugar 1 minuto a 12000 g. Transferir la fase acuosa superior a un

nuevo tubo.
e Realizar dos extracciones con igual volumen de cloroformo.

e Centrifugar 1 minuto a 12000 g. Transferir la fase acuosa superior a un

nuevo tubo.

e Precipitar el ADN agregando 2 volumenes de etanol absoluto frio y 0,1

volimenes de acetato de sodio 3M . Incubar a -20°C durante 3 horas.
e Centrifugar a 12000 g durante 30 minutos y descartar el sobrenadante.

e Lavar el pellet con 500 pL de etanol 70% Yy centrifugar a 12000 g durante

2 minutos.
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e Resuspender el pellet en 20 puL de H,O DEPC.
i)  Transcripcion in vitro

La transcripcion in vitro se realizdo con el kit comercial “TranscripAid T7 High Yield

Transcription Kit” (Fermenta) siguiendo el siguiente protocolo:
e Mezclar a temperatura ambiente:
= 4 uL el buffer de reaccién
= 8uL de dNTPs
= 6 uL de plasmido linealizado y purificado
= 2 uL de enzima “TranscriptAid Enzyme”
e Incubar 2 horas a 37°C.
e Agregar 2 uL de ADNasa libre de ARN. Incubar 15 minutos a 37°C.
e Agregar 2 uL de 0,5 M EDTA pH 8. Incubar 10 minutos a 65°C.
J) Purificacion de los Transcriptos

e Alos 20 pL de reaccion de transcripcion agregar 115 pL de H,O DEPCy
15 L de acetato de sodio 3M.

e Realizar una extraccion con igual volumen de fenol cloroformo (1:1).

e Centrifugar 1 minuto a 12000 g. Transferir la fase acuosa superior a un

nuevo tubo.
e Realizar dos extracciones con igual volumen de cloroformo.

e Centrifugar 1 minuto a 12000 g. Transferir la fase acuosa superior a un

nuevo tubo.

e Precipitar el ADN agregando 2 volumenes de etanol absoluto frio. Incubar

a -20°C durante 3 horas.
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Centrifugar a 12000 g durante 30 minutos y descartar el sobrenadante.

Lavar el pellet con 500 uL de etanol 70% y centrifugar a 12000 g durante
2 minutos.

Resuspender el pellet en 20 pL de H,O DEPC.
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10.2. Anexo 2: Secuencias

a) Secuencias nucleotidicas de S1 usadas para el analisis de recombinacion

N° de acceso GenBank | Nombre de la muestra Pais de origen | Afo de colecta
JX182788 UFMG/208 Brasil 1972
JX182775 UFM/G Brasil 1975
JX182790 UFMG/29-78 Brasil 1978
JX182789 UFMG/200 Brasil 1981
JX182785 UFM/297 Brasil 1983
JX182787 UFM/283 Brasil 1983
JX182784 UFM/351 Brasil 1984
JX182773 UFMG/PM1 Brasil 1987
JX182772 UFMG/PM2 Brasil 1987
JX182771 UFMG/PM3 Brasil 1989
JX182770 UFMG/PM4 Brasil 1989
JX182781 UFMG/10.1 Brasil 2008
JX182782 UFMG/10.2 Brasil 2008
JX182778 UFM/11.1 Brasil 2008
JX182776 UFM/12.1 Brasil 2008
JX182780 UFM/11.2 Brasil 2008
JX182777 UFM/12.2 Brasil 2008
JX182774 UFM/13.1 Brasil 2008
JX182779 UFM/11.3 Brasil 2008
JX182783 UFM/1141 Brasil 2009
- UY/09/CA/01 Uruguay 2009
- AR/09/BA/29 Argentina 2009
- AR/09/BA/34 Argentina 2009
- AR/09/BA/35 Argentina 2009
- AR/09/BA/36 Argentina 2009
- AR/09/BA/37 Argentina 2009
- AR/09/BA/38 Argentina 2009
- AR/09/BA/39 Argentina 2009
- AR/10/BA/30 Argentina 2010
- AR/11/BAJ27 Argentina 2011
- AR/11/BA/28 Argentina 2011
- AR/11/BA/31 Argentina 2011
- AR/11/ER/33 Argentina 2011
- UY/11/CA/09 Uruguay 2011
- UY/11/CA/11 Uruguay 2011
- UY/11/CA/12 Uruguay 2011
- UY/11/CA/13 Uruguay 2011
- UY/11/CA/18 Uruguay 2011
- UY/11/CA/19 Uruguay 2011
- UY/12/CA/27 Uruguay 2012
- UY/12/CA/30 Uruguay 2012
- UY/12/CA/33 Uruguay 2012
- UY/12/CA/36 Uruguay 2012
- UY/12/CA/39 Uruguay 2012




b) Secuencias nucleotidicas parciales de S1 sudamericanas usadas para los analisis

filogenéticos

N° de acceso Nombre de la muestra Pais de Afio Publicacién Clasificacion
origen
Q169238 IBV/Brasil/PRB01 Brasil 1988 | Montassier et al., 2006 -
Q169239 IBV/Brasil/PR0O1 Brasil 1988 | Montassier et al., 2006 -
Q169240 IBV/Brasil/PR02 Brasil 1988 | Montassier et al., 2006 -
Q169242 IBV/Brasil/PR05 Brasil 2000 | Montassier et al., 2006 -
Q169243 IBV/Brasil/PR06 Brasil 2000 | Montassier et al., 2006 -
GQ169251 IBV/Brasil/SP03 Brasil 1999 | Montassier et al., 2006 -
GQ169249 IBV/Brasil/SP01 Brasil 1998 | Montassier et al., 2006 -
GQ169247 IBV/Brasil/SC02 Brasil 1999 | Montassier et al., 2006 -
GQ169245 IBV/Brasil/PR08 Brasil 2000 | Montassier et al., 2006 -
GQ169241 IBV/Brasil/PR03 Brasil 2000 | Montassier et al., 2006 -
GQ169252 IBV/Brasil/SP04 Brasil 1999 | Montassier et al., 2006 -
GQ169250 IBV/Brasil/SP02 Brasil 1999 | Montassier et al., 2006 -
GQ169248 IBV/Brasil/SC03 Brasil 1999 | Montassier et al., 2006 -
GQ169246 IBV/Brasil/SC01 Brasil 1999 | Montassier et al., 2006 -
GQ169244 IBV/Brasil/PR0O7 Brasil 1999 | Montassier et al., 2006 -
DQ448274 IBV/Brasil/2004/USPQ7 Brasil 2004 | Villarreal et al., 2007 -
DQ448275 IBV/Brasil/2004/USP10 Brasil 2004 | Villarreal et al., 2007 -
DQ448273 IBV/Brasil/2004/USP02 Brasil 2004 | Villarreal et al., 2007 -
DQ448277 IBV/Brasil/2005/USP03 Brasil 2005 | Villarreal et al., 2007 -
DQ492311 IBV/Brasil/2005/USP09 Brasil 2005 | Villarreal et al., 2007 -
DQ492309 IBV/Brasil/2005/USP06 Brasil 2005 | Villarreal et al., 2007 -
DQ492307 IBV/Brasil/2005/USP04 Brasil 2005 | Villarreal et al., 2007 -
DQ355995 IBV/Brasil/2005/USP01 Brasil 2005 | Villarreal et al., 2007 -
DQ492312 IBV/Brasil/2005/USP11 Brasil 2005 | Villarreal et al., 2007 -
DQ492310 IBV/Brasil/2005/USP08 Brasil 2005 | Villarreal et al., 2007 -
DQ492308 IBV/Brasil/2005/USP05 Brasil 2005 | Villarreal et al., 2007 -
DQ448276 IBV/Brasil/2005/USP12 Brasil 2005 | Villarreal et al., 2007 -
U383070 USP33 Brasil 2003 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR I”
U383072 USP35 Brasil 2003 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR I”
U383071 USP34 Brasil 2003 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR I”
U383073 USP36 Brasil 2003 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR I”
U383074 USP37 Brasil 2003 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383075 USP38 Brasil 2003 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383076 USP39 Brasil 2003 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383077 USP40 Brasil 2003 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383078 USP41 Brasil 2003 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383079 USP42 Brasil 2003 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383080 USP43 Brasil 2003 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383081 USP44 Brasil 2004 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383082 USP45 Brasil 2004 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383083 USP46 Brasil 2004 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383084 USP47 Brasil 2004 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383085 USP48 Brasil 2004 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383086 USP49 Brasil 2005 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383087 USP50 Brasil 2005 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383088 USP51 Brasil 2005 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383089 USP52 Brasil 2005 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
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U383090 USP53 Brasil 2005 | Chaconetal., 2011 “Genotipo BR 1”
U383091 USP54 Brasil 2006 | Chaconetal., 2011 “Genotipo BR 1”
U383092 USP55 Brasil 2006 | Chaconetal., 2011 “Genotipo BR 1”
U383093 USP56 Brasil 2007 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383094 USP57 Brasil 2007 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383095 USP58 Brasil 2007 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383096 USP59 Brasil 2008 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383097 USP60 Brasil 2008 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383098 USP61 Brasil 2008 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383099 USP62 Brasil 2008 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383100 USP63 Brasil 2008 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383101 USP64 Brasil 2008 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383102 USP65 Brasil 2008 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383103 USP66 Brasil 2008 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383104 USP67 Brasil 2008 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383105 USP68 Brasil 2009 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383106 USP69 Brasil 2009 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383107 USP70 Brasil 2009 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383108 USP71 Brasil 2009 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
U383109 USP72 Brasil 2009 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR I”
U383110 USP73 Brasil 2009 | Chacon et al., 2011 “Genotipo BR 1”
FJ167379 AR/08/ER/22 Argentina | 2008 | Rimondi et al.,2009 “Cluster A”
FJ167377 AR/06/BA/10 Argentina | 2006 | Rimondi et al.,2009 “Cluster A”
FJ167388 AR/06/BA/11 Argentina | 2006 | Rimondi et al.,2009 “Cluster A”
FJ167380 AR/05/RN/Q7 Argentina | 2005 | Rimondi et al.,2009 “Cluster A”
FJ167378 AR/08/BA/21 Argentina | 2008 | Rimondi et al.,2009 “Cluster A”
FJ167373 AR/05/BA/08 Argentina | 2005 | Rimondi et al.,2009 “Cluster B”
FJ167371 AR/02/BA/05 Argentina | 2002 | Rimondi et al.,2009 “Cluster B”
FJ167369 AR/08/BA/16 Argentina | 2008 | Rimondi et al.,2009 “Cluster B”
FJ167374 AR/07/BA/15 Argentina | 2007 | Rimondi et al.,2009 “Cluster B”
FJ167372 AR/01/BA/03 Argentina 2001 | Rimondi et al.,2009 “Cluster B”
FJ167370 AR/07/ER/18 Argentina 2007 | Rimondi et al.,2009 “Cluster B”
FJ167375 AR/06/BA/14 Argentina 2006 | Rimondi et al.,2009 “Cluster C”
FJ167386 AR/03/BA/06 Argentina 2003 | Rimondi et al.,2009 “Cluster C”
FJ167376 AR/06/BA/13 Argentina 2006 | Rimondi et al.,2009 “Cluster C”
FJ167387 AR/01/BA/04 Argentina 2001 | Rimondi et al.,2009 “Mass”
FJ167383 AR/07/ER/19 Argentina 2007 | Rimondi et al.,2009 “Mass”
FJ167382 AR/08/ER/25 Argentina 2008 | Rimondi et al.,2009 “Mass”
FJ167387 AR/08/ER/24 Argentina 2008 | Rimondi et al.,2009 “Mass”
FJ167385 AR/08/ER/26 Argentina 2008 | Rimondi et al.,2009 “Conn”
AY604546 CO1657 Colombia 2003 | Alvarado et al., 2005 "Genotipo A/B"
AY604547 C01692 Colombia 2003 | Alvarado et al., 2005 "Genotipo A/B"
AY604557 C08110T Colombia 2003 | Alvarado et al., 2005 "Genotipo A/B"
AY604556 C08113T Colombia 2003 | Alvarado et al., 2005 "Genotipo A/B"
AY604554 C08247 Colombia 2003 | Alvarado et al., 2005 "Genotipo A/B"
AY604555 C08248CT Colombia 2003 | Alvarado et al., 2005 "Genotipo A/B"
AY604552 C08250 Colombia 2003 | Alvarado et al., 2005 "Genotipo A/B"
AY604560 C08234CT Colombia 2003 | Alvarado et al., 2005 "Genotipo C"
AY604559 C08234T Colombia 2003 | Alvarado et al., 2005 "Genotipo C"
AY604558 C08232L Colombia 2003 | Alvarado et al., 2005 "Genotipo C"
AY604551 CO08091L Colombia 2003 | Alvarado et al., 2005 "Genotipo D"
AY604553 C08089L Colombia 2003 | Alvarado et al., 2005 "Genotipo D"
AY604550 CO08043CT Colombia 2003 | Alvarado et al., 2005 "Mass"
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AY604549 C0O8043T Colombia | 2003 | Alvarado et al., 2005 "Mass"
AY604548 CO1694T Colombia | 2003 | Alvarado et al., 2005 "Conn"
AY604561 CO8033CT Colombia | 2003 | Alvarado et al., 2005 "Conn"
HM446006 CL/12020/08 Chile 2008 | sin publicar -
HM446007 CL/12021/08 Chile 2008 | sin publicar -
HM446008 CL/12078/09 Chile 2008 | sin publicar -
HM446009 CL/12080/09 Chile 2009 | sin publicar -
HM446010 CL/12101/09 Chile 2009 | sin publicar -
HM446011 CL/12103a/09 Chile 2009 | sin publicar -
HM446012 CL/12103b/09 Chile 2009 | sin publicar -
HM446013 CL/12124/09 Chile 2009 | sin publicar -
HM446014 CL/12139/09 Chile 2009 | sin publicar -
HM561905 IBV/2009/UNICAMP901 Brasil 2009 | Felippe et al., 2010 "Mass"
HM561903 IBV/2008/UNICAMP890 Brasil 2008 | Felippe et al., 2010 "Mass"
HM561901 IBV/2008/UNICAMP821 Brasil 2008 | Felippe et al., 2010 "Mass"
HM561899 IBV/2008/UNICAMP846 Brasil 2008 | Felippe et al., 2010 “Cluster D207”
HM561897 IBV/2008/UNICAMP830 Brasil 2008 | Felippe et al., 2010 “Cluster D207”
HM561895 IBV/2008/UNICAMP836 Brasil 2008 | Felippe et al., 2010 "Mass"
HM561893 IBV/2008/UNICAMP820 Brasil 2008 | Felippe et al., 2010 "Mass"
HM561891 IBV/2007/UNICAMP810 Brasil 2007 | Felippe et al., 2010 “Cluster D207”
HM561889 IBV/2007/UNICAMP801 Brasil 2007 | Felippe et al., 2010 “Cluster D207”
HM561887 IBV/2004/UNICAMP703 Brasil 2004 | Felippe et al., 2010 “Cluster D207”
HM561885 IBV/2004/UNICAMP31298 | Brasil 2004 | Felippe et al., 2010 “Cluster D207”
HM561906 IBV/2009/UNICAMP940T | Brasil 2009 | Felippe et al., 2010 “Cluster D207”
HM561904 IBV/2009/UNICAMP897 Brasil 2009 | Felippe et al., 2010 "Mass"
HM561902 IBV/2008/UNICAMP882 Brasil 2008 | Felippe et al., 2010 “Cluster D207”
HM561900 IBV/2008/UNICAMP861 Brasil 2008 | Felippe et al., 2010 "Mass"
HM561898 IBV/2008/UNICAMP818 Brasil 2008 | Felippe et al., 2010 "Mass"
HM561896 IBV/2008/UNICAMP816 Brasil 2008 | Felippe et al., 2010 “Cluster D207”
HM561894 IBV/2008/UNICAMP832 Brasil 2008 | Felippe et al., 2010 "Mass"
HM561892 IBV/2008/UNICAMP857 Brasil 2008 | Felippe et al., 2010 “Cluster D207”
HM561890 IBV/2007/UNICAMP805 Brasil 2007 | Felippe et al., 2010 "Conn"
HM561888 IBV/2006/UNICAMP788 Brasil 2006 | Felippe et al., 2010 "Mass"
HM561886 IBV/2004/UNICAMP706 Brasil 2004 | Felippe et al., 2010 “Cluster D207”
HM561884 IBV/2003/UNICAMP31422 | Brasil 2003 | Felippe et al., 2010 “Cluster D207”

c) Secuencias nucleotidicas de S1 de los genotipos sudamericanos

Genotipo Sudameérica | (SI):

N° de acceso GenBank | Nombre de la muestra Pais de origen | Afio de colecta
JX182775 UFM/G Brasil 1975
JX182785 UFM/297 Brasil 1983
JX182787 UFM/283 Brasil 1983
JX182784 UFM/351 Brasil 1984
Q169238* IBV/Brasil/PRB01 Brasil 1988
Q169239* IBV/Brasil/PR01 Brasil 1988
Q169240* IBV/Brasil/PR02 Brasil 1988
Q169242* IBV/Brasil/PR05 Brasil 2000
Q169243* IBV/Brasil/PR06 Brasil 2000
U383070* USP33 Brasil 2003
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U383072* USP35 Brasil 2003
U383071* USP34 Brasil 2003
U383073* USP36 Brasil 2003
U383074* USP37 Brasil 2003
U383075* USP38 Brasil 2003
U383076* USP39 Brasil 2003
u383077* USP40 Brasil 2003
U383078* USP41 Brasil 2003
U383079* USP42 Brasil 2003
U383080* USP43 Brasil 2003
U383081* USP44 Brasil 2004
U383082* USP45 Brasil 2004
U383083* USP46 Brasil 2004
U383084* USP47 Brasil 2004
U383085* USP48 Brasil 2004
DQ448274* IBV/Brasil/2004/USPQ7 | Brasil 2004
DQ448275* IBV/Brasil/2004/USP10 | Brasil 2004
DQ448273* IBV/Brasil/2004/USP02 | Brasil 2004
DQ448277* IBV/Brasil/2005/USP03 | Brasil 2005
DQ492311* IBV/Brasil/2005/USPQ9 | Brasil 2005
DQ492309* IBV/Brasil/2005/USP06 | Brasil 2005
DQ492307* IBV/Brasil/2005/USP04 | Brasil 2005
DQ355995* IBV/Brasil/2005/USP01 | Brasil 2005
DQ492312* IBV/Brasil/2005/USP11 | Brasil 2005
DQ492310* IBV/Brasil/2005/USP08 | Brasil 2005
DQ492308* IBV/Brasil/2005/USP05 | Brasil 2005
DQ448276* IBV/Brasil/2005/USP12 | Brasil 2005
U383086* USP49 Brasil 2005
U383087* USP50 Brasil 2005
U383088* USP51 Brasil 2005
U383089* USP52 Brasil 2005
U383090* USP53 Brasil 2005
U383091* USP54 Brasil 2006
U383092* USP55 Brasil 2006
U383093* USP56 Brasil 2007
U383094* USP57 Brasil 2007
U383095* USP58 Brasil 2007
U383096* USP59 Brasil 2008
U383097* USP60 Brasil 2008
U383098* USP61 Brasil 2008
U383099* USP62 Brasil 2008
U383100* USP63 Brasil 2008
U383101* USP64 Brasil 2008
U383102* USP65 Brasil 2008
U383103* USP66 Brasil 2008
U383104* USP67 Brasil 2008
JX182778 UFM/11.1 Brasil 2008
JX182776 UFM/12.1 Brasil 2008
JX182780 UFM/11.2 Brasil 2008
JX182777 UFM/12.2 Brasil 2008
JX182774 UFM/13.1 Brasil 2008
JX182779 UFM/11.3 Brasil 2008
U383105* USP68 Brasil 2009
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U383106* USP69 Brasil 2009
U383107* USP70 Brasil 2009
U383108* USP71 Brasil 2009
U383109* USP72 Brasil 2009
U383110* USP73 Brasil 2009
JX182783 UFM/1141 Brasil 2009
- AR/11/ER/33 Argentina 2011
- UY/11/CAJ09 Uruguay 2011
- UY/11/CA/11 Uruguay 2011
- UY/11/CA/12 Uruguay 2011
- UY/11/CA/13 Uruguay 2011
- UY/11/CA/18 Uruguay 2011
- UY/11/CA/19 Uruguay 2011
- UY/12/CAJ27 Uruguay 2012
- UY/12/CA/30 Uruguay 2012
- UY/12/CA/33 Uruguay 2012
- UY/12/CA/36 Uruguay 2012
- UY/12/CA/39 Uruguay 2012

*Secuencias parciales de S1.

Genotipo Asia/Sudamerica 11 (A/SII):

N° de acceso GenBank Nombre de la muestra Pais de origen | Afo de colecta
F286302 Q1 China 1996-1998
F227438 T3 China 1996-1998
DQ068701 CK/CH/LDL/97I China 1997
F286303 J2 China 1996-1998
DQ167132 CK/CH/LDL/98I China 1998
DQ167130 CK/CH/LDL/01l China 2001
EU822340 2992/02 Taiwan 2002
EU822337 3374/05 Taiwan 2005
U938413 CKJ/CH/Chongqing/0908 | China 2008
Q258325 CK/CH/LSD/0810 China 2008
HM113491 DY09 China 2009

- UY/09/CA/01 Uruguay 2009

- AR/09/BA/29 Argentina 2009

- AR/09/BA/34 Argentina 2009

- AR/09/BA/35 Argentina 2009

- AR/09/BA/36 Argentina 2009

- AR/09/BA/37 Argentina 2009

- AR/09/BA/38 Argentina 2009

- AR/09/BA/39 Argentina 2009
HM363027 CK/CH/SCYA/10I China 2010

- AR/10/BA/30 Argentina 2010

- AR/11/BAJ27 Argentina 2011

- AR/11/BA/28 Argentina 2011

- AR/11/BA/31 Argentina 2011
JQ739262 Ck/CH/LHB/111108 China 2011
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d) Secuencias nucleotidicas de S1 de los serotipos europeos D207, D3896, Italia02 y 4/91

N° de acceso GenBank | Nombre de la muestra | Pais de origen | Afio de colecta
M21969 D207 Paises Bajos 1979
X15832 D274 Paises Bajos 1979
X04723 6/82 Paises Bajos 1982
X58067 UK/123/82 UK 1982
X58065 UK/167/84 UK 1984
X58066 UK/142/86 UK 1986
783976 UK/2/91 UK 1991
Z83975 UK/7/91 UK 1991
783978 UK/5/91 UK 1991
783978 UK/5/91 UK 1991
783977 UK/3/91 UK 1991
DQ386091 Spain/92/35 Espafia 1992
DQ064801 Spain/92/51 Espafia 1992
DQ386092 Spain/92/185 Espafia 1992
783979 UK/7/93 UK 1993
DQ064802 Spain/95/194 Esparia 1995
DQ386093 Spain/95/193 Esparia 1995
DQ386094 Spain/96/330 Esparia 1996
DQ064803 Spain/96/312 Esparia 1996
DQ064806 Spain/97/314 Esparia 1997
DQ064805 Spain/97/307 Esparia 1997
DQ064808 Spain/98/313 Esparia 1998
DQ386096 Spain/98/328 Esparia 1998
DQ386095 Spain/98/315 Esparia 1998
HQ842706 IR/573/98 Iran 1998
HQ842708 IR/525/99 Iran 1999
HQ842707 IR/512/99 Iran 1999
DQ064810 Spain/99/319 Espafia 1999
AJ457137 Italia02 Italia 1999
DQ064813 Spain/00/337 Espafia 2000
DQ064814 Spain/00/33 Esparia 2000
AJQ900129 CK/CH/JS/2011/7 China 2001
DQ386099 Spain/02/26 Esparia 2002
AJ441314 RF/01/02 Rusia 2002
DQ901377 1t/497/02 Italia 2002
HQ842711 IR/803/03 Iran 2003
Q844992 Tanin-03 China 2003
AY837465 TAO3 China 2003
DQ386105 Spain/04/5438 Espafia 2004
DQ386101 Spain/04/24 Espafia 2004
B363951 JP/Wakayama2/2004 Japon 2004
DQ386100 Spain/04/22 Espafia 2004
DQ386103 Spain/04/221 Espafia 2004
DQ386104 Spain/05/82 Espafia 2005
EU350550 1S/1366 Israel 2005
DQ386102 Spain/05/866 Espafia 2005
FN182276 NGA/295/2006 Nigeria 2006
FJ907239 GX-NN7 China 2006
Q844991 Sichuan06 China 2006
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HQB842712 IR/14/07 Irdn 2007
HQB842714 IR/19/08 Irdn 2008
HQB842715 IR/491/08 Irdn 2008
JQ739372 Ck/CH/LSD/110851 China 2011
JQ739319 Ck/CH/LHLJ/111246 China 2011
JQ739409 Ck/CH/LZJ/111113 China 2011
JQ739375 Ck/CH/LSD/110857 China 2011
JQ739353 Ck/CH/LSD/110410 China 2011
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10.3. Anexo 3: Filogenias basadas en secuencias parciales de S1

A continuacién se muestran cinco arboles filogenéticos basados en cinco regiones
diferentes de S1: 1-528, 229-528, 1-310, 134-722 y 740-1089.

Filogenia 1: se incluyeron todas las secuencias usadas en la seccion 5.4.3.1 y las
secuencias brasileras publicadas en Montassier et al., 2006, Villarreal et al., 2007 y Chacon
et al., 2011. EI modelo evolutivo de sustitucion que mejor se ajusto a este set de datos fue el
GTR+I+G.

Filogenia 2: se incluyeron todas las secuencias usadas en la filogenia 1 y las
secuencias brasileras publicadas en Felippe et al., 2010. ElI modelo evolutivo de sustitucion

que mejor se ajustod a este set de datos fue el GTR+I+G.

Filogenia 3: se incluyeron todas las secuencias usadas en la filogenia 1 y las
secuencias colombianas publicadas en Alvarado et al.,, 2005. ElI modelo evolutivo de

sustitucion que mejor se ajusto a este set de datos fue el HKY+G.

Filogenia 4: se incluyeron todas las secuencias usadas en la seccion 5.4.3.1 y las
secuencias argentinas publicadas en Rimondi et al., 2009. EI modelo evolutivo de sustitucion

que mejor se ajustd a este set de datos fue el GTR+I+G.

Filogenia 5: se incluyeron todas las secuencias usadas en la seccion 5.4.3.1 y las
secuencias chilenas no publicadas. EI modelo evolutivo de sustitucion que mejor se ajusto a
este set de datos fue el GTR+G.

En los cinco analisis se colapsaron secuencias para facilitar la visualizacion de las
filogenias. Los grupos de secuencias colapsados se incidan con triangulos y nombres rojos o

azules.
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100

|®

GU383092.1 USP-55 Brazil

GU383091.1 USP-54 Brazil
GU383090.1 USP-53 Brazil

Filogenia 1: 1-528

GU383089.1 USP-52 Brazil

GU383088.1 USP-51 Brazil

GU383087.1 USP-50 Brazil

GU383086.1 USP-49 Brazil

GU383085.1 USP-48 Brazil

GU383082.1 USP-45 Brazil

GU383081.1 USP-44 Brazil

GU383077.1 USP-40 Brazil

GU383074.1 USP-37 Brazil

DQ448273 IBV/Brazil/2004/USP-02 Brazil
DQ355995.1 IBV/Brazil/2005/USP-01 Brazil
DQ448274.1 IBV/Brazil/2004/USP-07 Brazil
DQ492311.1 IBV/Brazil/2005/USP-09 Brazil
DQ492309.1 IBV/Brazil/2005/USP-06 Brazil
GU383102.1 USP-65 Brazil

DQ448276 IBV/Brazil/2005/USP-12 Brazil
GU383094.1 USP-57 Brazil

.

73

.

GU383079.1 USP-42 Brazil
GU383078.1 USP-41 Brazil
GU383072.1 USP-35 Brazil
GU383070.1 USP-33 Brazil
DQ492310.1 I1BV/Brazil/2005/USP-08 Brazil
DQ492312.1 IBV/Brazil/2005/USP-11 Brazil
DQ492307.1 IBV/Brazil/2005/USP-04 Brazil
DQ448277.1 I1BV/Brazil/2005/USP-03 Brazil
GU383076.1 USP-39 Brazil
DQ448275.1 IBV/Brazil/2004/USP-10 Brazil
GU383075.1 USP-38 Brazil
77 GU383095.1 USP-58 Brazil

GU383083.1 USP-46 Brazil

79

91 GU383093.1 USP-56 Brazil
GU383080.1 USP-43 Brazil
8o GU383071.1 USP-34 Brazil
GU383073.1 USP-36 Brazil
JX182779 UFMG/11.3 Brazil
IX182776 UFMG/12.1 Brazil .
JX182778 UFMG/11.1 Brazil G enoti pO S |
JX182780 UFMG/11.2 Brazil
JX182777 UFMG/12.2 Brazil
IX182774 UFMG/13.1 Brazil
- GU383110.1 USP-73 Brazil
GU383100.1 USP-63 Brazil
73 DQ492308.1 IBV/Brazil/2005/USP-05 Brazil
GU383084.1 USP-47 Brazil
GU383109.1 USP-72 Brazil
GU383108.1 USP-71 Brazil
GU383107.1 USP-70 Brazil
GU383106.1 USP-69 Brazil
JX182783 UFMG/1141 Brazil
GU383104.1 USP-67 Brazil
GU383099.1 USP-62 Brazil
o GU383098.1 USP-61 Brazil
GU383097.1 USP-60 Brazil
GU383103.1 USP-66 Brazil
97l GU383101.1 USP-64 Brazil
GU383096.1 USP-59 Brazil
GU383105.1 USP-68 Brazil

GQ169243 IBV/Brazil/PRO6 Brazil

L

GQ169242 IBV/Brazil/PRO5 Brazil
UY/12/CA/30 Uruguay
UY/12/CA/27 Uruguay
UY/12/CA/33 Uruguay
AR/11/ER/33 Argentina
UY/11/CA/18 Uruguay
UY/11/CA/19 Uruguay
UY/11/CA/13 Uruguay
UY/11/CA/12 Uruguay
UY/11/CA/11 Uruguay
UY/11/CA/09 Uruguay
UY/12/CA/39 Uruguay
UY/12/CA/36 Uruguay

GQ169238 IBV/Brazil/PRBO1 Brazil

91
100 L[ GQ169240 IBV/Brazil/PRO2 Brazil

GQ169239 IBV/Brazil/PRO1 Brazil

JX182787 UFMG/283 Brazil

JX182775 UFMG/G Brazil

DQ912831 Cal99 USA
— X52084 D3896 Netherlands

100 L— M21969 D207 Netherlands

o6 > Genotipo A/SII
[ AJ457137 Italy02 Italy

U29523 N2/75 Australia
DQ490221 Vic S Australia
U29520 V5/90 Australia

118988 Holte USA

GU361606 GA0O8 USA

AY839144 Jilin USA

AF006624 Ark DPI USA
GQ169250 IBV/Brazil/SP02 Brazil
L14069 Gray USA

L14070 JMK USA

AF093794 4/91 United Kingdom
94 DQ167141 CK/CH/LHLJ/9SI China
’_[ AY319651 BJ China

9 DQ167147 CK/CH/LSC/991 China

01 DQ167151 tI/CH/LDT3/03 China
’—[ U29522 N1/62 Australia

100 L[ AY189157 LX4 China

86— AF193423 QX China
GQ169244 IBV/Brazil/PRO7 Brazil
GQ169246 IBV/Brazil/SCO1 Brazil —‘
GQ169248 IBV/Brazil/SCO3 Brazil
GQ169245 IBV/Brazil/PRO8 Brazil M assachusetts
GQ169252 IBV/Brazil/SP04 Brazil

o1 GQ169249 IBV/Brazil/SPO1 Brazil 106

Cepa Vacunal Mass
GQ169241 IBV/Brazil/PRO3 Brazil

95— GQ169251 IBV/Brazil/SPO3 Brazil

97[6le69247 IBV/Brazil/SC02 Brazil ] Connecticut

FJ904719 Connecticut USA
— M21971 D1466 Netherlands

100 L— U77298 DEO72 USA



wo VY
[

77298 DE072 USA
M21971 D1466 Netherlands

58

g7 [ U29520 V5/90 Australia

oxuonzz vie s A Filogenia 2: 229-528

~

85

74

85

93

65

0.2

100

H

69
92 ' GU383093.1 USP-56 Brazil

9
8 ‘{:M561891 IBV/BRAZIL/2007/UNICAMP810 Brazil

@

(GU383100.1 USP-63 Brazil
DQ492308.1 IBV/Brazil/2005/USP-05 Brazil

HM561899 IBV/BRAZIL/2008/UNICAMP846 Brazil

DQ912831 Cal99 USA
U29523 N2/75 Australia
GQ169250 IBV/Brazil/SP02 Brazil
991 AY839144 Jilin USA
AF006624 Atk DP| USA

———— GU361606 GA08 USA

og 1 L14070 MK USA
114069 Gray USA
118988 Holte USA

AJ457137 Italy02 Italy

Genotipo A/SII
100

— GU383095.1 USP-58 Brazil
GQ169243 IBV/Brazil/PR06 Brazil
(GU383080.1 USP-43 Brazil

HM561896 I1BV/BRAZIL/2008/UNICAMP816 Brazil

LHM561902 IBV/BRAZIL/2008/UNICAMP882 Brazil
HM561906 1BV/BRAZIL/2009/UNICAMP940T Brazil
- GU383083.1 USP-46 Brazil

Aislados Br SI

HM561884 IBV/BRAZIL/2003/UNICAMP31422 Brazil
f HM561886 IBV/BRAZIL/2004/UNICAMP706 Brazil
98 - HM561885 IBV/BRAZIL/2004/UNICAMP31298 Brazil

<

Aisaldos Ar-Uy SI
- GQ169242 IBV/Brazil/PRO5 Brazil
JX182777 UFMG/12.2 Brazil
Aislados Br SI
L GU383071.1 USP-34 Brazil
L GU383084.1 USP-47 Brazil
Aislados Br SI
GU383096.1 USP-59 Brazil
M561889 IBV/BRAZIL/2007/UNICAMP801 Brazil

=

(GU383110.1 USP-73 Brazil

HM561897 IBV/BRAZIL/2008/UNICAMP830 Brazil _

X52084 D3896 Netherlands
97 1 M21969 D207 Netherlands

75 DQ167147 CK/CH/LSC/99I China
97 AY319651 BJ China

DQ167141 CK/CH/LHLJ/95I China
HM561888 IBV/BRAZIL/2006/UNICAMP788 Brazil
f~ HM561900 IBV/BRAZIL/2008/UNICAMP861 Brazil
HM561895 IBV/BRAZIL/2008/UNICAMP836 Brazil
HM561905 IBV/BRAZIL/2009/UNICAMP901 Brazil
GQ169241 IBV/Brazil/PR03 Brazil
HM561898 IBV/BRAZIL/2008/UNICAMP818 Brazil
841- HM561894 IBV/BRAZIL/2008/UNICAMP832 Brazil
HM561904 IBV/BRAZIL/2009/UNICAMP897 Brazil
HM561893 IBV/BRAZIL/2008/UNICAMP820 Brazil

84

©

60 | HM561903 IBV/BRAZIL/2008/UNICAMP890 Brazil

GQ169251 IBV/Brazil/SP03 Brazil

HM561901 IBV/BRAZIL/2008/UNICAMP821 Brazil
GQ169244 1BV/Brazil/PRO7 Brazil

4 | GQ169246 IBV/Brazil/SCO1 Brazil

GQ169248 IBV/Brazil/SC03 Brazil

GQ169245 IBV/Brazil/PR08 Brazil

~

99 GQ169252 IBV/Brazil/SP04 Brazil
~{ GQ169249 I1BV/Brazil/SP01 Brazil
AY851295 Mass41 USA

99

HM561892 IBV/BRAZIL/2008/UNICAMP857 Brazil
741 HM561890 IBV/BRAZIL/2007/UNICAMPSO5 Brazil
E 4 FJ904719 Connecticut USA

931 50169247 IBV/Brazil/SC02 Brazil

251 DQ167151 tl/CH/LDT3/03 China
U29522 N1/62 Australia
99 AY189157 LX4 China
86| AF193423 QX China

AF093794 4/91 United Kingdom

Aislados Br SI Genotipo Sli

74 HM561887 IBV/BRAZIL/2004/UNICAMP703 Brazil

Massachusetts

Connecticut



81

DQ167147

AY319651 BJ China
83

94 —L_ AY189157 LX4 China
59 — AF193423 QX China

U77298 DEO72 USA

DQ167141 CK/CH/LHLJ/95I China

CK/CH/LSC/99I China

og | DQ167151 tl/CH/LDT3/03 China
U29522 N1/62 Australia

118988 Holte USA

| AF093794 4/91 United Kingdom
—| EEE— AY604553 CO8089L Colombia
100 ‘ AY604551 CO8091L Colombia
100| L14069 Gray USA
L 114070 amK usA
83 GU361606 GA08 USA
8 AF006624 Ark DPI USA
AY839144 Jilin USA
89 GQ169250 IBV/Brazil/SP02 Brazil
| 84 — DQ912831 Cal99 USA
84 U29523 N2/75 Australia
_|_— AJ457137 Italy02 Italy
Genotipo Sl
96
AY 604555 CO8248CT Colombia
9| AY604554 COB247 Colombia
AY 604552 CO8250 Colombia
AY604557 CO8110T Colombia Genotipo A/B
AY604556 CO8113T Colombia
87 | AY604547 CO1692 Colombia
AY604546 CO1657 Colombia
- AR/09/BA/38 Argentina 7
85 AR/09/BA/29 Argentina
DQO068701.1 CK/CH/LDL/97! China
DQ167132.1 CK/CH/LDL/98I China
DQ167130.1 CK/CH/LDL/01I China
98 AY604560 CO8234CT Colombia
AY604559 CO8234T Colombia
° AY604558 CO8232L Colombia
100 EU822340 2992/02 Taiwan
831 2L EUB22337 3374/05 Taiwan .
— AR/09/BA/36 Argentina Genotipo A/SII
- AR/09/BA/35 Argentina
7; AR/11/BA/27 Argentina
AR/11/BA/31 Argentina
L | AR/09/BA/34 Argentina
™ AR/09/BA/37 Argentina
83 AR/09/BA/39 Argentina
AR/10/BA/30 Argentina
— AR/11/BA/28 Argentina
UY/09/CA/01 Uruguay _
M21969 D207 Netherlands
X52084 D3896 Netherlands

100 L U29520 V5/90 Australia
GQ169244 IBV/Brazil/PRO7 Brazil

72 | GQ169246 IBV/Brazil/SCO1 Brazil
GQ169248 IBV/Brazil/SC03 Brazil
GQ169245 IBV/Brazil/PR08 Brazil
GQ169251 IBV/Brazil/SP03 Brazil
GQ169241 I1BV/Brazil/PRO3 Brazil
AY604550 CO8043CT Colombia

96 | AY604549 CO8043T Colombia
GQ169249 I1BV/Brazil/SP01 Brazil
GQ169252 IBV/Brazil/SP04 Brazil
AY851295 Mass41 USA

84
63

FJ904719 Connecticut USA

100 (- AY604548 CO1694T Colombia

AY604561 CO8033CT Colombia

GQ169247 1BV/Brazil/SCO2 Brazil

DQ490221 Vic S Australia

Mass/Conn

M21971 D1466 Netherlands

Filogenia 3: 1-310



100

AR/11/BA/27 Argentina
AR/09/BA/36 Argentina
AR/09/BA/35 Argentina
AR/11/BA/31 Argentina

FJ167378 AR/08/BA/21 Argentina
FJ167379 AR/O8/ER/22 Argentina
AR/09/BA/29 Argentina
UY/09/CA/01 Uruguay
AR/09/BA/37 Argentina
AR/11/BA/28 Argentina
AR/10/BA/30 Argentina
AR/09/BA/34 Argentina
AR/09/BA/38 Argentina

91

76

I

AR/09/BA/39 Argentina
— FJ167388 AR/06/BA/11 Argentina

78

100

100 L— FJ167377 AR/06/BA/10 Argentina
FJ167381 AR/06/BA/12 Argentina
FJ167380 AR/05/RN/07 Argentina
DQ167130.1 CK/CH/LDL/01I China

99

EU822340 2992/02 Taiwan
DQ167132.1 CK/CH/LDL/98I China
DQO068701.1 CK/CH/LDL/971 China
EU822337 3374/05 Taiwan

78

©
2

i

AJA57137 Italy02 Italy

98 . .
Variantes brasileras S1

92

74

FJ167376 AR/06/BA/13 Argentina
FJ167375 AR/06/BA/14 Argentina
FJ167386 AR/03/BA/06 Argentina
UY/12/CA/39 Uruguay
UY/12/CA/36 Uruguay
UY/11/CA/19 Uruguay
UY/11/CA/18 Uruguay
AR/11/ER/33 Argentina
UY/12/CA/33 Uruguay
UY/12/CA/30 Uruguay
UY/12/CA/27 Uruguay
UY/11/CA/13 Uruguay
UY/11/CA/12 Uruguay
UY/11/CA/11 Uruguay
UY/11/CA/09 Uruguay

FJ167370 AR/07/ER/18 Argentina
FJ167369 AR/08/BA/16 Argentina
FJ167371 AR/02/BA/05 Argentina
FJ167372 AR/01/BA/03 Argentina

84

90

78

85

98

89
86

FJ167373 AR/05/BA/08 Argentina
FJ167374 AR/07/BA/15 Argentina
M21969 D207 Netherlands
X52084 D3896 Netherlands

100

U29523 N2/75 Australia
DQ490221 Vic S Australia
U29520 V5/90 Australia
L14070 JMK USA

L14069 Gray USA

118988 Holte USA
AY775779 T strain Australia

95

]

98

100
51

64
GU361606 GA08 USA

AY839144 Jilin USA

AF006624 Ark DPI USA
DQ912831 Cal99 USA

DQ167141 CK/CH/LHLJ/95! China
AY319651 BJ China

DQ167147 CK/CH/LSC/99I China
DQ167151 tl/CH/LDT3/03 China
U29522 N1/62 Australia

83

100

AY189157 LX4 China

AF193423 QX China

AF093794 4/91 United Kingdom
FJ167387 AR/01/BA/04 Argentina
FJ167387 AR/08/ER/24 Argentina
FJ167382 AR/O8/ER/25 Argentina
FJ167383 AR/07/ER/19 Argentina

74

AY851295 Mass41 USA
FJ167385 AR/08/ER/26 Argentina

i

— M21971 D1466 Netherlands

FJ904719 Connecticut USA

100L— U77208 DEO72 USA

Filogenia 4: 134-722

Genotipo A/SII

Genotipo S|

Cluster B

Massachusetts

109

] Connecticut



94

118988 Holte USA

% o1 DQ912831 Cal99 USA
AF006624 Ark DPI1 USA
95 L AY839144 Jilin USA
% L14069 Gray USA
100 £ L14070 JMK USA

— U29523 N2/75 Australia
100

79

87

{ DQ490221 Vic S Australia
60'U29520 V5/90 Australia
o9 I Cepa vacunal Mass

FJ904719 Connecticut USA

91 AY 775779 T strain Australia
DQ167147 CK/CH/LSC/99I China

o8 U29522 N1/62 Australia
92 DQ167151 tl/CH/LDT3/03 China

_97|——AFOQ3794 4/91 United Kingdom
AJ457137 ltaly02 Italy

AY319651 BJ China
AY189157 LX4 China
AF193423 QX China
82 L DQ167141 CK/CH/LHLJ/95! China

08 I__ M21969 D207 Netherlands
X52084 D3896 Netherlands

—— HM446009 CL/12080/09 Chile
DQ167130.1 CK/CH/LDL/01l China
mj DQ167132.1 CK/CH/LDL/98I China
‘I DQO068701.1 CK/CH/LDL/971 China
L EU822340 2992/02 Taiwan
EU822337 3374/05 Taiwan

HM446010 CL/12101/09 Chile
HM446011 CL/12103a/09 Chile
HM446012 CL/12103b/09 Chile
AR/10/BA/30 Argentina
AR/11/BA/28 Argentina
AR/09/BA/38 Argentina
AR/11/BA/27 Argentina
AR/09/BA/34 Argentina
AR/09/BA/37 Argentina
AR/11/BA/31 Argentina
574 HM446008 CL/12078/09 Chile
HM446013 CL/12124/09 Chile
HM446007 CL/12021/08 Chile
HM446014 CL/12139/09 Chile
— UY/09/CA/01 Uruguay
HM446006 CL/12020/08 Chile
84| AR/09/BA/35 Argentina
{ AR/09/BA/36 Argentina
- AR/09/BA/29 Argentina
AR/09/BA/39 Argentina

81

~

4{ Genotipo Sl
89

M21971 D1466 Netherlands

GU361606 GAO8 USA

U77298 DEO72 USA

Filogenia 5: 740-1089

Genotipo A/SII
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