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Resumen

El virus distemper canino (CDV) pertenece a la familia Paramyxoviridae, género
Morbillivirus, el cual incluye diversos patdgenos de importancia a nivel mundial que
afectan al hombre (sarampién) y animales (peste bovina). CDV es el agente etioldgico
de una severa enfermedad sistémica denominada Distemper canino, caracterizada por la
presencia de manifestaciones clinicas asociadas al sistema respiratorio, gastrointestinal
y nervioso. Distemper afecta a todas las familias de carnivoros terrestres, varias especies
de carnivoros marinos, e incluso a primates no hominidos. Los brotes ocurridos en
primates y la adaptacion de CDV al uso de receptores humanos in vitro, destacan el
potencial zoonotico del virus. CDV es un virus envuelto y pleomérfico con un didametro
de 150-300 nanometros, y presenta un genoma de RNA simple hebra, polaridad
negativa, no segmentado y de aproximadamente 15,7 kilobases.

Los virus con genoma de RNA presentan tasas de mutacion en el orden de 10°-10" por
nucle6tido copiado por ciclo de replicacion, debido principalmente a la baja fidelidad de
copia de las RNA polimerasas virales. Las elevadas tasas de mutacion, junto a los
enormes tamafios poblacionales y cortos tiempos generacionales de los virus RNA,
determinan que éstos presenten una estructura y diversidad poblacional particular
referida como cuasiespecies: distribucion de variantes genéticas organizadas en torno a
un genoma principal, las cuales forman una compleja “nube” de variantes a traves de los
sucesivos ciclos de replicacion. Las variantes genéticas interactlan continuamente
mediantes los procesos de cooperacién y complementacion determinando las
caracteristicas de la poblacion.

La dinamica poblacional de virus RNA también incluye a la diversificacion de variantes
dentro de los tejidos de un huésped (subpoblaciones) durante el transcurso de una
infeccion, proceso conocido como compartimentalizacion tejido-especifica. La
migracion de variantes entre compartimientos y la subsecuente colonizacion de
diferentes tejidos determina, en Gltima instancia, el curso patogénico de la infeccion.

El presente trabajo tuvo como objetivos analizar la diversidad poblacional de CDV,
establecer su eventual organizacion en cuasiespecies, estimar patrones de
compartimentalizacion y posibles eventos de migracion de variantes entre
tejidos/fluidos dentro de un huésped canino mediante la amplificacion del genoma
completo y secuenciacion masiva. EI genoma de CDV fue amplificado a partir de
muestras de cerebelo, pulmoén, médula espinal y orina/vejiga (matrices) provenientes de
tres necropsias de perros domésticos con diagndstico clinico y molecular de Distemper.



Las diferentes matrices fueron utilizadas como indculos para la infeccion de la linea
celular Vero-DogSLAMTag y se recuperaron los viriones para el aislamiento del
genoma viral. EI RNA viral fue utilizado para las reacciones de RT-PCR para amplificar
al genoma completo en nueve fragmentos solapantes. Los nueve amplicones
provenientes de las cuatro matrices de los tres casos clinicos fueron purificados y
fragmentados para generar librerias gendémicas para la secuenciacion masiva.

El analisis de las secuencias revel0 la presencia de miles de variantes genéticas
caracteristicas de cada matriz, demostrando la organizacion de CDV en un sistema de
cuasiespecies. Se detectaron variantes genéticas representadas en distinta frecuencia
dentro de la poblacion, la frecuencia de las variantes minoritarias correspondioé a 0.1-
1%, mientras que las variantes mayoritarias presentaron una frecuencia >1%. La
ocurrencia de cambios aminoacidicos en la proteina hemaglutinina, determinante
antigénico del virus, debidos a variantes mayoritarias en dos casos clinicos, podria
indicar una adaptacion al neurotropismo. Los datos de secuenciacion también
permitieron estimar la frecuencia de mutacién para cada una de las matrices analizadas.
Los valores de frecuencia se ubicaron en el rango de 0,24-3,08 x10™, los cuales son
semejantes a los valores descritos para virus RNA.

El andlisis de la diversidad de variantes reveld la existencia de subpoblaciones
caracteristicas (compartimentalizacion tejido-especifica) en cada una de las matrices.
Mediante aproximaciones heuristicas se realizé un analisis filodinamico con el objetivo
de establecer posibles patrones de flujo génico de variantes genéticas entre las diferentes
matrices dentro del huésped. Se determind la matriz ancestral a partir de la cual se
disemind la infeccion para los tres casos clinicos. En un caso clinico se establecio que la
matriz ancestral fue el pulmon, en un segundo caso fue el cerebelo, mientras que en el
tercero dos matrices (cerebelo y pulmdén) presentaron la misma probabilidad de ser la
matriz ancestral. El andlisis filodinamico junto con los datos clinicos de cada animal
permitio estimar el curso patogenico de la infeccion de cada caso. Mediante este analisis
proponemos que una cepa de los casos clinicos es neurovirulenta.

Nuestro trabajo constituye el primer estudio de diversidad poblacional para un miembro
del género Morbillivirus, determinando la organizacién en cuasiespecies de CDV en tres

casos de infecciones naturales, y sus posibles implicancias en la patogénesis viral.
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INTRODUCCION

1.1 Genética y evolucién de virus RNA

1.1.1 Generalidades

Los virus con genoma de RNA son los parasitos intracelulares mas abundantes y
exitosos del planeta siendo capaces de infectar huéspedes procariotas (bacterias y
arqueas) y eucariotas (Elena, 2012). De acuerdo al sistema de clasificacion viral de
Baltimore, existen cuatro categorias correspondientes a virus RNA (Figura 1)
(Baltimore, 1971). Grupo I) Virus RNA doble cadena: presentan genomas segmentados
y cada segmento gendmico es transcripto independientemente. Grupo Il) Virus RNA
simple cadena de polaridad positiva: el genoma viral tiene la misma polaridad que el
RNA mensajero (MRNA). Para la generacion de nuevos genomas se requiere de una
molécula de RNA molde de polaridad negativa. Grupo 111) Virus RNA simple cadena
de polaridad negativa: la produccion de mRNAs es el primer paso en la replicacion y la
transcripcion viral, estas moléculas sirven de molde para la replicacion genémica y son
empleadas en la expresion del genoma. Los virus pertenecientes a los tres grupos
descritos anteriormente se caracterizan por utilizar RNA polimerasas dependientes de
RNA (VRdRP) para la produccion de moléculas de RNA complementarias durante la
replicacion y expresion gendémica. Grupo 1V) Virus RNA simple cadena de polaridad
positiva con intermediario de DNA: el genoma es de polaridad positiva pero no es
utilizado como mRNA, sino que sirve de molde para la transcripcion reversa mediada
por una DNA polimerasa dependiente de RNA.

Los virus RNA presentan mecanismos de variacion genética que incluyen la mutacion,
la recombinacion y el reassortment. Las mutaciones ocurren de forma aleatoria en cada
ciclo de replicacion, mientras que los otros dos mecanismos de variacion genética
definen al “sexo viral” y requieren de la co-infeccion de dos 0 mas particulas virales
(Simone-Loriere & Holmes, 2011).

La mutacion es de particular importancia en los virus RNA y conlleva numerosas
implicancias genéticas y biologicas, y es el mecanismo de variacion en el cual nos

centraremos en esta Tesis.
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Figura 1. Clasificacién de Baltimore para los virus RNA. Se detalla la arquitectura genémica y el modo
de generacion del RNA mensajero (MRNA) para los cuatro grupos (1, Il, 11, 1V). Modificada del sitio

web http://viralzone.expasy.org/.

1.1.2 Mutacion y tasas de mutacion

Una mutacion se define como cualquier cambio transmisible en la informacion genética.
Las mutaciones pueden clasificarse en base a su naturaleza molecular, siendo las
sustituciones, las inserciones y las deleciones las mas comunes. Las sustituciones son el
tipo de mutacién mas simple ya que implican el cambio de un Unico nucleétido en el
material hereditario. Hay dos tipos de sustituciones, las transiciones que implican el
cambio de una purina (adenina, guanina) por otra purina y de una pirimidina (citosina,
timina) por otra pirimidina, y las transversiones que son cambios de purina por una
pirimidina y viceversa. EI nimero de transversiones posibles es el doble que de
transiciones pero estas ultimas suelen ser mas frecuentes (Figura 2). Las mutaciones
también pueden clasificarse segun su agente causal en espontaneas e inducidas. Las
mutaciones espontaneas ocurren fundamentalmente por errores en la replicacion,
mientras que las inducidas son consecuencia de la exposicion a mutagenos quimicos o

bioldgicos, o a radiaciones ionizantes (Watson et al., 2006).
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TEmklén Tansverskbn Figura 2. Representacion de sustituciones nucleotidicas. En
color rojo se detallan las transiciones y en azul las

A -— I transversiones.

. En virus RNA, las mutaciones son resultado de tres
G - C tipos de factores: intrinsecos (actividad de las RNA
Puinas Piridiminas polimerasas, tamafio y polaridad del genoma, modo

de replicacion viral), dependientes del huésped
(patrones de expresion génica) y externos (mutagenos) (Combe & Sanjuan, 2014a). El
error intrinseco esta determinado principalmente por la actividad de las enzimas
VRDRP, responsables de copiar el genoma de RNA en una molécula de RNA
complementario. Las VRDRP carecen generalmente de actividad correctora
(proofreading) lo cual influye directamente sobre su fidelidad de copia y el numero de
errores introducidos durante la replicacion viral. La gran mayoria de los virus RNA no
presentan mecanismos proofreading, y a la fecha solamente se ha demostrado la
presencia de esta actividad en la familia Coronaviridae (Smith et al., 2013).

Otros factores intrinsecos que influyen en la tasa de mutacién son el tamafio y la
polaridad del genoma. Se ha postulado que existe una correlacion negativa entre el
tamano del genoma y la ocurrencia de mutaciones, es decir, los virus con genomas mas
pequerfios tienden a acumular un nidmero mayor de mutaciones en menor tiempo. Sin
embargo, esta correlacion podria estar sesgada debido a que los virus con genomas de
mayor longitud (Coronoviridae) son justamente los que presentan actividad
proofreading (Combe & Sanjuan, 2014a). La polaridad gendmica influye directamente
sobre la ocurrencia de mutaciones. En virus simple hebra de polaridad positiva (Grupo
I1) el RNA gendmico se encuentra desnudo y tiende a formar estructuras secundarias
que favorecen la ocurrencia de mutaciones por cambios en el marco de lectura. Por el
contrario, los virus de simple hebra de polaridad negativa (Grupo Il1) portan sus propias
VRARP en el virién, y el RNA gendémico estd protegido por nucleoproteinas
disminuyendo la posibilidad de dafio en el genoma (Combe & Sanjuan, 2014a).

Otro factor intrinseco a considerar es el modo de replicacion viral. Durante la
replicacion viral se sintetizan RNAs intermediarios (antigenomas) que se emplean como

molde para la produccién de nuevos genomas. EI niumero de genomas utilizados en la
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produccion de antigenomas influird sobre la abundancia y distribucion de las
mutaciones en estas moléculas (Sardanyés et al., 2009).

Respecto a los factores dependientes del huésped, se han descrito proteinas desaminasas
en eucariotas que generan mutaciones (transiciones) involucradas en procesos de
hipermutacion viral. La proteina APOBEC3 es una citidina-desaminasa capaz de editar
el DNA complementario (cCDNA) de retrovirus y producir hipermutaciones G-A,
mientras que la proteina ADAR, una adenosina-desaminasa, produce hipermutaciones
A-G en paramyxovirus y rhabdovirus mediante la edicion del mMRNA por un mecanismo
post-transcripcional (Combe & Sanjuén, 2014b).

Por ultimo, el dafio inducido por agentes externos como mutadgenos quimicos es de
especial importancia ya que determina la ocurrencia de un gran nimero de mutaciones
gue impactan negativamente sobre la adaptabilidad y eficiencia replicativa del virus,
pudiendo determinar su extincion (Sanjuéan et al., 2010).

El namero de errores por nucleétido incorporado por ciclo de replicacion/infeccion se
define como tasa de mutacion. En virus RNA, los factores intrinsecos, asociados al
huésped y externos determinan tasas de mutacion en el rango de 1073-10°, siendo las
tasas mas elevadas descritas. En virus DNA, las tasas de mutacion son menores
ubicandose en el orden de 10 al igual que en bacterias y eucariotas inferiores (Figura
3) (Duffy et al., 2008).
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Figura 3. Tasas de mutacidn espontaneas en virus con distinta organizacion genémica ajustadas por la
tasa de replicacion. Modificado de Duffy et al., 2008.
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Las elevadas tasas de mutacion, sumado a tiempos generacionales cortos y enormes
tamafos poblacionales determinan el éxito de los virus RNA como paréasitos (Elena,
2012). La influencia del ciclo vital y del tamafio poblacional en la biologia de los virus
RNA puede ejemplificarse con el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1).
El tiempo generacional in vivo del virus se ha estimado en 30 horas, durante el cual se
producen 10 particulas virales. Durante una infeccion, la replicacién viral ocurre en el
huésped de forma constante con tasas de mutacion de 10-10°° (Perelson et al., 1996).
La combinacion de tasas de mutacién elevadas y la generacion constante de progenie
determina la formacion de un enorme repertorio de variantes (mutantes) relacionadas
genéticamente, las cuales constituyen en su conjunto una poblacion referida como

cuasiespecie viral (Elena, 2012).

1.1.3 Teoria de cuasiespecies

El término cuasiespecies fue adoptado en virologia en base a la teoria de Manfred Eigen
para describir el comportamiento y evolucion de macromoléculas auto-replicativas
(Eigen, 1971). De acuerdo a esta teoria, a partir de una copia maestra de una molécula
se producen diversos mutantes con distinta probabilidad en cada ciclo de replicacion.
Eigen acufi6 el término comet tail para referirse a la distribucién y ordenamiento de las
copias mutantes, con el fin de explicar la replicacion propensa al error desde un punto
de vista molecular (Eigen & Schuster, 1978).

Esta teoria inicial fue desarrollada posteriormente junto a Peter Schuster, definiendo a
las cuasiespecies como una distribucion estacionaria de mutantes, organizadas en torno
a una secuencia maestra que domina el espectro de mutantes (Eigen & Schuster, 1979).
La teoria de causiespecies establece una condicion necesaria para la conservacion de la
informacion genética en un sistema replicativo con elevadas tasas mutacionales referida
como umbral de error. En un sistema replicativo con cierta informacion genetica no
redundante existe una tasa maxima de error compatible con su mantenimiento y en los
casos donde se supera este umbral el numero de variantes viables se reducira
drasticamente (Eigen & Schuster, 1979). La primera evidencia experimental del
comportamiento en cuasiespecies de un virus RNA se obtuvo analizando la replicacién

del bacteriéfago QP en su huésped natural Escherichia coli, donde se identificaron un
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gran numero de secuencias individuales que diferian entre si, en lugar de una estructura
gendmica Unica y definida (Domingo et al., 1978).

Actualmente, la teoria de cuasiespecies analiza las consecuencias de la replicacion
propensa al error de los virus RNA y su importancia en la evolucion genémica (Lauring
& Andino, 2010). La replicacion caracteristica de estos virus y los enormes tamafios
poblacionales son beneficiosos a largo plazo ya que pueden generarse combinaciones de
variantes (genotipos) con mutaciones de caracter adaptativo para la poblacién, sin
embargo son detrimentales a corto término debido a que la mayoria de las mutaciones
generadas tienen efectos deletéreos. Los virus RNA han optimizado finamente sus tasas
de mutacion durante la evolucion para que no ocurran demasiadas mutaciones que
determinarian la extincion viral, ni para que su ocurrencia sea aislada lo cual impediria
al virus afrontar presiones selectivas (Lancaster & Pfeiffer, 2012). Las variantes
potencialmente beneficiosas dentro de la poblacién otorgan a la cuasiespecie una
probabilidad mayor de adaptarse a nuevos ambientes y evadir respuestas del huésped
durante una infeccién (Vignuzzi et al., 2006).

Para comprender la distribucion de las variantes en la cuasiespecie, se representa la
replicacion del genoma principal y la generacion de miles de genomas que difieren en
promedio en una Unica posicion nucleotidica. En las sucesivas rondas de replicacion, se
generara una distribucion de mutantes cada vez mas compleja y divergente. Este
conjunto de mutantes constituye una poblacién heterogénea que se distribuyen
formando una “nube” de variantes en torno al genoma principal (Figura 4) (Lauring &
Andino, 2010, Wright et al., 2011).
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Figura 4. Representacion esquematica de la generacion de variantes genéticas a partir de un Unico
genoma. Los circulos concéntricos representan ciclos de replicacion y la distancia genética entre dos

variantes se representa por lineas proporcionales a la divergencia. Tomado de Lauring & Andino, 2010.

La organizacion genética de las poblaciones virales se modela dentro del sequence
space: representacion geométrica de todos los posibles genotipos de la poblacién donde
las distancias fisicas reflejan distancias genéticas. Conforme aumentan las rondas de
replicacion, las variantes en la poblacion se encontraran mas alejadas en el sequence
space. Ademas, se ha propuesto que las poblaciones virales evolucionan dentro de un
fitness landscape, donde el nivel basal es la representacion de todos los genotipos del
sequence space Y la altura dentro de cada region representa el fitness de un genotipo en

particular (Figura 5).
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Sequence Space

Figura 5. Representacion del fitness landscape de un virus RNA. El plano horizontal corresponde a todos
los genotipos que pueden hallarse en la poblacion (sequence space), mientras que el eje vertical
representa el fitness de cada genotipo. En 1 se representa un genotipo con escasa diversidad genética con
un pico alto correspondiente a un fitness elevado. En 2 el genotipo tiene una mayor diversidad ocupando

una regién mas vasta del sequence space pero con un fitness menor. Tomado de Lauring et al., 2012.

El ambiente y las presiones selectivas determinan los limites del landscape
correspondiente a cada genotipo, y la adaptacién a cierto ambiente involucra un
movimiento mutacional de un punto a otro (Lauring & Andino, 2010). Una poblacion
con una gran diversidad genética puede contener o ser capaz de adquirir rapidamente
mutaciones necesarias para sobrevivir en un ambiente cambiante o frente a presiones
selectivas (Lauring et al., 2012). La estructura de una poblacion viral replicandose en un
ambiente estable se caracteriza por un pico dentro del fitness landscape que representa a
la secuencia consenso rodeada por un arreglo de variantes en baja frecuencia (Figura 5)
(Acevedo et al., 2013). Las secuencias consenso representan la composicién promedio
del nucleétido mas comdn en cada posicion del genoma, y pueden no existir como tal
dentro de la poblacién que definen. Esta secuencia puede modificarse por eventos
estocasticos (deriva genica) o selectivos a nivel poblacional. ElI aumento en la
frecuencia de ciertos mutantes y el reemplazo de la distribucion previa del espectro de
mutantes determina la generacidén de una nueva secuencia consenso. Sin embargo, una
secuencia consenso invariante no implica la ausencia de mutaciones en la poblacion, de
hecho pueden ocurrir perturbaciones bioldgicas en el repertorio de mutantes sin

modificar esta secuencia (Domingo et al., 2012). La secuencia consenso identifica, por
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tanto, las posiciones nucleétidicas predominantes dentro de una poblacion pero no es
informativa sobre la nube de variantes subyacente (Wright et al., 2011).

La generacion continua de variantes genéticas a nivel poblacional cumple un rol
fundamental en la adaptacion viral ya que los virus deben sortear diversos obstaculos
durante su ciclo vital para poder transmitirse de forma eficiente. Entre éstos se destacan
la evasion de la respuesta inmune, el incremento del fitness replicativo en cierto tipo
celular, y/o la modificacion del tropismo celular a través del uso de nuevos receptores
celulares (Borderia et al., 2011).

Un estudio realizado con poliovirus (Picornaviridae) aportd evidencia directa sobre la
accion conjunta de las variantes de la causiespecie mediante el proceso de
complementacién. Para ello, inocularon ratones con un clon neurovirulento en el
contexto de una poblacién viral genéticamente diversa (wild type) y otra de diversidad
reducida. En el caso de la poblacion wild-type ocurrié infeccion del sistema nervioso
central (SNC), mientras que en la poblacion con menor diversidad el clon no fue capaz
de alcanzar el SNC (Figura 6). Este estudio demostré que la diversidad de la
cuasiespecie per-se determina cambios en la patogénesis viral, y definieron un concepto
central para la teoria de cuasiespecies: la colonizacion exitosa de un ecosistema
(tejido/huésped) ocurre por la cooperacion de variantes que ocupan distintas regiones
del sequence space (complementacion), y por tanto el repertorio de mutantes es objeto

de la seleccion natural y no las variantes individuales (Vignuzzi et al., 2006).
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Figura 6. Representacion de la complementacion entre las variantes de la cuasiespecie. a) un clon
neurovirulento es inoculado en el contexto de una poblacién con diversidad genética reducida siendo
incapaz de alcanzar el sistema nervioso central (SNC). b) en el contexto de una poblacion heterogénea el
clon neurovirulento alcanza el SNC provocando la muerte del animal. Tomado de Lauring & Andino,
2010.
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Una forma extrema de adaptacién que generalmente involucra un gran numero de
mutaciones y etapas adaptativas lo constituye el cambio de huésped. La poblacion
inicial debe generar al menos un mutante que sea capaz de interactuar con el nuevo
huésped, si el espectro de mutantes es genéticamente diverso la ocurrencia de este
evento sera mas probable. Una vez que el/los mutante/s alcanzan el nuevo huésped,
deben ocurrir cambios adaptativos como el uso de nuevos receptores celulares en un
tiempo relativamente corto para asegurar un ciclo infeccioso productivo. Finalmente, y
quizas lo mas dificultoso, es que el virus sea capaz de evolucionar y transmitirse entre
los miembros de la nueva especie una vez que el salto inter-especifico ha ocurrido. El
virus Influenza (Orthomyxoviridae) es un excelente modelo para el estudio del cambio
de huésped entre especies no relacionadas. Para este virus se han descrito mutaciones
que afectan la actividad de la polimerasa viral modificando el espectro de variantes a
nivel poblacional con la capacidad de mediar la adaptacion de cepas aviares a huéspedes
mamiferos (Gabriel et al., 2005, 2007).

1.1.4 Compartimentalizacion tejido-especifica y flujo genético

La compleja organizacion de las variantes dentro de la cuasiespecie puede relevarse
entre individuos de una poblacién y/o entre tejidos de un mismo huésped (Figura 7).
Estudios realizados con el virus de la hepatitis C (Flaviviridae) mostraron la existencia
de subpoblaciones con distinta composicion genética en células de sangre periférica,
higado y linfocitos, lo cual dio origen al concepto de compartimentalizacién tejido-
especifica (Navas et al., 1998).
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Los diferentes patrones de compartimentalizacion pueden explicarse por diferencias en
la susceptibilidad genética del huésped, presencia de barreras anatomicas, y tasas de
replicacion viral y mutacion diferenciales. La compartimentalizacion puede involucrar
eventos de deriva génica y efectos fundadores, y/o ser consecuencia de presiones
selectivas. En términos generales, una subpoblacién puede presentar un fitness elevado

en un tejido, y una marcada reduccion del mismo cuando se ubica en otro tejido.

Figura 7. Representacién de subpaoblaciones virales (A-E) (compartimentalizacidn tejido-especifica)
dentro del huésped. Tomado de Lancaster & Pfeiffer, 2012.

Por tanto, para que una infeccion sea exitosa el virus debe ser capaz de sobrevivir en

diferentes ambientes celulares y evadir mecanismos antivirales. La resolucién de estas
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presiones determina el tropismo tisular, la presencia de supoblaciones caracteristicas
entre tejidos, y el curso patogénico de la infeccion (Vignuzzi et al., 2006). La diversidad
poblacional y la compartimentalizacién estan intimamente relacionadas en tanto que la
cooperacién de variantes genéticamente diversas (complementacion) favorece la
colonizacion de nuevos tejidos mediante eventos de migracion de variantes (Navas et
al., 1998; Vignuzzi et al., 2006). Debido a esta dindmica poblacional, es dificultoso
analizar el fitness replicativo de un virus en el contexto de un modelo de infeccion y aln
mas dentro de un huésped (Vignuzzi & Andino, 2012).

Las aproximaciones basadas en analisis filodindmicos permiten establecer patrones de
migracion combinando analisis filogenéticos y poblacionales para correlacionar el
comportamiento evolutivo y patogénico del virus (Figura 8) (Salemi et al., 2005,
Ramirez et al., 2012). Los analisis de migracion o flujo genético permiten identificar al
tejido ancestral y a la subpoblacién asociada a la fase inicial de la infeccién, y estimar la
posterior diseminacion y diversificacion del virus a otros compartimientos (Salemi et
al., 2005).

Figura 8. Red de migracion de variantes
genéticas del virus VIH-1 entre tejidos del
sistema nervioso central. Las flechas indican la
polaridad de la migracion y su tamafio
representa la proporcion de migrantes de un

tejido a otro. Tomado de Salemi et al., 2005.

Spinal Cord

1.1.5 Analisis de la diversidad poblacional de virus RNA

El analisis de la diversidad poblacional se basa en la identificacion de la composicion
nucleotidica de las variantes genéticas presentes en la poblacion viral. EI método de
secuenciacion de Sanger es ampliamente utilizado para la identificacion viral y analisis
filogenéticos, pero presenta muy baja resolucion para estudios poblacionales ya que se
basa en una Unica lectura de secuencia, y es capaz de detectar dos variantes para cada
posicion nucleotidica solamente si estan representadas en elevada frecuencia (30-40%).

El método de secuenciacion de Sanger no permite determinar la secuencia nucleotidica
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de una molécula de RNA gendmico, sino de una multitud de genomas que definen a la
secuencia consenso de la poblacién (Isakov et al., 2014).

Con el fin de aumentar la sensibilidad en la caracterizacion de las poblaciones virales,
se ha empleado la clonacién de productos de PCR y posterior secuenciacion de Sanger.
La secuenciacion de clones individuales permite analizar con mayor resolucion la
heterogeneidad poblacional debido a que cada clon representa, de forma ideal, a una
Unica variante genética (Gong et al., 2013). Ademas, la utilizacion de enzimas high
fidelity que poseen una fidelidad de copia dos 6rdenes mayor respecto a las Taq
polimerasas convencionales disminuyen los errores en la reaccion de PCR, que podrian
ser interpretados como cambios nucleotidicos en las variantes de la poblacién
(Beaucourt et al., 2011). Esta estrategia se ha utilizado para analizar la heterogeneidad
poblacional del virus de la aftosa (Picornavirus), hepatitis C (Flavivirius), norovirus
humano (Calicivirus), entre otros (Chen & Wang, 2007, Carlson et al., 2009, Cottam et
al., 2009). Si bien la resolucion de la clonacion es mayor que la secuenciacion directa
por Sanger, este procedimiento aplicado al analisis de la diversidad poblacional
demanda tiempo, es costoso y laborioso, ya que se deben analizar como minimo 50-100
clones por amplicon. Ademads, el andlisis poblacional mediante esta estrategia debe
restringirse a regiones genomicas parciales, debido a que los virus RNA poseen
genomas que alcanzan los 32 kb, y a que generalmente los fragmentos clonados no
superan los 1000 pb (Beaucourt et al., 2011, Gong et al., 2013).

Un gran avance en el analisis de la diversidad poblacional ha sido la utilizacion de la
tecnologia de secuenciacién masiva (NGS), debido a su alto rendimiento y a la enorme
cantidad de informacion que se obtiene en una sola corrida (Gong et al., 2013). La
secuenciacion masiva genera miles de reads para cada posicion secuenciada,
obteniéndose una cobertura ultra-profunda de 50.000 reads en promedio por nucleétido
analizado. Los estudios de diversidad poblacional mediante NGS utilizando enzimas
high fidelity han mostrado mejoras sustanciales ya que permiten estudiar con mayor
profundidad al repertorio de variantes de las poblaciones, analizar genomas completos
independientemente de su longitud y reducir el tiempo del protocolo de secuenciacion
(Isakov et al., 2014). Recientemente, se han desarrollado nuevas estrategias basadas en
NGS para analizar con una resolucion aun mayor la diversidad poblacional. EI método

CirSeq se basa en la secuenciacion de fragmentos de RNA repetidos en tandem que se
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unen fisicamente formando un circulo rodante. Esto permite obtener informacion
redundante (por triplicado) para cada posicion gendémica permitiendo discriminar
cambios nucleotidicos de posibles errores asociados a la secuenciacion (Acevedo et al.,
2013).

La tecnologia de NGS se ha empleado para analizar la dindmica poblacional, respuesta a
tratamientos antivirales, y la progresion de enfermedades en diversas familias virales.
Dentro de las familias mas estudiadas se encuentran Flaviviridae (Dengue),
Hepadnaviridae (Hepatitis B), Orthomyxoviridae (Influenza), Picornaviridae
(Poliovirus), Retroviridae (HIV-1) y Togaviridae (Chikungunya) (Domingo et al.,
2012).

Para virus pertenecientes a la familia Paramyxoviridae se han realizado estudios de
diversidad poblacional en tres géneros mediante clonacion de fragmentos genémicos y
secuenciacion de Sanger (Barbezange & Justin, 2005, Sauder et al., 2006, Deplanche et
al., 2007, Kattenbelt et al., 2010), y recientemente por secuenciacion masiva mediante el
analisis de un genoma completo (Abolnik et al., 2012). Sin embargo, no se cuentan con
estudios para el género Morbillivirus al cual pertenece el virus distemper canino, objeto
de estudio de esta Tesis.

1.2 Virus distemper canino

1.2.1 Clasificacion taxondmica

El virus distemper canino (CDV) es un virus envuelto del género Morbillivirus
perteneciente a la familia Paramyxoviridae, orden Mononegavirales. La familia
Paramyxoviridae se divide en dos subfamilias: Paramyxovirinae incluye siete géneros
(Aquaparamyxovirus, Avulavirus, Ferlavirus, Henipavirus, Morbillivirus, Respirovirus,
Rubulavirus), y Pneumovirinae incluye dos géneros (Metapneumovirus, Pneumovirus)
(Lamb & Parks, 2007).

1.2.2 Estructura, genoma y proteinas virales

1.2.2.1 Estructura viral

CDV es un virus envuelto y pleomdrfico con un diametro entre 150 y 300 nm (Zipperle
et al., 2010). EI RNA gendmico se encuentra empaquetado por la nucleoproteina (N) y

es replicado por el complejo de la polimerasa viral formado por la proteina large (L) y
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su cofactor, la fosfoproteina (P). Las proteinas N, P y L junto al RNA viral forman el
complejo ribonucleoproteico (RNP), el cual dirige la sintesis secuencial de mRNA a
partir de los genes virales y la replicacién de los antigenomas (RNAs de polaridad
positiva). La envoltura contiene dos proteinas integrales de membrana, la proteina de
fusion (F) y la hemaglutinina (H), y una proteina asociada a la membrana que interactia
con el complejo RNP, la proteina de matriz (M) (Figura 9) (von Messling et al., 2001).

Figura 9. Representacion

Proteina de Matriz (M)

Hemaglutinina (H)

esquematica del viriéon de un

Morbillivirus. Modificada del sitio

Proteina de Fusion (F)

http://viralzone.expasy.org/.

L- Nucleocdpside (N)

1.2.2.2 Genoma viral
proteinatarge (W) | CDV presenta un genoma de
RNA no segmentado, cadena

simple, polaridad negativa y

aproximadamente 15.7 kb (Lamb & Parks, 2007). EI genoma posee seis genes
denominados N, P/V/C, M, F, H y L que codifican las seis proteinas estructurales del
virion. Cada gen codifica una Unica proteina, excepto el gen P/V/C que codifica la
fosfoproteina P y dos proteinas no estructurales denominadas V y C. En los extremos
del RNA gendmico existen regiones UTR no codificantes, denominadas leader 3"y
trailer 5', que son esenciales para la replicacion y transcripcién (Lamb & Parks, 2007)
(Figura 10). Entre genes adyacentes existe un triplete intergenico consenso (GAA) que
no se transcribe y que separa al sitio de poliadenilacion de un gen, del sitio de inicio de

la transcripcion del gen contiguo (Liermann et al., 1998).
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Figura 10. Representacion esquematica del genoma de CDV. Imagen tomada del sitio web

http://viralzone.expasy.org/.

Los genes son transcriptos por el complejo RNP a partir de un promotor simple

localizado en la region leader mediante un mecanismo denominado start-stop. Este
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mecanismo implica que la transcripcion se inicie en el primer gen del extremo 3" (N) y
se detenga en cada region intergénica. Esto ocurre debido a que la RNA polimerasa
viral puede escindirse del RNA molde, determinando la interrupcion del proceso. Este
mecanismo, por tanto, conduce a un gradiente transcripcional que se mantiene durante
la infeccion, de tal modo que los genes proximos al extremo 3" del genoma se
transcriben en mayor proporcion que aquellos cercanos al extremo 5 (Figura 11)
(Anderson & von Messling, 2008).

Sitio de inicio de la Sitio de terminacion de
@ transcripcion la transcripcion
\Ieader / RNA polimerasa 'j

mAMA

(e P AAAAAAAALAALA

Figura 11. Mecanismo de transcripcion de Morbillivirus. Imagen modificada del sitio web
http://viralzone.expasy.org/.

1.2.2.3 Proteinas virales

1.2.2.3.1 Nucleoproteina (N)

La nucleoproteina es codificada por el gen N y presenta 525 aminoacidos (aa). Esta
proteina se autoensambla sobre el genoma viral y el RNA antisentido para formar el

complejo RNP junto a las proteinas P y L (Figura 9) (Lamb & Parks, 2007).

1.2.2.3.2 Fosfoproteina P y proteinasVy C

La fosfoproteina P esta constituida por 507 aa y es un co-factor de la polimerasa que se
activa por fosforilacion y forma parte activa del complejo RNP (Figura 9) (Lamb &
Parks, 2007).

La proteina C es traducida a partir del mismo mRNA que P, pero presenta un codén de
inicio alternativo situado 22 nucleétidos corriente abajo del coddn iniciador de la

proteina P. Esto produce un corrimiento en el marco abierto de lectura (ORF) y la
16
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generacion de un codén de terminacion, determinando que la proteina C tenga una
extension de 174 aa (Bellini et al., 1985).

La proteina V consta de 299 aa y es traducida a partir del mismo coddn de inicio que la
proteina P. Sin embargo, mediante la edicion del mRNA se afiade una guanina que
determina un corrimiento en el ORF y la formacién de un coddén de terminacion
prematuro. Ambas proteinas presentan la misma secuencia aminoacidica en los
primeros 231 aa, pero los 68 aa del extremo carboxi-terminal de la proteina V difieren
respecto a la proteina P (Cattaneo et al., 1989).

Se ha sugerido que las proteinas accesorias V' y C estan involucradas en la evasion de la
respuesta inmune innata. Especificamente, la proteina V interfiere con las proteinas
STAT2 y mad5 implicadas en las vias de sefializacion celular inhibiendo la respuesta
del interferon B (Svitek et al., 2014).

1.2.2.3.3 Proteina de matriz (M)

La proteina de matriz es codificada por el gen M y esta constituida por 335 aa. Esta
proteina se posiciona debajo de la envoltura, e interactta con el complejo RNP y con las
colas citoplasmaticas de las glicoproteinas de membrana H y F (Figura 9). La proteina
M tiene un papel fundamental en la morfologia y el ensamblaje del viridn, debido a las
interacciones que establece (Lamb & Parks, 2007).

1.2.2.3.4 Proteina de fusion (F)

La proteina de fusion es una glicoproteina transmembrana tipo | de 662 aa que participa
en la fusién de la envoltura viral con la membrana plasmaética de la célula hospedero
(Lamb & Parks, 2007). La proteina F es codificada por el gen F bajo la forma de un
precursor inactivo denominado pre-FO. El procesamiento de la proteina implica el
reconocimiento del péptido sefial (Fsp) por una molécula especifica y el subsecuente
transporte hacia el reticulo endoplasmico, donde el precursor pre-FO es procesado co-
traduccionalmente (von Messling & Cattaneo, 2002). El procesamiento ocurre entre los
aminoacidos 135-136 por la accion de una peptidasa celular (SPase), generando al Fsp
de 135 aa y al precursor inmaduro FO de 527 aa. El precursor FO es glicosilado y
clivado por una furina celular que actta en el compartimiento del Golgi, formando las

subunidades F1 y F2. Estas subunidades forman un heterodimero que constituye la
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forma activa de la proteina F (Plattet et al., 2007). A nivel de la envoltura, la proteina
forma un trimero que interactia con la hemaglutinina durante el proceso de fusion

virus-célula (Figura 12) (von Messling et al., 2004).

1.2.2.3.5 Proteina hemaglutinina (H)

La hemaglutinina es una glicoproteina transmembrana tipo Il de 607 aa codificada por
el gen H. Esta proteina media la union de los viriones a los receptores celulares, y posee
la capacidad de promover la fusion virus-célula (Lamb & Parks, 2007). La proteina H
presenta un dominio citoplasmatico corto en su extremo amino-terminal, un dominio
hidrofobico transmembrana con funciones de localizacion y anclaje a la membrana, y un
ectodominio carboxilo-terminal (Zipperle et al., 2010). Dicha proteina forma un
tetramero a nivel de la envoltura que interactla fisicamente con la proteina F (Figura
12) (von Messling et al., 2004). La hemaglutinina es el determinante principal del
tropismo celular del virus. En macréfagos, células dendriticas y linfocitos B 'y T
reconoce y se une al receptor celular CD150/SLAM (Signaling Lymphocytic Activation
Molecule) (Stern et al., 1995, von Messling et al., 2001), mientras que en células
epiteliales del tracto respiratorio y queratinocitos interactda con el receptor Nectina-4
(Poliovirus Receptor-like-4) (Muhlebach et al., 2011).

Unién de la proteina Activacion Insercion del péptido
H al recaptor celular conformacional de fusion enla
de |a proteina F membrana celular

Membrana celular

nn
i
i * Fusidn

Célula infectada/membrana viral

Figura 12. Representacion del mecanismo de fusion virus-célula mediado por la hemaglutinina y la
proteina de fusion. Modificado de Expert Reviews in Molecular Medicine. Cambridge University Press
(2002).

1.2.2.3.6 Proteina large (L)
La proteina large, codificada por el gen L, consta de 2184 aa y es la subunidad
fundamental del complejo de la RNA polimerasa debido a su rol catalitico en la sintesis

del RNA viral. La proteina L interactta con la fosfoproteina P para formar el complejo
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activo de la polimerasa y es constituyente integral de la nucleocépside (Figura 9) (Lamb
y Parks, 2007).

1.2.3 Ciclo replicativo

1.2.3.1 Unioén y fusién virus-célula

La fusion de la envoltura viral con la membrana plasmatica de la célula huésped ocurre
a pH neutro y permite el ingreso del complejo RNP a la célula. La actividad de fusion se
realiza mediante la accion concertada de las glicoproteinas de membrana H y F (Stern et
al., 1995, Von Meslling et al., 2001, Zipperle et al., 2010). El proceso de fusion
comienza por la union de la hemaglutinina al receptor CD150/SLAM. La proteina H
induce cambios conformacionales sobre la proteina F que favorecen su actividad
fusogénica desencadenando la fusion de la membrana celular y la envoltura viral
(Sawatsky & von Messling, 2010) (Figura 12, 13). Dicho proceso ocurre por la accién
especifica del péptido de fusion localizado en la subunidad F1 (Von Messling et al.,
2004).
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Figura 13. Representacion del ciclo de vida de un Morbillivirus en la célula del hospedero. Tomado de
Moss & Griffin (2006).

1.2.3.2 Transcripcion y replicacion del genoma viral

Tras el ingreso del complejo RNP al citoplasma, ocurre la transcripcion y traduccion del
genoma desde el extremo 3". Luego de la transcripcion, la RNA polimerasa sintetiza en
forma continua los antigenomas que serén utilizados como molde para la produccion de
nuevos RNA gendmicos. Los genomas virales neo-sintetizados son encapsidados y
transportados hacia la membrana celular para formar nuevas particulas virales (Figura
13) (Lamb & Parks, 2007).

1.2.3.3 Formacién del complejo ribonucleoproteico y brotacion
El RNA gendmico encapsidado por las proteinas N, P y L forma el complejo RNP.
Dicho complejo se asocia con la proteina M localizada en la membrana celular, donde

yacen las glicoproteinas H y F previamente exportadas. Las particulas virales neo-
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sintetizadas son liberadas mediante brotacion de la membrana y poseen la capacidad de

infectar nuevas células susceptibles (Figura 13) (Lamb & Parks, 2007).

1.2.3.4 Propagacion entre células del hospedero

El virus se propaga entre las celulas del hospedero mediante la formacion de células
multinucleadas (sincitios). Los sincitios son el resultado de la fusion de células
infectadas que expresan las glicoproteinas virales en su superficie con células
susceptibles que presentan el receptor CD150/SLAM (Stern et al., 1995). La proteina H
es el determinante principal de la fusogenicidad debido a los cambios conformacionales
que induce en la proteina F, regulando la eficiencia de la fusion célula-célula (Von
Messling et al., 2001).

1.3 Distemper: patogénesis, sintomatologia clinica y epidemiologia

1.3.1 Patogénesis

El modo principal de transmision del virus es a través de aerosoles de secreciones
respiratorias. En la fase inicial de la infeccion, CDV infecta macréfagos y células
dendriticas de las vias respiratorias mediante el receptor CD150/SLAM, una
inmunoglobulina con cuatro motivos que se une a la hemaglutinina a través de sus
ectodominios IgV e IgD2 (Zipperle et al., 2010). Dichas células atraviesan el epitelio
respiratorio alcanzando oOrganos linfaticos donde el virus se replica vigorosamente.
Posteriormente, el virus reingresa a las vias respiratorias mediante el receptor nectina-4
que actla como receptor de salida. La nectina-4 es una inmunoglobulina de unién
célula-célula que interactia con la hemaglutinina a través de su dominio distal
(Muhlebach et al., 2011).

La replicacion del virus en los ganglios linfaticos ocurre dentro de las primeras 24 horas
y posteriormente se disemina hacia las amigdalas y los nédulos linfaticos bronquiales.
La replicacion en estos oOrganos ocurre entre 2-4 dias post-infeccion (PI).
Posteriormente, el virus prolifera en los érganos linfoides entre los 4-6 dias PI, y se
disemina via sanguinea al aparato respiratorio, digestivo y urinario, y al sistema
nervioso central (SNC) entre los 8-9 dias Pl (Appel & Summers, 1999).

La patogénesis entre los dias 9 y 14 PI depende de la respuesta inmune humoral y

celular del hospedero. Animales con titulos adecuados de anticuerpos y de citotoxicidad
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celular pueden eliminar al virus de la mayoria de los tejidos sin que se evidencien
sintomas clinicos, mientras que animales con una respuesta inmune inadecuada sufren la
diseminacion del virus a diversos tejidos. En términos generales, la diseminacion viral
puede determinar infeccion por un periodo de 60-90 dias (Figura 14) (Deem et al.,
2000).

PATOGENESIS DE DISTEMPER CANINO

VIRUS Semanas Pl
Tejido linfoide local 1
Tejidos linfoides sistémicos 1-2

o ™~
Respuesta inmune Tracto respiratorio 2-3
celular y humoral Tracto digestivo

Tracto urogenital

SINTOMAS CLINICOS
+ \

RECUPERACION <= Encefalitis subaguda —% MUERTE 2-12

Figura 14. Esquema de la patogénesis de Distemper. PI: post infeccién. Modificado de Appel & Summers
(1999).

1.3.2 Sintomatologia Clinica

La sintomatologia asociada a la enfermedad depende de la virulencia de la cepa viral, y
de la edad, estado inmune y sanitario del animal. En especies susceptibles, los sistemas
respiratorios, gastrointestinal y el SNC son los mas comprometidos. Hasta el 70% de las
infecciones en canes domésticos son subclinicas, manifestandose la enfermedad de
forma leve con ocurrencia de languidez, anorexia, fiebre e infeccion del tracto
respiratorio superior. Sin embargo, la forma aguda de la enfermedad presenta una
elevada mortalidad con ocurrencia de sintomas clinicos asociados al sistema respiratorio
y gastrointestinal, incluyendo conjuntivitis, descargas 6culo-nasales, neumonia, diarrea

(muchas veces hemorragica) y deshidratacion severa (Deem et al., 2000). Los animales
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infectados eliminan al virus en todas las excreciones corporales independientemente de
los sintomas clinicos que presenten (Frolich et al., 2000).

La primera viremia ocurre entre los dias 4-6 Pl y determina la infeccion de los tejidos
linfaticos con aparicion de fiebre y el comienzo de la linfopenia. La segunda viremia se
acompafa de pirexia y ocurre la infeccion de todos los tejidos epiteliales. Durante esta
etapa comienza la fase sintomatica, y se observan manifestaciones secundarias como
hipoplasia dental e hiperqueratosis plantar (Figura 15). Dependiendo de la cepa viral,
puede ocurrir encefalomielitis aguda en asociacion o inmediatamente después de la
manifestacion sistémica (von Messling et al., 2003). Dentro de las numerosas
manifestaciones neuroldgicas asociadas a la infeccion por CDV (rigidez cervical,
convulsiones, sintomas vestibulares y cerebrales y ataxia sensorial), la mioclonia es el
Gnico sintoma neuroldgico sugestivo de Distemper (Deem et al.,, 2000). La
inmunosupresion severa y duradera asociada a la infeccion, potencia la susceptibilidad a
infecciones secundarias que contribuyen a las elevadas tasas de mortalidad de la

enfermedad (von Messling et al., 2005).

Figura 15. Manifestaciones clinicas secundarias caracteristicas de infeccion por CDV. A - hipoplasia

dental. B — descarga éculo-nasal. C — hiperqueratirosis plantar. Tomado del sitio web www.adoptgl.com.

1.3.3 Epidemiologia

CDV representa una importante amenaza para carnivoros domésticos y silvestres en
todo el mundo. En canidos domésticos Distemper es una de las enfermedades virales de
mayor incidencia con elevadas tasas de morbilidad y mortalidad (Appel & Summers,
1999). En las dltimas décadas, se han registrado infecciones en todas las familias de
carnivoros terrestres (Deem et al., 2000, Frolich et al., 2000, Origgi et al., 2012) y en
diversos carnivoros marinos (de Swart et al., 1995, Stanton et al., 2004, Butina et al.,
2010). En ciertas regiones geograficas los carnivoros silvestres representan el reservorio

del virus favoreciendo su transmision a canes domésticos. Por ejemplo, se han
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registrado epidemias regulares de Distemper en mapaches (Procyon lotor) de
Norteamérica y en civetas de cola en Japén (Paguma larvata), los cuales han tenido un
rol fundamental en la transmision del virus a canes y a otras especies susceptibles
(Hashimoto et al., 2001, Lednicky et al., 2004) (Figura 16). Alternativamente, en
regiones como Africa donde no se implementan planes de vacunacion adecuados, los
canes son el reservorio del virus siendo capaces de transmitirlo a especies silvestres
(Deem et al., 2000). Recientemente se han reportado brotes de CDV en colonias de
macacos en Asia, destacando el potencial zoon6tico del virus (Bieringer et al., 2013,
Sakai et al., 2013). En la actualidad, la proteccion cruzada contra CDV en humanos es
provista por la vacunacion o infecciones naturales con el virus del sarampion,
relacionado con CDV dentro del género Morbillivirus. Sin embargo, las campafias
exitosas de erradicacion del sarampion pueden determinar que las poblaciones no estén
eficientemente protegidas, proveyendo un nicho para que los Morbillivirus animales

puedan adaptarse al uso de receptores celulares humanos (Ludlow et al., 2014).
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Figura 16. Transmision interespecifica de CDV entre huéspedes silvestres y canes domésticos a través de
diversas vias (aerosoles, orina, alimentacion). Modificada de Ludlow et al., 2014.

1.4 Antecedentes del equipo de trabajo

Nuestra linea de investigacion en Paramyxoviridae comenzo en el afio 2006 con el virus
distemper canino (CDV), y tiene como principal objetivo el relevamiento y analisis de
la evolucidn gendmica del virus. En el contexto de mi trabajo de grado, implementamos
por primera vez en Uruguay una metodologia de diagndstico molecular mediante RT-
PCR, y un método de diferenciacion basado en RFLP (Polimorfismo en el Largo de los
Fragmentos de Restriccién) que nos permitié discriminar entre cepas de campo y
vacunales (Sarute et al.,, 2011). Durante mis estudios de Maestria relevamos la

variabilidad genética de las cepas circulantes en el Rio de la Plata estableciendo la
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presencia de dos linajes divergentes en Sudamérica con distinta distribucion,
prevalencia y origen (Panzera et al., 2012).
En el marco de mi tesis doctoral nos planteamos analizar la diversidad poblacional de
CDV mediante una colaboracion con el Dr. Marco Vignuzzi del Institut Pasteur Paris,
una autoridad mundial en genética poblacional y evolucion de virus RNA.
De este modo, en el proyecto de tesis original nos propusimos los siguientes objetivos
especificos:
1. Analizar la diversidad genética del virus en distintas matrices (orina, secrecion
6culo-nasal, sangre, cerebelo) obtenidas de dos casos clinicos.
2. Establecer la frecuencia de mutacion en cada matriz.
3. Estimar los efectos sobre la diversidad poblacional mediante un modelo celular in
vitro.
4. Realizar un analisis comparativo (filogeografia intra-host) entre las variantes
detectadas en cada matriz.
Dichos objetivos se llevarian a cabo analizando la variabilidad de un fragmento de 1033
pb del gen H mediante dos abordajes experimentales: amplificacion, clonacion vy
secuenciacion de Sanger, lo cual seria realizado en la Seccion Genética Evolutiva, y
analisis del fragmento por secuenciacion masiva (NGS) a realizarse en el laboratorio del
Dr. Vignuzzi utilizando el equipo Illumina Genome Analyzer 11X. Durante una primera
pasantia en el laboratorio del Dr. Vignuzzi, se analiz6 el fragmento de 1033 pb del gen
H a partir de muestras de orina y sangre de un caso clinico. El analisis de las secuencias
nucleotidicas de 144 clones (72 clones por muestra) revel6 una elevada variabilidad
genética en las variantes de ambos fluidos. Estos resultados preliminares impulsaron
que nuestro proyecto inicial de tesis fuera ampliado y mejorado sustancialmente, ya que
decidimos analizar la dindmica poblacional de CDV mediante la amplificacion del
genoma completo (15700 pb) y posterior secuenciacion masiva a partir de siete matrices
de tres casos clinicos. Estos cambios en nuestro plan de trabajo fueron posibles gracias a
la excelente disposicion de los médicos veterinarios quienes nos proveyeron de los
casos clinicos y realizaron las necropsias de los tres animales, y al laboratorio del Dr.
Vignuzzi que financid las corridas de secuenciacion masiva. De este modo, partiendo de
las mismas hipotesis de trabajo nos propusimos objetivos mas ambiciosos para estudiar

con mayor profundidad aspectos poblacionales y evolutivos de CDV.
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1.5 Hipdtesis de trabajo
e El virus Distemper canino esta organizado en un sistema de causiespecies.
e Existe compartimentalizacion (subpoblaciones) del virus dentro de los tejidos del

huésped.

1.6. Objetivos
1.6.1 Objetivo General
Analizar la diversidad poblacional y la compartimentalizacion del virus distemper

canino.

1.6.2. Objetivos Especificos

e Establecer la diversidad genética del virus en diversos tejidos/fluidos (matrices)
mediante la amplificacion del genoma completo y secuenciacién masiva (NGS).

e Analizar la compartimentalizacién tejido-especifica del virus.

o Establecer el flujo genético y la proporcion de variantes migrantes entre las distintas

matrices.
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2. MATERIALES y METODOS

En el presente trabajo se analizaron tres casos clinicos correspondientes a canes
domésticos. Los tres casos fueron diagnosticados como positivos para CDV en base a su
sintomatologia clinica, y por metodologias moleculares estandarizadas en nuestro
laboratorio, las cuales implican la amplificacién de un fragmento del gen N de 287 pb
(Sarute et al., 2011). Los tres animales incluidos en el estudio perecieron y se realiz6 la
necropsia de cada caso obteniéndose muestras de diversos tejidos/fluidos (matrices).
Posteriormente, se procedi6 a disefar nueve juegos de cebadores capaces de amplificar
los 15,7 kb del genoma completo de CDV. Las condiciones de amplificacion con cada
par de cebadores fueron estandarizadas en una unica matriz (pulmon/251). Los
amplicones solapantes fueron secuenciados mediante el método de Sanger y se
ensamblo6 la secuencia genomica.

Paralelamente, se implement6 la propagacion de la linea celular Vero-DogSLAMTag
(DST) utilizada para realizar la titulacion por dosis infectiva al 50% en cultivo celular
(TCIDsy), e infecciones a partir de homogeneizados (indculos) de siete matrices de los
tres canes y de una dilucion de una vacuna comercial utilizada como control. A partir de
los viriones recuperados de cada infeccion se realizo extraccion de RNA y posterior RT-
PCR para la deteccion del genoma viral y la posterior amplificaciéon de los nueve
fragmentos solapantes del genoma completo. Los amplicones obtenidos fueron
fragmentados para la construccion de librerias gendmicas y se secuenciaron mediante
un protocolo de secuenciacion masiva (NGS). Las secuencias nucleotidicas fueron
analizadas mediante programas informaticos desarrollados para estudiar la diversidad
poblacional en virus RNA, y fueron sometidas a estudios filodindmicos para realizar
analisis de compartimentalizacion tejido-especifica y de flujo génico entre las matrices

de cada caso clinico.

2.1 Muestras

Los tres canes incluidos en el estudio (245, 246 y 251) presentaron distintas
manifestaciones clinicas de la enfermedad (cuadros respiratorios, gastrointestinales y/o
nerviosos) (Tabla 1). Cuando los animales perecieron se realizaron las necropsias por
parte del Dr. Alejandro Benech y la Dra. Lourdes Francia en el Hospital de la Facultad
de Veterinaria, gracias a una colaboracidon que mantenemos con ambos profesionales

veterinarios. Para cada uno de los casos clinicos se obtuvieron muestras de cerebelo,
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pulmon, médula espinal, estobmago, intestino grueso, higado y vejiga/orina. El material

obtenido de las necropsias fue almacenado a -80 °C hasta su procesamiento.

Tabla 1. Casos clinicos analizados en el estudio. Se detalla denominacion, sintomatologia clinica, raza y
sexo, edad, aflo de colecta y estado de vacunacion de los individuos. ND: no determinado.

Ao de

Individuo Sintomatologia clinica Raza/Sexo Edad colecta Vacunacién
Pirexia, diarrea sanguinolenta,
245 tics, convulsiones, piodermia Cruza/hembra 4 meses 2012 No
abdominal, infeccion oidos
246 Sintomas neuroldgicos agudos Galgo/macho 6 meses 2012 No
Conjuntivitis, descargas 6culo-
251 nasales, piodermia abdominal, =~ Dogo/macho 6 meses 2013 ND

diarrea, depresion

2.2 Metodologias moleculares
2.2.1 Extraccion de RNA

La extraccion del RNA viral se realizd con el kit Quick-RNA Miniprep (Zymo

Research) a partir de 50 miligramos (mg) de tejido pulmonar del caso 251 (pulmoén/251)

mediante el siguiente protocolo:

Agregar 800 pl de buffer de lisis ZR a la muestra de tejido y homogeneizar
mecanicamente

Transferir 800 pl de cada mezcla a una columna Zymo-Spin IIIC en un tubo
colector, y centrifugar a 12.000 g por 1 min. Descartar el filtrado

Adicionar 400 ul de buffer de pre-lavado a la columna y centrifugar a 12.000 g por
1 min. Descartar el filtrado

Adicionar 700 pul de buffer de lavado y centrifugar a 12.000 g por 30 seg. Descartar
el filtrado. Repetir el paso anterior utilizando 400 pl de buffer de lavado

Centrifugar la columna Zymo-Spin IIIC a 12.000 g por 2 min para remover
completamente el buffer de lavado

Colocar la columna Zymo-Spin IIIC en un tubo de 1,5 ml. Adicionar 50 pl de H,O
libre de DNA/RNA nucleasas directo a la matriz de la columna e incubar por 1 min

Centrifugar a méaxima velocidad por 30 segundos (seg) para eluir el RNA. Utilizar

inmediatamente o almacenar a -80 °C
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2.2.2 Retrotranscripcion

La reaccion de retrotranscripcion se realizo a partir del RNA viral con el kit RevertAid

First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) utilizando cebadores hexaméricos

universales (random primers) de acuerdo al siguiente protocolo:

e Colocar en un tubo 5-10 ul de RNA y 1 ul de random primers (0,2 pg/ul)

e Incubar la mezcla a 70 °C por 5 min, llevar a hielo por 2 min

e Adicionar 4 ul de Buffer RT, 2 ul de dNTPs 10mM, 1 ul de Ribolock RNAase
Inhibitor y 1 pl de RevertAid Reverse Transcriptase.

e Incubar a 42 °C por 60 miny a 70 °C por 10 min.

2.2.3 Reaccion de PCR

2.2.3.1 Deteccidén del genoma viral

El cDNA obtenido fue utilizado para amplificar el fragmento de 287 pb del gen N con la
enzima Taq DNA polymerase (Thermo Scientific). Los reactivos utilizados y las

condiciones de ciclado se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Reactivos y condiciones de ciclado empleados en las reaccion de PCR para la deteccion del

genoma viral

Componente Reaccion 10 pl
H_‘_O 6,1 |.ll
10X Reaction Buffer 'ul Desn. Inicial 54 2C 3 min
10mM dNTP s 0,2l Desnaturalizacion | 594 2C 30 seg
Cebador directo 0,3 pl (0.3 uM) Hibridacion 50¢9C 30 seg 30X
Cebadar reverso 0,3 pl (0.3 um) Extension 72%¢ 45 seg
Extension final 720C 7 min
cDNA 2ul
Taq Polymerase 0,1 pl

2.2.3.2 Amplificacion del genoma completo

La amplificaciéon del genoma completo (15,7 kb) se realizd en nueve fragmentos
solapantes utilizando los nueve juegos de cebadores disefiados en este estudio (Tabla 3).
Los cebadores se disefiaron en base a la cepa 5804 (AY386315) debido a su elevada
identidad con las cepas uruguayas descritas a la fecha (Panzera et al., 2012). La
temperatura de melting, formacion de estructuras secundarias (hairpins 'y
homodimeros), asi como la formacion de heterodimeros se calcularon mediante la

herramienta OligoAnalyzer 3.1 del sitio web www.idtdna.com.
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Tabla 3. Cebadores disefiados para la amplificacion del genoma completo discriminados por
gen/fragmento genomico. Se detalla el nombre, secuencia nucleotidica y posicion en el genoma en base a

la cepa de referencia 5804 (AY386315).

Cebadores Secuencia nucleotidica (5'- 3") Poz:iir;f; el
gen N
FT ACC AGA CAA AGT TGG CTA AGG 1-22
R1907 CTG ATG CTG CTG ACC TCT TGA 1886-1907
gen P
F1765 ATC AAT CAT TCA TCC GAC CACC 1765-1787
R3541 ACT CTG ACC TGA GGT ACT AACC 3519-3541
gen M
F2935 GAC ACT GGA GAC CCT ACG GCA 2935-2956
R4957 CAG GAG CGA CAT CGA GAC AGT TG 4936-4957
gen F
F4854 TCC AGG ACA TAG CAA GCC AACA 4854-4876
R7102 CAC CTT GTC TTG GTA GGA GAG C 7080-7102
genH
F7061 CTT AGG GCT CAG GTA GTCCAAC 7061-7083
R8969 GTC GGT AAG GGA TTT CTC ACC AC 8946-8969
gen L
fragmento L1
F8822 GAG GCT GAC ATC ACC AACTCT 8822-8843
R10138 ATT CTC TGC TGC GGT TATTGC T 10116-10138
fragmento L2
F9985 ATG GCT TCT ATA CTG AAG AGA C 9985-10007
R12155 TGG AAC AAT CCT TTC AGC ATA G 12133-12155
fragmento L3
F12015 AGT GAC CCT TAT TCT GCC AAT C 12015-12037
R14006 GTC ATT CCA TGT CAG ACC AACA 13984-14006
fragmento L4
F13842 GAC AAC ATA CAA GCT AGG CACC 13842-13864
R15690 ACC AGA CAAAGCTGG GTATGAT 15668-15690
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Las reacciones de PCR para amplificar los nueve fragmentos gendémicos fueron

realizadas con la enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific).

Los reactivos utilizados y las condiciones de ciclado se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Reactivos y condiciones de ciclado empleados en las reacciones de PCR para la amplificacion

del genoma completo.

Componente Reaccion 23 pl
H:0 13,25 ul
5X Phusion Buffer 5l Desn. Inicial 98 ec 2 min
10mM dNTP "5 0,5 ul Desnaturalizacion 58 eC 15 seg
Cebador directo 1,5l (0,6 um) Hihride!t.:iﬁn 58-62 2C 30 s.eg 35X
Cebadar reverso 1,5 pl (0.6 M) Extem!n?n 2 2 mm_
’ Extension final jaec 10 min
cDNA 3l
Phusion DNA Polymerase 0,25 ul

2.2.4 Electroforesis y purificacion de DNA

Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%

tefiidos con bromuro de etidio (0,5 pg/ul) durante 30 min a 90 volts constantes. La

corrida se realizd con buffer TAE 1X (40 mM Tris base (pH 7.6), 20 mM acido acético

glacial, ImM EDTA). Los geles fueron visualizados mediante transiluminacion con luz

ultravioleta.

Los amplicones correspondientes al genoma completo de pulmoén/251 fueron escindidos

del gel y se purificaron con el kit Illustra GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification

Kit (GE Healthcare) segtn el siguiente protocolo:

Adicionar 10 pl de buffer de captura por 10 mg de gel. Mezclar por inversion

Cargar la mezcla en una columna GFX MicroSpin column. Centrifugar a 13.000 rpm
por 30 seg. Descartar el filtrado

Adicionar 500 pl de buffer de lavado a la columna. Centrifugar a 13.000 rpm por 30
seg. Descartar el filtrado

Secar la columna centrifugando a 13.000 rpm por 30 seg adicionales

Transferir la columna a un tubo de 1.5 ml, agregar 10 -50 ul de buffer de elucién e
incubar a temperatura ambiente (TA) por 1 min

Recuperar el DNA purificado centrifugando a 13.000 rpm por 1 min

Almacenar el DNA a -20 °C
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2.2.5 Secuenciacion por Sanger

El DNA purificado de los nueve fragmentos gendmicos se secuencid en ambas
direcciones con los cebadores especificos de cada fragmento gendémico (Tabla 3) y
cebadores disefiados previamente en nuestro laboratorio en la empresa Macrogen (Corea
del Sur). Las secuencias obtenidas fueran editadas y ensambladas con el programa

SeqMan (Lasergene).

2.3 Aislamiento viral en cultivo celular

2.3.1 Propagacion de la linea celular Vero-DST

El trabajo asociado a cultivo celular se realizd en el laboratorio de Virologia Molecular
del Centro de Investigaciones Nucleares (CIN), el cual se encuentra equipado con una
cabina de flujo laminar de bioseguridad tipo II.

Las células Vero-DST fueron cedidas por la Dra. Branka Horvat del International
Center for Infectiology Research-CIRI (Lyon, Francia). La linea Vero-DST es la mejor
linea disponible para la propagacion de CDV, debido a que las células estan
transfectadas con un plasmido de expresion que codifica la proteina de membrana
SLAM/CDI150, receptor celular de CDV (Seki et al., 2003). La propagacion inicial se
realizo6 a partir de una ampolla almacenada en nitrégeno liquido, la cual fue rapidamente
incubada a 37° C en un bafio termostatico. Los pasajes de la linea se realizaron
utilizando medio de cultivo completo compuesto por Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) (GE Healthcare), suero fetal bovino (SFB) (GE Healthcare) al 10% y
Estreptomicina/Penicilina (S/P) (Sigma) al 1%. Ademas, cada tres pasajes se adiciono el
antibiotico G418 (Sigma) que mantiene seleccionado al plasmido para la expresion del
receptor SLAM. Las células se cultivaron en botellas de 25 y 75 cm® (T25, T75) en
estufa de CO, al 5% y 37° C.

2.3.2 Preparacion de indculos

Se tomaron 250 mg/ul de cerebelo, estdmago, intestino, higado, médula espinal, pulmon
y vejiga/orina de los tres casos clinicos, y se homogeneizaron en medio de cultivo
DMEM vy S/P al 10% utilizando pistones plasticos. El homogeneizado fue centrifugado
a 1000g por 10 minutos (min) a 4°C, y el sobrenadante fue filtrado con filtros de 0,45

um (Sartorius) para ser utilizado como inoculo en los ensayos de titulacion e infeccion.
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2.3.3 Titulacién de indculos por dosis infectiva al 50% (TCIDsp)

A partir de 150 pl de los indculos de cada matriz de los tres casos clinicos, se realizaron
diluciones seriadas (-1 a -8) con medio DMEM libre de SFB. Las diluciones se
utilizaron para infectar monocapas confluentes de células Vero-DST en placas de 96
pocillos (10.000 células por pocillo). Las placas se almacenaron en estufa de CO; al 5%
y 37° C, y se revelaron una semana post-infeccion (PI) utilizando formalina al 4% y
solucion de cristal violeta 0,025%. El titulo de cada indculo se determindé como el

numero de particulas virales por mililitro (ml).

2.3.4 Infeccion de la linea celular Vero-DST

Se sembraron placas de seis pocillos (2x10° células por pocillo) y se incubaron durante
24 hs en estufa de CO; al 5% y 37° C para obtener una confluencia del 70-80%. La cepa
vacunal Onderstepoort (OP) fue utilizada como control y para familiarizarnos con el
efecto citopatico (CPE) del virus en cultivo. Las infecciones se realizaron con 200 pl de
una dilucién (107) de la cepa vacunal y con una multiplicidad de infeccion (MOI) = 1
para los inoculos de los tres casos clinicos, haciendo un total de 22 infecciones. Luego
de sembrados los inoculos, se incubaron las placas por 1 hora a TA y posteriormente se
incubaron en estufa de CO; al 5% y 37° C. En cada placa se incluyeron células sin
infectar utilizadas como control negativo (MOCK). Las placas se observaron 48-72 hs
PI en un microscopio invertido para determinar la presencia de CPE, se documentaron
las imagenes de cada placa (servicio de microscopia del Instituto Pasteur de
Montevideo) y se recuperaron los viriones del sobrenadante y los asociados a la

monocapa celular, los cuales se almacenaron a -80° C.

2.3.5 Extraccién del genoma viral

El aislamiento de RNA se realizd a partir del sobrenadante y la monocapa celular de
todas las infecciones en paralelo con el MOCK, mediante el kit Quick-RNA Miniprep
(Zymo Research) de acuerdo al protocolo descrito en la seccion 2.2.1.

Sin embargo, el primer paso del protocolo fue modificado para la extraccion a partir del
sobrenadante y de la monocapa celular. En el caso de sobrenadante se agregaron 600 pl
de buffer de lisis ZR por 200 pl de muestra, mientras que para la monocapa se
adicionaron 800 pl de buffer ZR por pocillo (10° células) y se removieron las células de

la superficie mediante el uso de rastrillos plasticos (cell scrapers).
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2.3.6 Ensayos de RT-PCR, electroforesis y purificacion de amplicones

Para confirmar la presencia del genoma viral en el sobrenadante de cultivo o en la
monocapa celular tras las infecciones, se realizé RT-PCR del fragmento de 287 pb del
gen N (Tabla 2), utilizando el RNA aislado del MOCK para cada infecciéon como
control negativo. Una vez confirmada la presencia del genoma viral, se amplificé el
genoma completo utilizando los nueve juegos de cebadores con las condiciones de
ciclado estandarizadas para cada amplicon (Tabla 3, 4).

Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis y los amplicones del
tamafio esperado fueron escindidos del gel y purificados de acuerdo al protocolo de la

seccion 2.2.4.

2.4 Secuenciacion masiva (NGS)
Las actividades experimentales de secuenciacion masiva fueron realizadas en el
laboratorio del Dr. Vignuzzi, ya que se cuenta con un protocolo estandarizado para la

técnica para los diversos modelos virales que se estudian en su laboratorio.

2.4.1 Cuantificacion del DNA purificado

La cuantificacion del DNA se realizo utilizando la molécula fluorescente PicoGreen
(Life Technologies) en un fluorémetro MFX (Dynex Technologies) segin el siguiente
protocolo:

¢ En una placa de 96 pocillos agregar 50 ul de buffer TE-3 (1ImM EDTA, 10mM Tris-
HCI (pH 7.5)) en un pocillo (blanco de reaccién) y en los pocillos restantes mezclar 48
ul de buffer TE-3 y 2 ul de DNA

e Agregar 50 ul de PicoGreen previamente diluido (1:200 en buffer TE-3) en cada
pocillo

e Incubar la placa a TA por 5 min protegida de la luz

e Ingresar la placa al fluorometro y realizar la medida de concentracion

2.4.2 Fragmentacion y purificacion de DNA por beads

La reaccion de fragmentacion del DNA se realizd en un volumen final de 20 pl,
incluyendo 10 ul de DNA (1 ng/ul), 2 ul de 10X buffer de reaccion y 1ul de la
fragmentasa NEBnext dsSDNA (New England Biolabs) que genera secuencias de 70-80
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pb. La mezcla se incubd por 50 min a 37° C y la reaccion se detuvo adicionando 5 pl de

0,5M EDTA.

El DNA fragmentado de cada amplicon fue purificado mediante el kit Agencourt

AMPure XP (Beckman-Coulter) el cual utiliza cuentas magnéticas (beads), segun el

siguiente protocolo:

Mezclar por vortex la solucion de los beads y agregar 65 ul en cada pocillo de una
placa de 96

Mezclar el DNA fragmentado de todos los amplicones de una muestra en un mismo

pocillo
Incubar la placa a TA por 15 min

Colocar la placa en agitador magnético a TA por 15 minutos o hasta que el liquido se

torne incoloro
Descartar el sobrenadante de cada pocillo y agregar 200 pl de etanol 80%

Incubar la placa por 1 min y realizar el lavado con etanol 80% en agitador magnético

por 5 min
Remover la placa del agitador y almacenarla a TA por 15 min

Resuspender el pellet en 62.5 pl de buffer de resuspension e incubar la placa a TA

por 2 min
Colocar nuevamente la placa en el agitador magnético a TA por 5 min

Almacenar 60 pl de sobrenadante de cada pocillo correspondiente al DNA purificado

2.4.3 Construccion de librerias

La construccion de librerias se realizo con el kit NEBNext Ultra DNA Library Prep Kit

for Illumina (New England Biolabs) el cual adiciona secuencias adaptadoras en los

extremos de los fragmentos de DNA. Los adaptadores hibridan con cebadores para la

generacion de clusters de amplificacion (Figura 17).
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Adaptadores

DNA
fragmentado

Figura 17. Representacion de la construccion de librerias para secuenciacion masiva. Se detalla la

ligacion de los adaptadores a los fragmentos de DNA.

2.4.4 Secuenciacion por sintesis

El DNA fue empleado para generar clusters clonales de cada fragmento mediante PCR
bridge utilizando el equipo cBot (Illumina). Los fragmentos de DNA fueron hibridados
a un panel de cebadores universales inmovilizados en la superficie de la celda mediante
sus adaptadores. El DNA fue sintetizado desde la zona de union de los cebadores
mediante extension del extremo 3" utilizando una enzima de alta fidelidad. La
polimerasa copia el DNA hibridado formando puentes de DNA doble hebra (dsDNA),
que son desnaturalizados en forma de dos cadenas simples. Estas hebras hibridan
nuevamente con los cebadores y son extendidas para formar loops de dsDNA. Este
proceso se repite para cada molécula mediante numerosos ciclos de desnaturalizacion y
amplificacion, para crear millones de clusters clonales, los cuales contienen
aproximadamente 2000 copias de la molécula molde. Posteriormente, un cebador de
secuenciacion se hibrida a su secuencia complementaria en los extremos libres de la

secuencia molde de los clusters para comenzar el proceso de secuenciacion (Figura 18).
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Figura 18. Representacion esquematica del PCR bridge y las primeras etapas de secuenciacion. A.
Amplificacion por bridge para generacion de clusters. B. Desnaturalizacion de las moléculas doble hebra
de DNA. C. Clivaje y remocion de los fragmentos reversos. D. Union covalente de las hebras directas del
cluster a los cebadores de secuenciacion. E. Comienzo de la secuenciacion por sintesis (SBS). Modificado

del sitio web http://www.slideshare.net/cosentia/illumina-gaiix-for-high-throughput-sequencing.

El equipo Illumina GAIIX utiliza la quimica de secuenciacién por sintesis (SBS)
(TruSeq Technology). La quimica SBS permite la secuenciaciéon masiva y paralela de
millones de fragmentos utilizando un método de terminadores fluorescentes reversibles
que detectan a cada base incorporada en la cadena naciente de DNA. Los terminadores
son removidos luego de la deteccion de cada base permitiendo que el proceso de

secuenciacion se extienda ciclicamente hasta 100 veces (Figura 19).
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Figura 19. Representacion esquematica de la secuenciacion por sintesis (SBS) en el equipo Illumina

GAIIX. Modificado del sitio web http://www.slideshare.net/cosentia/illumina-gaiix-for-high-throughput-

sequencing.

2.5 Analisis bioinformatico

2.5.1 Analisis de secuencias nucleotidicas

Los datos de secuenciacion primarios (.bcl) se convirtieron en archivos fastq con el
programa CASAVA 1.8.2 de la plataforma Illumina. Mediante la herramienta fastq-mcf
(ea-utils) se realizd un control de calidad inicial para eliminar las bases de baja calidad
en los extremos de cada read. Las secuencias con una probabilidad de error mayor a
0.001 (valores phred) y con menos de 16 bases de longitud fueron eliminadas para
evitar errores en el alincamiento de los reads y en la asignacion de nucleotidos. Los
reads que superaron este control fueron alineados y comparados con la secuencia
genomica de referencia 5804 (AY385316) mediante la herramienta Burrows Wheeler

Aligner (Li & Durbin, 2009).

2.5.2 Implementacion del programa Viral Variance Analysis (ViVan)

El programa ViVan fue desarrollado por el laboratorio del Dr. Vignuzzi para el andlisis
de datos de secuenciacion masiva en estudios de poblaciones virales, facilitando la
identificacion, caracterizacion y comparacion de variantes genéticas dentro de las
poblaciones. El programa brinda la frecuencia de cada nucledtido para cada posicion
genOmica, identifica variantes en una frecuencia significativa en la poblacion, y las

traduce en cambios aminoacidicos. Ademads, aporta informacion adicional sobre la
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diversidad poblacional, como cambios sinénimos y no sinéonimos, y la tasa de
transicidon/transversion para cada muestra analizada (Isakov et al., 2014).

El ViVan analiza las secuencias alineadas en base a la secuencia de referencia mediante
pileup, el cual estima que los nucledtidos para cada posicion gendémica estén
correctamente representados en los reads. Solamente aquellos reads que estén alineados
en una misma region gendmica (alineamientos inicos) seran incorporados en el pileup,
el cual se realiza mediante la herramienta SAMtools (Li et al., 2009) incorporada al
ViVan.

Una vez realizado el pileup, el programa analiza cada posicion gendémica con una
cobertura mayor a 100X y presenta los datos de secuenciacion en formato .csv (valores
separados por comas). El Anexo I detalla la informacién obtenida para cada matriz

organizada en tres hojas de calculo realizadas en Apache OpenOffice

(www.openoffice.org/es). La hoja 1, secuencias, detalla la posicion gendmica en base al
genoma de referencia (AY385316) (columna A-B), la profundidad de cobertura
(columna C), el numero y tipo de nucleotidos secuenciados (columnas D-G) y la
frecuencia relativa de cada nucledtido para cada posicion gendmica (columnas H-L) y
discriminadas por gen (feature) (columna L). La hoja 2, cambios aa, detalla los cambios
aminoacidicos a nivel poblacional para cada posicion gendémica en funcion del
nucledtido representado en mayor frecuencia. Se detalla el gen correspondiente y la
posiciéon gendmica (columnas A-B), la cobertura (columna C), el nucledtido en la
secuencia de referencia y el nucledtido alternativo (columnas D-E), la frecuencia del
nucleodtido alternativo (columna F), la posicion dentro del gen y la secuencia
aminoacidica (columnas G-H), y el cambio aminoacidico generado (columna I).

En la hoja 3, métrica, se especifican otros pardmetros de la poblacion viral. En la parte
superior se detalla la tasa de transicion y transversion de cada nucledtido para la
secuencia gendémica, las tasas de transicion y transversion totales, y el cociente
transicion/transversion para la secuencia gendémica de cada matriz. En la parte inferior
se detallan los nucledtidos secuenciados para cada gen y el total para cada genoma

(columnas B-C) y los cambios sinénimos y no sindnimos (columnas D-E).

2.5.3 Estimacion de frecuencias de mutacion y reconstruccion de secuencias
consenso
Con la informacion obtenida del ViVan se estimo6 la frecuencia de mutacioén para cada

gen/fragmento gendmico de cada matriz analizada de los tres casos clinicos. Ademas, se
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realiz6 la reconstruccién de la secuencia genodmica consenso con las posiciones
secuenciadas para cada matriz en base a las frecuencias nucleotidicas de cada posicion.
Aquellos nucledtidos representados en mayor frecuencia se utilizaron para definir a

cada posicion dentro de la secuencia consenso (Anexo I, hoja secuencias, columna M).

2.5.4 Analisis filodinamico

En los analisis de compartimentalizacion y flujo génico (migracion) de cada caso clinico
se utilizaron las secuencias gendémicas consenso, y todas las variantes genéticas que se
diferenciaban del consenso en una posicion para cada matriz. En nuestro estudio,
definimos a las variantes mayoritarias como aquellas presentes en una frecuencia >1%,
y a las variantes minoritarias como las representadas en una frecuencia entre 0,1-1%
dentro de la poblacion. Para la construccion de los conjuntos de datos se estimo en
primer lugar, la sefial filogenética de cada gen/fragmento gendmico con el programa
TreePuzzle (Schmidt & von Haeseler, 2007), implementando un analisis de cuartetos de
secuencias por likelihood mapping utilizando un dataset de 45 secuencias gendmicas
obtenidas de la base de datos del Genbank. El modelo de sustitucion nucleotidica mas
apropiado se determiné a través de los estadisticos AIC (Akaike Information Criterion)
y BIC (Bayesian Information Criterion), implementados en el programa jModelTest
(Darriba et al., 2012).

La reconstruccion filogenética de las variantes obtenidas para cada caso clinico y su
migracion entre compartimientos se co-estimaron utilizando la aproximacién bayesiana
del programa BEAST version 1.7.5 (Drummond et al., 2012), implementando Cadenas
de Markov de Tiempo Continuo (CTMCs) para la reconstruccion de caracteres con
estados discretos, los cuales fueron asignados dependiendo del origen de la muestra:
pulmon (P), médula espinal (M), cerebelo (C), orina (O) o vejiga (V).

Para corroborar la hipotesis de compartimentalizacion, el conjunto de arboles
posteriores obtenidos en el andlisis anterior fue utilizado como datos de entrada para el
programa BaTS (Parker et al., 2008). Este programa implementa los algoritmos
parsimony score (PS) de Slatkin & Maddison (1989), association index (Al) de Wang et
al. (2001) y maximum monophyletic clade (MC) de Parker et al. (2007) para determinar
si existe una asociacion estadisticamente significativa entre la posicion de cada

secuencia en la filogenia y su estado (cada una de las matrices).
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3. RESULTADOS

3.1 Metodologias moleculares

3.1.1 Estandarizacion de la amplificacion del genoma completo y secuenciacion por
Sanger

En la muestra de pulmén del caso 251 (251P) se confirmé la presencia del genoma viral
mediante la amplificacion del fragmento de 287 pb del gen N (dato no mostrado).

La amplificacion del genoma completo (15,7 kb) se realiz6 en nueve fragmentos
solapantes utilizando los juegos de cebadores disefiados en este estudio (Tabla 3, 4).

Los nueve amplicones del tamafio esperado fueron obtenidos, purificados y
secuenciados bidireccionalmente por el método de Sanger. Las secuencias fueron
editadas y ensambladas, obteniéndose el genoma de la muestra 251P. ElI genoma
codificante (15447 pb) de los seis genes virales (3" N-P-M-F-H-L 57) fue enviado a la
base de datos del GenBank (n° acceso KM280689) y se redactd un manuscrito en base a

su andlisis publicado en la revista Genome Announcements (Sarute et al., 2014) (Anexo

).

3.2 Aislamiento viral en cultivo celular

3.2.1 Infeccion de la linea Vero-DST con la cepa vacunal Onderstepoort

La placa de infeccion de la cepa vacunal Onderstepoort fue observada diariamente, y a
las 48 hs post-infeccion (Pl) se detectd la presencia de sincitios multinucleados
caracteristicos del efecto citopatico (CPE) del virus (Karzon & Bussell, 1959). En los
pocillos con células sin infectar (MOCK) no se registré CPE aparente (Figura 20).
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Figura 20. Imagenes (20X) de la infeccion de la linea Vero-DST. A. MOCK, B. In6culo cepa vacunal
Onderstepoort. En la imagen B se sefialan con una flecha numerosos sincitios multinucleados.

3.2.2 Titulacién de in6culos por dosis infectiva al 50% (TCIDsp)

Los 21 homogeneizados (in6culos) de cerebelo (C), estdbmago (E), intestino (1), higado
(H), médula espinal (M), pulmén (P) y vejiga (V)/orina (O) de los tres casos clinicos
(245, 246 y 251) se titularon mediante TCIDsg. Se obtuvieron titulos para tres matrices,
mientras que para las 18 restantes no se registraron titulos mensurables con las
diluciones del inoculo inicial de 150 ul (Tabla 5). El titulo més elevado correspondio a

la matriz 246P (1,61x10" particulas virales por mililitro) (Tabla 5, Figura 21).

Tabla 5. Titulos virales obtenidos por TCIDs, (particulas virales/ml) para las siete matrices analizadas de
los tres casos clinicos. ND: no determinado.

Caso clinico Matriz Titulo
Cerebelo ND
Estomago ND
Intestino ND
245 Higado ND
Médula ND
Pulmén 1,68E+02
Vejiga ND
Cerebelo ND
Estémago ND
Intestino ND
246 Higado ND
Médula ND
Pulmén 1,61E+04
Orina ND
Cerebelo 1,78E+03
Estémago ND
Intestino ND
251 Higado ND
Médula ND
Pulmén ND
Orina ND
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Figura 21. Placa de titulacion por TCIDsg utilizando diluciones de -1 a -8 del indculo de 246P.

3.2.3 Infeccion de la linea Vero-DST con in6culos de los casos clinicos y deteccion
del genoma viral

Las infecciones de la linea Vero-DST se realizaron con un MOI=1 (n° particulas
virales/célula) para las tres matrices donde se obtuvo titulo viral, mientras que en las 18
matrices restantes se utilizaron directamente 200 ul de inoculo. Todas las placas fueron
observadas a las 48-72 hs Pl, y en las infecciones provenientes de cerebelo y pulmdn de
los tres casos clinicos y en las de médula de dos casos (246 y 251) se identificaron
sincitios multinucleados (Figura 22). En estos casos se recupero el sobrenadante de cada
pocillo y se almacen6 la placa de infeccion. En la matriz 245M, en las matrices
estdmago, intestino, higado y vejiga/orina de los tres casos clinicos y en el MOCK de
todas las infecciones no se registr6 CPE aparente a los 6-7 dias Pl. Para las trece
matrices donde no se observo CPE se realizaron tres infecciones independientes a partir
de nuevos indculos, y a pesar de no detectar CPE, se recogio el sobrenadante de cultivo
y se conservo la placa de cada infeccion a las 48-72 hs Pl.

Se realizé extraccion de RNA viral a partir del sobrenadante para todas las matrices,
incluso para aquellas donde no se obtuvieron titulos mensurables por TCIDs ni se
observd CPE. EI RNA viral se utiliz6 en primera instancia para realizar RT-PCR del

fragmento de 287 pb del gen N para confirmar la presencia del genoma viral (Tabla 2).
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En las matrices cerebelo, pulmon, vejiga/orina y médula de los tres casos clinicos se
obtuvo el amplicon del tamarfio esperado (Figura 23). En el MOCK de las infecciones y

en las matrices estdbmago, higado e intestino no se detecto la presencia de genoma viral,

por lo cual estas matrices no se emplearon en los analisis posteriores.

Figura 22. Imagenes (10X) de la infeccion de la linea Vero-DST. A. MOCK, B. Inéculo 246P. La flecha

sefiala un sincitio multinucleado.

Figura 23. Amplificacion por RT-PCR de un fragmento de 287 pb del gen N. 1. MOCK, 2. Blanco de
PCR, 3. 245C, 4. 245P, 5. 246C, 6. 246M 7. 251C, 8. 251P, 9. 2460, 10. Marcador de peso molecular
FastRuler Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific) (1500 pb, 850 pb, 400 pb, 200 pb, 50 pb)

3.2.5 Amplificacion del genoma completo

La obtencidon de los genomas completos para las doce matrices donde se detectd el
genoma viral implicaba la amplificacion de los nueve fragmentos solapantes, haciendo
un total de 108 amplicones. Se obtuvieron por PCR los nueve fragmentos del tamario

esperado en ocho matrices: cerebelo (245C, 246C y 251C), y pulmon (245P, 246P y
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251P) de los tres casos clinicos, y médula de dos casos (246M y 251M) (Tabla 6, Figura
24). En orina de dos casos clinicos (2460 y 2510), se amplificaron siete fragmentos
gendmicos, mientras que en la matriz 245V se obtuvieron seis fragmentos totalizando
92 amplicones, un 85% del total inicial (Tabla 6). En la matriz 245M no se obtuvo
ninguno de los nueve amplicones, aunque la concentracion de reactivos y las

condiciones de ciclado de la PCR fueron modificadas (Tabla 6).

Figura 24. Amplificacion por RT-PCR de los nueve fragmentos solapantes del genoma viral de la muestra
246P. 1. Gen N, 2. Gen P, 3. Gen M, 4. Gen F, 5. Gen H, 6. Fragmento L1, 7. Fragmento L2, 8.
Fragmento L3, 9. Fragmento L4, 10. Marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo
Scientific) (2500 pb, 2000 pb, 1500 pb, 1000 pb).

3.3 Secuenciacion masiva (NGS)

3.3.1 Construccidn de librerias y secuenciacion por sintesis

Los 92 amplicones obtenidos fueron purificados y cuantificados mediante PicoGreen
mostrando valores superiores a 1ng/ul (Tabla 6). Todos los amplicones fueron
fragmentados en secuencias de ~70 pb para la construccion de las librerias gendmicas
para cada matriz. EI DNA fragmentado fue inmovilizado en la celda de secuenciacion
para la generacion de clusters clonales, amplificacion por bridge PCR y secuenciacién
por sintesis. Se realizaron once librerias gendmicas con los 92 amplicones provenientes
de las diferentes matrices de cada caso clinico, las cuales se incluyeron en una primera

corrida de secuenciacion en el equipo GAILX (Illumina).
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Tabla 6. Representacion de los resultados de la reaccion de PCR y concentracion del DNA (ng/ul) de los
nueve fragmentos genémicos utilizados para la construccién de librerias para la secuenciacion masiva de
las once matrices. Se detalla entre paréntesis el tamafio de cada fragmento genémico en pares de bases.
Los casos donde se obtuvo el amplicon del tamafio esperado se destacan en amarillo y en rojo los casos
donde no fue posible amplificar el gen/fragmento gendmico.

N P M F H L1 L2 L3 L4
(1907) | (1776) | (2022) | (2248) | (1908) | (1316) | (2148) | (1991) | (1848)

245

Cerebelo 5 7,2 29,3 12,2 13 58 3,1 4,8 9,1

Pulmén 8,2 54 17 9,1 7 6,1 55 7,5 8,2

Médula

Vejiga 4.4 1.1 4,1 3,7 9,1 4

246

Cerebelo 3.2 9,8 5.4 10,6 9,6 52 2,6 5 7.1

Pulmén 6,1 2 125 | 107 6 3,3 45 3,6 43

Médula 43 63 | 126 | 66 7,6 4 5,5 4,6 4,9

Orina ! 6 96 4,6 31 4,9 ! 53 8

251

Cerebelo 7,2 3,5 14,9 8,8 53 10,2 2,3 4.2 58

Pulmén 88 | 139 | 99 7.7 5,2 3,5 16 4,6 5,2

Médula 7,6 6,2 97 | 126 | 84 11,5 13,7 5,4 4,5

Orina 5.4 4,6 6 1,1 12,8 54

3.4 Andlisis bioinformaético

3.4.1 Analisis de secuencias nucleotidicas

Las secuencias (fastq) de los 92 amplicones superaron el control de calidad inicial de la
herramienta fastq-mcf. En esta corrida se obtuvieron 2,12x10° bases en total y una
cobertura promedio de 22600 reads por base secuenciada, registrandose valores de hasta
152000 reads por base. La cobertura mas baja para las cuatro matrices correspondio al
gen M, al fragmento L2, y en menor medida al gen P, haciendo un total de 28
secuencias con valores de cobertura que no alcanzaron el minimo establecido (100X).
(Anexo 1, hoja secuencias). Con el objetivo de descartar que el problema de la
secuenciacion fuera inherente a los amplicones, se disefiaron nuevos cebadores para la
amplificacion del gen M y el fragmento L2 (Tabla 7). En estos casos, repetimos el
protocolo experimental a partir de nuevas extraccion de RNA viral del sobrenadante y la

monocapa celular, RT-PCR, construccion de librerias y secuenciacion.
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Tabla 7. Nuevos cebadores disefiados para el gen M y el fragmento L2. Se detalla la secuencia de cada

cebador y su posicion en el genoma respecto a la cepa de referencia 5804 (AY386315).

Cebadores Secuencia nucleotidica (5"- 3) Posicion en el genoma
gen M
F3441 GTGTACGACTTCGATCAGTCTT 3441-3463
R5018 GGC GGATTT GAT ACT ATGTTG TG 4995-5018
fragmento L2
F9387 TAT GCA AAG CTC ACAATG GTT 9387-9408
R12547 AGACATGAGTCTTGTTTGCTT TG 12524-12547

Mediante la utilizacién de los nuevos cebadores se obtuvieron los amplicones del
tamarfio esperado del gen My el fragmento L2 en cerebelo (245C, 246C, 251C), pulmon
(245P, 246P, 251P), médula (246M y 251M) y orina (2460 y 2510). En el caso del gen
P, se modificaron las condiciones de PCR y se obtuvo el amplicén en cerebelo (245C),
pulmén (245P, 246P, 251P), médula (246M y 251M) y orina (2460 y 2510).

Los 28 amplicones correspondientes a los genes P y M, y al fragmento L2 fueron
secuenciados en una segunda corrida utilizando el equipo MiSeq (Illumina), adquirido a
principios de este afio por el laboratorio del Dr. Vignuzzi. En esta segunda corrida se
obtuvo una cobertura promedio de 790 reads por base secuenciada. Las regiones con
menor cobertura correspondieron nuevamente al gen M y al fragmento L2. Por tanto,
los datos de secuenciacion de esta corrida no se pudieron utilizar en los analisis
posteriores (informacion no detallada).

Actualmente, seguimos trabajando para obtener una mejor cobertura en estas secuencias
y hemos realizado una tercera corrida de secuenciacion en el Institut Pasteur
Montevideo. Los protocolos experimentales y los avances de los resultados son

presentados en el Anexo llI.

3.4.2 Implementacién del programa Viral Variance Analysis (ViVan)

Se analizaron mediante el ViVan las 64 secuencias genomicas que superaron el filtro
inicial de cobertura (100X), correspondientes a once matrices de los tres casos clinicos.
Para una mejor compresién de los datos de secuenciacion, en el Anexo | se detallan los
resultados obtenidos mediante el ViVan organizados en tres hojas de calculo para cada
matriz de los tres casos clinicos. La hoja 1 (secuencias) detalla el nimero de nucle6tidos

secuenciados y su frecuencia para cada posicion genomica, la hoja 2 (cambios aa)
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muestra los cambios aminoacidicos dentro de cada gen producto de los nucle6tidos
representados en mayor frecuencia, y la hoja 3 (métrica) presenta la tasa de transicion y
transversién, el cociente transicion/transversion y los cambios sinénimos y no

sinénimos (ver detalle en seccién 2.5.2 de Materiales y Métodos).

3.4.2.1 Identificacion de variantes mayoritarias y minoritarias

En las once matrices analizadas, se identificaron variantes presentes en distinta
frecuencia dentro de la poblacién para cada gen/fragmento genémico (Anexo |, hoja
cambios aa). Estas variantes se clasifican en minoritarias, cuando se encuentran en una
frecuencia de 0.1<min<1, y mayoritarias cuando su frecuencia es >1 a nivel poblacional
(Isakov et al., 2014). En la Figura 25 se representa el nimero total de variantes para
todos los genes/fragmentos gendmicos de las once matrices, y su analisis en funcion de
la longitud de cada gen/fragmento gendmico (Figura 26). Se registraron variantes
minoritarias en el rango de 2-92 para las once matrices, el valor mas alto correspondié a
los fragmentos L3-L4 de 2510 y el mas bajo al gen P de 245C. Las variantes
mayoritarias se ubicaron en el rango de 0-29. Los fragmentos L3-L4 de 2510
presentaron el numero mayor de estas variantes, mientras que el gen N present6 la
menor representacion de variantes mayoritarias, e incluso no se registré ninguna para
cerebelo (245C, 246C), pulmdn (245P, 246P, 251P) y orina (2510) (Figura 25, 26).
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Figura 25. Representacion grafica de nimero de variantes mayoritarias (may) en color azul, y minoritarias

(min) en color rojo discriminadas por gen/fragmento genémico para cada matriz de los tres casos clinicos.
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3.4.2.2 Identificacion de cambios sindnimos y no sinbnimos

Se identificaron los cambios sindnimos y no sindnimos en las regiones codificantes de
las secuencias gendmicas de las once matrices. En la Tabla 8 se detalla el nimero total
de cambios para cada matriz de los tres casos clinicos, mientras que el analisis detallado
de los cambios sindnimos y no sindnimos discriminados por gen para cada matriz se
muestra en el Anexo I, hoja métrica.

Los cambios sinénimos se registraron en el rango de 35-343. El valor mas alto se
registré para la matriz 2510, mientras que el méas bajo fue para 2460. Los cambios no
sindnimos se registraron en el rango de 35-1260, correspondiendo los valores extremos

nuevamente a las matrices 2460 y 2510 (Tabla 8, Anexo I, hoja métrica).

Tabla 8. NUmero de cambios sinénimos y no sinénimos para cada matriz. Se detalla el nimero de

nucleotidos secuenciados por genoma.

Nucledtidos
Matriz | secuenciados | Sinénimos | No sinénimos
245C 10869 109 166
245pP 12953 205 347
245V 7223 41 43
246C 12380 154 233
246P 12666 295 544
246M 10857 165 324
2460 4992 35 26
251C 12676 164 242
251P 13165 164 257
251M 13625 196 383
2510 3675 343 1260

3.4.2.3 Identificacion de cambios aminoacidicos debidos a variantes mayoritarias

Para las regiones codificantes se identificaron cambios aminoacidicos en todas las
matrices de los tres casos clinicos. Estos cambios se asociaron a sustituciones no
sindnimas determinadas por variantes mayoritarias (Anexo I, hoja cambios aa). El
andlisis de cada matriz revelé cambios en la secuencia aminoacidica de los genes N, P,
F,Hy L. Enelgen Ny P se registraron cambios solamente en una matriz, 245V y 251C
respectivamente. EI gen H mostré cambios aminoacidicos para cerebelo (245C, 246C,
251C), pulmoén (251P) y médula (246M), a nivel del gen F se observaron cambios en
cerebelo (246C, 251C), pulmon (246P, 251P) y en la matriz 245V, mientras que los
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cambios en el gen L se observaron en las cuatro matrices: cerebelo (245C, 246C, 251C),
pulmon (245P, 246P, 251P), médula (251M), vejiga/orina (245V, 2460, 2510). En
términos generales, los genes F, H y L presentaron un ndmero mayor de cambios,
mientras que el gen P present6 el nimero menor de cambios aminoacidicos (Tabla 9).
Algunos de los cambios observados estuvieron presentes en mas de una matriz,
especificamente en la region codificante de los genes H y F. Las matrices 246M y 251P
presentaron el mismo cambio (P>S) en las posiciones 275 y 327 de la hemaglutinina,
mientras que las matrices 245C y 251C presentaron el cambio (H>Y) en la posicion 549
de esta proteina. Respecto a la proteina de fusion, se registro el mismo cambio (1>V) en
la posicion 284 en las matrices 245V, 251C y 251P (Tabla 9).
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Tabla 9. Cambios aminoacidicos determinados por variantes mayoritarias discriminadas por gen para
cada matriz. Se resaltan en color violeta y azul los cambios presentes en mas de una matriz
correspondientes al gen H y F respectivamente.

Gen posicién Ref | Alt frec. Alt posicion cds posicién aa cambio aa

245C

H 8723 C T 0.32 1645 549 H>Y
L 9445 A G 0.045 416 139 D>G
245P

L 15079 A G 0.012 6050 2017 Y>C
245V

N 181 G C 0.021 74 25 G>A
N 204 C A 0.11 97 33 H>N
N 334 T C 0.024 227 76 I>T
N 982 A G 0.047 875 292 E>G
F 5617 T C 0.19 683 228 V>A
F 5784 A G 0.01 850 284 1>V
F 5974 G A 0.36 1040 347 S>N
L 9036 T C 0.023 7 3 S>P
L 14793 A T 0.059 5764 1922 S>C
246C

F 6477 A G 0.012 1543 515 1>V
H 7798 A C 0.023 720 240 E>D
L 9577 C T 0.011 548 183 T>I
L 9940 T C 0.0151 911 304 F>S
246P

F 6582 C T 0.018 1648 550 P>S
L 10262 G T 0.42 1233 411 M>1
L 10566 A G 0.021 1537 513 M>V
L 11437 A G 0.035 2408 803 Y>C
L 11623 G A 0.013 2594 865 R>Q
2460

L 12675 A C 0.27 3646 1216 T>P
L 13078 T A 0.32 4049 1350 L>H
246M

H 7901 C T 0.011 823 275 P>S
H 8057 C T 0.014 979 327 P>S
251C

P 2291 C G 0.11 491 164 A>G
P 2597 G T 0.022 797 266 S>|
F 5193 A G 0.015 259 87 1>V
F 5784 A G 0.015 850 284 1>V
H 7809 A G 0.0138 731 244 D>G
H 8723 C T 0.17 1645 549 H>Y
L 12464 G A 0.047 3435 1145 W>*
L 12583 A C 0.025 3554 1185 H>P
L 13203 A G 0.058 4174 1392 S>G
L 13302 G A 0.044 4273 1425 V>|
251P

F 5581 T G 0.019 647 216 V>G
F 5784 A G 0.03 850 284 1>V
H 7476 T C 0.012 398 133 F>S
H 7901 C T 0.036 823 275 P>S
H 8057 C T 0.022 979 327 P>S
H 8537 A Cc 0.011 1459 487 S>R
L 9921 T A 0.017 892 298 F>1
L 9922 T A 0.017 893 298 F>Y
L 13255 c T 0.049 4226 1409 A>V
L 13335 C A 0.12 4306 1436 L>I
L 13678 C A 0.028 4649 1550 P>H
L 13684 A G 0.016 4655 1552 H>R
251M

L 12583 A C 0.022 3554 1185 H>P
L 13525 T C 0.024 4496 1499 I>T
2510

L 13845 A T 0.04 4816 1606 N>Y
L 13902 T A 0.017 4873 1625 C>S
L 13938 T A 0.011 4909 1637 C>S
L 13965 T G 0.012 4936 1646 S>A
L 13993 T A 0.016 4964 1655 L>Q
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3.4.2.4 Tasas de transicion y transversion

Se estimd la tasa de transicion y transversion para cada nucleétido (A, C, T, G) dentro
de la poblacion, para cada posicion genomica de las matrices de los tres casos clinicos
(Anexo I, hoja métrica). Ademas, se calculd la tasa de transicién y transversion total, y
el cociente transicion/transversion para cada matriz. Los valores mas extremos
correspondieron a 246C, donde se registr0 una tasa de transicion de 0,88 y de

transversion de 0,12 y un cociente de 7,94 (Tabla 10).

Tabla 10. Tasa de transicién y transversion para cada matriz discriminada por nucleétido.

Tasa de transicion Tasa de tranversion Matriz
A 0.81 0.19 245C
C 0.89 0.11
T 0.86 0.14
G 0.875 0.125
Total 0.85 0.15
Transicion/Transversion 5.72
A 0.735 0.265 245pP
(o 0.8 0.2
T 0.747 0.253
G 0.993 0.007
Total 0.83 0.17
Transicion/Transversion 4.86
A 0.83 0.17 245V
(o 0.83 0.17
T 0.53 0.47
G 0.997 0.003
Total 0.823 0.176
Transicion/Transversion 4.67
A 0.847 0.153 246C
C 0.91 0.09
T 0.837 0.163
G 0.999 0.001
Total 0.88 0.12
Transicion/Transversion 7.94
A 0.772 0.228 246P
(o 0.996 0.004
T 0.852 0.148
G 0.833 0.167
Total 0.846 0.154
Transicion/Transversion 5.5
A 0.781 0.219 246M
(o 0.89 0.11
T 0.79 0.21
G 0.915 0.085
Total 0.85 0.15
Transicion/Transversion 5.6
A 0.616 0.384 2460
C 1 0
T 0.61 0.39
G 0.999 0.001
Total 0.766 0.234
Transicion/Transversion 3.27
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A 0.822 0.178 251C
C 0.812 0.188

T 0.784 0.216

G 0.988 0.0012

Total 0.852 0.146
Transicién/Transversion 5.76

A 0.719 0.281 251P
C 0.815 0.185

T 0.77 0.23

G 0.962 0.038

Total 0.813 0.187
Transicién/Transversion 4.36

A 0.734 0.266 251M
C 0.74 0.26

T 0.82 0.18

G 0.984 0.016

Total 0.803 0.196
Transicién/Transversion 4.1

A 0.48 0.52 2510
C 0.88 0.12

T 0.44 0.56

G 0.962 0.038

Total 0.62 0.38

Transicién/Transversion 1.64

3.4.3 Estimacion de frecuencias de mutacion y reconstruccion de secuencias
consenso

3.4.3.1 Frecuencias de mutacion

Las 64 secuencias que superaron el control de calidad inicial (cobertura >100X) fueron
empleadas para el célculo de las frecuencias de mutacion (Anexo |, hoja secuencias).
Los calculos de frecuencia realizados en 10 secuencias que presentaban una cobertura
de 100-2500X por posicion, mostraron una sobreestimacion de los valores (dato no
mostrado). Un ejemplo de ello lo constituyen los genes M y P de la matriz 245C, con
valores de cobertura promedio de 100 y 2500X, respectivamente. El valor de frecuencia
obtenido para el gen P fue de 7,5x10™, mientras que para el gen M correspondié 3,6x10"
*. Por tanto, se utilizaron 54 secuencias que presentaron una cobertura mayor a 3000X
para el calculo de frecuencias de mutacion por gen/matriz/caso clinico.

Mediante este andlisis se establecid el nimero de sitios invariantes, sitios con 1 SNP,
sitios con 2 SNPs y sitios con 3 SNPs para todas las posiciones genomicas. Los sitios
invariantes se detectaron en el rango de 0-1256, sitios con 1 SNP entre 2-1314, sitios
con 2 SNPs entre 30-1478 y sitios con 3 SNPs en el rango de 48-2858 (Tabla 11). En
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aquellas posiciones del genoma donde se registré mas de un SNP, se contabilizaron los
cambios de forma aditiva para estimar las frecuencias, ya que representan a variantes
genéticas distintas dentro de la poblacidn. La frecuencia de mutacion se estimo con la
siguiente ecuacion: segin Beaucourt et al. (2011) F = (nimero de SNPs /nimero total
de bases secuenciadas) x 10.000

En la Tabla 12 y Figura 27 se detallan las frecuencias de mutacion de todos los

genes/fragmentos gendmicos para las once matrices de los tres casos clinicos.
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Tabla 11. Numero de sitios invariantes y variables para las 54 secuencias con cobertura >3000X. Se

detallan las bases secuenciadas y la cobertura promedio para cada gen/fragmento genémico dentro de

cada matriz y a nivel global.

Sitios Sitios con | Sitios con Sitios con Bases gen/fragmento | Cobertura
invariantes 1 SNP 2 SNPs 3 SNPs secuenciadas (pb) promedio

245C

gen N 98 490 716 268 12149065 1572 7728

genF 254 553 809 371 17064665 1989 8580

gen H 98 307 661 655 30999276 1824 16995

fragmento L1 0 12 316 778 52937882 1613 32820

fragmentos

L3.L4 79 494 250 1841 136515547 3570 38240
245 P

gen N 0 16 415 1141 35592070 1572 22641

gen F 357 712 725 179 8836303 1989 4443

gen H 200 440 694 385 12436997 1824 6819

fragmento L1 7 64 404 632 22338781 1613 13849

fragmentos

L3.L4 6 46 748 2769 133928772 3570 37515
245V

gen N 41 321 742 468 16810111 1572 10693

gen F 772 809 355 48 5391808 1989 2711

fragmento L1 3 36 341 727 52911817 1613 32803

fragmentos

L3.L4 34 194 768 747 68351325 3570 18599
246C

gen N 1 31 424 1116 47453954 1572 30187

gen P 1256 166 30 72 5854590 1524 3842

genF 173 266 827 721 28749304 1989 14454

gen H 56 131 563 1074 41823824 1824 22930

fragmento L1 21 183 550 352 15125563 1613 9377

fragmentos

L3.L4 510 868 955 1237 56273201 3570 15763
246P

gen N 6 142 704 720 27677668 1572 17607

gen F 3 159 427 1387 48317942 1989 24293

gen H 13 142 520 1148 35776529 1824 19614

fragmento L1 0 226 646 979 24592483 1613 15246

fragmento L2 0 226 646 979 24592483 1881 13074

fragmentos

L3.L4 3 43 666 2858 110435224 3570 30934
246M

gen N 2 71 500 999 43841168 1572 27889

genF 188 404 829 567 27397696 1989 13775

gen H 526 733 359 154 15355778 1824 8419

fragmento L1 128 25 378 702 44055216 1613 27313

fragmentos

L3.L4 10 409 1345 1760 104537808 3570 29282
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2460
fragmento L1 0 12 182 913 55340876 1613 34309
fragmentos
L3.L4 91 1034 1478 838 35070706 3570 9824
251C
gen N 12 175 664 721 22567348 1572 14356
gen P 1256 166 30 72 5854590 1524 3842
genF 143 544 805 349 12266662 1989 6167
gen H 118 461 742 490 22868714 1824 12538
fragmento L1 19 7 176 924 59386319 1613 36817
fragmentos
L3.L4 6 510 1055 1905 116368417 3570 32596
251P
gen N 0 6 249 1317 65048712 1572 41380
genF 223 757 632 197 11121705 1989 5592
gen H 503 744 396 107 7390488 1824 4052
fragmento L1 187 367 486 167 9166273 1613 5683
fragmentos
L3.L4 4 378 1060 2094 149197881 3570 41792
251M
gen N 0 6 135 1431 55932098 1572 35580
genF 43 221 710 892 24530705 1989 12333
genH 87 399 744 592 29804012 1824 16340
fragmento L1 23 2 143 962 43327300 1613 26861
fragmentos
L3.L4 4 760 779 1725 75264497 3570 21082
2510
fragmentos
L3.L4 502 1314 864 315 11533330 3570 3231
Bases
secuenciadas 2120165483
totales
Cobertura
promedio 20905
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Tabla 12. Frecuencias de mutacién para cada

gen/fragmento gendmico. ND: no determinado.

Resultados

matriz de los casos clinicos discriminados por

Gen N

Gen P

Gen M

GenF

GenH

Gen L

(L1, L2, L3.L4)

245C

2,24E-4

ND

ND

1,92E-4

1,16E-4

0,42E-4 L1
ND L2
0,47E-4 L3, L4

245P

1,2E-4

ND

ND

3,05E-4

2,AE-4

124E-4 L1
ND L2
0.74E-4 L3, L4

245V

19E-4

ND

ND

3,08E-4

ND

155E-4 L1
ND L2
15E-4L3, L4

246C

0,89E-4

0,75E-4

ND

1,42E-4

1,07E-4

154E-4 L1
ND L2
1,35E-4 L3, L4

246P

1,34E-4

ND

ND

1,07E-4

1,29E-4

139E-4L1
18E-4L2
09E-4L3,L4

2460

ND

ND

ND

ND

ND

0,56E-4 L1
ND L2
0,85E-4 L3, L4

246M

0,93E-4

ND

ND

1,37E-4

1,24E-4

0,65E-4L1
ND L2
0,8 E-4L3,L4

251C

1,62E-4

0,24E-4

ND

2,6E-4

1,49E-4

0,53E-4 L1
ND L2
0,71E-4 L3, L4

251P

0,68E-4

ND

ND

2,35E-4

2,51E-4

20E4L1
ND L2
0,59E-4 L3, L4

2510

ND

ND

ND

ND

ND

1,1E-4L13,L4

251M

0,82E-4

ND

ND

1,76E-4

1,23E-4

0,77E-4L1
ND L2
0,99 E-4L3, L4
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Ademas, se analizé la distribucién de la frecuencia de mutacion de cada gen/fragmento
gendémico corregida por su longitud, discriminadas por matriz para los tres casos
clinicos juntos. Los genes de las glicoproteinas de superficie H y F tuvieron la mayor
frecuencia de mutacion para las cuatro matrices alcanzando valores de 2,51 y 3,08x10™
respectivamente, mientras que el gen P mostro los valores de frecuencia mas bajos (0,24
- 0,74x10™) (Figura 28).
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Figura 28. Representacién mediante diagramas de caja de las frecuencias de mutacién corregidas por la

longitud de cada gen/fragmento gendmico discriminadas por matriz para los tres casos clinicos.
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3.4.3.2 Reconstruccion de secuencias gendémicas consenso

Las secuencias gendémicas consenso de cada matriz fueron inferidas a partir de los
nucleotidos representados en mayor frecuencia en cada posicion gendémica. La longitud
de las secuencias fue variable entre las once matrices en funcion de los
genes/fragmentos gendmicos secuenciados. La secuencia de mayor longitud
correspondid a la matriz 251M con 13625 pb, mientras que la de menor longitud fue la
de 2510 con 3675 pb (Tabla 13) (Anexo I, hoja secuencias).

Las secuencias gendmicas de 251P obtenidas por secuenciacion de Sanger y NGS se
compararon para estimar las diferencias nucleotidicas generadas por ambos protocolos.
La comparacion se realizd para 13165 nucledtidos del genoma de 251P secuenciados
por ambos métodos, revelando cuatro sustituciones sinénimas C4916T, A5193G,
A9329G y C12017T (Anexo I, hoja secuencias 251P).

Tabla 13. Reconstruccion de secuencias genémicas consenso para las once matrices analizadas. Se detalla

para cada matriz la longitud de la secuencia consenso.

Matriz | Secuencia genémica (pb)
245C 10869
245P 12953
245V 7223
246C 12380
246P 12666
246M 10857
2460 4992
251C 12676
251P 13165
251M 13625
2510 3675

3.4.4 Andlisis filodindmico

3.4.4.1 Andlisis por likelihood mapping

El método likelihood mapping (LM) permitid establecer cual gen/fragmento gendmico

es el mas adecuado para reconstrucciones filogenéticas mediante la estimacion de su

sefial filogenética. El valor de la sefial se calcula sumando las probabilidades en los

veértices del triangulo que representan al porcentaje de arboles con topologia resuelta,

mientras que el valor del centro representa el porcentaje de topologias no definidas

(Figura 29). Se considera que un conjunto de secuencias es apropiado para
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reconstrucciones filogenéticas si el valor de la sefial filogenética es superior al 90%
(Schmidt & von Haeseler, 2007). Los genes H'y F y los fragmentos L2 y L4 presentaron
valores de topologias resueltas superiores a 90%, y valores de topologias no definidas
en el rango de 2,1-7,4%. La sefial filogenética mas elevada fue de 95,8% y correspondio
al fragmento L4 (Figura 29, 30). Los genes N, P y M y los fragmentos L1 y L3 no
alcanzaron el valor de 90% en sus Vvértices, y a nivel de la region central presentaron
valores en el rango de 11-15,5% (Figura 29, 30).

Debido a que el fragmento L4 (1848 pb) presentd valores de cobertura elevados en
todas las matrices y la mayor sefial filogenética, se escogid para realizar los analisis de

migracion de variantes entre matrices para cada caso clinico.
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Figura 29. Likelihood mapping de los genes/fragmentos genémicos. Las probabilidades en los vértices de
los tridngulos representan a los arboles de topologia definida, las cuales son tomadas en cuenta para
estimar la sefial filogenética de cada region.
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Figura 30. Representacion de la distribucidn porcentual de arboles con topologia definida para cada

gen/fragmento genémico mediante diagramas de caja.

3.4.4.2 Andlisis de compartimentalizacion y migracion

La existencia de variantes genéticas especificas para cada una de las matrices de los tres
casos clinicos indica la presencia de subpoblaciones del virus en los distintos
compartimientos (matrices) (Anexo |, hoja secuencias y cambios aa). El analisis de
migracion de variantes entre matrices se realizo utilizando las secuencias consenso y
todas las variantes mayoritarias y minoritarias descritas para el fragmento L4 en las
matrices de cada caso.

En el caso 245, se establecié que el cerebelo y el pulmdn tuvieron la misma
probabilidad de ser el tejido ancestral a partir del cual se disemind la infeccién (Figura

31). La poblacién ancestral de variantes se diversifico en ambos tejidos en dos clados
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diferenciados. Posteriormente, ocurrié migracion de variantes desde el cerebelo hacia el

aparato urogenital, detectadas en vejiga (Figura 31). La migracién de variantes entre

matrices (subpoblaciones) se representd, ademas, mediante una red de migracién en la

cual se observa la migracion de variantes desde el pulmén hacia el cerebelo, y un evento

posterior correspondiente a la migracion de variantes a la vejiga (Figura 32).
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Figura 31. Filograma de variantes genéticas descritas en pulmdn (P), cerebelo (C), y vejiga (O) del caso

245. Se detalla la probabilidad de ancestralidad para cada tejido.
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Figura 32. Red de migracion de variantes genéticas entre matrices del caso 245. C: cerebelo, P: pulmdn,
V: vejiga Las flechas indican la direccion de la migracion y su grosor la proporcién de migrantes hacia

cada matriz.

Para el caso 246 se establecio que el pulmdn presentdé una mayor probabilidad posterior
(0,6) de ser la matriz ancestral (Figura 33). Las variantes de pulmén se diversificaron en
dos clados: el primer grupo de variantes se disemind hacia la médula, y a partir de ésta
hubo migracion de variantes hacia el cerebelo. EI segundo grupo de variantes se
establecio en el pulmon, y posteriormente dio lugar a la subpoblacion observada en
orina (Figura 33. En la red de migracion de este caso, se observé como las variantes de
pulmén se diversificaron hacia los tejidos del aparato urogenital siendo detectadas en la
orina, y en mayor parte se diseminaron hacia la médula espinal, a partir de la cual

alcanzaron el cerebelo (Figura 34).
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Figura 33. Filograma de variantes genéticas descritas en pulmén (P), cerebelo (C), médula espinal (M) y
orina (O) del caso 246. Se detalla la probabilidad de ancestralidad para cada tejido. Los asteriscos marcan

variantes que han migrado entre matrices (subpoblaciones).
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Figura 34. Red de migracion de variantes genéticas entre matrices del caso 246. C: cerebelo, P: pulmén,
M: médula, O: orina. Las flechas indican la direccion de la migracion y su grosor la proporcion de

migrantes hacia cada matriz.

En el caso 251, el cerebelo presentd una probabilidad posterior de 0,6 de ser la matriz
ancestral (Figura 35). Las variantes de cerebelo se diversificaron en dos grupos: el
primero se disemind hacia la médula, y a partir de ésta hubo migracion de variantes
hacia el aparato urogenital detectadas en orina. El segundo grupo de variantes se
diversificd desde el cerebelo hacia el pulmon, y posteriormente ocurrié un segundo
movimiento migratorio nuevamente hacia el cerebelo (Figura 35). La red de migracion
mostré que las variantes de cerebelo se diversificaron hacia la médula, dando origen a la
subpoblacion de orina, y posteriormente hacia el pulmén donde hubo migracion de
vuelta hacia el cerebelo. También se observaron migrantes de segundo orden desde el

cerebelo al pulmén y a la médula (Figura 36).
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Figura 35. Filograma de variantes genéticas descritas en pulmén (P), cerebelo (C), médula espinal (M) y
orina (O) del caso 251. Se detalla la probabilidad de ancestralidad para cada tejido. Los asteriscos marcan

variantes que han migrado entre matrices (subpoblaciones).
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Figura 36. Red de migracion de variantes genéticas entre matrices del caso 251. C: cerebelo, P: pulmon,
M: médula, O: orina. Las flechas indican la direccion de la migracién y su grosor la proporcién de

migrantes hacia cada matriz.

73



Discusion

4. Discusion

Los paramyxovirus son patdgenos que afectan a organismos vertebrados y causan
enfermedades infecciosas agudas de importancia sanitaria y economica. Dentro de esta
familia, se incluyen patégenos humanos como el sarampion, paperas, virus sincitial
respiratorio (RSV) y metapneumovirus humano, virus zoonéticos como Hendra y
Nipah, y virus de importancia veterinaria que afectan aves de corral (virus Newcastle,
metapneumovirus aviar), bovinos (RSV bovino) (Chang & Dutch, 2012) y carnivoros
(virus distemper canino) (Deem et al., 2000).

El virus distemper canino (CDV) (Paramyxoviridae, Morbillivirus) es responsable de
una severa enfermedad infecciosa denominada Distemper, con elevada incidencia y
mortalidad en carnivoros domésticos y salvajes a nivel mundial (Deem et al., 2000). En
las ultimas décadas se han registrado numerosos brotes de la enfermedad en distintas
regiones geogréaficas (Lednicky et al., 2004, Lan et al., 2006, Martella et al., 2006, An et
al., 2008, Panzera et al., 2012, Woma et al., 2009), asi como una marcada expansion en
el rango de huéspedes (Roelke-Parker et al., 1996, van de Bildt et al., 2002, Kissui &
Parcker, 2004, Goller et al., 2010). Actualmente, Distemper afecta a todas las familias
de carnivoros terrestres, varias especies de mamiferos marinos, e incluso primates no
hominidos (Ludlow et al., 2014, Sakai et al., 2013, Sun et al., 2010). Incluso, se ha
propuesto que CDV ha favorecido la extincion de especies susceptibles como el tigre de
Tasmania (Thylacinus cynocephalus) en la década de 1980 (Prowse et al., 2013).

Los registros histdricos sugieren que los brotes de Distemper han ocurrido desde el siglo
XVIII, y que el virus se habria dispersado desde Per( hacia Europa, ocasionando graves
epidemias en canes domésticos (Howell, 1965, Blancou, 2004). Sin embargo, el virus
fue aislado por primera vez a comienzos del siglo XX por Henri Carré quien establecio
que CDV era el agente etiologico de Distemper (Carré, 1905). En la actualidad CDV
estd distribuido mundialmente y la caracterizacion de cepas de campo, basada en el
analisis del gen de la hemaglutinina, ha permitido su clasificacion en linajes genéticos,
los cuales estan distribuidos principalmente segin un patron geografico (Martella et al.,
2006). En Sudamérica, se han reportado casos de Distemper en canidos domésticos y
silvestres en Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador y Uruguay, y se ha
determinado la presencia de cuatro linajes circulantes (Panzera et al., 2014). Los
estudios de caracterizacion han permitido conocer la dispersion y evolucion de las cepas
de campo del virus a nivel mundial. No obstante, los estudios de tipificacion viral no
son informativos sobre la diversidad poblacional del virus y su dindmica dentro del

74



Discusion

huésped. Se ha establecido que la organizacidon en cuasiespecies es una propiedad
inherente de virus RNA debido a sus tamafios poblacionales, tiempos generacionales y
elevadas tasas de mutacion (Domingo et al., 2012). Sin embargo, a la fecha no se ha
establecido experimentalmente que CDV se organice en un sistema de cuasiespecies.

En la presente Tesis Doctoral analizamos aspectos genéticos y evolutivos de CDV
mediante un enfoque multidisciplinario a partir de dos hipotesis de trabajo: CDV esta
organizado en un sistema de causiespecies, y presenta compartimentalizacion
(subpoblaciones) del virus dentro de los tejidos del huésped. Resultados preliminares
prominentes basados en el analisis de secuencias genémicas parciales de un caso
clinico, nos llevaron a extender nuestro proyecto de investigacion original. La estrategia
experimental desarrollada en esta Tesis consistié en la amplificacién del genoma
completo a partir de diferentes matrices (tejidos/fluidos) de tres casos clinicos y su
analisis por secuenciacién masiva. En una primera instancia realizamos la puesta a
punto de los protocolos de biologia molecular a partir de una unica matriz de un caso
clinico (251P), y su posterior confirmacion por secuenciacion Sanger. Posteriormente,
se utilizaron a las matrices como indculos para las infecciones de la linea Vero-DST
para la obtencién del genoma completo. Nuestra estrategia fue apropiada para cumplir
con los objetivos planteados y nos permitid analizar por primera vez la dindmica
poblacional de CDV.

Los cebadores disefiados permitieron amplificar los nueve fragmentos gendmicos
solapantes de 251P, los cuales fueron secuenciados por Sanger, editados y ensamblados
para obtener su secuencia gendmica. Las regiones terminales del genoma (leader 3" y
trailer 57) no se incluyeron en nuestro analisis debido a los problemas asociados a la
secuenciacion y la secuencia codificante de 251P fue enviada a la base de datos del
Genbank (KM280689). Esta estrategia nos permitié obtener, por primera vez en
Uruguay, el genoma de una cepa de campo de CDV aislada de una infeccion natural de
un perro domestico, constituyendo ademas el primer registro para Sudamérica (Sarute et
al., 2014) (Anexo II).

Si bien obtuvimos exitosamente el genoma completo directamente de una muestra
biologica (251P), la amplificacion del genoma e incluso de regiones gendmicas
especificas resulta dificultoso (Demeter et al., 2007, Muller et al., 2011, Panzera et al.,
2012). Debido a ello, en nuestro estudio generamos indculos a partir de las siete
matrices de los tres casos clinicos para la infeccion de la linea celular Vero-DST, con el
fin de amplificar el nimero de particulas virales tras 48-72 hs (~ 2-3 ciclos replicativos)
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(Gallina et al., 2011) y facilitar la obtencion del genoma completo a partir de todas las
matrices. Se ha postulado que la adaptacion de un virus a una linea celular representa
una presion selectiva que puede determinar cambios genémicos a nhivel poblacional
(Kato et al., 2009). Sin embargo, estudios previos analizaron los efectos sobre la
secuencia gendmica de una cepa de CDV luego de 20 pasajes por la linea Vero-DST
mediante la amplificacion de 4201 pb del genoma viral, detectdndose una sola
sustitucion nucleotidica que determiné un cambio aminoacidico (Lan et al., 2006). En
base a este antecedente, realizamos la comparacion de la secuencia genémica de 251P
obtenida directamente de la muestra bioldgica y secuenciada por el método de Sanger,
con la secuencia consenso obtenida por secuenciacién masiva (NGS) luego de un pasaje
en cultivo celular, para evaluar si el pasaje del virus en la linea Vero-DST efectivamente
introduce mutaciones que puedan sesgar nuestros andlisis poblacionales. La
comparacion se realizo para los 13165 nucle6tidos secuenciados por ambos protocolos,
y se identificaron tan solo cuatro sustituciones nucleotidicas sindbnimas ubicadas en la
region intergenica M-F (posicion 4916), en el gen F (posicion 5193) y en el gen L
(posiciones 9329 y 12017). En la sustitucién C4916T, la secuenciacion NGS reveld una
frecuencia de 0,69 para timina (T) y de 0,31 para citosina (C) por lo cual se anoté el
nucledtido 4916T en la secuencia consenso, mientras que la secuenciacion de Sanger
asigno una C a esta posicion (4916C). Esta discrepancia entre ambos métodos puede
deberse a la elevada frecuencia de C a nivel poblacional, lo cual podria determinar la
lectura de este nucledtido por el método de Sanger y la consecuente transicion C-T. En
el caso de las sustituciones A5193G y A9329G la frecuencia de guanina (G) a nivel
poblacional fue mayor al 97% vy este nucléotido fue anotado en la secuencia consenso
obtenida por NGS. La presencia de adenina (A) en la secuenciacién por Sanger no
podria ser explicada por su frecuencia ya que ésta es menor al 3% en ambos casos, y
este método de secuenciacion no puede discriminar variantes en tales proporciones
(Isakov et al., 2014). En estos casos, podriamos asumir que ambas sustituciones serian
consecuencia de los errores de la secuenciacion de Sanger, los cuales se hallan en el
rango de 0,001-1% (Hoff, 2009). Un tercer tipo de incongruencia se observd en la
sustitucién C12017T, esta posicion se encuentra dentro de la secuencia de un cebador lo
que podria determinar que haya un incorrecto base-calling (asignacion de nucleétido)
en ambos protocolos de secuenciacion (Ekblom et al., 2014). El analisis de la posicién
12017 en la secuencia consenso de 251P obtenida por NGS muestra una inusual

representacion de los cuatro nucléotidos. Podemos afirmar que las frecuencias
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nucleotidicas para esta posicion estdn asociadas a una incorrecta asignacion del
nucleotido, y que no reflejan diversidad poblacional. Es mas, la presencia de los cuatro
nucledtidos en la posicion 12017 también se observé para las demas matrices,
confirmando que estos errores son propios de la secuenciacion NGS (Anexo I, hoja
secuencias). Si bien nuestra comparacién se basa en dos protocolos de secuenciacion
distintos, podemos afirmar que las diferencias entre las secuencias de 251P obtenidas
por Sanger y NGS se debieron principalmente a errores o limitantes en la secuenciacion,
y no a errores introducidos durante la replicacion del virus en la linea Vero-DST. Estos
resultados sustentan que nuestra estrategia experimental fue adecuada para el analisis de
diversidad poblacional, debido a que el pasaje por cultivo celular no influy6é sobre la
estimacion de los cambios nucleotidicos detectados en las variantes a nivel poblacional.
Las infecciones de la linea Vero-DST se realizaron a partir de homogeneizados de siete
matrices de los tres casos clinicos, los cuales fueron previamente titulados por TCIDs
obteniéndose titulos en el rango de 1,68x10%- 1,61x10" particulas virales/ml en solo tres
matrices (245P, 246P y 251C) (Tabla 5). Nuestros resultados en la titulacion no difieren
sustancialmente de los obtenidos por otros investigadores. Estudios basados en
infecciones de la linea Vero-DST a partir de homogeneizados tisulares de casos
clinicos, revelaron titulos virales en el orden de 1.7x10°-7.9x10° en los casos donde éste
pudo ser determinado (Lan et al., 2009). Es mas, en infecciones realizadas en dos lineas
murinas (HmLu y BHK), utilizadas usualmente para la propagacion de CDV, también
se observaron titulos virales discretos (2.1x10" - 2.9x10?), incluso luego de un pasaje en
cultivo celular (Sultan et al., 2009). En las matrices donde se obtuvo titulo viral
mensurable, se observd efecto citopatico (CPE) caracteristico en cultivo con la
formacion de sincitios multinucleados (Figura 22), al igual que en la cepa Onderstepoort
utilizada como control (Figura 20), la cual se caracteriza por presentar un CPE marcado
con formacion de grandes sincitios (Appel & Gillespie, 1972, Haig, 1956).

Sin embargo, en las 18 matrices restantes donde no se obtuvo titulo viral, se observaron
distintos fenotipos en la linea Vero-DST. En las infecciones provenientes de cerebelo,
pulmén y en dos de médula (casos 246 y 251) se observd CPE, y se confirmé la
presencia del genoma viral mediante la amplificacion del fragmento de 287 pb del gen
N (Tabla 2, Figura 23). En las infecciones de 245M y las matrices vejiga/orina de los
tres casos clinicos no se observd CPE aparente. Sin embargo, realizamos RT-PCR a
partir del RNA viral, detectando al fragmento diagndstico del gen N (Figura 23).
Finalmente, en las infecciones con inéculos de estomago, intestino e higado de los tres
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casos clinicos no se observé CPE, ni fue posible amplificar el fragmento diagndstico a
partir del sobrenadante ni de la monocapa celular, incluso 6-7 dias de incubacion PI.
Debido a que no se detect6 al virus en ninguna de las infecciones realizadas, estas
matrices fueron descartadas para los analisis poblacionales. EI hecho de no haber
detectado el genoma viral en tejidos del aparato gastrointestinal podria asociarse a que
ciertos productos fueron toxicos para las células Vero-DST. Mediante el paso de
filtracion en la preparacion de inoculos (seccién 2.3.2) se eliminan microorganismos
que producen toxinas que reducen drasticamente la viabilidad celular (Osada et al.,
2014). Se podria especular que ciertos productos celulares como enzimas o metabolitos
podrian afectar la viabilidad de las células en cultivo. Sin embargo, no se ha demostrado
que las enzimas hepéaticas sean tdxicas para las lineas celulares comerciales,
independientemente de la dosis en que sean administradas (Nelson et al., 2013).
Podemos asumir, entonces, que en estos tejidos el titulo viral era discreto o inexistente
al momento de realizarse las necropsias.

Nuestros resultados mostraron que la replicacion del virus en cultivo no siempre es
evidenciada por la formacion de sincitios. Sin embargo, este hecho no es llamativo ya
que las cepas de CDV se clasifican en tres tipos segln su fenotipo en células Vero: 1)
cepas que se replican lentamente y no presentan CPE, 2) cepas que se replican y crecen
normalmente sin formacion aparente de sincitios, 3) cepas de replicacion y crecimiento
normales con un CPE evidente (Lan et al., 2005).

Del total de 108 amplicones correspondientes a los nueve fragmentos solapantes del
genoma completo de las cuatro matrices de los tres casos clinicos, se obtuvieron 92
(85%) provenientes de once matrices, mientras que en la matriz 245M no se obtuvo
ningun amplicén (Tabla 6). Para esta matriz repetimos el protocolo experimental
exitosamente desde el comienzo y los datos de secuenciacion estan siendo actualmente
analizados (Anexo I1). Los 92 fragmentos gendmicos fueron secuenciados mediante un
protocolo de secuenciacion masiva, de los cuales 28 no se emplearon en los analisis
poblacionales debido a que no alcanzaron los valores minimos de cobertura (100X). El
analisis de las secuencias obtenidas revel6 la ocurrencia de miles de sustituciones
nucleotidicas en las once matrices analizadas, las cuales representan de forma ideal a
todas las variantes geneticas presentes en las poblaciones de los tres casos clinicos
(Anexo I, hoja secuencias). En este sentido, nuestro trabajo es de suma importancia
debido a que confirmamos nuestra hipdtesis inicial demostrando experimentalmente que

CDV se organiza en cuasiespecies. La teoria de cuasiespecies desarrollada por Eigen &
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Schuster fue extendida por Esteban Domingo quien establecié que la organizacién en
cuasiespecies es una caracteristica inherente a todos los virus RNA (Domingo et al.,
2012). En base a este enunciado, desarrollamos nuestra hipdtesis de trabajo logrando
establecer por primera vez la organizacion en cuasiespecies para un miembro del género
Morbillivirus.

Si bien la organizacion en causiespecies fue sugerida para otros géneros de la familia
Paramyxoviridae, la mayoria de los estudios se basan en el analisis de un nimero
limitado de clones (~30) por secuenciacion de Sanger; para el género Avulavirus se
analizé la heterogeneidad poblacional del paramyxovirus de paloma-tipol (Barbezange
& Justin, 2005) y del virus de Newcastle (Kattenbelt et al., 2010), para el género
Pneumovirus el virus sincitial respiratorio bovino (Deplanche et al., 2007), y para el
género Rubulavirus el virus Mumps (paperas) (Sauder et al., 2006). A la fecha,
solamente se ha realizado un estudio de diversidad mediante la secuenciacion masiva de
un genoma completo del paramyxovirus aviar-tipo 4 perteneciente al género Avulavirus,
confirmando su organizacion en cuasiespecies (Abolnik et al., 2012). Nuestro estudio
es, por tanto, el primero en analizar la diversidad poblacional mediante secuenciacién
masiva para la familia Paramyxoviridae analizando diversas matrices provenientes de
tres casos clinicos.

Las 28 secuencias que no alcanzaron la cobertura minima establecida (100X) en el
analisis con el programa ViVan, correspondieron principalmente al gen M y al
fragmento L2. Los errores en los protocolos de NGS pueden ocasionarse durante el
proceso de fragmentacion del DNA, por la estructura del gen/fragmento gendmico,
variaciones a nivel de secuencia, y errores en el mapeo y alineamiento de los reads. La
consecuencia general de estos errores es una marcada variacion en la profundidad de
cobertura y en la correcta asignacion de nucleétidos para cada posicion gendmica.
Ciertos patrones de secuencia como repetidos invertidos, contenido GC y motivos GGC
se asocian con un elevado numero de errores en las plataformas de Illumina (Ekblom et
al., 2014). Debido a ello, se estimaron los parametros asociados a errores en la
secuenciacion. El contenido GC fue determinado mediante la herramienta GC-Profile
(http://tubic.tju.edu.cn/GC-Profile), obteniéndose valores de 43,05 y 42,88% para el gen

My el fragmento L2, respectivamente. El analisis de los nueve fragmentos gendmicos
determind valores de contenido GC en el rango de 41,1- 47,4%, correspondiendo el
valor mas elevado al gen H. Sin embargo, para este gen no ocurrieron problemas

asociados a la cobertura para ninguna de las matrices analizadas, por lo cual podemos
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descartar que este parametro haya influido en la baja profundidad de cobertura del gen
My el fragmento L2. Los motivos GGC y repetidos invertidos se analizaron mediante

la implementacion del algoritmo REPFIND (http://zlab.bu.edu/repfind) y no se

registraron valores en proporciones significativas para el gen M y el fragmento L2,
desestimando que estos parametros hayan influido en la baja cobertura. Otros errores de
la secuenciacion, denominados sistematicos, ocurren cuando hay errores en la lectura de
una misma regién gendémica obtenida a partir de reads diferentes. Estos errores son de
especial importancia cuando se registra baja cobertura debido a que ciertas regiones
gendmicas no tendran nucleétidos asignados (Meacham et al., 2011). La ocurrencia de
errores sistematicos en los amplicones del gen M (2022 pb) y el fragmento L2 (2148 pb)
parece improbable debido a que estos errores deberian haber ocurrido en toda su
longitud, de forma tal que no se pudieran asignar nucleétidos para ninguna posicion
gendmica. Por tanto, no podemos establecer en primera instancia los motivos que
determinaron una baja profundidad de cobertura en el gen M y el fragmento L2 debido a
que ninguno de los parametros que afectan a la secuenciacion fue detectado, y a que los
errores sistematicos parecen improbables. Es méas, ain cambiando nuestra estrategia
experimental mediante el disefio de nuevos juegos de cebadores que hibridan y
amplifican distintos fragmentos (Tabla 2, 7) y realizando una segunda corrida en otro
secuenciador de Illumina (MiSeq), nuevamente se obtuvo baja profundidad de cobertura
imposibilitando incluir a las secuencias de estas regiones gendmicas en nuestros analisis
poblacionales. Actualmente, se estan analizando los datos de la tercera corrida realizada
en el secuenciador MiSeq del Instituto Pasteur Montevideo, los cuales se obtuvieron
mediante un protocolo de secuenciacion masiva que implementa otro método de
fragmentacion para la generacion de las librerias gendmicas (Anexo IllI).

El analisis de las secuencias de las once matrices mediante el programa ViVan permitié
establecer parametros poblacionales tales como la presencia de variantes mayoritarias y
minoritarias, cambios aminoacidicos asociados a las variantes, cambios sinGnimos y no
sindnimos, y tasas de transicion y transversion para las once matrices analizadas (Anexo
). El andlisis de la diversidad poblacional mostro la presencia de variantes genéticas
(minoritarias y mayoritarias) en distinta proporcion en las once matrices. Las variantes
dentro de cada matriz de los tres casos clinicos representan subpoblaciones
caracterizadas por distintos genotipos que exploran el sequence space de manera
diferencial. En términos generales, no se observd una mayor diversidad de variantes

para una matriz especifica. En el caso 245 el mayor nimero de variantes se registro en
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cerebelo, en 246 correspondi6 a pulmon, y en el caso 251 la matriz con mayor
diversidad de variantes fue la orina (Figura 25). Las variantes de cada huésped se
diversifican en subpoblaciones dentro de los tejidos y fluidos corporales
(compartimientos), y el patrén de diversificacion puede asociarse al curso patogénico de
la infeccion y/o al tropismo celular del virus. Un estudio de compartimentalizacion
basado en el analisis de la heterogeneidad poblacional del virus de la hepatitis C en
muestras de suero sanguineo, células mononucleares de sangre periférica y tejido
hepatico mostré que la mayor diversidad de variantes correspondi6 al suero, fluido por
el cual se transmite el virus, aunque éste presenta un marcado tropismo por los
hepatocitos (Navas et al., 1998). De acuerdo a este patron, en nuestro estudio la mayor
diversidad de variantes se deberia haber observado en la orina, debido a que constituye
una de las vias principales de transmision de CDV. Como fue mencionado
anteriormente este fendmeno ocurrié solamente para el caso clinico 251, descartando en
base a nuestros resultados que la mayor diversidad poblacional esta asociada a los
fluidos de excrecion.

Los cambios aminoacidicos asociados a variantes mayoritarias se detectaron en las
secuencias aminoacidicas de los cinco genes analizados (N, P, F, H y L) (Tabla 8).
Incluso se observaron cambios conservados en los mismos sitios de las glicoproteinas H
y F en matrices de distintos casos clinicos, los cuales podrian tener valor adaptativo y
servir a distintas funciones dentro de la poblacién, debido al rol de estas proteinas en la
invasion y propagacion del virus entre células del huésped (Lamb & Parks, 2007).
Dentro de los cambios conservados se identifico a la sustitucion en la posicion 284 de la
proteina F, y tres sustituciones en las posiciones 275, 327 y 549 en la proteina H. A la
fecha no se cuenta con la estructura cristalografica de la proteina F para ningln
miembro del género Morbillivirus, requiriéndose estudios adicionales para poder
establecer eventuales interacciones que sirvan a la funcién de la proteina F. En el caso
de la hemaglutinina, se cuenta con la estructura de la proteina del virus del sarampién e
incluso se la ha cristalizado unida al receptor celular SLAM (Hashiguchi et al., 2011).
Segun estos modelos, los residuos 275 y 327 estan localizados en hojas 3 del dominio
transmembrana de la proteina, pero no se encuentran asociados a regiones de funcion
conocida, mientras que el residuo 549 se localiza en la region de union al receptor
SLAM (Zipperle et al., 2010). Debido a la localizacion del residuo 549 se ha discutido
su funcion sobre las interacciones que establece la hemaglutinina con el receptor

SLAM. McCarthy et al. (2007) realizaron estudios de maxima verosimilitud con el
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objetivo de determinar el rol de la seleccion sobre la evolucion de CDV, empleando 73
secuencias del gen H obtenidas de canidos domésticos y silvestres. El analisis revelo
que una pequeria proporcion (0.09%) de los residuos de la hemaglutinina se encuentra
bajo seleccion positiva, dentro de los cuales se incluye al 549. En base al analisis de los
residuos seleccionados en las 73 secuencias, propusieron que la sustitucion Y549H
estaria involucrada en la transmision inter-especifica de CDV debido a que detectaron la
presencia del residuo 549H en la mayoria de las secuencias de las especies silvestres
analizadas (McCarthy et al., 2007). Un estudio posterior ampli6 el dataset de secuencias
analizando 146 secuencias del gen H pertenecientes a huéspedes domésticos y
silvestres, mediante la implementacion de un test binomial para establecer si existia un
sesgo para la presencia del residuo 549H en especies silvestres. Los resultados indicaron
gue no existe un sesgo significante para la presencia de la sustitucion 549H en
carnivoros silvestres, por tanto no se puede concluir que esta sustitucion esté
seleccionada en huéspedes silvestres ni que sea determinante para el salto inter-
especifico de CDV (Nikolin et al., 2010). Esta incongruencia sugiere que la sustitucion
de este residuo en la region de unidn al receptor de la hemaglutinina podria tener otras
implicancias.

Nuestro andlisis revel6 que la sustitucion Y549H estaba presente en variantes aisladas
de cerebelo de los casos 245 y 251. Podriamos especular que esta sustitucion estaria
involucrada en superar la barrera del sistema nervioso central (SNC) y en el
neurotropismo, en lugar de favorecer la transmision entre especies. Recientemente, se
ha establecido que la dispersion de CDV en astrocitos y neuronas es mediada por la
proteina H y su unién a un receptor celular de la familia Nectina (Mori et al., 2013). La
presencia de esta sustitucion en variantes aisladas de cerebelo indicaria que esta
mutacion esta involucrada en la invasion del SNC y en la infeccidn de células nerviosas
mediante la unién al receptor. En términos generales, la capacidad de un virus de
infectar a una celula no depende exclusivamente del reconocimiento del receptor
celular, sino también de factores intracelulares que permitan a la célula ser permisiva o
refractaria a la multiplicacion viral, y a la formacion y liberacion de viriones. Si bien la
unién virus-receptor puede no ser suficiente para que ocurra la multiplicacién del virus
a nivel celular, es necesaria para los primeros pasos de la infeccion (Domingo et al.,
2012). Para evaluar si el cambio Y549H es relevante para la union del virus a células

del SNC vy etapas posteriores de la infeccion, se requieren de estudios funcionales in
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vitro o con modelos animales con el fin de establecer el posible rol de esta sustitucion
sobre el fenotipo neurotrdpico.

Los cambios aminoacidicos en las proteinas de nucleocéapside, fosfoproteina, matriz y
large polimerasa podrian estar implicados en modificar interacciones proteina-proteina
durante el ciclo replicativo. En poliovirus se han descrito mutantes que determinan una
fidelidad de copia mas baja (mutator) o mas elevada (antimutator) respecto a virus wild-
type. Los fenotipos mutator y antimutator estdn determinados por sustituciones
aminoacidicas puntuales en la polimerasa viral que modulan su actividad. La fidelidad
de copia mas baja se debe a la sustitucion H237R, mientras que la fidelidad méas elevada
es producto de la sustitucion G64S (Vignuzzi et al., 2006, Korboukh et al., 2014). La
mutacion G64S determina un fenotipo resistente a la ribavirina, un mutageno quimico
que incrementa la frecuencia de mutacion sobre el umbral de error, y se ha establecido
en poliovirus que esta resistencia esta asociada al fenotipo antimutator (Vignuzzi et al.,
2006). Estudios realizados in vitro han demostrado que la ribavirina inhibe la
replicacion de CDV de una forma dependiente del tiempo y la dosis, observandose la
mayor eficacia cuando los viriones son liberados al medio extracelular (24 hs) y a bajas
concentraciones (Elia et al., 2008, Gallina et al., 2011). El aislamiento de mutantes
resistentes a la ribavirina en un sistema in vitro nos permitiria evaluar si los cambios
identificados en nuestro estudio en el dominio catalitico de la polimerasa viral
(fragmento L1) afectan la fidelidad de copia y el fenotipo viral. Si bien en poliovirus los
fenotipos mutator y antimutator determinaron una reduccién en la virulencia en
modelos in vivo, este fendbmeno no deberia ocurrir necesariamente para CDV, y los
mutantes aislados podrian tener un comportamiento distinto influyendo incluso sobre la
dindmica poblacional del virus.

Las variantes detectadas a nivel poblacional también permitieron calcular la frecuencia
de mutacion para cada gen/fragmento gendmico de las once matrices. Este valor refleja
la proporcién de mutantes presentes en la poblacion, resultado de la mutabilidad del
virus, tamafio poblacional, duracion del ciclo replicativo, ocurrencia de eventos
selectivos y/o la presencia de barreras genéticas o anatdmicas (Domingo et al., 2012).
La frecuencia se determind en base a los sitios variables dentro de un gen/fragmento
gendémico en funcion de las bases secuenciadas. En los casos donde se obtuvo baja
cobertura los valores de frecuencia son marcadamente mayores debido al valor del
denominador en relacién al namero de sitios variables. El programa ViVan establece
que una cobertura de 100X permite discriminar variantes en la poblacion (true calls) de
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errores asociados a la secuenciacion, y por tanto las secuencias podrian emplearse para
describir la heterogeneidad poblacional (Isakov et al., 2014). Sin embargo, nuestros
calculos de frecuencia se realizaron con secuencias que presentaron una cobertura
mayor a 3000X debido a que con valores menores la frecuencia se sobreestimaba. Por
tanto, en nuestro estudio debimos definir un filtro de calidad adicional para que los
calculos de frecuencia no estén sesgados por la profundidad de cobertura.
Implementando este filtro adicional en las secuencias nuestros estudios poblacionales se
realizaron en base a 54 secuencias genomicas.

Los valores de frecuencia de mutacion para las secuencias de los 54 genes/fragmentos
gendmicos de las once matrices se ubicaron en el rango de 0,24 - 3,08x10™. Los valores
mas elevados correspondieron a los genes de las glicoproteinas H y F, siendo 2,51 y
3,08x10™, respectivamente (Tabla 12). Estos valores podrian estar asociados a que
ambas proteinas se hallan en la superficie y estan sujetas a diversas presiones selectivas
como la respuesta inmune celular y humoral, y la accion de factores antivirales que el
virus debe evadir para que se establezca la infeccion de células susceptibles (Lamb &
Parks, 2007).

Estudios realizados en otros paramyxovirus establecieron la frecuencia de mutacién de
regiones gendmicas especificas mediante clonacion molecular y secuenciacion de
Sanger. En el virus sincitial respiratorio bovino (bRSV) se analizaron 774 pb del gen de
la glicoproteina G en 26 clones, detectandose valores de frecuencia en el rango de 6,8-
10,1 x10™* (Deplanche et al., 2007), mientras que en el paramyxovirus de paloma-tipo 1
(pPMV-1) se analizaron fragmentos parciales (~600 pb) de los genes F y HN de 18
clones obteniéndose valores en el rango de 0,5-2,7 x10™* (Barbezange & Justin, 2005).
La estimacion de frecuencias de mutacion a partir de datos de secuenciacion masiva no
se ha realizado para ningun paramyxovirus, ya que el Unico trabajo de diversidad
poblacional que emplea la tecnologia NGS no determina este parametro (Abolnik et al.,
2012). Los valores obtenidos para el bSRV y pPMV-1 se encuentran en el mismo orden
(10™) de los valores de nuestro estudio. Sin embargo, se requiere de la amplificacién de
genes completos para poder establecer una comparacion preliminar con nuestros
resultados, y de la secuenciacion de un nimero mayor de clones, con el fin de aumentar
la resolucién del estudio, y evitar la asignacion incorrecta de cambios nucleotidicos
debidos a errores de la secuenciacion.

En términos de diversidad poblacional, la cuasiespecie debe considerarse como una
unidad replicativa dentro de una célula infectada que producira una progenie
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genéticamente diversa capaz de invadir a otras células. Este concepto es importante para
analizar el flujo génico de variantes dentro del huésped, ya que en la viremia se genera
competencia entre genotipos provenientes de diferentes unidades replicativas para
invadir diversos 6rganos y tejidos, originando subpoblaciones caracteristicas de cada
matriz (compartimiento) (Domingo et al., 2012). Los estudios filodinAmicos permitieron
estimar la matriz ancestral a partir de la cual se disemind la infeccion, la proporcion de
migrantes para cada caso clinico y en ultima instancia, el curso patogénico de la
infeccion entre las matrices de cada caso. El andlisis de migracién se realizé utilizando
la secuencia consenso y las secuencias de todas las variantes mayoritarias y minoritarias
del fragmento L4 de las once matrices. Esta region fue secuenciada para todas las
matrices y presentd la sefal filogenética mas elevada, siendo la mas adecuada para
realizar reconstrucciones filogenéticas dentro del genoma de CDV.

En el caso 245, dos matrices (cerebelo y pulmon) tuvieron la misma probabilidad de ser
la matriz ancestral, lo cual podria deberse a la falta de variantes aisladas de la médula
que aportarian una mayor resolucion a nuestro analisis. A partir de la poblacién
ancestral se detectd migracion desde el cerebelo hacia la vejiga sin la ocurrencia de
eventos de migracion posteriores (Figura 32). La migracion de variantes del cerebelo a
la vejiga puede haber ocurrido a través de la médula como consecuencia de la respuesta
inmune a nivel del SNC frente a la infeccion por CDV para ser finalmente eliminadas a
través de la orina. Cuando ocurre infeccion en el SNC se desarrolla una intensa
respuesta en el foco infeccioso, determinando la migracién del virus hacia otras
regiones evadiendo la inmunidad generada (Plattet et al., 2005). Sin embargo, no
podemos descartar que haya existido migracion de variantes de pulmon hacia la meédula
debido a que no contamos con datos de secuencias de esta matriz. El caso 245
presentaba sintomas en el aparato auditivo, digestivo y sintomas neuroldgicos como tics
y convulsiones (Tabla 1). La presencia de variantes en cerebelo es coherente con los
registros clinicos, sin embargo, no siempre se puede correlacionar la sintomatologia con
el curso de la infeccidén. Mediante los andlisis poblacionales y de compartimentalizacién
demostramos que el virus se replic activamente en pulmén y en vejiga, pero no mostro
sintomas clinicos aparentes asociados al sistema respiratorio ni urogenital. Del modo
opuesto, el animal presento sintomas a nivel del aparato digestivo, pero no pudimos
recuperar al virus a partir de estomago e intestino. En este caso, podemos especular que

la respuesta inmune habria eliminado al virus de estos tejidos al momento del deceso,
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aunque el animal sufri6 diarreas y hemorragias a nivel digestivo durante el curso de la
infeccion.

Para el caso 246 se determind que el pulmon tuvo la probabilidad mayor de ser la matriz
ancestral, y a partir de ésta ocurrieron eventos complejos de migracién y de
diversificacion de variantes hacia otras matrices. El primer evento migratorio involucré
a las variantes ancestrales que alcanzaron la médula espinal y de alli migraron hacia al
cerebelo, mientras que en la poblacion original de pulm6n hubo un movimiento
principal de migrantes hacia el aparato urogenital dando lugar a la subpoblacion de
orina. Ademas de estos eventos principales, se detectaron migrantes de segundo orden
hacia la médula y la orina a partir de pulmon, y un segundo evento migratorio de la
médula al cerebelo (Figura 34). A nivel de la sintomatologia, en el caso 246 solamente
se presentaron sintomas neuroldgicos agudos. Nuestros analisis mostraron que el virus
se disemind a las cuatro matrices mediante distintos eventos de migracion, pero una vez
que el virus alcanzo el cerebelo no se registr6 flujo génico a otras matrices. Este patron
es caracteristico de la ocurrencia de una infeccion cronica a nivel del SNC, donde la
persistencia viral en astrocitos y neuronas dirige una progresiva demielinizacion y
eventualmente la muerte del animal. La persistencia es un proceso que no requiere de
particulas infectivas y es resultado de la transmision viral célula-célula (Plattet et al.,
2005). Asi, el virus es capaz de propagarse entre diversas areas del SNC provocando
lesiones severas sin que sea neutralizado por la respuesta inmune (Wyss-Fluehmann et
al., 2010). Las cepas de CDV que determinan persistencia se denominan neurovirulentas
y presentan cambios en sus proteinas virales que determinan modificaciones en el
ensamblaje y la brotacion del virus. En las cepas neurovirulentas, la interaccion entre la
nucleocapside y la proteina de matriz durante el proceso de brotacion es menor a nivel
de la membrana celular, por lo cual la liberacién de particulas virales al medio
extracelular estard disminuida (Zurbriggen et al., 1995). Si bien no podemos establecer
experimentalmente si la infeccion del caso 246 fue provocada efectivamente por una
cepa neurovirulenta, nuestros analisis poblaciones y de compartimentalizacion y
migracion, junto a la sintomatologia clinica observada, sugiere que la cepa 246 podria
ser neurovirulenta.

En el caso 251, el cerebelo tuvo la probabilidad mayor de ser la matriz ancestral, y a
partir de ésta ocurrieron eventos de migracion y diversificacién de variantes hacia
pulmén y médula. Los eventos migratorios a partir de las variantes de médula

originaron la subpoblacion de orina, mientras que las variantes de pulmoén se
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diversificaron hacia la médula y nuevamente al cerebelo. Ademéas de estos eventos
principales, se detectaron migrantes de segundo orden hacia la medula y el pulmoén
desde el tejido ancestral (Figura 36). Respecto a la sintomatologia, el caso 251 presento
sintomas gastrointestinales y manifestaciones secundarias como conjuntivitis y
descargas 6culo-nasales (Tabla 1). En este caso clinico es interesante el patrén de
migracion observado entre cerebelo y pulmon. En una etapa inicial de la infeccion, el
virus habria alcanzado el SNC mediante el transporte por via sanguinea mediada por
celulas del sistema inmune infectadas. Posteriormente, el virus se disemin6 a los
epitelios del sistema respiratorio, y una vez alli otra vez invadié el SNC probablemente
a traves de la via anterograda mediada por el nervio olfativo (Figura 36) (Rudd et al.,
2006). Si bien ocurrieron complejos eventos migratorios entre el sistema nervioso
central y periférico, y el sistema respiratorio, en primera instancia no podriamos
relacionar estos patrones migratorios con la sintomatologia clinica, la cual estuvo
asociada principalmente al aparato digestivo.

Los analisis filodindmicos revelaron aspectos interesantes de la dinamica poblacional
del virus entre las distintas matrices de los tres casos clinicos, incluso para el caso 246
sugerimos una correlacion entre los eventos migratorios y el curso patogénico de la
infeccion (Figura 34). Sin embargo, es dificultoso establecer correlaciones directas entre
migracion y sintomatologia clinica debido a que no conocemos el tiempo que
transcurrio desde que el animal se infectd hasta su deceso para ningun caso clinico, y
ademas nuestra informacién clinica es parcial, ya que contamos con los sintomas que
presentd el animal en el ingreso a la clinica pero no contamos con el registro clinico
completo. Contar con dicha informacién para los casos clinicos analizados habria sido
de utilidad para realizar una integracion mas precisa de los analisis filodindmicos con
los sintomas clinicos, ya que durante la viremia el virus alcanza distintos 6rganos y
tejidos de un modo dependiente del tiempo post-infeccion (Deem et al., 2000). De
forma ideal, deberiamos realizar infecciones experimentales en modelos animales para
trabajar con condiciones de muestreo controladas. CDV ha sido utilizado como modelo
para establecer mecanismos de patogénesis y virulencia en el género Morbillivirus (von
Messling et al., 2003). La posibilidad de realizar infecciones controladas que nos
permitan seguir la progresion de la enfermedad, permitiria vincular precisamente la
diversidad poblacional con la patogénesis viral, y extender los resultados a otros virus

relacionados con un curso patogénico similar, como el virus del sarampion.
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El presente trabajo de Tesis tuvo como objetivos analizar la diversidad poblacional, la
compartimentalizacion tejido/especifica y eventos de flujo genético para tres casos de
infeccion natural por CDV. La estrategia experimental disefiada permitio confirmar
nuestras hipoétesis de trabajo, estableciendo que CDV esta organizado en un sistema de
cuasiespecies, lo cual representa el primer registro para el género Morbillivirus. La
estimacion de otros pardmetros poblacionales como la frecuencia de mutacion para cada
gen/fragmento genomico de las once matrices y la identificacion de cambios
aminoacidicos producto de variantes mayoritarias que podrian estar involucrados en la
interaccion virus-célula, permitié analizar ain en mayor profundidad la composicion
genética de las poblaciones virales de cada matriz.

El anélisis de la diversidad poblacional para cada caso clinico revel6 patrones de
compartimentalizacion tejido-especifica, ya que se identificaron subpoblaciones de
variantes caracteristicas para cada matriz analizada. Mediante aproximaciones
heuristicas se realizé un analisis filodindmico y se establecio la matriz ancestral a partir
de la cual se disemino la infeccion en cada caso, y se describieron los eventos de
migracion de variantes entre matrices. El analisis de los datos clinicos de cada animal
junto a los datos filodinamicos permitio estimar cual habria sido el curso patogénico de
la infeccion para cada caso. El caso 246 habria desarrollado una infeccion crénica a
nivel del SNC, mientras que en los casos 245 y 251 se establecieron los patrones de
migracion entre matrices, pero no se pudieron asociar directamente con la
sintomatologia.

En el presente trabajo de tesis se presenta informacion novedosa y de importancia
respecto a la heterogeneidad y organizacion poblacional de CDV, sus patrones de
compartimentalizacion y migracién, y la eventual relacion de la diversidad poblacional

con la patogénesis viral.
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4.1 Conclusiones

El andlisis de las secuencias obtenidas por secuenciacion masiva revel6 que CDV

esta organizado en cuasiespecies.

CDV presenta subpoblaciones (compartimentalizacion) de variantes geneéticas

caracteristicas para cada matriz de los tres casos clinicos.

El andlisis filodindmico reveld complejos eventos de migracion entre las matrices

dentro del huésped, los cuales podrian asociarse al curso patogénico de la infeccion.

El caso 246 se trataria de una cepa neurovirulenta en virtud de su dindmica

poblacional dentro del huésped y de la sintomatologia clinica.

4.2 Perspectivas

Dentro de las actividades a realizar por nuestro grupo de investigacion se destacan:

Construccion de un sistema de genética reversa para analizar el efecto de las

mutaciones detectadas en distintas lineas celulares.

Realizar infecciones experimentales con CDV en modelos animales para poder

analizar el curso de la infeccidn en tiempo real.

Establecer colaboraciones con especialistas en el area de produccion de proteinas
recombinantes y cristalografia, para contar con la estructura atbmica de las proteinas

virales con el objetivo de localizar y analizar residuos aminoacidicos especificos.
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Anexo Il: Publicaciones

En el presente anexo se detallan los articulos publicados durante el desarrollo de la
Tesis (adjuntos). Para los cinco articulos se presenta el resumen y su vinculacion con la

tesis doctoral

1. Sarute N, Calderén MG, Pérez R, La Torre J, Hernandez M, Francia L, Panzera Y
(2013). The Fusion Protein Signal-Peptide-Coding Region of Canine Distemper Virus:
Useful Tool for Phylogenetic Reconstruction and Lineage ldentification. PLoS ONE
8(5): e63595.

Resumen: se analizaron y compararon secuencias del gen de la hemaglutinina (H) y de
la region codificante del péptido sefial de la proteina de fusion (Fsp) provenientes de las
mismas cepas pertenecientes a ocho linajes genéticos de CDV, con el fin de evaluar la
robustez de la region Fsp para reconstrucciones filogenéticas e identificacion de linajes.
Nuestros analisis revelaron que el péptido Fsp presenta una variabilidad aminoacidica
cuatros veces mayor que la hemaglutinina, establece las mismas relaciones evolutivas
que el gen H y presenta una elevada sefial filogenética, haciendo de la region Fsp un

excelente marcador para analisis evolutivos de CDV.

2. Sarute N, Pérez R, Aldaz J, Alfieri AA, Alfieri AF, Name D, Llanes J, Hernandez M,
Francia L, Panzera Y (2014). Molecular typing of canine distemper virus strains reveals
the presence of a new genetic lineage in South America. Virus Genes, 48: 474-478.

Resumen: se amplificd y analizo la region Fsp de cepas provenientes de Uruguay, Brasil
y Ecuador, y se compar6 con otras cepas descritas en el mundo. Dicho analisis nos
permiti6 caracterizar por primera vez las cepas circulantes en Ecuador, evidenciando la
presencia de un nuevo linaje circulante en Sudamérica (SA3), exclusivo de este pais y
diferente a los presentes en el resto de los paises analizados: Uruguay (EU1/SA1),
Brasil (EU1/SAL) y Argentina (EU1/SAly SA2).

Vinculacion: Las diferentes regiones genémicas obtenidas durante el desarrollo de la
tesis fueron analizadas para determinar su sefial filogenética por likelihood mapping,
comenzando por los genes de las glicoproteinas de superficie H y F. Este abordaje nos

permitié evaluar por primera vez la robustez del gen H para analisis filogenéticos, el
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cual es ampliamente utilizado en estudios filogenéticos y evolutivos de CDV. Sin
embargo, este gen es dificil de amplificar directamente a partir de muestras biologicas.
Detectamos que una corta region de 405 pb del gen F correspondiente al péptido sefial
(Fsp) presentd una sefial filogenética semejante al gen H, lo cual indica que tiene una
excelente resolucion para anélisis filogenéticos. La region codificante del Fsp presenta
una ventaja sobre el gen H, ya que es mas sencillo de amplificar y secuenciar por su
corta longitud, confirmando su utilidad como marcador para estudios de CDV.

En el articulo 1 demostramos por diversos abordajes la utilizad de este nuevo marcador
para caracterizacion de cepas y analisis evolutivos, mientras que en el articulo 2
utilizamos este marcador para la caracterizacion de nuevas cepas provenientes de
diversos paises de Sudamérica, detectando la circulacién de un nuevo linaje en nuestro

continente.

3. Sarute N, Delgado MV, Carrau L, Benech A, Francia L, Pérez R, Panzera Y (2014).
First genome sequence of a canine distemper virus strain from South America. Genome
Announcements, 2(5): e01009-14.

Resumen: en este trabajo se presenta la secuencia genémica de la cepa (Uy251/2012)
obtenida de una infeccion natural de un perro de Uruguay. Su analisis reveld que
Uy251/2012 pertenece al linaje Europal/Sudamerical y constituye el primer reporte de

una secuencia genomica completa de CDV para Sudameérica.

Vinculacién: la estandarizacion de los protocolos de PCR para la amplificacion del
genoma completo nos permitié obtener el genoma viral aislado de una Unica matriz
(251P). La implementacion de las técnicas moleculares, la secuenciacién de los
amplicones y su ensamblado para obtener la secuencia genémica, fue de relevancia para
el desarrollo de la Tesis debido a que pudimos evaluar la eficiencia de los cebadores
disefiados para la amplificacion de los nueve fragmentos gendémicos por RT-PCR
empleados para la obtencion del genoma completo en las matrices analizadas. Ademas,
la secuencia gendémica obtenida por Sanger se compard con la secuencia obtenida por
secuenciacion masiva del mismo caso clinico luego de un pasaje por cultivo celular,

confirmando que nuestra estrategia fue exitosa para el analisis de la diversidad



Anexo |1

poblacional, ya que no detectamos cambios nucleotidicos significativos debido al pasaje

en la linea celular.

4. Panzera Y, Sarute N, Carrau L, Aldaz J, Pérez R (2014). Genetic Diversity of Canine
Distemper Virus in South America (Review). British Journal of Virology, 1(2): 48 — 53.

Resumen: en este trabajo se presenta informacion actualizada sobre la dindmica de CDV
en Sudamérica, mediante un andlisis detallado de la diversidad genética, evolucion y
epidemiologia del virus en varios paises. Nuestro estudio describe los linajes circulantes
y su distribucion en Sudamérica, siendo el continente con mas linajes descritos a la

fecha y destacando la elevada diversidad genética de las cepas circulantes.

Vinculacién: nuestros antecedentes con el virus por mas de ocho afios, llevo a que
nuestro grupo sea invitado para resumir la informacion obtenida para el virus a la fecha
en varios paises de Sudamérica. En esta revision no solo se discute informacién
obtenida durante el desarrollo de esta Tesis doctoral, sino también a lo largo de toda mi

formacion académica acerca de aspectos geneticos y evolutivos de CDV.

5. Pérez R, Calleros L, Marandino A, Sarute N, Iraola G, Grecco S, Blanc H, Vignuzzi
M, Isakov O, Shomron N, Carrau L, Herndndez M, Francia L, Sosa K, Tomas G,
Panzera Y (2014). Phylogenetic and Genome-Wide Deep-Sequencing Analyses of
Canine Parvovirus Reveal Co-Infection with Field Variants and Emergence of a Recent
Recombinant Strain. PLoS ONE, 9(11): e111779

Resumen: en este trabajo se analiz6 la ocurrencia de eventos de co-infeccion y
recombinacion en una poblacion natural de Parvovirus canino (CPV) en Uruguay
formada por variantes altamente divergentes (CPV-2a y CPV-2c). Mediante la
secuenciacion masiva del genoma completo de las variantes circulantes, se detectaron
dos casos de co-infeccién (364 y 370). El andlisis del caso 370 reveld la existencia de
una co-infeccion de variantes 2a y 2c en proporciones similares, mientras que el caso
364 resultd ser una co-infeccidn de una variante 2a en una proporcion del 13,3%, y una
cepa recombinante 2a-2c, en una proporcion del 86,7%. Nuestro estudio destaca la
importancia de la secuenciacién masiva para analizar en profundidad la composicion
nucleotidica de las poblaciones virales, y para comprender en mayor medida los

mecanismos que rigen la diversidad molecular de CPV.
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Vinculacion: la formacion recibida en protocolos de secuenciacion masiva y analisis de
datos durante el desarrollo de mi tesis doctoral, permitié ampliar nuestros estudios a
otros modelos virales en los cuales trabaja nuestro grupo de investigacién en la Seccién
Genética Evolutiva. La preparacion de las muestras, la secuenciacion masiva y el
analisis de datos se realiz6 paralelamente con las muestras de CDV de los tres casos
clinicos incluidos en la presente Tesis, durante una pasantia en el laboratorio del Dr.

Vignuzzi en el Institut Pasteur Paris.

Actualmente, estamos redactando un manuscrito que incluira los datos presentados en
esta Tesis y el analisis de las secuencias obtenidas de la tercera corrida de secuenciacion
realizada en el Instituto Pasteur Montevideo.

Sarute N, Vignuzzi M, Iraola G, Delgado MV, Pérez R, Benech A, Francia L, Blanc H,
Isakov O, Shomron N, Panzera Y (2014). A comprehensive analysis of in vivo

population dynamics of canine distemper virus by genome-wide ultra deep sequencing.

Resumen: el presente trabajo se comenzo a redactar con los datos de secuenciacion
masiva obtenidos a partir de las once matrices de los tres casos clinicos, destacandose la
organizacion de CDV en cuasiespecies, la heterogeneidad poblacional detectada en las
matrices, la identificacién de variantes en una frecuencia significativa dentro de la
poblacion y los cambios aminoacidicos asociados, y la frecuencia de mutacion para
cada gen/regidén genomica. Ademas, se incluye el andlisis de compartimentalizacion y
migracion mediante el analisis de las variantes genéticas presentes en cada caso clinico,
y la estimacién del curso patogénico de la infeccion para cada caso mediante analisis

filodinamicos.

Significancia: este estudio establece la organizacion de CDV en causiespecies, lo cual
constituye el primer registro para el género Morbillivirus y para la familia
Paramyxoviridae utilizando secuenciacion masiva y analizando distintas matrices de
tres casos clinicos, las cuales presentaron una diversidad de variantes caracteristica de
cada matriz (subpoblaciones). En las muestras de cerebelo de los casos 245 y 251 se
identificd una sustitucion aminoacidica en la hemaglutinina (Y549H) en la zona de
unién al receptor celular SLAM, que podria estar involucrada en el neurotropismo. Los

andlisis de compartimentalizacion y migracion revelaron la diversidad poblacional de
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las subpoblaciones y permitieron estimar el curso de la infeccion. En los casos 245 y
251 el virus se disemind sistémicamente y una vez alcanzado el SNC se registraron
eventos de migracion posteriores ocasionados posiblemente por la inmunidad generada,
mientras que en el caso 246 se observé un patrén de infeccidn cronica a nivel del SNC.
En base a estos resultados, sugerimos que el caso 246 corresponde a una cepa

neurovirulenta.
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Anexo I11: Secuenciacidon masiva en el Instituto Pasteur Montevideo

En la tercera corrida de secuenciacion se amplificaron nuevamente los 28
genes/fragmentos gendémicos que no presentaron la cobertura minima (100X) en las
corridas anteriores, y se incluyeron 26 amplicones adicionales con el objetivo de
mejorar los datos de secuenciacidn obtenidos previamente. El aislamiento del RNA se
realiz6 a partir de sobrenadantes de cultivo almacenados a -80 °C y se siguid el
protocolo de RT-PCR para la amplificacion del genoma completo.

En esta corrida se utilizé un nuevo kit para la preparacion de las muestras Nextera DNA
Sample Preparation Kit (Illumina), y la corrida de secuenciacion se realizo en el aparato
MiSeq de Illumina.

El kit Nextera requiere de una concentracion de DNA inicial (input) de 1ng/ul. Por
tanto, los productos de PCR purificados fueron cuantificados mediante el fluorémetro
Qubit 2.0 utilizando el kit Labeling detection Qubit dsDNA HS Assay kit (Life
Technologies), el cual incorpora un agente intercalante fluorescente de union especifica
a DNA doble hebra. El equipo Qubit 2.0 es calibrado con dos estandares de
concentracion, y para la medicion de cada muestra se utiliz6 1ul de DNA vy el
intercalante en una dilucion 1/200. EI DNA de todos los amplicones utilizados en la
preparacion de las librerias se diluy6 a una concentracion de 0,2 ng/ul y se emplearon

5ul como DNA input.

Protocolo del kit Nextera DNA Sample Preparation Kit

1. Tagmentacion

En este paso el transposon Nextera XT fragmenta y afiade adaptadores en los extremos
del DNA input simultdneamente.

e Adicionar 10 ul de buffer TD (Tagment DNA Buffer) a 5ul del DNA input

e Agregar 5 ul de buffer ATM (Amplicon Tagment Mix)

e Incubar la mezcla a 55 °C por 5 minutos (min), y luego incubar en hielo

e Agregar 5 ul del buffer NT (Neutralize Tagment Buffer) e incubar por 5 min a

temperatura ambiente (TA)
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2. Amplificacién por PCR

En este paso se agregaron los cebadores (index) para la formacion de clusters del DNA
fragmentado. A cada tubo con la mezcla de la tagmentacion, se le afiadieron 15 ul del
buffer NPM (Nextera PCR Master Mix), 5 ul de un cebador directo y 5 ul de un cebador
reverso.

La reaccién de PCR se realizé bajo las siguientes condiciones de ciclado:

72 °C por 3 min

95°C por 30 segundos (seq)

95°C por 10 seg

55 °C por 30 seg 12 ciclos

72 °C por 30 seg

72 °C por 5 min

3. Purificacion de productos de PCR

Este paso se realizo con el sistema Agencourt AMPure XP (Beckman-Coulter) el cual

esta basado en cuentas magnéticas (beads)

e Adicionar a cada tubo 30 ul de beads y homogeneizar con pipeta

e Incubar la mezcla5 mina TA

e Transferir la mezcla a tubos de 1,5 ml y colocarlos en el MagnaRack Magnetic
Separation Rack (Invitrogen)

e Incubar por 2 min hasta que la mezcla clarifique

e Descartar el sobrenadante y adicionar 200 pl de etanol 80%

e Incubar por 30 seg y remover el sobrenadante

e Repetir el paso de lavado con etanol 80%

e Secar los tubos a TA por 15 min

e Retirar los tubos del MagnaRack y agregar 52,5 ul del buffer RSB (Resuspension
Buffer)

e Incubar a TA por 2 min

e Colocar los tubos en el MagnaRack por 2 min y transferir 50 ul de cada libreria
purificada a un nuevo tubo

e |ncubara-20 °C
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4. Cuantificacion y control de calidad y tamario de las librerias

El analisis de calidad y cuantificacion de las librerias purificadas se realizd con el
aparato Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). El analisis con el Bioanalyzer revelo
que las librerias tuvieron una concentracion en el rango de 0,8 — 5,2 ng/ul y el tamafio

de los fragmentos se ubicé entre 529 -605 pb.

5. Normalizacion de librerias

Este proceso normaliza la cantidad de cada libreria para asegurarse una igual

representacion al momento de la corrida

e Realizar una mezcla con 550 pl del reagente LNAL (Library Normalization
Additives 1) y 100 ul de LNB1 (Library Normalization Beads 1) para normalizar
12 librerias

e Preparar tubos de 1,5 ml con 45 pl de la mezcla LNA1/LNB1 con 20 pul de cada
libreria

e Agitar en shaker por 30 min a 2000 rpm

e Colocar los tubos en el MagnaRack por 2 min y descartar el sobrenadante

e Remover los tubos del MagnaRack y realizar un lavado con 45 ul del buffer LNW1
(Library Normalization Wash 1)

e Agitar en shaker por 5 min a 2000 rpm

e Repetir el paso de lavado y agitacion

e Colocar los tubos en el MagnaRack e incubar por 2 min. Descartar el sobrenadante

e Remover los tubos del MagnaRack y afadir 30 ul de 0,1 N NaOH

e  Agitar en shaker por 5 min a 2000 rpm

e Colocar los tubos en el MagnaRack e incubar por 2 min

e Transferir 30 ul del sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5 ml con 30 pl del buffer
LNS1 (Library Normalization Storage Buffer 1)

e |ncubara-20 °C

6. Generacion de clusters y secuenciacion en el aparato MiSeq
En este paso se combinaron volimenes iguales de las librerias normalizadas, se

diluyeron en un buffer de hibridacion y se desnaturalizaron por calor para ser cargadas
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en el cartucho de secuenciacion del aparato MiSeq. Esta parte del protocolo fue
realizada por el técnico de secuenciacion Mag. Gonzalo Greif en el Instituto Pasteur

Montevideo.

7. Obtencidn de secuencias nucleotidicas

Las secuencias correspondientes a cada matriz fueron discriminadas por la combinacion
de cebadores (index) utilizados en la corrida. Los datos de la corrida se analizaron
mediante el programa MiSeq Reporter integrado al secuenciador MiSeq, y se obtuvieron
las secuencias que superaron los filtros de calidad y cobertura del aparato en formato
fastq.

8. Andlisis de secuencias mediante el programa ViVan
Las secuencias obtenidas de esta tercera corrida estan siendo analizadas mediante el
ViVan para obtener los datos de diversidad poblacional de los amplicones secuenciados

para ser integrados a nuestros analisis.
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Overall Results for sample 1 : 2510
Number of peaks found: 13 Corr. Area 1: 1,526.6
Noise: 0.2
Peak table for sample 1 : 2510
Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/l] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 42 7.91 286.3
3 55 9.31 254.9
4 433 148.40 519.8
5 469 58.37 188.7
6 508 43.19 128.9
7 524 27.12 78.4
8 582 23.58 61.3
9 600 28.36 71.6
10 674 57.60 129.5
11 791 25.38 48.6
12 869 48.08 83.9
13 1,097 88.44 122.2
14 P 10,380 75.00 10.9 Upper Marker
15 13,237 0.00 0.0
Region table for sample 1 : 2510
From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in  Conc. Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/ul] [pmol/l] lor
200 1,000 15266 83 587 30.6 782.27 2,323.6
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Overall Results for sample 2 : 2460
Number of peaks found: 19 Corr. Area 1: 2,927.5
Noise: 0.3
Peak table for sample 2 : 2460
Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/l] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 41 15.71 586.4
3 288 40.22 2115
4 363 271.69 1,135.0
5 382 113.75 451.0
6 395 101.94 391.3
7 405 61.03 228.1
8 418 72.42 262.3
9 472 345.87 1,111.1
10 495 155.56 476.1
11 506 80.19 239.9
12 533 130.32 370.6
13 593 353.85 904.5
14 609 105.27 261.7
15 653 187.12 4345
16 666 126.69 288.3
17 714 137.78 292.3
18 791 103.00 197.4
19 839 122.51 221.2
20 1,020 388.21 576.6
21 P 10,380 75.00 10.9 Upper Marker
Region table for sample 2 : 2460
From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in  Conc. Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/ul] [pmol/l] lor
200 1,000 29275 85 590 30.9 2,945.23 8,713.3
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Overall Results for sample 3 : 251C
Number of peaks found: 14 Corr. Area 1: 3,321.4
Noise: 0.4
Peak table for sample 3 : 251C
Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/l] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 59 8.62 220.3
3 395 251.10 963.0
4 440 200.50 689.8
5 482 210.93 663.1
6 497 99.35 303.0
7 507 70.34 210.2
8 525 74.04 2135
9 570 250.59 666.4
10 593 80.69 206.2
11 659 264.92 608.9
12 681 101.52 226.0
13 773 276.03 541.1
14 862 142.17 249.8
15 941 515.05 829.5
16 B 10,380 75.00 10.9 Upper Marker
Region table for sample 3 : 251C
From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in  Conc. Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/ul] [pmol/l] lor
200 1,000 3,321.4 83 605 29.4 2,339.30 6,672.4
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Overall Results for sample 4 : 251P
Number of peaks found: 10 Corr. Area 1: 2,277.3
Noise: 0.3
Peak table for sample 4 : 251P
Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/l] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 298 11.01 56.0
3 500 755.80 2,289.8
4 518 104.34 305.3
5 530 83.17 237.9
6 574 189.85 501.1
7 603 139.05 349.6
8 667 346.84 788.1
9 776 103.66 202.5
10 863 141.11 247.7
11 933 457.67 743.6
12 p 10,380 75.00 10.9 Upper Marker
Region table for sample 4 : 251P
From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in  Conc. Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/ul] [pmol/l] lor
200 1,000 2,277.3 86 603 28.6 2,470.29 7,013.7 .
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Overall Results for sample 5 : 245C
Number of peaks found: 16 Corr. Area 1: 982.6
Noise: 0.3
Peak table for sample 5 : 245C
Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/l] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 41 10.87 401.6
3 318 16.34 71.7
4 342 31.95 141.4
5 361 29.55 124.1
6 419 142.95 516.4
7 438 37.86 130.8
8 468 79.93 258.8
9 478 46.46 147.4
10 498 34.17 104.1
11 513 36.06 106.5
12 529 35.42 101.4
13 572 44.70 118.4
14 666 37.45 85.2
15 769 64.36 126.8
16 896 93.48 158.1
17 1,488 7.56 7.7
18 B 10,380 75.00 10.9 Upper Marker
Region table for sample 5 : 245C
From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in  Conc. Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/ul] [pmol/l] lor
200 1,000 982.6 92 557 29.2 927.38 2,824.0
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Overall Results for sample 6 : 251M
Number of peaks found: 11 Corr. Area 1: 4,724 .4
Noise: 0.2
Peak table for sample 6 : 251M
Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/l] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 58 28.41 740.6
3 478 1,162.07 3,683.4
4 508 296.88 884.8
5 542 263.73 736.9
6 567 260.06 695.1
7 595 215.04 547.9
8 622 165.96 404.0
9 642 124.21 293.1
10 665 135.92 309.8
11 728 175.04 364.3
12 777 918.98 1,790.9
13 P 10,380 75.00 10.9 Upper Marker
Region table for sample 6 : 251M
From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in  Conc. Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/ul] [pmol/l] lor
200 1,000 4,7244 90 586 29.1 3,597.38 10,500.8
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Overall Results for sample 7 : 246M
Number of peaks found: 17 Corr. Area 1: 2,238.3
Noise: 0.2
Peak table for sample 7 : 246M
Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/l] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 39 10.31 404.9
3 230 24.25 160.0
4 353 264.58 1,134.6
5 387 136.80 535.8
6 408 68.11 252.8
7 450 156.39 526.4
8 466 57.46 186.7
9 481 62.83 197.7
10 494 47.01 144.2
11 510 54.04 160.7
12 539 57.83 162.7
13 568 61.81 165.0
14 587 64.76 167.1
15 614 66.31 163.5
16 667 129.04 293.1
17 877 74.54 128.8
18 946 338.00 541.5
19 P 10,380 75.00 10.9 Upper Marker
Region table for sample 7 : 246M
From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in  Conc. Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/ul] [pmol/l] lor
200 1,000 2,2383 85 565 337 1,809.61 5,803.3
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Assay Class: High Sensitivity DNA Assay

Data Path:
Electrophoresis File Run Summary

D:\...gh Sensitivity DNA Assay DE72904909 2014-10-10_15-18-28.xad

Instrument Information:

10/10/2014 3:18:27 PM
10/10/2014 3:59:44 PM

Created:
Modified:

[bp] Instrument Name: ~ DE72904909 Firmware: C.01.069
F
= § $ @‘ 5 Serial#: DE72904909 Type: G2938C
o ™ i~ ™ e .
~ Assay Information:
Assay Origin Path:
C:\Program Files\Agilent\2100 bioanalyzer\2100
expert\assays\dsDNA\High Sensitivity DNA.xsy
Assay Class: High Sensitivity DNA Assay
2000 — e _
1000 — Version: 1.03
00 — Assay Comments: Copyright © 2003-2010 Agilent Technologies
00— ——
400 —
00 — ChipInformation:
200 — Chip Lot #:
150 — ’
100 — Reagent Kit Lot #:
3 — —— e e—— Chip Comments:
L 1 2 3 4
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Electropherogram Summary
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Overall Results for sample 1 : 246p
Number of peaks found: 25 Corr. Area 1: 2,459.1
Noise: 0.2
Peak table for sample 1 : 246p
Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/l] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 60 9.54 2417
3 247 5.55 34.1
4 273 6.30 34.9
5 299 19.44 98.6
6 309 15.53 76.1
7 336 20.45 92.2
8 345 14.38 63.1
9 391 114.18 442.3
10 422 75.56 2715
11 436 45.80 159.0
12 457 72.13 239.1
13 479 47.49 150.1
14 490 42.42 131.3
15 531 131.15 374.2
16 578 124.48 326.2
17 648 34.43 80.5
18 744 53.05 108.1
19 813 41.69 71.7
20 874 45.67 79.2
21 943 31.82 51.1
22 988 30.27 46.4
23 1,069 125.76 178.2
24 2,632 1.15 0.7
25 4 10,380 75.00 10.9 Upper Marker
26 12,602 0.00 0.0
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Electropherogram Summary Continued ...

... Peak table for sample 1 : 246p

Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/l] Observations

27 13,007 0.00 0.0

Region table for sample 1 : 246p

From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in  Conc. Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/ul] [pmol/l] lor
200 1,000 2,459.1 87 571 30.4 1,341.00 4,071.9 .
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Overall Results for sample 2 : 246¢
Number of peaks found: 25 Corr. Area 1: 2,343.9
Noise: 0.3
Peak table for sample 2 : 246¢
Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/l] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 48 28.38 889.7
3 64 11.28 267.6
4 70 6.15 1334
5 237 4.38 28.1
6 267 22.11 1255
7 278 12.78 69.8
8 324 87.57 409.2
9 345 61.42 269.8
10 361 55.61 233.3
11 388 114.30 446.6
12 409 74.03 274.0
13 430 66.99 235.8
14 439 36.88 127.4
15 451 46.43 156.1
16 473 97.01 310.6
17 493 39.61 121.6
18 504 41.61 125.1
19 521 48.31 140.5
20 537 45.83 129.2
21 575 43.76 115.3
22 604 56.85 142.7
23 644 34.84 82.0
24 659 28.04 64.5
25 759 196.39 392.3
26 4 10,380 75.00 10.9 Upper Marker
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Electropherogram Summary Continued ...

... Peak table for sample 2 : 246¢

Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/l] Observations

27 12,722 0.00 0.0

Region table for sample 2 : 246¢

From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in  Conc. Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/ul] [pmol/l] lor
200 1,000 2,3439 92 525 31.4 1,397.30 4,624.2 .
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Overall Results for sample 3 : 245p
Number of peaks found: 13 Corr. Area 1: 5,409.6
Noise: 0.2
Peak table for sample 3 : 245p
Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/l] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 483 1,629.46 5,116.2
3 495 157.31 481.6
4 503 221.00 665.5
5 535 298.75 846.4
6 545 158.09 439.5
7 575 243.31 641.4
8 586 156.09 403.6
9 639 209.72 497.6
10 679 203.17 453.6
11 725 223.84 467.8
12 798 266.45 505.9
13 871 980.68 1,705.9
14 2,279 212 14
15 P 10,380 75.00 10.9 Upper Marker
Region table for sample 3 : 245p
From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in  Conc. Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/ul] [pmol/l] lor
200 1,000 5,409.6 89 591 28.2 5,218.70 14,991.6
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Overall Results for sample 4 : 245m
Number of peaks found: 18 Corr. Area 1: 2,897.7
Noise: 0.3
Peak table for sample 4 : 245m
Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/l] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 246 6.40 39.4
3 279 42.61 231.2
4 383 445.01 1,758.5
5 409 65.16 241.6
6 427 141.31 501.7
7 454 120.31 401.9
8 468 81.55 264.2
9 498 181.82 553.6
10 526 90.90 262.0
11 542 93.01 260.1
12 577 74.17 194.8
13 590 75.56 194.0
14 630 65.82 158.2
15 664 132.11 301.3
16 770 123.38 242.8
17 929 38.27 62.4
18 963 185.67 292.2
19 P 10,380 75.00 10.9 Upper Marker
20 12,795 0.00 0.0
Region table for sample 4 : 245m
L1
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From To [bp] Corr. % of Average Size Size distribution in  Conc. Molarity Co
[bp] Area Total [bp] CV [%] [pg/ul] [pmol/l] lor
200 1,000 2,897.7 92 537 315 2,400.58 7,760.4 .
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