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Resumen

La enfermedad infecciosa de la bolsa es una enfermedad viral aguda,
altamente contagiosa presente en las areas avicolas. La aparicion de las cepas
muy virulentas con alta mortalidad ha ocasionado grandes pérdidas
economicas a la industria avicola. En Cuba, a pesar de la vacunacion, desde
1992 hasta el 2002 existié una tendencia hacia la ocurrencia de brotes agudos
y severos, con la circulacibn de cepas muy virulentas. A pesar de
investigaciones previas, se desconoce la informacidén genética de las cepas de
campo, su diversidad y las variaciones espaciales y temporales desde su
aparicion en Cuba. El objetivo fue determinar la diversidad genética y las
caracteristicas moleculares de las cepas de este virus que han circulado en
Cuba en los ultimos 20 afios, el posible origen de las mismas y su patron de
difusion temporoespacial. Se demostré6 que en los ultimos 20 afios han co-
circulado cepas atenuadas y muy virulentas. Estas ultimas han divergido en
dos diferentes linajes, con una disminucidon progresiva de su diversidad
genética. Se encontraron mutaciones relacionadas con el mantenimiento de la
estructura de la capsida y su estabilidad. Se demostré que el origen del virus
en el pais es diverso, con una introduccion inicial a finales de la década del 70
y para las cepas muy virulentas en la del 90 con un patron de difusion
homogéneo por todo el pais y un comportamiento endémico, asi como
variaciones epidémicas en algunos afios. Se demostro6 la utilidad del marcador
de 430 pares de bases para inferencias filogenéticas y se confirma la presencia
de la primera cepa reordenada en Cuba.



Comunicacién corta

Introduccién

La Enfermedad Infecciosa de la Bolsa (EIB) es una enfermedad viral aguda y
altamente contagiosa que afecta la mayor parte de las areas avicolas del
mundo (Liu y col., 2001) e infecta pollos jévenes inmaduros sexualmente entre
las 3-6 semanas de edad. La enfermedad fue inicialmente reconocida en los
afios 60 y el signo clinico mas relevante encontrado en los animales afectados
constituye la destruccién del tejido linfoide en la Bolsa de Fabricio.

Esta enfermedad es causada por el virus de la enfermedad infecciosa de la
bolsa (IBDV, siglas del inglés, infectious bursal disease virus), un virus no
envuelto que pertenece a la familia Birnaviridae con genoma que consiste en
dos segmentos de ARN de doble cadena (segmentos A y B) (Dobos y col.,
1979). El segmento A codifica una proteina precursora en el mayor ORF, que
es incidida por un proceso autoproteolitico en las proteinas VP2 (externa de la

capsida), VP4 (proteasa) y VP3 (interna de la capsida). La VP2 es el antigeno
inmunodominante del IBDV.

Hasta la fecha, dos serotipos del IBDV han sido descritos, los cuales pueden
ser diferenciados por virus-neutralizacion. Todos los aislados patogénicos son
cepas del serotipo 1, mientras las cepas del serotipo 2 no causan enfermedad
ni protege contra infecciones con cepas del serotipo 1. Las cepas del serotipo 1
han sido clasificadas como: virulentas clasicas (cviBDV), muy virulentas
(vwIBDV), variantes (aviIBDV) y atenuadas (atIBDV).

Las cepas wIBDV aparecen en Bélgica durante los afios 80 asociada con alta
mortalidad en pollos jovenes, y han sido la fuente de grandes pérdidas
econdmicas en la industria avicola en muchos paises. Lo que define una cepa
como wIBDV es primeramente la capacidad para causar una alta mortalidad
en pollos susceptibles. Sin embargo, los estudios “in vivo” son caros, consumen
mucho tiempo y a veces no son posibles, por consiguiente, desde que las
cepas wvIBDV fueron descritas, estudios de genotipificacibn basados en
secuencias de la regiéon hipervariable de VP2 han sido ampliamente usados
como procedimientos para determinar cambios en la virulencia y estudios
filogenéticos del IBDV (Jeon y col., 2008).

Los impactos economicos de la enfermedad son mdltiples, incluidas las
pérdidas debidas a la morbilidad y la mortalidad, la inmunosupresion en los
pollos que sobreviven después de la infeccion por IBDV donde se agravan las
infecciones con otros agentes patdgenos, la reduccion de la capacidad del pollo
para responder a la vacunacion y el riesgo de introduccién a lugares exéticos al
importar productos infectados de aves de corral. El impacto econdmico de la
enfermedad esta influenciado por la patogenicidad de la cepa del virus, la
susceptibilidad de la raza o linea de pollo, otros patdgenos prevalentes y
practicas ambientales y de gestion (Ashraf, 2005).

Las pérdidas debidas a las cepas clasicas del IBDV alcanzan hasta 50% de
morbilidad y menos de 3% de mortalidad en los pollos de engorde y hasta 20%
de mortalidad en pollos Leghorn comerciales. Las pérdidas debidas a cepas
muy virulentas en Europa han alcanzado del 30-40% de mortalidad en pollos
de engorde y 50-70% en ponedoras comerciales.

En Cuba, el primer informe de la EIB se realizd6 en 1982. Para el control de la
enfermedad se ha venido aplicando vacunas vivas desde 1986. Sin embargo, a
pesar de existir una politica de vacunacion, a partir de 1992 y hasta el 2002
existi6 una tendencia hacia la ocurrencia de brotes agudos y severos.
Posteriormente en Cuba se observo una disminucion significativa del numero
de brotes y de casos anuales por Gumboro (OIE, 2014).

En nuestro pais, se realizaron estudios relacionados con la caracterizacion de
cepas del IBDV, por la importancia de la misma para la avicultura nacional y
por los graves impactos que ocasiono, realizaron la evaluacion patogénica de
10 aislados cubanos del IBDV de diferentes regiones del pais donde se
evidencié signos clinicos severos y alta mortalidad en pollos libres de
patégenos especificos (SPF), en algunas cepas con valores entre 33-93%.



Estos estudios de patogenicidad demostraron la circulacion de cepas vvIBDV.
Realizaron los primeros analisis moleculares de aislados cubanos por reverso
transcripcion acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y
por polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) donde
se demostro de igual forma la presencia de vIBDV en nuestro pais.

A pesar de los estudios realizados en la caracterizacion de las cepas de IBDV,
hasta el momento se desconoce la informacion genética de las cepas de
campo del IBDV en Cuba, su diversidad genética y las variaciones espaciales y
temporales de este virus desde su aparicion en el pais. De ahi la necesidad de
conocer la diversidad genética en el tiempo y las caracteristicas moleculares de
los virus que han circulado en Cuba en los ultimos 20 afios.

El aporte de esta investigacion permitiria mejorar el programa de control
establecido para esta enfermedad al contar con las bases moleculares para la
adquisicion o disefio de vacunas mas efectivas de acuerdo a las cepas
circulantes, conocer la efectividad del programa de vacunacion, lograr entender
mejor la epidemiologia molecular del IBDV y el disefio de metodologias
diagndsticas sobre bases moleculares actualizadas.

Resultados.

1. Obtencién de secuencias de un fragmento del segmento ay b.

Se realiz0 la caracterizacion molecular de la region hipervariable del gen VP2 y
de un fragmento del gen de la polimerasa del virus de la Enfermedad Infecciosa
de la Bolsa demostrandose que 39 de 45 cepas, colectadas entre 1992 y 2011,
poseian los marcadores moleculares de cepas muy virulentas, las cuales
estaban diseminadas en todo el pais, el resto correspondia con cepas
atenuadas, no evidenciandose la presencia de otros subtipos virales. Se pudo
determinar que las cepas muy virulentas a partir del 2008 mutan la serina por
asparagina de la posicion 299, lo cual pudiera influir en su adaptabilidad al
medio ambiente. El conocimiento de los subtipos virales que han circulado y
circulan en el pais contribuiria al disefio o adquisicibn de vacunas mas
especificas, asi como el disefio de un programa de control y medidas de
bioseguridad que contribuyan a un mejor control de las cepas virales
circulantes y el disefio de herramientas moleculares especificas para su
deteccion y diferenciacion.

2. Inferencia filogenética. clasificacion molecular.

Se realizé el andlisis filogenético para el gen VP2 de todas las cepas cubanas
secuenciadas evidenciandose que todas aquellas que poseian el marcador
molecular de cepas muy virulentas se agrupaban filogenéticamente en el grupo
de cepas de referencia del subtipo muy virulento. Las cepas muy virulentas que
mutaron la serina por asparagina en la posicién 299 originaron un subgrupo
independiente, dando lugar a un linaje independiente dentro del grupo de las
muy virulentas; esto es posible que represente un marcador evolutivo para las
mismas. Similares resultados fueron encontrados en cepas brasilefias y
espafiolas, sin conocerse aun las implicaciones de estas mutaciones. El resto
de las cepas se agruparon con el grupo de las atenuadas. La clasificacion por



inferencia filogenética demostré una correspondencia con los marcadores
moleculares descritos para las cepas muy virulentas y atenuadas.

3. Tasa de sustitucion, escala-tiempo de la historia evolutiva y andlisis
filodinamico.

Se pudo demostrar con la aplicacién de programas bioinformaticos de ultima
generacion que la diversificacion de este virus en los diferentes subtipos
(clasicas, variantes, atenuadas) en el mundo ocurrié alrededor del afio 1922
(entre 1869-1960).

La aparicion del subtipo muy virulento a escala mundial resulté sobre el afio
1970 (1956-1985). La fecha mas probable para la llegada del virus al pais
estuvo alrededor del afio 1977 (1952-1992), lo cual estuvo en correspondencia
con el primer informe de la presencia del virus en Cuba de 1982. Por eso
podemos decir que una importante importacion de animales procedentes de la
URSS en 1978 pudo haber sido la causa mas probable para la introduccién de
este virus en el pais. La media estimada de la tasa de mutaciones para las
cepas cubanas fue 1.94x10-3 lo que se corresponde con una de las mas altas
del mundo.

La historia demografica de las cepas muy virulentas en Cuba mostré una
tendencia hacia un crecimiento inicial de la diversidad genética entre 1994-
1996 que indic6 un comportamiento epidémico del virus, posiblemente
generado por la introduccion inicial de estas cepas. Sin embargo, desde el afio
1999, cuando se aplicd un nuevo programa de vacunacién se observé una
disminucién discontinua de la diversidad genética del virus en el pais, lo cual es
una evidencia de la efectividad de ese programa de control. A pesar de la
disminucién discontinua de esta diversidad genética en el afio 2006 se observa
un pequeiio pico de incremento de la diversidad, lo cual pudiera estar
relacionado con la apariciébn del subgrupo de cepas muy virulentas, que
corresponde con el linaje que mutaron la serina en la posicion 299 y es el que
predomina actualmente en el campo.

Esta investigacion permitié poder estimar las fechas de origen de los diferentes
subtipos del virus, la llegada del virus al pais y su historia evolutiva en Cuba.

4. Filogenia de asociacion rango geografico y analisis

filogeografico.

Se pudo demostrar que la evolucion a escala global de las cepas muy
virulentas del virus de la Enfermedad Infecciosa de la Bolsa no es homogénea,
sino que presenta una estructura geografica, sin embargo para Cuba la
distribucion de estas cepas es homogénea por toda la isla.

Con esta investigacion se hace un importante aporte al conocimiento cientifico
sobre el origen, evolucién y difusion de este virus en el mundo, siendo el primer
estudio al respecto. Se constaté que el mismo se origin6 en Iran alrededor del
afio 1981 y que a partir de este pais llegd a Europa en 1987, especificamente a
Bélgica y a los Paises Bajos en 1988 con su posterior difusiéon por todo ese
continente, lo cual cambia completamente los conocimientos precedentes en la



literatura cientifica sobre el origen y difusibn de este agente viral a escala
mundial.

A la region de Asia, sobre todo China y Japo6n llegaron las variantes muy
virulentas del virus sobre el afio 1992. Para la Region Caribe, las cepas muy
virulentas llegaron alrededor del afio 1995 y en América del Sur para el afio
2000.

Estas variantes muy virulentas llegaron a nuestro pais entre los afios 1993-
1995, especificamente a la regién occidental, que es precisamente donde se
encontraban las mayores poblaciones avicolas del pais y que coincidid
precisamente con el aumento epizo6tico del numero de brotes epizo6ticos. Si
tenemos en cuenta todo esto, la importacién de aves procedentes de Holanda
en 1993 pudo haber sido la causa mas probable de introduccion de los virus
muy virulentos en nuestro pais. Una vez que las cepas muy virulentas llegaron
a Cuba el virus se propagé rapidamente desde la regién occidental hacia el
oriente del pais en solo tres afios para una difusion completa por todo el
territorio nacional para el afio 2001.

5. Presion de seleccién y calculo de distancia de la estructura de cristal.

A nivel de la region hipervariable del gen VP2 del virus de la Enfermedad
Infecciosa de la Bolsa se pudieron encontrar altos valores de entropia que
reflejan muchas zonas con alto grado de variabilidad entre cepas y donde la
mayoria de las mutaciones encontradas estaban bajo precision de seleccién
neutral. El valor mas alto de entropia se encontré en la posicion 299 de la
region hipervariable, que coincide precisamente con la mutacion serina por
asparagina encontrada en las cepas cubanas y que las subdivide en dos
subgrupos filogenéticos. Por lo tanto, estos resultados podrian sugerir que los
cambios fijados a través del tiempo en la posicion 299 podrian ser mutaciones
mas ventajosas consideradas como deriva génica.

Cuando se realizaron los calculos de la estructura de cristal de esta molécula
se pudo demostrar que la mutacion por asparagina aporta una mayor
estabilidad al trimero de la VP2 que es la unidad que forma la cépsida viral al
reducirse la distancia espacial entre las cadenas, por tanto este evento de
deriva antigénica generado al azar pudo haber aportado una ventaja adaptativa
a estas cepas que reemplazaron casi completamente a sus predecesoras.
Todo esto es una evidencia que el virus de la Enfermedad Infecciosa de la
Bolsa continua su proceso evolutivo mutando y adaptandose a las nuevas
condiciones, originando nuevas variantes que le permitan su estabilidad en el
tiempo y su permanencia en las poblaciones avicolas con potencialidad de
originar brotes cada vez que las condiciones de bioseguridad no sean
cumplidas adecuadamente.

El estudio de 20 afios de evolucion viral contribuye de manera significativa al
entendimiento de la epidemiologia de este agente viral y mejorar las estrategias
de control. La emergencia de nuevas cepas incrementa la importancia de la
vigilancia de la situacién en el campo. Ademas, el incremento del comercio
internacional de huevos, aves y carne, asi como y la produccion avicola y los
riesgos de nuevas cepas, hace que sean necesarias estas investigaciones que



nos permita entender mejor la epidemiologia molecular de este agente viral
para su control y prevencion.

6. Evaluacién de la sefal filogenética y andlisis filogenético del genoma
completo, del marcador filogenético y de las secuencias cubanas para el
gen VP1.

Se pudo demostrar que tanto para el genoma completo como para el marcador
propuesto las secuencias tienen la suficiente calidad filogenética para ser
usadas en los estudios de inferencia filogenética. Ademas este resultado
constituye la primera evidencia para la ciencia de que con un fragmento del gen
de la polimerasa viral (marcador propuesto de solo 430 pares de bases) se
aporta la misma informacion filogenética que el genoma completo, por lo que
esto constituye un gran ahorro en recursos humanos, materiales, financieros y
en tiempo, al no tener que secuenciar el genoma completo de la polimerasa
viral para realizar una inferencia filogenética de clasificacion molecular.
Ademas el uso de solo un fragmento permite incorporar un mayor namero de
secuencias de muestras de campo en los estudios moleculares de este agente
viral.

Esta investigacion permitié identificar la primera cepa de IBDV reordenada de
Cuba que constituye ademas uno de los pocos informes de reordenados
naturales a nivel mundial para este agente viral.

7. Escala-tiempo de la historia evolutiva.

La evolucion de este agente viral demuestra que las principales ramas de
diversificacion de las cepas muy virulentas ocurrieron entre 1984 y 1986 lo que
reafirma que el reordenamiento probable del segmento B ocurre entre 1980 y
1985 y fue el causante del inici6 de la expansion de vvIBDV a partir de 1985,
posiblemente por incremento de la virulencia del virus en sinergia con el
segmento gendmico A. Se demostré que el reordenamiento genético de la cepa
cubana ocurre en Cuba posterior a la introduccion de las cepas muy virulentas.

Este reordenamiento ocurri6 entre una cepa muy virulenta que aporté el
segmento A y una cepa atenuada que aportdé el segmento B, cambiando
posiblemente el patron de virulencia de esta cepa viral.

Originalidad e impacto cientifico

v Se realizé por primera vez para Cuba la caracterizacion molecular para los dos
segmentos del virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa donde se demuestra
gue la mayoria de las cepas que circulan pertenecen al subtipo muy virulento.

v' Se demostrd la presencia de dos linajes o subgrupos dentro del grupo de cepas
muy virulentas del virus que demuestra su evolucion desde su introduccion en el
pais.

v' Se determind por primera vez el patron temporal y espacial de difusion para las
cepas muy virulentas a nivel mundial y para Cuba, identificando ademas su pais de
origen.

v La dinamica poblacional con la disminucion de la diversidad genética de las cepas
muy virulentas evidencié que el programa de control por vacunacion contra la
enfermedad es efectivo.



v Se demostr6 la utilidad de un marcador filogenético de solo 430 pb de VP1 para
inferencias filogenéticas que contribuye significativamente a un ahorro considerable
de recursos econémicos y computacionales.

v' Se identific6 por primera vez para Cuba la presencia de una cepa natural
reordenada con un posible cambio de patogenicidad.

Impacto econdémico

Estos resultados constituyen aportes al conocimiento sobre el origen, evolucién y
difusién del virus de la Enfermedad Infecciosa de la Bolsa, asi como de sus
caracteristicas moleculares y antigénicas, elementos imprescindibles a tener en cuenta
para el disefio o adquisicion de vacunas més efectivas, y la mejora de las estrategias
de control que apoyen el programa de bioseguridad. Aporta las bases moleculares
para el disefio de herramientas diagnodsticas que permita identificar y diferenciar los
diversos subtipos de este agente viral. Todo lo cual contribuye finalmente al aumento
de los rendimientos productivos y de los indicadores de salud de la masa avicola, que
se revertiria en una mejora de la seguridad alimentaria de la poblacion.
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