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“Y una vez que la tormenta termine, no recordaras como lo lograste, como
sobreviviste. Ni siquiera estaras seguro si la tormenta ha terminado realmente.
Pero una cosa si es segura. Cuando salgas de esa tormenta, no seras la
misma persona que entrd en ella. De eso se trata esta tormenta.”

Haruki Murakami

“Pelearan contra ti, pero no te venceran,;

porque yo estoy contigo”

Jeremias 15:20
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ABSTRACT

The Bovine Parainfluenza-3 virus (BPIV-3) is one of the main viruses associated
with the Bovine Respiratory Disease Complex (BRDC). This worldwide virus is able
to infect the bovine respiratory tract, causing since subclinical infections till severe
pneumonia, generating significant economic losses in the cattle industry. Because
of BPIV-3 is an RNA virus that has a high potential for genetic variation, which allows
it to evolve and adapt quickly to different environmental conditions and hosts, the
molecular characterization of the virus was carried out from GenBank reported
sequences to determined the recombination role in the BPIV-3 evolution. In this
study, twenty-two complete genome sequences of BPIV-3 were analyzed to
determine genotypes and subgenotypes of the virus; 250 partial sequences of
different virus genes were utilized to determinate the distribution of the genotypes
and subgenotypes present worldwide; using a topology test, phylogenetic
incongruities were found and finally the RDP4 program had been used to confirmed
recombination events. Four potential recombination events were found in
conjunction with phylogenetic incongruities in the L gene, between sequences of
swine and cattle, which shows the ability of the virus to adapt to cells of different
species, demonstrating that the transmission between species is vital for the
evolution of this virus and that the recombination forms part of the evolutionary

mechanisms of the virus.



RESUMEN

El virus de Parainfluenza-3 Bovina (BPIV-3), es uno de los principales virus asociados
al Complejo Respiratorio Bovino (CRB). Este complejo es una enfermedad multifactorial
que representa una de las principales causas de muerte en las explotaciones bovinas,
ocasionando grandes pérdidas econdmicas. Este virus de distribucidon mundial, es
capaz de infectar el tracto respiratorio bovino causando desde infecciones subclinicas,

hasta neumonia severa, especialmente cuando participan patdégenos bacterianos.

Debido a que el BPIV-3 es un virus ARN que posee un alto potencial de variacién
genética, lo que le permite evolucionar y adaptarse rapidamente a diferentes
condiciones ambientales y hospederos, se llevd a cabo la caracterizacidon molecular del
virus a partir de secuencias reportadas en el GenBank. Se analizaron 22 secuencias de
genoma completo del BPIV-3 para precisar los genotipos y subgenotipos, se establecio
la distribucion de los genotipos presentes a nivel mundial a partir de 250 secuencias
reportadas; y se determind, mediante una prueba de topologia, busqueda de
incongruencias filogenéticas y el programa RDP4, que la recombinacion forma parte de
los mecanismos evolutivos del virus. Se encontraron cuatro eventos potenciales de
recombinacion, en conjunto con incongruencias filogenéticas en el gen L entre
secuencias aisladas de ganado porcino y ganado bovino, lo que evidencia la capacidad
de adaptacion del virus a células de diferentes especies, demostrando que la
transmision entre especies es de vital importancia para la evolucion de este virus. Esta
informacion sera de gran utilidad para entender mejor la epidemiologia molecular del
mismo y poder guiar el disefio de vacunas y el desarrollo de mejores técnicas de

diagnéstico, asi como de mejores tratamientos.



1. INTRODUCCION

1.1. COMPLEJO RESPIRATORIO BOVINO

El virus de Parainfluenza-3 Bovina (BPIV-3), es uno de los principales virus
asociados al Complejo Respiratorio Bovino (CRB). Este complejo es una
enfermedad multifactorial conocida comunmente como “Fiebre de embarque” y
representa una de las principales causas de muerte en las explotaciones bovinas,

ocasionando grandes pérdidas econdmicas (Gershwin et al., 2015).

En 2010, el departamento de agricultura de los Estados Unidos (USDA) reporté que
los problemas respiratorios representan la principal causa de muerte del ganado,
ocasionando el 26.5% del total de las muertes y dentro de estas se categorizé al
CRB como el principal problema respiratorio del ganado. De igual manera, el CRB
es una enfermedad econdmicamente importante ya que las pérdidas se estiman
entre $23.23 y hasta $54.01 (ddlares americanos) por animal tratado por esta
enfermedad, incluyendo mortalidad, tratamientos y pérdidas productivas (Schneider
et al.,, 2009; Neibergs et al., 2014; Grissett et al., 2015). Aunque estos costos
estimados aparentan ser bajos, son econdmicamente significativos cuando se
multiplican por el numero de cabezas de ganado de cada produccidon y también,

debido a la baja en el margen de utilidades en las empresas

El CRB se asocia con diversos agentes bacterianos, principalmente: Pasteurella
multocida, Mannheimia haemolytica, Mycoplasma bovis e Histophilus somni,
asociados en gran parte a agentes virales. Entre los principales virus asociados al
complejo, se encuentran principalmente: el Herpes virus Bovino tipo 1 (BHV-1),

también conocido como el virus de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (RIB), el virus
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de Diarrea Viral Bovina (BVDV), el Virus Sincitial Respiratorio Bovino (BRSV) y por
supuesto el Virus de Parainfluenza-3 Bovina (BPIV-3) (Cusack et al., 2003;
Gershwin et al., 2015). Sin embargo, existen otros virus y bacterias asociados al
complejo hallados recientemente en un estudio metagendmico y descritos
previamente por algunos autores, entre los que se encuentran el Coronavirus
Bovino (BCV), los Adenovirus Bovinos tipo 3 y tipo 7 (BAV-3 y BAV-7), los virus de
Rinitis Bovina A y B, el virus de la Influenza Bovina D, el Parvovirus bovino tipo 2 y
el Astrovirus Bovino, ademas de diferentes especies del género Mycoplasma (Hartel
et al., 2004; Ng et al., 2015). Cada patégeno del complejo posee caracteristicas
unicas con las que contribuye para provocar la enfermedad y resistir las defensas
del hospedador produciendo neumonia y en casos muy severos la muerte del
animal. Entre los principales signos clinicos del complejo se encuentran: fiebre,
aumento de la frecuencia respiratoria, tos, descarga nasal, lagrimeo, pérdida del
apetito y en algunos casos diarrea (Schneider et al., 2009; Love et al., 2014)

(Cuadro 1).

Existen otros factores que contribuyen al desarrollo del CRB, entre los cuales se
encuentran factores ambientales como los cambios bruscos de temperatura y el
estrés provocado durante el embarque y transporte de los animales, debido a los
tiempos tan largos de transporte y a la deshidratacion que sufren los animales
durante el trayecto, lo que suprime la respuesta inmune y permite la transmision
viral. El estrés puede ser provocado también por factores de manejo como la
castracion y descorne, ademas de los factores propios del animal como el origen,

raza, edad, y peso (Taylor et al., 2010a, 2010b).



Virus ARN de
cadena negativa.

Familia:
Paramyxoviridae

Virus ADN

Familia:
Herpesviridae,
alphavirinae

Virus ARN de
cadena positiva

Familia:
Flaviviridae.

Gram negativa,
cocobacilo

Familia:
Pasteurellaceae

Gram negativa
cocobacilo

Familia:
Pasteurellaceae

No posee pared

Gram negativa
cocobacilo

Familia:
Pasteurellaceae

Entra por mucosa respiratoria,
infecta el epitelio bronquial,
causa la formacioén de células
sincitiales y bronquiolitis.

Fiebre, depresion, aumento de
la frecuencia respiratoria y tos.

Entra por mucosa respiratoria,
causa apoptosis de células
epiteliales.

Fiebre, tos, ulceras en la boca,
conjuntivitis, rinotraqueitis,
aborto e infecciones del tracto
reproductivo.

Propagacion por secreciones,
afecciones multiples (aborto,
infeccion persistente)

Parte de la microbiota de las
vias respiratorias altas; el
estrés y las infecciones virales
permiten que infecte el pulmon
y cause bronconeumonia.

Comensal de las vias
respiratorias altas. Patégeno
oportunista. Causa
bronconeumonia.

Sinergia con patoégenos del
CRB, forma biopeliculas para
facilitar su persistencia.

Mastitis, artritis, otitis media,
neumonia, fiebre, tos, anorexia
y descarga nasal.

Comensal del tracto
reproductivo, también se
encuentra en tracto respiratorio
alto.

Meningoencefalitis,
enfermedad respiratoria,
mastitis, otitis media,
polisinovitis y enfermedades
del tracto reproductivo.

Cuadro 1. Principales caracteristicas de los principales patégenos del complejo respiratorio bovino.
Modificado de Gershwin et al., 2015

Favorece respuesta Th2 y
deprime induccién de
linfocitos T citotoxicos.

Evade mecanismo de
respuesta del hospedador
afectando la funcion de las
quimiocinas.

Causa inmunosupresion,
localiza y mata tejido
linfoide de las placas de
peyer.

Multiples factores de
virulencia: capsula
antifagocitica, LPS, toxinas
proteicas.

Multiples factores de
virulencia: adhesinas,
polisacaridos capsulares,
LPS, leucotoxina, proteina
de unién de transferrina.

Adhesinas, antigenos de
lipoproteinas de membrana
de superficie. Favorece
respuesta Th2. Inhibe el
estallido respiratorio de los
neutrofilos.

LPS, apoptosis de células
endoteliales. Proteina de
unioén a inmunoglobulinas.




1.1.1. EPIDEMIOLOGIA DEL COMPLEJO RESPIRATORIO BOVINO

P. multocida y M. haemolytica son parte de la microbiota del aparato respiratorio
superior, que bajo condiciones de inmunosupresion se comportan como
oportunistas y pueden causar patologias en el tracto respiratorio inferior. A pesar de
que las enfermedades respiratorias en bovinos son una importante causa de
pérdidas econdmicas en México, son pocos los estudios que indiquen su situacién
actual y su impacto economico, asi como la frecuencia con que M. haemolytica'y P.
multocida se aislan en animales con neumonias, particularmente en bovinos (De la

Rosa-Romero et al., 2012).

En Estados Unidos se reportaron prevalencias entre 65.3% y hasta 95% de
Pasterella spp. (DeRosa et al., 2000; Storz et al., 2000), mientras que, en México,
no se han reportado prevalencias a nivel nacional, pero se notifico en el 2012 una
prevalencia del 16% al 54% en aislamientos de este género bacteriano a partir de
muestras de pulmon de bovinos del estado de Hidalgo. No obstante, en cuanto a
los aislamientos de M. haemolytica en el mismo estado, la incidencia reportada fue
de casi el 29%, en exudado nasal (15.25%) y en lavado broncoalveolar (13.55%).
En este estudio, los menores porcentajes de aislamiento de estas bacterias se
encontraron en animales vacunados contra RIB (29.78%), BVDV (30.47%), BPIV-3
(29.6%), BRSV (30.33%) y mannheimiosis (30.90%), aunque no necesariamente se
atribuye, de manera exclusiva, a la proteccion conferida por las vacunas empleadas

(De la Rosa-Romero et al., 2012).

No se sabe mucho sobre la distribucion de H. somni y no existen estudios sobre la
epidemiologia de este patdgeno en el pais. En el caso de M. bovis, se sabe que es
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de distribucién mundial, aunque en muy pocos paises se han hecho estudios sobre
la prevalencia de este microorganismo en el ganado y actualmente no hay estudios

de este tipo en México (Arede et al., 2016).

En cuanto a la epidemiologia de los virus pertenecientes al CRB, estos han sido
reportados en diversos paises. El BHV-1 se ha reportado en Australia, Canada,
Estados Unidos, Gran Bretafia, Nueva Zelanda, Sudafrica y distintos paises de
Europa. En México se ha identificado la presencia de este virus en diferentes
regiones de la republica con una prevalencia del 16% al 70% a partir de muestras

serologicas (Juarez-Barranco et al., 2003; Segura-Correa et al., 2016).

El BVDV se considera de distribucién mundial y los dos genotipos de este virus se
han caracterizado en distintas partes del mundo. Se ha determinado que el 88.2%
de los virus aislados pertenecen al BVDB-1 y el resto al BVDV-2; ademas del primer
grupo se sabe que el BVDV-1b es el subgenotipo dominante a nivel mundial y el
mas comun en Ameérica, Asia y Europa (Yesilbag et al., 2017). En México, mas del
96% de los virus que se han analizado filogenéticamente pertenecen al genotipo
BVDV-1 y dentro de este, el subgenotipo mas comun en nuestro pais es el BVDV-
1c. En estudios hechos en el norte del pais, se ha determinado a partir de pruebas
serologicas que el virus tiene una prevalencia del 47.8%, teniendo como principal
factor de riesgo la introduccion de animales infectados a las granjas (Segura-Correa

et al., 2016).

El BRSV es de distribucion mundial, tiene alta morbilidad y en ciertas instancias es

responsable del 60% de las enfermedades clinicas respiratorias en los hatos. La



enfermedad presenta una morbilidad por arriba del 80% y una mortalidad variada
que puede llegar hasta 20% en brotes severos. En México, la circulacion del virus
ha sido recientemente reportada en granjas del estado de Colima y Yucatan; con

prevalencias de 52% y 90.8% respectivamente (Sarmiento-Silva et al., 2012).

En México, el BRSV y el BPIV-3 se identificaron en 54.1% y 66.6% respectivamente
en bovinos con signos correspondientes con CRB, siendo esta prevalencia mayor

que la de los otros virus del complejo (Juarez-Barranco et al., 2003).

1.2. VIRUS DE PARAINFLUENZA-3 BOVINA

El BPIV-3 fue aislado por primera vez en Estados Unidos en 1959 y actualmente se
sabe que la enfermedad es de distribucion mundial. El virus es capaz de infectar el
tracto respiratorio bovino por la dispersion en aerosoles de las secreciones nasales
0 por objetos contaminados. Cuando no se complica causa infecciones subclinicas,
aunque puede causar neumonia severa, especialmente cuando participan
patdégenos bacterianos como M. haemolytica, P. multocida, los cuales también
pueden interactuar con Mycoplasma spp. En casos de infeccion clinica podemos
ver animales con fiebre, tos, descarga nasal serosa o mucopurulenta, rinitis,

traqueitis, inapetencia, y aumento de la frecuencia respiratoria (Ellis, 2010).

1.2.1. CLASIFICACION TAXONOMICA
El BPIV-3 es un virus perteneciente a la familia Paramyxoviridae. Esta familia se
divide en dos subfamilias: Pneumovirinae, que posee 2 géneros (Metapneumovirus

y Pneumovirus); y Paramyxovirinae, la cual posee 7 géneros (Aquaparamyxovirus,



Avulavirus, Ferlavirus, Henipavirus, Morbillivirus, Rubulavirus y Respirovirus). El

BPIV-3 pertenece al género Respirovirus (Figura 1).

Figura 1. Clasificacion taxonémica del virus de Parainfluenza-3 Bovina (ViPR).

1.2.2. CARACTERISTICAS DEL VIRUS DE PARAINFLUENZA-3 BOVINA

Al igual que otros virus de Parainfluenza, el BPIV-3 es un virion esférico a pleomorfo
de 150 a 200 nm que consiste en la nucleocapside, rodeada por una envoltura
lipidica que deriva de la membrana plasmatica de las células que infectan (Ellis,

2010).



Es un virus ARN de cadena simple de sentido negativo de aproximadamente 15,456
bases que codifica 6 marcos abiertos de lectura (ORF’s), que comprenden 6 genes
(N-P-M-F-HN-L) los cuales codifican para 9 proteinas: La proteina de la
nucleocapside o nucleoproteina (N), la fosfoproteina (P), la proteina matriz (M), la
proteina de fusion (F), la hemaglutinina/neuramidasa (HN) y la proteina polimerasa
larga (L). Ademas de las proteinas accesorias no estructurales V, C y D, resultantes
de la insercion de residuos de guanina en el gen P por la polimerasa viral, lo que
resulta en marcos abiertos de lectura alternativos, lo que permite que un gen
codifique multiples proteinas. Se sabe que estas proteinas estan relacionadas en la
inhibicion del IFN-a e IFN-B, en células infectadas por Respirovirus (Komatsu et al.,
2007). En cuanto a las regiones intergénicas, estas contienen secuencias
conservadas para la adecuada iniciacion y termino de la transcripcién de todos los

ORF’s (Neill et al., 2015) (Figura 2).

La proteina de la nucleocapside, en asociacion con las proteinas P y L, junto con el
genoma forman la Ribonucleoproteina (RNP) del virus, la cual tiene una forma
helicoidal. Las proteinas P y L asociadas con la nucleoproteina o libres en el
citoplasma siempre se encuentran formando un complejo que comprende la ARN
polimerasa viral que es esencial para la transcripcion del ARN mensajero (ARNm)

y la replicacion del ARN gendmico.
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Figura 2. Estructura y Genoma general de los Respirovirus, género al cual pertenece el BPIV-3.
(modificado de ViralZone, Swiss Institute of Bioinformatics, 2010)

La proteina M es conservada y no esta glicosilada, es la proteina viral mas
abundante en células infectadas; se encuentra en la cara interna de la envoltura
viral y es esencial en los procesos de ensamblaje y liberacion de la progenie viral.
Las proteinas F y HN estan glicosiladas, se encuentran en la envoltura viral y son
mediadoras del ataque y penetracion a las células huésped. Los dominios de estas
proteinas transmembranales que estan expuestos al medio extracelular inducen la

respuesta protectora de anticuerpos (Ellis, 2010).
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1.3. EPIDEMIOLOGIA

Se considera que la infeccion por el BPIV-3 es de distribucién mundial, aunque la
prevalencia y la incidencia del virus por genotipos y subgenotipos no se conoce. En
algunos paises asiaticos se han reportado entre 45% y hasta 100% de animales
seropositivos (Yavru et al., 2005; Yesilbag y Glngor, 2007; Sackhaee et al., 2009;
Roshtkhari et al., 2012; Shirvani et al., 2012; Tuncer y Yesilbag, 2015). Respecto al
continente europeo, se estima que el BRSV y el BPIV-3 infectan entre el 70% y 85%
del ganado britanico; en Suecia, se estima una seroprevalencia de entre 44% a 66%
(Hagglund et al., 2006). En otros paises europeos se estiman seroprevalencias
mayores al 70% (Hartel et al., 2004; Shirvani et al., 2012). En América Latina se han
reportado prevalencias en hatos que van desde 78% hasta 100% (Juarez-Barranco
et al., 2003; Solis-Calderon et al., 2007; Carbonero et al., 2011; Figueroa-Chavez et
al., 2012). En Estados Unidos y Canada, estos datos no se han estimado, pero se
sabe que el CRB representa una de las principales causas de muerte del ganado,
ocasionando hasta 57% de la mortalidad en animales destetados en diferentes
provincias de Canada y hasta el 46.5% de la mortalidad en el mismo periodo en los
Estados Unidos (Gagea et al., 2006; Lima et al., 2016). Por otra parte, en Australia
se ha reportado entre el 88% y hasta el 91% de animales seropositivos al BPIV-3

(Figura 3).

Los estudios seroldégicos que han realizado en México, indican que las infecciones
por este virus estan ampliamente distribuidas en el territorio nacional, con una
prevalencia que va del 16% al 86%. Por medio de un ensayo inmunohistoquimico

en muestras de pulmoén realizado en engordas en Culiacan, se demostré una
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prevalencia del 66.6% (Juarez-Barranco et al., 2003). Por otro lado, en Yucatan se
estimé una seroprevalencia del 85.6% (Solis-Calderon et al., 2007). Mientras, que
en Colima se determin6 una prevalencia del 60.8% (Figueroa-Chavez et al., 2012)

(Figura 3).

Figura 3. Mapa con las prevalencias del BPIV-3 reportadas alrededor del mundo.

El BPIV-3 se puede transmitir de manera directa, de animal a animal, por la
inhalacion de aerosoles que contengan al virus, lo que puede ocurrir dentro de los
corrales, en mercados ganaderos y durante la transportacién, principalmente (Ellis,
2010). El virus es excretado en las secreciones nasales, oculares y en menor
medida por las heces. Usualmente, se encuentra en combinacion con otro de los
virus del complejo o con mas de uno de estos. Diferentes estudios referentes al CRB
han reportado que entre el 4.7% y 14.7% de los animales son infectados unicamente
por un virus del complejo, entre 21.4% y 36.22% de los animales estan infectados

con dos virus, entre 5.3% y 42.8% estan infectados con tres virus, entre 14.56% y
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33.3% estan infectados con cuatro virus, entre 3.93% y 19% estan infectados con
cinco virus y finalmente, 1.57% de los animales estan infectados hasta con seis virus
pertenecientes al complejo (Roshtkhari et al., 2012; Shirvani et al., 2012; O'Neill et
al., 2014; Moore et al., 2015). Asi mismo, se sabe que comunmente el BPIV-3 se
encuentra asociado con el BCV, el BRSV, el BHV-1 y finalmente por el virus de
BVDV, en ese orden, respectivamente (Hagglund et al., 2006; O'Neill et al., 2014)

(Figura 4).

Figura 4. A) Representacion de los porcentajes de los virus del CRB que infectan simultdneamente
a un hospedero. B) Representacién de burbuja de las frecuencias de porcentajes relativos
observados de las asociaciones existentes entre los virus pertenecientes al CRB (Modificado de O’Neil
et al., 2014).

Los factores de riesgo que facilitan la infeccion por el BPIV-3 estan descritos dentro
del contexto del CRB debido a que los estudios se enfocan unicamente al complejo,

asi, dichos factores incluyen aquellos relacionados con el ambiente, el manejo,

factores nutricionales, y por supuesto, genéticos. Dentro de los ambientales, se
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considera el clima y los medios de transporte, como factores de suma importancia,
ya que la mayor incidencia de la enfermedad se registra en otofio, después en
invierno, verano y la menor incidencia en primavera (Tuncer y Yesilbag, 2015). Ha
sido sugerido, en distintos estudios, que los cambios bruscos de temperatura mas
que la temperatura per sé, es lo que predispone a los animales a la enfermedad
(Taylor et al., 2010a). Como parte del clima, se ha reportado que la temperatura y
la velocidad de los vientos incrementa la incidencia del complejo (Cernicchiaro et
al., 2012). En cuanto al transporte, es considerado el principal factor de riesgo no
infeccioso del complejo, se han asociado largas distancias de transporte con el
incremento en la incidencia de la enfermedad y que la distancia de transportacién
es directamente proporcional con el aumento en la incidencia del complejo debido
a que disminuye la capacidad antioxidante, incrementa el estrés oxidativo y causa
inmunosupresion (Chirase et al., 2004; Taylor et al., 2010a). Otros estudios han
utilizado las horas de transporte como referencia, y han estimado que en periodos
de entre 6 y 24 horas de transporte, el ganado pierde en promedio entre 4.5% y
7.5% de su peso vivo, disminuyen los niveles de linfocitos y aumentan los niveles
de neutrdfilos, incrementan las concentraciones de proteina total, se genera
deshidratacion y cambios en el metabolismo energético; produciendo estrés e

inmunosupresion (Earley et al., 2010).

Respecto a los factores de manejo, el origen de los animales es muy importante,
debido a que se ha visto que la incidencia aumenta al juntar animales de diferentes
origenes, principalmente si se adquirieron en mercados ganaderos. La edad y peso

de los animales también es de suma importancia como factor de riesgo; los animales
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joévenes son mas susceptibles a infecciones virales, siendo los animales menores
de un afio y con un peso menor a 250 kg, especialmente susceptibles (Sanderson
et al., 2008). El confinamiento y el tamafio del hato son de igual manera, factores
de riesgo de suma importancia. Finalmente, procedimientos de rutina como la
castracion, descorne, y administracion de medicamentos son considerados factores
de estrés que producen inmunosupresion y por lo tanto se consideran factores que

incrementan la incidencia del complejo (Taylor et al., 2010a, 2010b).

Finalmente, se sabe que los factores genéticos pueden jugar un rol importante en
la incidencia del complejo, ya que se ha reportado que algunas razas son mas
resistentes a la enfermedad que otras y que los bovinos heterocigotos y animales
criollos son mas resistentes que los animales de raza pura (Snowder et al., 2005,

2006; Cusack et al., 2007).

1.4. PATOGENESIS

La ruta normal de entrada del BPIV-3 al tracto respiratorio es via intranasal o
intratraqueal. El hospedador principal del BPIV-3, es el bovino, que constituye la
principal fuente de infeccion y reservorio del virus; aunque los pequefios rumiantes
(cabras, borregos y alpacas) también son hospederos y ya se ha reportado la
infeccidon por este virus en bovidos silvestres como los bufalos. Una vez que el virus
ha ingresado al tracto respiratorio, debera encontrar una capa mucosa con alto
contenido de acido sialico, el receptor de la proteina HN, esta unién permite la fusion
y entrada del virus a la célula, iniciando el ciclo de replicacion. El acido sialico esta

presente en una gran variedad de tipos celulares en el sistema respiratorio, entre
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las cuales se encuentran las células traqueales, las células bronquiales ciliadas y

no ciliadas, ademas de los neumocitos tipo | y Il (Ellis, 2010; Kirchhoff et al., 2014a).

In vitro, células de origen, humano, bovino y de primates son sensibles a la infeccion
con este virus (Goris et al., 2009; Kirchhoff et al., 2014b). Al infectar células del
epitelio ciliado de las vias respiratorias, in vitro, estas mostraban pequefios cambios
citopatolégicos incluyendo la formacion de sincitios, una de las principales
caracteristicas del virus, pero cuando se infectaban cortes de pulmén de alta
precision (PCLS (precision-cut lung slices)), se podia observar un ligero grado de
destruccion del epitelio en el lumen de los bronquiolos a las 48 h post-infeccion (PI)

y el epitelio completamente destruido a los cinco dias Pl sin la formacion de sincitios.

En un estudio realizado en ratones Balb/c para conocer la patogenia de una cepa
del genotipo C del BPIV-3 reporta que se puede localizar al virus antes de las 24 h
dentro de las células lo que sugiere que la replicacion del virus es muy rapida,
aunque no produce ningun signo en los ratones. Sin embargo, histolégicamente se
detecto la presencia de células linfoides y la infiltracion de macrofagos, asi como el
adelgazamiento del septum alveolar y la presencia de exudado seroso. A los siete
dias Pl se comienza a desarrollar una neumonia focal, las paredes de las venas
alveolares se encuentran congestionadas y puede haber formacién de trombos de
manera ocasional. En cuanto a las lesiones esplénicas, estas ocurren en la pulpa
blanca y baja la cantidad de células linfoides, de siete a 14 dias PI. No se observaron
lesiones en rifiones, higado o traquea (Dong et al., 2012; Ohkura et al., 2015). No
se ha descrito aun si existe alguna diferencia en la patogenia dependiendo del
genotipo.
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El virus es excretado en las secreciones nasales, oculares y en algunas ocasiones
también por las heces. El virus comienza a excretarse en bovinos, a partir del dia
uno o dos PI, el pico de excrecion del virus se da del dia 3 al 5 Pl y deja de excretarse
entre los 10 y 13 dias PI (Grissett et al., 2015). Otros estudios mencionan que el
virus se ha podido aislar de nariz hasta el dia 9 y en pulmoén hasta el dia 12 PI,
ademas de que los cambios histopatoldgicos se han visto hasta el dia 14 PI; lo que

nos sugiere que el virus permanece en el hospedero de 2 a 14 dias (Ellis, 2010).

1.4.1. SIGNOS CLINICOS Y LESIONES

Es dificil determinar cuales de los signos y lesiones que se presentan en el animal,
corresponden al BPIV-3 ya que se encuentra en asociacion con los demas
microorganismos del CRB, pero en general los signos clinicos que presentan los
animales con el virus van desde una infeccion asintomatica hasta neumonia severa.
Los principales signos que se describen en infecciones experimentales son: pirexia
(40.9 a 41.4 °C) entre los dias 2 y 5 PI, tos, inapetencia, descarga nasal serosa a
mucopurulenta, respiracion rapida y superficial, rinitis, traqueitis, estertores

espiratorios secos y neumonia severa (Ellis, 2010).

Las lesiones que podemos observar se han descrito a partir de infecciones
experimentales y se encuentran principalmente en pulmones, tales como:
atelectasis, consolidacion pulmonar en la region ventral anterior de los Iébulos
pulmonares, especialmente en el I6bulo craneal, edema interlobular y puede
presentarse pleuritis. Histopatolégicamente, podemos encontrar bronquiolitis y

alveolitis, restos celulares de células epiteliales ciliadas y no ciliadas muertas,
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infiltracién de células inflamatorias, cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos en

epitelio bronquial y alveolar, formacion de sincitios e hiperplasia del epitelio alveolar.

1.5. DIAGNOSTICO

Existen 2 tipos de diagndstico para el BPIV-3: el seroldgico y el molecular. Para
cualquiera de los dos, la muestra de eleccion son las secreciones nasales, las
cuales se obtienen con hisopos estériles transportados en medios estériles (Ellis,
2010). EI BPIV-3 crece adecuadamente en cultivos de células de cornetes de bovino
o de células de rifion de bovino y la identificacion se da principalmente por el efecto
citopatico del virus, formacién de cuerpos de inclusion y formacion de sincitios; asi
como también con la utilizacion de técnicas de inmunofluorescencia o

inmunocitoquimica (Ellis, 2010).

La deteccién de los virus respiratorios en medicina veterinaria se realiza con
pruebas serologicas como inmunofluorescencia, ELISA o ensayos de
sueroneutralizacién, asi como por pruebas de inhibicién de la hemaglutinacion. Sin
embargo, hay muchos factores que complican el uso de serologia para el
diagnodstico de este virus, entre los que se reporta la presencia de anticuerpos aun
cuando la enfermedad no esta en curso, por la presencia de anticuerpos maternos,
por problemas con las pruebas comerciales, entre otros (Ellis, 2010; Roshtkhari et
al., 2012; Yang et al., 2015). Debido a esto se han desarrollado pruebas moleculares
para el diagndstico como la RT-PCR utilizando oligonucleétidos especificos para la
proteina HN principalmente, asi como métodos de Secuenciacion de Nueva

Generacion (SNG) para la caracterizacion molecular del virus (Horwood et al., 2008;
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Zhu et al., 2011; Neill et al., 2015; Rai et al., 2015). Debido a que el BPIV-3 se
encuentra dentro del CRB se han desarrollado técnicas de RT-PCR multiplex en
tiempo real para el diagnéstico de los virus que comprenden el complejo, obteniendo
una prueba rapida, especifica y sensible hasta en un 97% detectando 102 copias de

cada virus (BRSV, BHV-1'Y BPIV-3) (Thonur et al., 2012).

La aplicacion de la tecnologia de SNG en la virologia esta cambiando la forma en la
que entendemos a los virus, sobre todo en las areas de secuenciacion del genoma
completo, la evolucion, la ecologia, la transcriptomica y la meta-gendmica; esta
informacion es utilizada por la epidemiologia molecular para investigar la evolucion,
la transmision y la patogénesis de agentes virales, asi como para la deteccion de
mutaciones de resistencia a farmacos antivirales (Barzon et al., 2011; Barba et al.,

2014).

Ademas la secuenciacidon masiva tiene el potencial de detectar todos los tipos de
variacidon gendmica en un unico experimento, incluyendo variantes de nucledtido
unico o mutaciones puntuales, pequefias inserciones y deleciones y también
variantes estructurales tanto equilibradas (inversiones y translocaciones) como
desequilibradas (deleciones y duplicaciones) (Rodriguez-Santiago y Armengol,

2012).

1.6. REPLICACION

No hay estudios que describan el ciclo de replicacion viral del BPIV-3, pero hay
muchos puntos del ciclo de replicacion del virus que se conocen por los
experimentos en otros Paramyxovirus, principalmente miembros del género

Respirovirus, debido a las similitudes entre el BPIV-3 y el HPIV-3.
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La infeccién se inicia cuando el virus se une a receptores de la superficie celular,
mediante la interaccion de la proteina de union HN y el acido sialico de la superficie
celular como su receptor. La proteina HN del BPIV-3 posee la caracteristica de
hemaglutinina de unirse al receptor de acido sialico y actividad de Neuraminidasa
de escision del acido sialico (Harrison et al., 2010; Chang y Dutch, 2012). Esta
proteina contiene un dominio citoplasmatico, una region que abarca la membrana,
una region de tallo y una cabeza globular. Las proteinas HN estan orientadas de
modo que su regién amino-terminal se extiende hacia el citoplasma mientras que la
region C-terminal es extracelular y esta presente en la superficie celular y en el virion
como un tetramero compuesto por dimeros unidos por disulfuros y se ha
demostrado que la cabeza globular contiene el sitio primario de unién al acido sialico
y el sitio de actividad de la neuraminidasa (Lawrence et al., 2004; Moscona, 2005).
Las estructuras cristalinas del dominio de la cabeza globular del HPIV-3 y el Virus
de Parainfluenza Humana 5 (HPIV-5) muestran que este dominio estd compuesto
por cuatro mondémeros de seis hojas [ plegadas dispuestos en una simetria
cuadruple y se sabe que todos los Paramyxovirus utilizan este dominio unido a
receptor de la proteina HN para adaptarse a sus receptores en las células
hospederas correspondientes, ya que este sitio de unidén es capaz de adaptarse a
diferentes analogos de acido sialico (Yuan et al., 2005; Bowden et al., 2010; Chang
y Dutch, 2012). Existe evidencia de un segundo sitio de union en el HPIV-3 y en el
HPIV-1, pero se desconoce el desplazamiento de este sitio de union y también se
asocia hipotéticamente al proceso de fusion (Alymova et al., 2008; Mishin et al.,
2010). De hecho, otro estudio encontro tres sitios de union secundarios que son

diferentes del sitio de unién descrito por Mishin et al. 2010; se cree que estos sitios
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adicionales de union al receptor aumentan la avidez general de la union al virus para
facilitar la entrada del virus y abren el panorama para una investigacion mas
profunda sobre su funcién (Streltsov et al., 2015). Es probable que el BPIV-3
también tenga uno o mas sitios de enlace secundarios, pero es necesario
confirmarlo. La proteina HN unida a su receptor es esencial para el proceso de

fusién mediado por la proteina F.

La fusion permite que la RNP ingrese en el citoplasma de las células
blanco. Las proteinas de fusién son sintetizadas como biolégicos inactivos FO, que
son escindidos por proteasas celulares, principalmente por la furina, en su forma
activa F1y F2, unidos por un puente disulfuro. Este cambio desencadena un cambio
conformacional irreversible que permite la inmediata fusion (F1) con la membrana,
requiriendo de pH neutro del medio extracelular para que F1 se pueda fusionar
(Lawrence et al., 2004; Moscona, 2005; Lamb et al., 2006; Chang y Dutch, 2012;

Xiao et al., 2012).

La Replicacion y la transcripcidn del virus se llevan a cabo en el citoplasma. La
transcripcion inicia con el ARN de cadena negativa que produce ARNm por la accién
de la ARN polimerasa dependiente de ARN, por lo que no se replica usando ADN
intermedio y comienza la traduccion a proteinas. Por otro lado, la ARN polimerasa
replica en un sistema de 2 pasos: produce ARN de cadena positiva complementario
y a partir de este produce ARN de cadena negativa (Koonin y Dolja, 2014).

El material genético protegido por la Nucleocapside sirve como molde para la
sintesis de ARN por el complejo de la ARN polimerasa. Tienen una secuencia Lider

(Leader (Le)) y una secuencia remolque (Trailer (Tr)) localizadas en los extremos 3’
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y 5 del genoma, que contienen elementos promotores. Las secuencias
involucradas con el inicio de la transcripcidn, la poliadenilacion y el término de la
transcripcion de cada gen estan localizados al principio y término de este. Una
caracteristica de todos los mononegavirus es que llevan a cabo una transcripcién
por gradientes, lo que quiere decir que conforme la ARN polimerasa avanza a lo
largo del molde sintetiza progresivamente menos ARNm, por lo que los genes
cercanos a la region 3" se transcriben mas rapido y son mas abundantes que los
genes cercanos a la region 5°. Las proteinas virales son sintetizadas en citoplasma
y la cantidad de cada producto de gen corresponde al grado de transcritos
de ARNm de ese gen. Las glucoproteinas virales son sintetizadas y glucosiladas en
la via secretora (Cox y Plemper, 2015).

Las proteinas de la nucleocapside se forman en el citoplasma, unen y cubren al
ARN gendémico formando complejos con las proteinas L y P en complejos RNP
helicoidal y emigran hacia la superficie de la célula. La encapsidacion del virus
empieza con una proteina N unida a un sitio de nucleacibn o secuencia
promotora. La proteina M es hidrofobica, susceptible a la autoagregacion y es
esencial para la formacion de particulas ya que sirve de enlace de la envoltura viral
con la nucleocapside. La proteina posee 2 dominios cargados positivamente junto
con la region de unién, lo que rige las interacciones electrostaticas entre la proteina
y los fosfolipidos de la membrana celular para poder llevar a cabo el ensamblaje del
virus, asi las colas citoplasmaticas de las glicoproteinas interactuan con la proteina
M para organizar dicho ensamblaje (Harrison et al., 2010).

Las proteinas del virus migran hacia la membrana por complejos endosomales

requeridos para el transporte. Una vez que se forma la RNP se introduce a la
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particula viral y solo debe contener una copia del genoma (tamafo, genoma
completo y polaridad de ARN). El virus se libera por gemacion desde la superficie

celular (Harrison et al., 2010) (Figura 5).

Figura 5. Ciclo de replicacion del BPIV-3. (Traducido de Harrison et al., 2010)
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1.7. RESPUESTA INMUNE CONTRA LA INFECCION Y MECANISMOS DE

EVASION

La respuesta inmune que se monta contra el BPIV-3 comienza con mecanismos de
inmunidad innata, desde las barreras fisicas, como la microbiota de las vias
respiratorias altas, ya que ocupa micronutrientes y sitios de union que resultan en
la reduccion de la colonizacién por parte de agentes patdgenos. También ayudan
barreras fisicas como el epitelio estratificado escamoso de las narinas vy
pseudoestratificado ciliado del resto de las vias respiratorias y la produccion de
moco. Los mecanismos moleculares, incluyen péptidos antimicrobianos como las
defensinas y catelicidinas; las a y B defensinas estan presentes en los bovinos.
Existen tres B defensinas en el ganado bovino: el péptido antimicrobiano traqueal
(PAT), péptido antimicrobiano lingual (PAL) y los péptidos antimicrobianos
entéricos. PAT y PAL pueden formar poros en las membranas bacterianas, en virus
envueltos y otros agentes microbianos resultando en una rapida lisis; pero también
estas defensinas participan exacerbando procesos inflamatorios agudos y poseen
propiedades quimiotacticas para células dendriticas. Las células epiteliales también
producen ARNasa 7, la cual es una ARN helicasa con propiedades antimicrobianas,
asi como catelicidinas y proteinas surfactantes que contribuyen con la respuesta
innata contra la infeccion (Ackermann et al., 2010).

La produccién de Interferdn (IFN) tipo | es uno de los principales mediadores de la
respuesta inmune contra virus en mamiferos, es entonces que los virus han
desarrollado respuestas antagonistas de IFN. Generalmente los paramyxovirus

codifican proteinas antagonistas de IFN provenientes de isoformas de proteinas
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accesorias que se encuentran dentro de la secuencia de la proteina P. Estos
antagonistas generalmente actuan sobre moléculas de sefnalizacion del sistema
IFN, incluyendo el factor 5 asociado con la diferenciacion de Melanoma ( MDA5
(Melanoma differentiation associated factor 5)), el gen inducible por acido retinoico-
1 ( RIG-1 (Retinoic acid-inducible gene 1)), el factor regulador de IFN 3 ( IRF-3 (IFN
regulatory Factor 3)) y proteinas de la familia de transductores de sefial y
activadores de la transcripcion 1y 2 ( STAT (Signal trnsducers and activators of
transcription)) utilizando diferentes mecanismos, incluyendo la degradacién
proteosomal, inhibicién de la fosforilacion, entre otros (Audsley y Moseley, 2013)
(Figura 6).

Para la transcripcion de las proteinas accesorias la ARN polimerasa adiciona
nucleotidos de guanina en los transcritos de ARNm del gen P, lo que provoca un
desplazamiento del marco +1 o +2 bases dentro del ORF, lo que resulta en la
generacion de 2 o 3 proteinas accesorias (D/V/C), ya que la utilizacién de multiples
marcos de lectura conduce a la posibilidad de solapamiento de genes (Audsley y
Moseley, 2013). Se desconoce la funcion que tiene la proteina accesoria D, sin
embargo se ha descrito que las proteinas V y C tienen un efecto supresor en la
produccion de IFN-B (Komatsu et al., 2007).

La deteccién de los componentes virales esta mediada por tres tipos de receptores
de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs
(Pathogen associated molecular patterns)) (RRPs): Receptores tipo Toll (TLRs (Toll-
like receptors)) y receptores tipo RIG-1 (RLRs (RIG like receptors)) ya que son los
receptores principales de la inducciéon de IFN tipo | (IFN a/B) y receptores tipo

dominio de oligomerisacion de nucleotidos. Los TLRs detectan acidos nucleicos
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virales: TLR3 detecta RNA de doble cadena, TLR7 detecta RNA de cadena simple
ricos en guanina y uracilo. RLRs, RIG-1 y MDAS detectan ARN de doble cadena en
el citoplasma celular y finalmente RIG-1 también reconoce ARN de cadena simple
(Ackermann et al., 2010; Audsley y Moseley, 2013) (Figura 6).

Los RLRs y TLRs sefalizan para la transcripcion de IRF-3 y NF-kB, que al ser
translocados al nucleo activan la transcripcién de IFN tipo |, que a su vez estimula

la expresion de IRF-7 y rutas alternas con TLR-9 (Audsley y Moseley, 2013).

Figura 6. Mecanismos del BPIV-3 para evadir la respuesta inmune. (Modificado de Audsley y Moseley,
2013).

Finalmente se ha documentado que la infeccion por el BPIV-3 induce la produccién
de IgA en mucosas y, a nivel sistémico, IgM e IgG desde los seis dias post infeccion
y pueden persistir hasta por cinco meses en mucosas y por mas tiempo a nivel
sistémico. También se ha visto que los animales con titulos altos de IgA en mucosas

tienen mayor proteccién contra la infeccion clinica. Se ha reportado que los
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anticuerpos producidos reconocen de manera especifica las proteinas HN, F y N

del viribn, ademas de que se pueden transferir por el calostro (Ellis, 2010).

Aunque se conoce poco acerca de la respuesta inmune celular; se sabe que las
células NK tienen actividad citotoxica contra el virus, mientras que la proporcién de
linfocitos citotoxicos (T CD8*) circulantes es baja durante la infeccion. En
experimentos hechos en otros miembros del género Respirovirus se ha visto que al
final y durante la resolucién de la infeccién hay un gran numero de linfocitos CD8"

pulmonares (Ellis, 2010).

1.8. VACUNAS

Debido a que el BPIV-3 pertenece al CRB, las vacunas existentes son polivalentes
en conjunto con otros agentes virales y bacterianos del complejo. Se administran
multiples vacunas comerciales con la finalidad de disminuir el riesgo y la gravedad
del CRB. La seleccién del tipo y combinacion de antigenos de la vacuna a utilizar
se ven influenciados por el tipo y edad del ganado, origen, presencia previa de

alguno de los patégenos del complejo, entre otros factores (Theurer et al., 2015).

En Estados Unidos los resultados de la encuesta nacional de monitoreo en salud
animal reportan que 95.1% de los corrales de engorda con mas de mil cabezas de
ganado vacunan contra BVDV, 93.2% contra BHV-1, 61.4% contra BRSV y 55.1%

contra el BPIV-3 (Theurer et al., 2015).

Las vacunas contra patogenos virales pueden contener virus vivo modificado (VVM)
0 antigenos virales inactivados. Las vacunas con VVM estan reportadas como

estimulantes de inmunidad celular y humoral, activando linfocitos T. Las vacunas de
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antigenos inactivados (VAIl) estimulan principalmente la respuesta humoral,
aumentando la produccion de células B y anticuerpos. Ademas, estas ultimas
necesitan de adyuvantes para generar una respuesta adecuada (Salt et al., 2007;
Theurer et al., 2015). Muchas vacunas de VVM comercialmente disponibles pueden

ser administradas parenteralmente o por via intranasal (Cuadro 2).

Se ha demostrado que las vacunas que se administran por via intranasal son mas
efectivas al inducir una respuesta inmune sistémica y local; ademas vacunar
ganados jovenes via intranasal, puede intervenir potencialmente con los
anticuerpos maternos, que en algunos casos interfieren con la induccion de
inmunidad cuando se administran vacunas por la via parenteral (Schmidt et al.,

2011; Mansoor et al., 2015; Mahan et al., 2016).

En el HPIV-3 se habla del uso de vacunas recombinantes, utilizando antigenos del
virus humano, pero sustituyendo la Nucleoproteina por la de una cepa bovina, o
utilizando las proteinas HN y F de las cepas humanas y el resto del genoma de la
cepa bovina. Con esta vacuna se obtuvo una excelente produccion de anticuerpos
neutralizantes en nifios seronegativos (Senchi et al.,, 2013). Existen diversos
articulos que reportan haber desarrollado diferentes tipos vacunas de subunidades
contra el virus, por ejemplo, algunas vacunas emplean nanoparticulas que
encapsulan antigenos vacunales del virus que se administran por via intranasal, en
dichos estudios se ha reportado que dichas vacunas tienen una excelente
produccion de IgA neutralizantes a nivel de mucosas, sin embargo no tienen tan
buena produccion de IgG’s a nivel sistémico como las vacunas parenterales
comerciales (Mansoor et al., 2014).
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Cuadro 2. Vacunas comerciales disponibles en México que contienen al BPIV-3.

NOVARTIS BPIV-3, BHV-1, BVDV-1y BVDV-2 VVM
BAYER BPIV-3, BHV-1, BRSV, BVDV-1y BVDV- VVM
2
BAYER BPIV-3, BHV-1, BRSV, BVDV, Leptospira VVM

canicola, L. grippotyphosa, L. hardjo, L.
pomona 'y L icteriohaemorrhagiae.

Lapisa BPIV-3, BHV-1, BRSV, BVDV. VVM
Lapisa BPIV-3, BHV-1, BRSV, BVDV. VVM
TORNEL BPIV-3, BHV-1 (Cepa Colorado), BVDV-1 VAI

(Cepa NADL) y BVDV-2 (Cepa New
York)

Pfizer BPIV-3, BHV-1, BRSV, BVDV, Manhemia VVM
haemolityca A1

Pfizer BPIV-3, BHV-1, BRSV, BVDV-1y BVDV- VVM
2

Pfizer BPIV-3, BHV-1, BRSV, BVDV, L. VVM

canicola, L. grippotyphosa, L. hardjo, L.
pomona 'y L icteriohaemorrhagiae.

Pfizer BPIV-3, BHV-1, BVDV-1y BVDV-2 VVM

Boehringer-Ingelheim  BPIV-3, BHV-1, BRSV, BVDV, VAI
Histophilus somni,, L. canicola, L.
grippotyphosa, L. hardjo, L. pomona y L
icteriohaemorrhagiae.

Boehringer-Ingelheim  BPIV-3, BHV-1, BRSV, BVDV, VVM
Histophilus somni., L. canicola, L.
grippotyphosa, L. hardjo, L. pomona y L
icteriohaemorrhagiae.

Boehringer-Ingelheim  BPIV-3, BHV-1, BRSV, BVDV-1y BVDV- VVM
2, Histophilus somni.

INTERVET BPIV-3, BHV-1, BRSV y BVDV-1 VVM

Boehringer-Ingelheim  BPIV-3, BHV-1, BRSV, BVDV-1y BVDV- VM
2

VIRBAC BPIV-3 (Cepa Abbott), BHV-1 (Cepa RT-  VVM

22 DK), BRSV (Cepa Lehmkuhl 375),
BVDV-1 (Cepa Oregon C24V)y BVDV-2
(Cepa 296)

Boehringer-Ingelheim  BPIV-3 (Cepa SF-4), BHV-3 (Cepa VAI
McKercher), BRSV (Cepa Diamond),
BVDV-1 (Cepa Singer), BVDV-2 (Cepa
5912), L. canicola, L. grippotyphosa, L.
hardjo, L. pomona y L
icteriohaemorrhagiae.

NOVARTIS BPIV-3, BHV-1, BRSV, BVDV-1, BVDV- VAI
2, Leptospira canicola, L. grippotyphosa,
L. hardjo, L. pomonay L
icteriohaemorrhagiae.

NOVARTIS BPIV-3, BHV-1, BRSV, BVDV-1y BVDV-  VAI
2, Histophilus somni.
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Finalmente se ha descrito el uso de liposomas de oligomanosa (OML), ya que es un
sistema natural y no téxico de acarreamiento y transporte de antigenos; ademas el
uso de OML representa un sistema eficaz que sirve como blanco para células
presentadoras de antigeno, como los macrofagos y las células dendriticas cuando
se administran por via intranasal. En un estudio realizado utilizando OML en una
vacuna para Parainfluenza humana se determin6 que Unicamente en presencia de
un adyuvante de ARN de doble cadena sintético, Poly (I:C), la vacuna es capaz de
producir una adecuada cantidad de anticuerpos neutralizantes tanto en suero como

en mucosas (Senchi et al., 2013).

1.9. HETEROGENEIDAD GENETICA Y EVOLUCION MOLECULAR

1.9.1. GENOTIPOS VIRALES

Actualmente, ya se ha determinado la secuencia del genoma completo del BPIV-3
y basados en analisis filogenéticos se han descrito tres genotipos: A (BPIV3-A), B
(BPIV3-B) y C (BPIV3-C) (Figura 7). Esto, debido a la acumulacién de cambios a
nivel genético que pueden conferir identidad y capacidades antigénicas diferentes
a cada cepa. La variacion entre estos aislados es limitada y tienen una identidad del
92% del total de nucledtidos del genoma completo entre genotipos, lo que refleja
niveles similares de conservacion parecidos a los de los aislados del virus humano
(Horwood et al., 2008; Ohkura et al., 2013).

El BPIV3-A se ha reportado en ganado en Argentina, Australia, Brasil, China, Egipto,
Japoén y en Estados Unidos (Horwood et al., 2008; Vaucher et al., 2011; Maidana et
al., 2012; Wen et al., 2012; Ohkura et al., 2013; Neill et al., 2015; Sobhy et al., 2017).

Este genotipo puede ser dividido en tres subgenotipos basados en el grado de
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divergencia de las secuencias (Neill et al., 2015; Sobhy et al., 2017) (Figura 7). Se
ha determinado que las variaciones entre las cepas pertenecientes a este genotipo
son bajas, en promedio, analizando el genoma completo tienen una identidad

nucleotidica del 92% (Cuadro 3).

Por otro lado, el BPIV3-B se ha reportado en ganado de Australia y Estados Unidos,
ademas, en Argentina se ha podido aislar en Bufalos de agua y en ganado (Horwood
et al., 2008; Maidana et al., 2012; Neill et al., 2015; Fulton et al., 2016). Se ha
propuesto que este genotipo también forma tres subgrupos, donde las cepas
aisladas en Estados Unidos constituyen el primer subgenotipo, las australianas el
segundo genotipo y las cepas de los bufalos el tercer y ultimo subgenotipo; aunque
esto no ha sido confirmado ya que no se han hecho comparaciones filogenéticas
aun (Neill et al., 2015). Al comparar los genomas completos entre las cepas de este
genotipo se observe una identidad nucleotidica del 92.7%. La identidad de
nucleétidos de las cepas de referencia del BPIV3-B, fue de entre 82.6% y 83.9% al
compararlas con secuencias del genotipo A y de 80.9% y hasta 88% al compararlas

con secuencias del genotipo C (Cuadro 3).

El BPIV3-C es el mas homogéneo de los genotipos y ha sido aislado en ganado en
Argentina, China, Corea del sur, Estados Unidos y Japén (Zhu et al., 2011; Maidana
etal., 2012; Oem et al., 2013; Konishi et al., 2014; Neill et al., 2015). Las identidades
de nucledtidos entre las cepas pertenecientes a este genotipo se encuentran entre
97.5% y hasta 98.1% y si se comparan los aminoacidos estas cepas llegan a

presentar una identidad de hasta el 100%. Comparando este genotipo con el
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genotipo A, se tiene una identidad de nucleétidos de entre 81.8% y hasta 87%

(Cuadro 3) (Figuras 7 y 8).

Cuadro 3. Porcentajes de identidad de nucledtidos entre los genotipos del virus.

GENOTIPO

92% * *

82.6% - 83.9% 92.7% *

81.8% - 87% 80.9%-88% 97.5% -98.1%

No se han realizado analisis para conocer las relaciones y porcentajes de identidad
de nucledtidos, asi como de aminoacidos entre subgenotipos aun, mismos que
podrian ser utiles para determinar diferencias antigénicas entre estos grupos y

subgrupos.

Figura 7. Distribucion geografica de los genotipos y subgenotipos de BPIV-3 previos a este estudio.
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Figura 8. Arbol filogenético del BPIV-3. Se muestra la relacion de los tres genotipos bovinos,
comparandolos con algunas cepas de Parainfluenza-3 Humana (HPIV3), utilizando cepas de
referencia (modificado de Neill et al., 2015).

En un estudio realizado en 2008, comparando las secuencias de diferentes cepas
aisladas se determindé que los cambios en los genotipos se pueden detectar
principalmente en el gen de la proteina M por variaciones en el gen, pero también
en la secuencia de las proteinas F y HN (Horwood et al., 2008; Zhu et al., 2011;

Oem et al., 2013; Neill et al., 2015) (Figura 9).
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Figura 9. Arbol de andlisis filogenético donde se muestran los tres genotipos del BPIV-3 utilizando
secuencias reportadas en el GenBank (modificado de Wen et al., 2012.). A) Utilizando la secuencia de

nucledtidos del gen HN, B) Utilizando la secuencia de nucleétidos del gen M (En ambos casos podemos
apreciar los 3 genotipos).
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Estudios previos muestran que hay similitud en los determinantes antigénicos de la
proteina N entre las cepas humanas y las cepas bovinas; pero las diferencias
antigénicas entre los 3 genotipos siguen sin conocerse y son de vital importancia
para conocer epitopos conservados de cada genotipo para disefiar mejores técnicas
de diagndstico, nuevas estrategias terapéuticas y de profilaxis vacunal. En un
estudio realizado en 2015, se caracterizaron los determinantes antigénicos de la
proteina N, se utilizaron vectores de expresion para que un fragmento de la proteina
se expresara en Escherichia coli y utilizando anticuerpos monoclonales se
identificaron 3 epitopos: el primero que va del aminoacido (aa) 91 al 102, el cual es
el mas conservado ya que se encuentra en los tres genotipos y en la cepas
humanas, el segundo epitopos se encontré del aa 407 al 413, el cual es menos
conservado que el primero y se encuentra en las cepas de los genotipos A, C y en
las cepas humanas, pero no en el genotipo B. Finalmente el tercer epitopo, se
encontré del aa 428 al 435, es el menos conservado ya que solo se encuentra en
los genotipos A y C. Dichos resultados sugieren que existe variacién antigénica en
los 3 genotipos no solamente en la proteina N sino también en otras proteinas

virales (Ren et al., 2015).

1.9.2. EVOLUCION VIRAL

La secuenciacion masiva y los analisis filogenéticos son herramientas que nos
ayudan a estimar el origen de una nueva cepa, a identificar mutaciones y los efectos
de estas en la virulencia y transmision de los virus, también nos ayudan a predecir
la aparicion de nuevas especies, a elucidar los mecanismos de la transmisién entre
especies, identificar procesos de recombinacion, interacciones entre virus,
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mecanismos de propagacion, tamano de la poblacién viral, el origen de una cepa
en regiones geograficas concretas y como las personas pueden contribuir con la

transmision de una enfermedad (Yang et al., 2008; Sintchenko y Holmes, 2015).

En virus ARN, la aparicion de mutaciones puntuales por parte de la ARN polimerasa
es el principal elemento que contribuye con la alta variabilidad genética, ya que
estos virus carecen de mecanismos de correccion y reparacion de errores. La tasa
de mutacion promedio en estos virus es de 10 a 10 errores por nucleétido, por lo
que el numero de errores varia dependiendo de la longitud del genoma. (Presloid y
Novella, 2015). Sin embargo, los virus de la familia Paramyxoviridae poseen un
genoma de tamafo polyhexamérico que se considera que previene eventos de
hypermutagénesis. Ademas, de dicho fendmeno, presentan mecanismos de
mutacion, deriva génica, recombinacion y seleccion natural, mismos que se cree
que participan en la evolucion genética del BPIV-3. Sumado a esto, los genomas
pequefios, ciclos de replicacion cortos, poblaciones grandes y la generacion de
quasiespecies, que pueden perderse o ser seleccionadas en presencia de eventos
ambientales tales como drogas antivirales o anticuerpos, son factores que hacen
altamente variable este virus (Belshaw et al., 2007; Han y Worobey, 2011; Domingo

et al., 2012).

Aunque las mutaciones son la principal fuente de variacidn genética, la
recombinacién puede actuar modificando la estructura genética de las poblaciones
virales. Existen dos mecanismos que pueden generar genomas virales
recombinantes. El reordenamiento de genes, que puede ocurrir cuando 2 o0 mas
virus coinfectan una misma célula e intercambian segmentos de ARN para formar
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nueva progenie viral; fenbmeno que podemos ver en virus segmentados como los
Virus de Influenza. Y la recombinacién, que es el intercambio intramolecular de
informacion genética entre dos secuencias de nucledtidos. Los eventos de
recombinacidén pueden ocurrir entre diferentes genes (recombinacion intergénica o
no-homologa) o entre alelos del mismo gen (recombinacion intragénica u
homdloga). La recombinacion homdloga es un fendmeno poco comun en virus de
ARN de sentido negativo, existen muy pocos reportes de dicho fendmeno en estos
virus y en su mayoria se han reportado en miembros de la familia Paramyxoviridae
(Han y Worobey, 2011). Aunque, actualmente no se sabe si la recombinacion forma

parte de los mecanismos evolutivos del BPIV-3.

Dentro de los tres genotipos descritos se han reportado variaciones genéticas de
distintos tipos, desde el tamafio de los genomas, alta variacion en las regiones no
traducibles, asi como mutaciones puntuales en la secuencia leader y en los genes
F, L y P principalmente, con cambios significativos en las secuencias de
aminoacidos. Existen diferentes reportes que describen al gen P como el mas
variable entre los tres genotipos (Horwood et al., 2008; Zhu et al., 2011; Oem et al.,

2013; Ohkura et al., 2013).

Pocas cepas han sido secuenciadas en su totalidad, lo que dificulta la evaluacién
de la variacion genética del virus, lo que nos podra brindar informacién relevante y
util para afrontar la enfermedad. Se ha propuesto que la variacion genética del virus
se debe en gran medida a la transmisién del virus entre especies ya que ha sido
reportada en diferentes especies, incluyendo cerdos, pequefios rumiantes como las
cabras, borregos, alpacas y recientemente en bufalos, sugiriendo que la transmision
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entre especies es de vital importancia en la evolucién de este virus; aunque esto no
ha sido confirmado (Yener et al., 2005; Qiao et al., 2009, 2010; Maidana et al., 2012;
Chakraborty et al., 2014). En un estudio se explica que el dominio de unién al
receptor de la proteina HN se puede adaptar a analogos de acido sialico en distintos
hospederos, lo que facilita el cambio de tropismo celular haciendo que surjan
nuevos hospederos; lo que puede explicar parte de la evolucion molecular del BPIV-
3y la facilidad con la que pueden ocurrir las infecciones entre especies (Bowden et

al., 2010).

Neill et al., ha propuesto que dos cepas de baja patogenicidad en cerdos (TX81 e
ISU92) se transfirieron del ganado bovino a los cerdos, siendo TX81 el mismo virus
que circula tanto en bovinos como en cerdos, a lo que se le conoce como
transferencia verdadera y la cepa ISU92 es un nuevo virus adaptado al cerdo y
considerado una subespecie del virus del ganado bovino (Neill et al., 2015). Debido
a esta informacion se ha cuestionado el rol de los bufalos, cerdos y pequefios
rumiantes en la transmision y como reservorios del virus. Ademas, factores como la
exportacion e importacion de ganado, productos carnicos y derivados
contaminados, la utilizacién de materiales para la realizacion de productos para la
salud contaminados con el virus (principalmente vacunas) o la aplicacién de una
vacuna que posea genotipos o subgenotipos que no se encuentran dentro de una
region geografica especifica, representan un posible riesgo de introducir un nuevo
virus y sus posibles mutaciones en la poblacién animal susceptible (Wen et al.,

2012).
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En el BPIV-3 las variaciones entre los aislados son limitadas, sus genotipos tienen
identidades de hasta el 92 % del total de nucledtidos, esto debido a que, las
caracteristicas de su genoma prevén eventos de hypermutagenesis lo que hace que
las secuencias del virus tengan un alto nivel de conservacioén, por lo que se debe
sospechar que el virus debe tener otros mecanismos evolutivos. La recombinacion
puede actuar modificando la estructura genética de las poblaciones virales, puede
ser favorecida por la transmision entre especies y ademas ha sido reportada en
otros virus miembros de la familia Paramyxoviridae. Entonces, ¢La recombinacion
forma parte de los mecanismos evolutivos del virus? ;Este mecanismo se

favorecera por eventos de transmision entre especies?
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2. JUSTIFICACION

Debido a la importancia clinica y econdmica del BPIV-3 como parte del CRB, es
importante conocer los genotipos y subgenotipos existentes del virus, asi como sus
mecanismos evolutivos para poder entender mejor la epidemiologia molecular del
mismo y poder guiar el disefio de vacunas, el desarrollo de mejores técnicas de

diagndstico, asi como de mejores tratamientos.

Debido a que la recombinacion puede actuar modificando la estructura genética de
las poblaciones virales, puede ser favorecida por la transmision entre especies y
ademas ha sido reportada en otros virus miembros de la familia Paramyxoviridae,
se debe estudiar si la recombinacion forma parte de los mecanismos evolutivos del

BPIV-3.
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3. HIPOTESIS

La recombinacién es un mecanismo evolutivo presente en el virus de Parainfluenza-

3 bovina.
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4. OBJETIVO GENERAL

Analizar las secuencias disponibles del virus, profundizando en la epidemiologia

molecular y en los mecanismos evolutivos del mismo.

4.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las relaciones filogenéticas entre genotipos y subgenotipos, a
partir de secuencias reportadas.

2. Hacer la reconstruccion filogeografica del virus para elucidar la dinamica de
distribucion mundial de los genotipos y subgenotipos de secuencias
reportadas.

3. Determinar si la recombinacion es un mecanismo evolutivo del virus.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. RECOPILACION Y ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS REPORTADAS.

Para poder llevar a cabo la caracterizacion molecular del virus, se realizd una
busqueda de secuencias completas, asi como de secuencias de cada gen del virus,
totales y parciales, reportadas en NCBI (National Center for Biotechnology
information), en EMBL (European Molecular Biology Laboratory) y en ViPR (Virus
Pathogen Database and Analysis Resource). También se llevd a cabo una
busqueda haciendo uso de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para
completar la coleccion de secuencias para analizar. Dicha busqueda, contempld
unicamente secuencias nucleotidicas y se trabajaron en formato FASTA. Ademas,
se recopild informacién del pais de origen de cada aislamiento y el afo de coleccién
de la muestra. Para editar, modificar o renombrar una o mas secuencias se utilizaron
los programas BioEdit (Hall, 1999), MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016), el Bash de

Ubuntu en Windows y CygWin64.

Del total de las secuencias reportadas del virus se eliminaron las secuencias de
cepas vacunales y secuencias idénticas. Se realizé la caracterizacion con 22
secuencias de genomas completos del virus (SGC) y por cada gen se utilizaron el
siguiente numero de secuencias: F-53, HN-69, M-30, N-60 y P-15. El numero de
acceso, el nombre del aislado o cepa, el tamafio de la secuencia, la fecha de
coleccion, el hospedador y el pais de origen de las SGC se encuentran detallados
en el Cuadro 4. La misma informacion para las secuencias por genes se encuentra
detallada en el Anexo 1. Todas las secuencias se alinearon utilizando el programa
ClustalW (Thompson et al., 1994).
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Cuadro 4. Secuencias de genoma completo de BPIV-3 utilizadas en este trabajo.

AB770484 BN-1 15480 1963 Bovino Japén
AF178654 Kansas/15626/84 15456 Desconocido Desconocido EUA
AF178655 Shipping Fever 15456 1954 Bovino EUA
D84095 910N 15480 Desconocido Desconocido Japén
EU277658 Q5592 15498 Desconocido Desconocido Australia
HQ530153 SD0835 15474 2008 Bovino China
JQ063064 NMO09 15456 2008 Bovino China
JX969001 12Q061 15474 01/10/2012 Bovino Corea
del sur
KJ647284 TVMDL15 15474 2009 Bovino EUA
KJ647285 TVMDL16 15474 2007 Bovino EUA
KJ647286 TVMDL17 15474 2007 Bovino EUA
KJ647287 TVMDL20 15474 2012 Bovino EUA
KJ647288 TVMDL24 15480 2008 Bovino EUA
KJ647289 TVMDL60 15456 2007 Bovino EUA
KP757872 3/Egypt/2014 15434 2014 Bovino Egipto
KP764763 TtPIV-1 15474 Desconocido Delfin EUA
KT071671 NX49 15474 2014 Bovino China
KT215610 JS2013 15618 12/01/2013 Cabra China
KU198929 XJA13 15474 nov-13 Bovino China
LC000638 HS9 15474 2012 Desconocido Japon
LC040886 FK/D56/13 15480 nov-13 Bovino Japén
EU439428.2 92-7783 ISU-92 15480 1992 Cerdo EUA
EU439429.2 81-19252 Texas- 15480 1981 Cerdo EUA
81

5.2. ANALISIS FILOGENETICO

Para poder analizar filogenéticamente al virus se utilizé el programa IQ-TREE vy
utilizando el Model Finder de dicho programa (Kalyaanamoorthy et al., 2017) se
determinaron los modelos de sustitucion que fueron utilizados para realizar los
analisis filogenéticos segun los siguientes parametros: Para las SGC se utilizé el
método General Time Reversible (GTR) (Rodriguez et al., 1990) con distribuciéon
gamma (G) y la proporcion de sitios invariables (1) y una constante de IQ-TREE
Model Finder (f). Para el analisis de las secuencias del gen F, también se utilizd
GTR pero con distintas variables, para el gen HN, se utilizé el método Kimura de 3
parametros (K3Pu) (Kimura, 1981), para el gen M se utilizé el método Tamura-Nei

(TN) (Tamura y Nei, 1993) y finalmente, para los genes N y P se volvié a utilizar
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GTR (Cuadro 5). Para calcular las distancias entre pares de secuencia, asi como
para realizar busquedas con métodos basados en maxima verosimilitud es
necesario especificar un modelo de evolucion para los datos, por tal motivo se
selecciona el modelo que mejor describa para cada uno de los sitios de la matriz de
las secuencias la probabilidad de que una secuencia de nucleétidos cambie a otra
secuencia homologa a lo largo del tiempo; lo que resulta indispensable para tener
una reconstruccion filogenética robusta y fiable.

La inferencia genética se estim6 por Maxima Verosimilitud ((ML) Maximum
Likelihood) (Fu y Li, 1993; Guindon y Gascuel, 2003) en IQ-TREE (Nguyen et al.,
2015), empleando el Ultrafast Bootstrap (Minh et al., 2013; Hoang et al., 2017),
como método de soporte estadistico, utilizando 1000 réplicas. Se utilizé una cepa
de Parainfluenza-3 Caprina (CPIV-3) como “out-group” o grupo no relacionado
evolutivamente para enraizar el arbol en todos los modelos (Numero de Acceso

GenBank: KT215610.1).

Cuadro 5. Modelos de sustitucion empleados para el analisis filogenético.

SGC GTR+f+[+G4 22
F GTR+f+R3 75
HN K3Pu+f+R2 91
M TN+f+I 52
N GTR+f+G4 82
P GTR+f+G4 37

Con el objetivo de analizar el soporte de las ramas internas de cada arbol se llevo
a cabo un analisis de mapeo de Verosimilitud ((LM) Likelihood mapping) (Strimmer
y Von Haeseler, 1997), dentro de IQ-TREE. Se verificd que todas las ramas tuvieran

un porcentaje alto (>75%) de la topologia resuelta, las secuencias que por el
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contrario tenian altos porcentajes de topologia irresoluta se eliminaron; en estos
casos se vuelve a hacer el analisis filogenético sin dichas secuencias. Todos los

arboles filogenéticos generados se editaron en MEGA 7.0.

5.3. ANALISIS DE RECOMBINACION

5.3.1. PRUEBA DE TOPOLOGIA

Con el objetivo de detectar algun proceso de recombinacion en las secuencias
analizadas se llevé a cabo una prueba de topologia ((TT) Topology test), de igual
manera dentro de IQ-TREE. Para poder realizar esta prueba se alinearon las SGC
por gen, utilizando ClustalW y se generd un arbol para cada gen por ML utilizando
el Ultrafast Bootstrap con 10,000 repeticiones. Este mismo procedimiento se llevo a
cabo para cada gen, ocupando las secuencias en comun entre dos genes en las 10
posibles combinaciones (F-HN, F-M, F-N, F-P, HN-M, HN-N, HN-P, M-N, M-P and N-P).
Empleando los arboles generados se corrié el TT, con el objetivo de comparar la
topologia del arbol de cada gen entre si y con el arbol de las SGC utilizando las
siguientes pruebas: Shimodaira-Hasegawa (SH) (Shimodaira y Hasegawa, 1999),
Kishino Hasegawa (KH) (Kishino y Hasegawa, 1989), Shimodaira (AU) (Shimodaira,
2002) y los pesos de verosimilitud esperados ((ELW) Expected Likelihood weights)
(Strimmer y Rambaut, 2002). Estas pruebas confirmaron la diferencia estadistica
entre los arboles filogenéticos estimados a partir de los diferentes genes. La
significancia estadistica se establecié en p <0.01 en todas las pruebas. Todos los
analisis se realizaron por triplicado. ElI CPIV-3 se utilizé6 como outgroup en todos los
modelos, junto con algunas secuencias del HPIV-3 (Numeros de acceso de

GenBank: EU424062.1, AB012132.1, FJ455842.2, KF687346.1 y KF530245.1) para
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descartar que los resultados de incongruencia obtenidos con esta prueba fueran a

causa de la secuencia outgroup.

5.3.2. IDENTIFICACION DE PROCESOS DE RECOMBINACION

Para poder confirmar e identificar los posibles procesos de recombinacion a los que
aludié el TT, se utilizé el programa RDP4, empleando los siguientes 7 métodos
algoritmicos para identificar dichos procesos: RDP (Martin y Rybicki, 2000),
GENECONV (Padidam et al., 1999), Bootscan (Martin et al., 2005), MaxChin
(Maynard Smith, 1992), Chimaera (Posada y Crandall, 2001), SiScan (Gibbs et al.,
2000) y 3Seq (Boni et al., 2007). Todos los analisis se realizaron por triplicado. Se
tomaron como positivas las secuencias que tuvieran 5 0 mas métodos positivos a

recombinacion.

Figura 10. Diagrama de flujo general de la metodologia utilizada a lo largo del proyecto.
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6. RESULTADOS

6.1. ANALISIS FILOGENETICO

Para conocer la relacion genética existente entre los BPIV-3 reportados, se
construyeron 6 arboles filogenéticos basados en las secuencias disponibles de los
genes F, HN, M, N y P, ademas, de las SGC. Utilizando estas ultimas, se
determinaron los genotipos y subgenotipos existentes del virus; confirmando los tres
genotipos previamente descritos: BPIV3-A, BPIV3-B y BPIV3-C. Ademas de los tres
subgenotipos de BPIV3-A, descritos previamente. Revelando que el BPIV3-B puede
dividirse en dos subgenotipos y confirmando que el BPIV3-C es el genotipo mas

homogéneo, al no subdividirse (Figura 11).

No se encontraron relaciones geograficas solidas, ligadas a un genotipo o
subgenotipo en este grupo de secuencias y se puede observar que el virus ha sido
aislado de diferentes hospederos, como cerdos y delfines, que mantienen una

relacion genética estrecha con los virus aislados en ganado bovino.

Para confirmar los genotipos y subgenotipos por genes, se construy6 un arbol para
cada uno de estos, obteniendo los mismos genotipos para el gen F (Figura 12).
Para los genes HN, M, N y P se obtuvieron los mismos genotipos, mas un
subgenotipo hipotético de BPIV3-A, que se denomind A4 y que se propone como
cuarto subgenotipo, hasta que se pueda confirmar, ya que no se cuenta con las
secuencias completas de dichos aislados japoneses, concernientes a la region de
Akkeshi (Numeros de acceso GenBank: LC170488.1 y LC170489 (HN), LC

170481.1 y LC170482.1 (M, N y P)) (Figuras 13, 14, 15 y 16).
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Figura 11. Andlisis filogenético del BPIV-3 basado en las SGC reportadas en GenBank. El arbol
fue construido por el método de Maxima Verosimilitud. El arbol muestra los tres genotipos y sus
respectivos subgenotipos. Se indica el niumero de acceso, nombre de la cepa, pais de origen,
especie (excepto ganado bovino) y afio de coleccion de la muestra.
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Figura 12. Analisis filogenético del gen F del BPIV-3 basado en las secuencias de este gen
reportadas en GenBank. El arbol fue construido por el método de Maxima Verosimilitud. El arbol
muestra los tres genotipos y sus respectivos subgenotipos. (BPIV3-A: A1(Purpura), A2 (Rojo), A3
(Fucsia); BPVI3-B: B1 (Aguamarina), A2 (Azul); BPIV3-C (Verde)). n=51

Figura 13. Analisis filogenético del gen HN del BPIV-3 basado en las secuencias de este gen
reportadas en GenBank. El arbol fue construido por el método de Maxima Verosimilitud. El arbol
muestra los tres genotipos y sus respectivos subgenotipos. (BPIV3-A: A1(Purpura), A2 (Rojo), A3
(Fucsia); BPVI3-B: B1 (Aguamarina), A2 (Azul); BPIV3-C (Verde)) Ademas muestra el subgenotipo
hipotético A4 (Amarillo). n=75
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Figura 14. Andlisis filogenético del gen N del BPIV-3 basado en las secuencias de este gen
reportadas en GenBank. El arbol fue construido por el método de Maxima Verosimilitud. El arbol
muestra los tres genotipos y sus respectivos subgenotipos. (BPIV3-A: A1(Pdrpura), A2 (Rojo), A3
(Fucsia); BPVI3-B: B1 (Aguamarina), A2 (Azul); BPIV3-C (Verde)) Ademas muestra el subgenotipo
hipotético A4 (Amarillo). n=82

Figura 15. Andlisis filogenético del gen P del BPIV-3 basado en las secuencias de este gen
reportadas en GenBank. El arbol fue construido por el método de Maxima Verosimilitud. El arbol
muestra los tres genotipos y sus respectivos subgenotipos. (BPIV3-A: A1(Purpura), A2 (Rojo), A3
(Fucsia); BPVI3-B: B1 (Aguamarina), A2 (Azul); BPIV3-C (Verde)) Ademas muestra el subgenotipo
hipotético A4 (Amarillo). n=37
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Figura 16. Analisis filogenético del gen M del BPIV-3 basado en las secuencias de este gen
reportadas en GenBank. El arbol fue construido por el método de Maxima Verosimilitud. El arbol
muestra los tres genotipos y sus respectivos subgenotipos. (BPIV3-A: A1(Purpura), A2 (Rojo), A3
(Fucsia); BPVI3-B: B1 (Aguamarina), A2 (Azul); BPIV3-C (Verde)) Ademas muestra el subgenotipo
hipotético A4 (Amarillo). En Verde azulado, se muestran las secuencias argentinas, que se
encuentran filogenéticamente muy alejadas del resto de las secuencias de BPIV-3. n=52

Finalmente, al generar el analisis filogenético de las secuencias disponibles para el
gen M, se pudo detectar una irregularidad en las secuencias reportadas en bufalos
y ganado bovino en Argentina (Maidana et al., 2012). En dicho reporte se argumenta
que dichas secuencias se encuentran distribuidas a lo largo de los tres genotipos
del virus, pero al analizar las mismas secuencias en este estudio, las secuencias
argentinas se encuentran muy alejadas genéticamente de los miembros del género
Respirovirus (Figura 16). Por lo que esto puede deberse a un error en los analisis
filogenéticos realizados en el estudio argentino o hubo una falla al momento de

ingresar las secuencias a la base de datos del GenBank.
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El LM es un método para analizar el soporte de las ramas internas en un arbol sin
tener que computar el arbol completo. Este se realiza si se esta interesado en la
relacion entre grupos. Cada rama interna en un arbol completamente resuelto define
para cuatro conjuntos de secuencias. Esta prueba se realiza para confirmar que
cada secuencia (rama) se encuentre en el genotipo correspondiente. Los resultados

del LM se muestran en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Resultados de la prueba de LM.

(a,b)-(c,d) (a,b)~(c,d)
/N N\
/A /N
/ \ /1N
/ al \ SN /N
I\ N\ VAR VAR
/N /N / N\ \
/ N/ \ /6 /N 4N
/ N/ \ /N /TN /N
/ | \ /N NSO
/ a3 | a2z A\ /3 5 | 2\
/ | \ / | | \
(a,d) (b, c) (a,c)—(b,d) (a,d)~(b,c) (a,c)-(b,d)

[ PARCIALMENTE [ NO | %TOTAL |
RESUELTO RESUELTO | RESUELTO

2 3 4 5 6 7
2789 3258 0.67 044 0.76 1.06 97.07
1095 2284 055 073 07 29.4 68.63
13.75 2834 113 099 124 19.46 777
1263 1781 219 232 1.48 44.97 49.05
10.56 23.68 066 0.5 0.81 36.54 61.49
2266 2424 096 1.43 1 2214 74.48

La division del mapeo de probabilidad traza en 3 o 7 areas. A la izquierda (a1, a2, a3), las areas muestran
soporte para una de las diferentes agrupaciones como (a, b | ¢, d). Ala derecha (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7), los cuartetos
correctos que caen en las areas 1, 2 y 3 son filogenéticamente informativos. Los que estan en los rectangulos
4, 5y 6 son parcialmente informativos y aquellos en el centro (7) no son informativos. Las secuencias a, b, ¢, d
se extraen de todas las secuencias incluidas.

Como parte de los resultados de dichos analisis se puede deducir que el BPIV3-A
es un genotipo presente en Australia (A1), Brasil (A2), Canada (A1), China (A3),
Egipto (A3), Estados Unidos (A1, A2 y A3), Iran, (A3), Japon (A1 y “A4”) y Reino
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Unido (A1). ElI BPIV3-B esta presente en Australia (B1) y en Estados Unidos (B1y
B2). Finalmente, el BPIV3-C se encuentra presente en China, Corea del Sur, Japon,
Estados Unidos, Reino Unido, Serbia y Turquia (Figura 17). No se pudo confirmar

que las cepas argentinas fueran correspondientes con el BPIV-3.

Figura 17. Distribucion geografica de los genotipos y subgenotipos de BPIV-3 a partir de las
secuencias reportadas en el GenBank.

6.2. ANALISIS DE RECOMBINACION

6.2.1. PRUEBA DE TOPOLOGIA

Esta prueba se realizoé con cada gen de las SGC, pero también con combinaciones
entre las secuencias de los genes por separado, en el TT se buscan incongruencias
en las ramas, al comparar los arboles de cada gen entre si y con el arbol de las
SGC. Las incongruencias se encontraron en la topologia del arbol generado por el

gen L con respecto del resto de los genes y de igual manera en el arbol de las SGC
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con el resto de los genes (Cuadro 7). Al comparar las secuencias de genes por
pares no se encontré ninguna incongruencia en la topologia de los arboles.

Cuadro 7. Resultados de la prueba de topologia.

congruente congruente congruente congruente congruente
p>0.01 p>0.01 p>0.01 p>0.01 p>0.01
congruente congruente congruente congruente congruente
p>0.01 p>0.01 p>0.01 p>0.01 p>0.01
congruente congruente congruente congruente congruente
p>0.01 p>0.01 p>0.01 p>0.01 p>0.01
congruente congruente congruente 1 congruente congruente
p>0.01 p>0.01 p>0.01 p>0.01 p>0.01
congruente congruente congruente congruente 1
p>0.01 p>0.01 p>0.01 p>0.01
1

Podemos ver que la incongruencia se presenta Unicamente en el gen L y en las SGC con respecto
del resto de los genes.

Al presentarse incongruencia en el gen L, se explica la incongruencia del arbol de
SGC debido a que el gen L es el gen mas extenso con 6,700 pb de las
aproximadamente 15,456 bases que el virus posee; a diferencia del resto de los

genes que varia entre 1,055 y 1,800 pb.

Posteriormente se identificé la rama a la cual se le atribuye la incongruencia,
comparando la topologia del arbol de cada gen entre si, los arboles se realizaron
con 2 diferentes “outgroups”, el primero con el CPIV-3 y el segundo con secuencias
del HPIV-3 (EU424062.1, AB12132.1, FJ455842.2, KF687346.1, KF530245.1) con
la finalidad de descartar cambios en la topologia debido a la secuencia outgroup.
Como resultado de dicha comparacion, se encontré6 un cambio en la cepa
Estadounidense Texas/1981 de origen porcino, ya que, en todos los genes, se

encuentra dentro del subgenotipo A2 y en el gen L, esta cepa se encuentra dentro

56



del subgenotipo A1. Esta incongruencia en la topologia del arbol del gen L es alusiva

a un proceso de recombinacion en dicho gen (Figuras 18, 19 y 20).
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Figura 18. Comparacion de los arboles generados en la prueba de topologia. Se puede observar
en el gen L el cambio de la cepa Texas/1981 del subgenotipo A2 (Rojo) al A1 (Purpura). Los arboles

fueron construidos por el método de Maxima Verosimilitud. Se utilizaron como outgroup la cepa del
CPIV-3.
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Figura 19. Comparacién de los arboles generados en la prueba de topologia. Se puede observar
en el gen L el cambio de la cepa Texas/1981 del subgenotipo A2 (Rojo) al A1 (Purpura). Los arboles
fueron construidos por el método de Maxima Verosimilitud. Se utilizaron como outgroup las cepas
del HPIV-3.
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Figura 20. Arboles filogenéticos del gen L del BPIV-3 con diferentes outgroups, donde se muestra

el cambio de la cepa Texas/1981 del subgenotipo A2 al A1, con respecto del resto de los genes.

59



6.2.2. IDENTIFICACION DE LOS PROCESOS DE RECOMBINACION

Utilizando siete pruebas para detectar procesos de recombinacion del programa
RDP4, se identificaron cinco posibles procesos de recombinacién, de los cuales solo
cuatro se tomaron como procesos potenciales de recombinacion. Estos se
encontraron en secuencias de origen estadounidense, dos provenientes de ganado
bovino (cepas SF-4 y TVMDL24) y dos provenientes de ganado porcino (cepas
Texas/1981 e ISU/1992). Donde las dos recombinantes son las de ganado porcino
y como donantes de dicho material genético se encuentran las de ganado bovino

(Cuadro 8).

Cuadro 8. Resultados de las pruebas de deteccion de recombinacion en RDP4.

Texas/1981 SF-4 TVMDL24 -
2| Texas/1981 SF-4 TVMDL24 - + + + + + o+
ISU/1992 TVMDL24 Texas/1981 + + + + + +  +
ISU/1992 SF-4 TVMDL24 - + + + + + +

RDP (R), GENECONYV (G), Bootscan (B), MaxChin (M), Chimaera (C), SiScan (S) y 3Seq (T).

En la primera recombinante, Texas/1981, se detecté que mas de la mitad de la
secuencia tiene como donante genético a la cepa TVMDL24, es por eso que en el
arbol filogenético del gen L, la cepa Texas/1981 pasa a formar parte del subgenotipo
A1, al cual pertenece la cepa donante TVMDL24. Ademas, existe otro proceso de
recombinacién, donde la cepa ISU/1992 recibié material genético tanto de la cepa
Texas/1981, como de la cepa TVMDL24, de esta ultima cepa de manera indirecta,
por lo que también forma parte de la justificacién del cambio de subgenotipo por
parte de la cepa Texas/1981. En la cepa Texas/1981 la recombinacion se dio de las

bases 1 a 3,943 y de la 4,925 a 5,478, ambas por parte de la cepa TVMDL24; y en
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la cepa ISU/1992 la recombinacion se dio de las bases 4,907 a 6,290 por parte de

la cepa Texas/1981 y de la 4,907 a la 5,460 por parte de la cepa TVMDL24 (Figura

1).
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Figura 21. Secuencias recombinantes y sus donantes. En la cepa Texas/1981 la recombinacion se
dio de las bases 1 a 3,943 y de la 4,925 a 5,478, ambas por parte de la cepa TVMDL24; y en la cepa
ISU/1992 la recombinacion se dio de las bases 4,907 a 6,290 por parte de la cepa Texas/1981 y de
la 4,907 a la 5,460 por parte de la cepa TVMDL24.
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7. DISCUSION

El BPIV-3 es uno de los principales virus que forman parte del CRB, enfermedad
multifactorial que representa una de las principales causas de muerte en las
explotaciones bovinas y ocasiona grandes pérdidas econdmicas a nivel mundial
(Gershwin et al., 2015). A pesar de los esfuerzos que se han hecho por erradicar a
los patdgenos de dicho complejo, aun faltan muchos estudios que ofrezcan las
herramientas necesarias para poder lograrlo. Conocer los mecanismos evolutivos
de cada patégeno, es fundamental para comprender la epidemiologia de estos
microorganismos; elucidar los mecanismos de virulencia y patogenicidad,
comprender los mecanismos de transmision y tener un mejor entendimiento de la
susceptibilidad del patégeno puede brindar herramientas suficientes para
desarrollar mejores técnicas de diagnostico, mejores tratamientos y vacunas mas

eficientes (Yang et al., 2008; Sintchenko y Holmes, 2015).

En este trabajo, se analizaron 22 SGC del BPIV-3 para precisar los genotipos y
subgenotipos del virus, se establecio la distribucion de los genotipos presentes a
nivel mundial a partir de 250 secuencias reportadas y se determind, mediante un
TT, que la recombinacion forma parte de los mecanismos evolutivos del virus. Con
base en los analisis filogenéticos realizados a las SGC, se determinaron 3
genotipos: BPIV3-A, BPIV3-B y BPIV3-C. El genotipo A habia sido descrito
previamente en distintos estudios (Horwood et al., 2008; Vaucher et al., 2011;
Maidana et al., 2012; Wen et al., 2012; Ohkura et al., 2013; Neill et al., 2015; Sobhy
et al., 2017), pero solo en 2 de ellos se habia sugerido la divisién en 3 subgenotipos

basados en el grado de divergencia de las secuencias (Neill et al., 2015; Sobhy et
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al., 2017). El genotipo B ha sido descrito de igual forma (Horwood et al., 2008;
Maidana et al., 2012; Neill et al., 2015; Fulton et al., 2016). Neill y col., propusieron
que este genotipo también podria formar tres subgrupos, donde las cepas aisladas
en Estados Unidos constituyesen el primer subgenotipo, las australianas el segundo
y las cepas argentinas de bufalos el tercero. No obstante, en este trabajo se
determinaron unicamente 2 subgenotipos, conformados por las cepas australianas
(B1) y las cepas estadounidenses (B1 y B2). Finalmente, el genotipo C que también
habia sido descrito anteriormente por multiples autores (Zhu et al., 2011; Maidana
etal., 2012; Oem et al., 2013; Konishi et al., 2014; Neill et al., 2015), no tuvo ninguna
subdivision y se sigue considerando como el mas homogéneo de los genotipos. Al
realizar los analisis filogenéticos para cada gen, se hall6 en los genes HN, M, Ny P
un subgenotipo hipotético de BPIV3-A, que se propone como el subgenotipo A4, lo
que debera confirmarse con la secuenciacion del genoma completo y analisis

filogenético de dichos aislados japoneses, pertenecientes a la region de Akkeshi.

Con los analisis filogenéticos por gen, y utilizando 250 secuencias reportadas
disponibles, se determiné la distribucién de los genotipos y subgenotipos a nivel
mundial, concluyendo que el BPIV3-A es un genotipo presente en Australia (A1),
Brasil (A2), Canada (A1), China (A3), Egipto (A3), Estados Unidos (A1, A2 y A3),
Iran, (A3), Japon (A1 y “A4”) y Reino Unido (A1). El BPIV3-B esta presente en
Australia (B1) y en Estados Unidos (B1y B2). Y finalmente, el BPIV3-C se encuentra
presente en China, Corea del Sur, Japon, Estados Unidos, Reino Unido, Serbia y
Turquia. La cepa canadiense, las cepas iranis, algunas cepas japonesas y las cepas

serbias y turcas no habian sido categorizadas por genotipo y subgenotipo
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previamente a este trabajo. Ademas, es el primer trabajo que divide todas las cepas
actualmente reportadas en subgenotipos. No se pudo determinar la presencia de
linajes o clados acordes a la distribucién geografica de los genotipos y subgenotipos

basados en las secuencias hasta ahora reportadas.

En cuanto a las cepas argentinas, no se pudo confirmar que correspondan con el
BPIV-3. Al generar el analisis filogenético de las secuencias disponibles para el gen
M, se pudo detectar una irregularidad en el alineamiento y en el analisis filogenético
reportado en estas secuencias (Maidana et al., 2012). Dicho estudio argumenta que
las secuencias se encuentran distribuidas a lo largo de los tres genotipos del virus,
pero al analizar las mismas secuencias en este estudio, estas se encontraron muy
alejadas genéticamente del BPIV-3 e incluso de los miembros del género
Respirovirus. Utilizando BLAST, se determiné que las secuencias argentinas tienen
una identidad de nucleétidos menor al 75% con cepas del HPIV y del BPIV-3, por lo
que no se puede confirmar la familia o género al que pertenecen. Esto puede
deberse a un error en los analisis filogenéticos realizados en el estudio argentino o

a una falla al momento de ingresar las secuencias a la base de datos del GenBank.

Llevando a cabo la caracterizacion, se evidencié la recombinacién como proceso
evolutivo del BPIV-3. Por medio de un TT generado en IQ-TREE y utilizando el
programa RDP4 se detectaron cuatro potenciales eventos de recombinacién que
comprenden 2 cepas recombinantes (Texas/1981 e ISU/1992), ambas de origen
porcino (Qiao et al., 2009, 2010); donde Texas/1981 pertenece al subgenotipo A2 e
ISU/1992 al subgenotipo A1. En los dos eventos de recombinacién de la cepa

Texas/1981, tiene como donante principal a la cepa SF-4 perteneciente al genotipo
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A1y como donante menor la cepa TVMDL24 que concierne en el subgenotipo A1.
En cuanto a la cepa ISU/1992, tiene como donante principal en el primer evento a
la cepa TVMDL24 y como donante menor a la cepa Texas/1981; y en el segundo
evento como donante principal a la cepa SF-4 y como donante menor a la cepa
TVMDL24. En Texas/1981 se detectd que mas de la mitad de la secuencia tiene
como donante genético a la cepa TVMDL24, ya que en el arbol filogenético del gen
L procedente del TT, la cepa Texas/1981 pasa a formar parte del subgenotipo A1,
al cual pertenece la cepa donante TVMDL24, por lo que se descarta que el material
genético que detecta el programa como recombinacién sea de la donante principal
SF-4. En este caso la recombinacién se dio de la primera base a la 3,943 (3,943
bases) y de la 4,925 a 5,478 (553 bases), ambos eventos tienen como donante a la

cepa TVMDL24.

Ademas, existe otro proceso de recombinacién, donde la cepa ISU/1992 recibio
material genético tanto de la cepa Texas/1981 y en menor medida y de manera
indirecta de la cepa TVMDL24, por lo que también justifica el cambio de subgenotipo
por parte de la cepa Texas/1981, donde se encuentra mas cercano de las cepas
TVMDL24 e ISU/1992 debido a que comparten parte de su secuencia. En este caso,
la recombinacion se dio de las bases 4,907 a 6,290 (1,383 bases) por parte de la
cepa Texas/1981 y de la 4,907 a la 5,460 (553 bases) por parte de la cepa
TVMDL24; lo que sugiere que la recombinacion se presentd posteriormente al
primer evento de recombinacion, considerando que dentro de las 1,383 bases de la
cepa donante Texas/1981 ya se encuentran presentes las 553 bases que dond la

cepa TVMDL24 a la cepa Texas/1981 en el primer evento de recombinacion.
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La recombinacion es un evento que se presenta en tasas muy bajas en virus ARN
de sentido negativo (Han y Worobey, 2011). Sin embargo, existen muchos estudios
que reportan este evento en diferentes familias de dichos virus y muchos de esos
reportes en virus de la familia Paramyxoviridae. Existen reportes de recombinacion
en el Virus Sincitial Respiratorio (RSV), Pneumovirus en el que emplearon
coinfecciones experimentales y marcadores genéticos para demostrar este proceso
(Spann et al., 2003). También podemos encontrar reportes en el virus de Paperas
(Rubulavirus) y en el virus de Newcastle (NDV) (Avulavirus); donde buscaron
incongruencias filogenéticas para demostrar que pueden existir procesos de
recombinacién, aunque en tasas muy bajas en virus ARN de sentido negativo
(Chare et al., 2003). En el caso del NDV, existen diversos estudios que reportan la
recombinacién como parte de proceso evolutivo del virus (Han et al., 2008a; Chong
et al., 2010; Zhang et al., 2010; Satharasinghe et al., 2016). lgualmente, se han
encontrado procesos de recombinacién en Morbilivirus; un estudio proporciond
evidencia de que la recombinacion puede ocurrir en el virus del sarampidn y que ha
tenido un impacto detectable en la evolucién del virus (Schierup et al., 2005). Dentro
de este género, también se han encontrado eventos de recombinacion en el virus
de Distemper Canino (CDV) a lo largo de su genoma (McCarthy et al., 2007; Han et
al., 2008b; Yuan et al.,, 2017). Finalmente, dentro del mismo género de los
Respirovirus, se ha justificado la presencia de recombinacién en el HPIV-3 (Yang et
al., 2011). Ademas, en el mismo trabajo, se habia sugerido que tal vez existiese un
proceso de recombinacién en las cepas porcinas del BPIV-3; pero no se habia
caracterizado, por lo que este es el primer trabajo donde se demuestra que la

recombinacidn juega un papel importante en la evolucién y transmision del BPIV-3,
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al igual que en el caso del HPIV-3. Cabe mencionar, que la recombinacion dentro
del gen L ya ha sido sugerida en el virus de la Fiebre Hemorragica de Crimea-Congo
y reportada en el NDV y en el CDV (Lukashev, 2005; Zhang et al., 2010;

Satharasinghe et al., 2016; Yuan et al., 2017).

La recombinacion es el intercambio de material genético entre dos virus que
coinfectan una misma célula y este proceso ha sido asociado con el aumento en el
rango de huéspedes por parte de los virus, aumento en la virulencia, dando forma
a la diversidad viral purgando las mutaciones perjudiciales y favoreciendo la
acumulacién de mutaciones beneficiosas, en la evasiéon de la respuesta inmune y
en la evolucion de la resistencia a los antivirales (Simon-Loriere y Holmes, 2011;
Xiao et al., 2016; Poirier y Vignuzzi, 2017). El proceso de recombinacion detectado
entre cepas de origen porcino y cepas de origen bovino evidencian la capacidad de
adaptacion del BPIV-3 a células de diferentes especies, demostrando que la
transmision entre especies es de vital importancia para la evolucion de este virus.
Se sabe que el dominio de unidn al receptor de la proteina HN se puede adaptar a
analogos de acido sialico en distintos hospederos, lo que facilita el cambio de
tropismo celular haciendo que surjan nuevos hospederos y puede explicar la
convergencia de las cepas involucradas en los eventos de recombinacion en una

misma célula (Bowden et al., 2010).

Dependiendo del origen de las cadenas parentales, la recombinacion se divide en:
intragendmica, en la que las cadenas recombinantes pertenecen a la misma unidad
genética y la recombinaciéon intergendmica, en la que los fragmentos tienen

diferentes origenes. La recombinacién intragendmica esta relacionada con la
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regulacion de la expresion génica y la recombinacion intergendmica representa una
estrategia para generar diversidad genética y para mantener la integridad
cromosomica; es la forma mas comun en virus ARN, ya que es capaz de generar
nuevas variantes con diferentes caracteristicas biologicas. Tal es el caso de los
eventos de recombinacion detectados en este trabajo, por lo que se justifica una vez
mas la recombinacién como proceso evolutivo que facilita la adaptacion a diferentes

hospederos por parte del BPIV-3 (Perez-Losada et al., 2015).

Diversos factores genéticos y epidemiologicos pueden afectar la probabilidad de
recombinacion entre diferentes cepas, incluidos la homologia genética, el tamafio
de la poblacion en el hospedador, la co-circulacion en la misma area geografica, la
prevalencia en la poblacién y la tasa de coinfeccion (Perez-Losada et al., 2015).
Debido a estos factores y para profundizar en los mecanismos evolutivos y en la
epidemiologia molecular del virus, se requieren mas estudios a nivel mundial donde
se colecten, aislen, secuencien y caractericen diferentes cepas del BPIV-3 que nos
permitan detectar mas eventos de recombinacién, determinar la tasa de
recombinacion, las tasas de coinfeccién y las tasas de mutacion, hacer analisis
filogeograficos de los genotipos, subgenotipos del virus; con el objetivo de mejorar
las técnicas de diagndstico, plantear vacunas mas eficientes conjuntamente con
nuevos y mejores tratamientos, asi como mejores mecanismos de bioseguridad a
nivel de campo, ya que como se ha visto la adaptacion a diferentes hospederos es

uno de los principales mecanismos evolutivos del BPIV-3.
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8. CONCLUSIONES

Se confirmaron los tres genotipos del virus, asi como los tres subgenotipos
del BPIV3-Ay los dos subgenotipos dentro del BPIV3-B, utilizando todas las
SGC disponibles en GenBank.

Se propone un cuarto subgenotipo dentro del BPIV3-A (A4) que se encontrd
en los genes HN, M, Ny P.

Se encontro que las secuencias del virus reportadas en Argentina (Maidana
et al., 2012), tanto en bufalos como en ganado bovino no pertenecen al
genotipo B, como la publicacion lo sugiere.

No se pudo determinar la filogeografia, el ancestro comun ni la tasa de
mutacion para el virus por molecular clock debido a la falta de secuencias
completas, asi como por la similitud de los aislados.

Se detectaron eventos de recombinacion, como mecanismo evolutivo, dentro
del gen L, los cuales fueron confirmados por un test de topologia, asi como

por métodos logaritmicos que detectan dicho mecanismo evolutivo.
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9. PROSPECTIVA
1) Establecer el estatus zoosanitario del virus en poblaciones ganaderas de
México y determinar los genotipos y subgenotipos caracterizando las
variantes genéticas que circulan en el pais.
2) Determinar si existen diferencias antigénicas entre los genotipos y

subgenotipos identificados.
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