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SEROPREVALENCIA DEL VIRUS WEST NILE EN CABALLOS DEL AREA
CENTRAL DE LA PENINSULA IBERICA

Abad Cobo, Ana; Llorente de Gracia, Francisco; Jiménez Clavero; Miguel Angel

Centro de Investigacion en Sanidad Animal (CISA-INIA). Valdeolmos. 28130
Madrid

La Fiebre por virus West Nile (WNV) es una zoonosis reemergente de declaracion
obligatoria que, de acuerdo con los Ultimos estudios epidemiologicos, se encuentra en
continua expansion. En Espafia todos los afios se declaran brotes de enfermedad en
caballos en provincias del sur de Andalucia. En los tltimos meses se han declarado brotes
en provincias situadas mas al norte, como Ciudad Real y Avila. Estudios anteriores han
puesto de manifiesto la presencia de anticuerpos frente a WNV en aves de la zona central
de la Peninsula Ibérica. Por tanto, el objetivo de este trabajo es estudiar la seroprevalencia
en afios anteriores y posible circulacion viral en caballos en esta zona en la actualidad.
Para ello se han estudiado muestras tomadas en el afio 2013, de una poblacion de 416
caballos procedentes del area central de la Peninsula Ibérica y muestras de una poblacién
centinela (PC) tomadas el presente afio. Mediante ELISA y posterior confirmacion por
seroneutralizacion en placa, se ha detectado la presencia de anticuerpos desde el afio 2013,
obteniéndose una seroprevalencia del 2,9%, por ELISA, apareciendo muestras positivas
a lgM, y del 1,44% por seroneutralizacién. El estudio de la poblacion centinela nos indica
que el virus ha seguido circulando desde el afio 2013 hasta el afio 2015, donde tenemos
circulacion reciente en los primeros meses de este afio.

Palabras clave: West Nile, seroprevalencia, caballos

IDENTIFICACION DE GENES VIRICOS IMPLICADOS EN LA
MODULACION DE LOS PROCESOS DE MULTIPLICACION CELULAR
EUCARIOTA

Arboleya Agudo, Aroa; Lombd Brugos, Felipe

Departamento Biologia Funcional. Universidad de Oviedo. 33006 Oviedo

Pese a los avances realizados en el tratamiento del carcinoma colorrectal, la toxicidad de
la quimioterapia en tejidos normales y su baja eficacia en fases avanzadas de la
enfermedad contindan siendo un problema. Recientemente, el empleo de virus oncoliticos
ha resurgido como alternativa a las terapias convencionales. Estos virus pueden atacar a
las células tumorales por infeccion directa, como vectores o mediante la expresion
heter6loga de una de sus proteinas capaz de interferir en la proliferacion celular anormal
de las células tumorales. En este trabajo, se han seleccionado las proteinas viricas E1A
de Human adenovirus F y ORF2 de Torque teno midi virus 1 con el fin de estudiar si son
capaces de interrumpir el ciclo celular de las células HT-29 de cancer colorrectal. Se pudo



confirmar que ambas proteinas inducian apoptosis e incluso, se observo que la proteina
ORF2 era capaz de provocar un gran incremento de la apoptosis temprana.

Palabras clave: cancer colorrectal, ELA, ORF2, apoptosis

IMMUNE RESPONSE ELICITED BY DENDRIMERIC PEPTIDES AGAINST
CSFV IN DOMESTIC PIGS. ANEW PATH TO DIVA STRATEGY

Bohorguez Garzdn, José Alejandro, Ganges Espinoza, Llilianne

Centre de Recerca en Sanitat Animal (CReSA). Bellaterra. 08193 Barcelona

El virus de la Peste Porcina Clasica (CSFV, por sus siglas en inglés) es un agente
patolégico de gran importancia en la industria porcina, causando grandes pérdidas
econdmicas por mortalidad de animales en los paises donde es endémico y por costos de
control de brotes en los paises libres. La vacunacién contra esta enfermedad representa
un problema, debido a las medidas que se han establecido para su monitoreo. Es por esto
que la necesidad de vacunas y técnicas diagnésticas que permitan la diferenciacion de
animales vacunados de infectados (DIVA) ha aumentado con los planes de erradicacién
de la enfermedad. En el presente estudio se evalla la capacidad de cinco péptidos
dendriméricos, potencialmente DIVA, con diferentes combinaciones y nimero de copias
de epitopos para inducir una respuesta inmune eficaz contra la enfermedad. Todos los
péptidos fueron capaces de inducir proteccion clinica parcial, anticuerpos especificos
anti-péptido y anticuerpos neutralizantes después del desafio con una cepa viral de campo
altamente patogénica. Sin embargo, el RNA viral fue detectado en muestras de suero y
heces, lo cual indica una proteccion parcial clinica no esterilizante. Estos hallazgos
permiten evaluar la importancia del nimero de copias antigénicas y los epitopos
escogidos en una vacuna DIVA peptidica.

Palabras clave: Respuesta inmune, epitope, péptido, dendrimero, porcino.

CARACTERIZACION DEL CICLO VIRAL DE ADENOVIRUS DE LAGARTO
Y SERPIENTE

Carlero Carnero, Diego; San Martin Pastrana, Carmen; Condezo Castro;
Gabriela N.

Centro Nacional de Biotecnologia (CNB). Campus de Cantoblanco. 28049 Madrid

El adenovirus (AdV) es un virus causante principalmente de problemas respiratorios. Es
ademas uno de los principales virus usados como vectores de transferencia de genes y en
creacion de vacunas, pero en humanos existe una inmunidad innata contra este virus que
le lleva a producir enfermedades solo a personas inmunodeprimidas o en situaciones



especiales. Esto dificulta mucho su efectividad a largo plazo en cuestiones terapéuticas,
por lo que se propone el estudio de adenovirus de origen no humano, que pueden llegar a
convertirse en buenos sustitutos para este tipo de terapias. En el contexto de este posible
uso, se ha llevado a cabo la caracterizacion del ciclo viral de un adenovirus de lagarto
(LAdV-2) y otro de serpiente (SnAdV-1) para conocer su comportamiento dentro de la
célula y adentrarse mas en el conocimiento de estos nuevos virus. Mediante ensayos
cinéticos se ha determinado el tiempo post-infeccion al que los virus comienzan a
producir ADN dentro de las ceélulas infectadas; cuando alcanzan su méaximo de
produccion; y el momento en el que se estabiliza la produccion del mismo. Ademas, se
compar6 con un adenovirus humano control mostrando las diferencias en la produccion
de genomas virales en la célula. Se asentaron también las bases para una caracterizacion
de la produccion de proteinas virales utilizando anticuerpos que reconocen el polipéptido
11 la en todos los virus analizados.

Palabras clave: Adenovirus, ADN, lagarto, serpiente, ciclo infeccioso, cinética.

PAPEL DE LA PROTEINA CELULAR LPIN2 EN LA INFECCION POR EL
VIRUS DE LA HEPATITIS C

Castro lllana, Victoria; Gastaminza Landart, Pablo

Centro Nacional de Biotecnologia (CNB). Campus de Cantoblanco. 28049 Madrid

El virus de la hepatitis C (HCV) es la principal causa mundial de enfermedades cronicas
del higado. Existen evidencias claras de que HCV depende del metabolismo lipidico y
provoca profundas alteraciones en la homeostasis de los lipidos. En este trabajo,
centramos nuestra atencion en la familia de las lipinas, que intervienen en la conversion
en el citoplasma de acido fosfatidico a diacilglicerol, y que también pueden traslocarse al
nacleo para actuar como coactivadores transcripcionales de genes lipogénicos, algunos
de los cuales son relevantes para la patogénesis y el ciclo vital de HCV. Un estudio previo
de LPIN1, la lipina mejor caracterizada, determino que los niveles de expresion de LPIN1
son limitantes en la infeccion por HCV. Basandonos en estos resultados, analizamos el
papel de LPIN2 en la infeccion por HCV. Mediante estudios de silenciamiento génico
(RNAI), determinamos que las células deficientes en LPIN2 presentan una reduccion
significativa en la susceptibilidad a la infeccion por HCV. En concreto, LPIN2 parece
regular especificamente algunos aspectos de la entrada viral, una etapa de la infeccion en
la que LPIN1 parece no estar implicada. Ademas, Ilevamos a cabo experimentos similares
con el silenciamiento simultdneo de LPIN1 y LPIN2. Estas células silenciadas mostraron
una reduccion de susceptibilidad a la infeccion por HCV, aunque la reduccion en la
eficiencia de infeccion no es ni aditiva ni sinérgica en relacion con el efecto producido
por el silenciamiento individual.

Palabras clave: Virus de la hepatitis C, lipin, LPIN2, RNAi, HCV



TOLERANCIA A SEQUIA EN PLANTAS INFECTADAS CON VIRUS:
BALANCE COMPENSATORIO VIRUS-ESTRES ABIOTICO

Cutrona Sanchez, M2 del Carmen; Tenllado Peralo, Francisco
Centro de Investigaciones Biologicas (CIB). 28040 Madrid

Los virus son simbiontes intracelulares obligados y usan los recursos de su hospedador
para su multiplicacion y diseminacion. Las plantas en la naturaleza estan expuestas
simultaneamente al estrés provocado por los factores bioticos y abioticos, lo que suele
relacionarse con pérdidas econdémicas en agricultura. En este estudio se analizo el
balance compensatorio que la infeccion por virus pudiera tener en la eficacia biologica
del huésped bajo condiciones ambientales adversas, tal y como es el déficit hidrico.
Plantas de Arabidopsis thaliana y Nicotiana benthamiana se infectaron con diferentes
virus: PPV (Plum pox virus), PV X (Patato virus X), una quimera de PPV que expresa la
proteina P25 de PV X (PPV-P25) y la mezcla PPV+PV Xy se sometieron a diferentes
tratamientos de déficit hidrico. Las infecciones virales retrasaron la aparicion de
sintomas asociados a sequia, evidenciado por un mayor contenido en agua en las plantas
infectadas. Ademas se realizaron diferentes analisis de parametros relacionados con la
tolerancia a sequia, como son la velocidad de deshidratacion y la modificacion del
sistema radicular de las plantas sanas e infectadas. De manera resefiable, se constatd un
efecto compensador de la infeccion con PPV y PPV+PV X sobre la eficacia bioldgica,
media como produccion de semillas por individuo, en las plantas de A. thaliana
sometidas a déficit hidrico.

Palabras clave: A. thaliana, estrés abiético, déficit hidrico, infeccion viral, eficacia
bioldgica.

EDICION GENICA EN PROGENITORES HEMATOPOYETICOS HUMANOS
PARA LA INSERCION DE UNA MATRIZ TERAPEUTICA EN EL GEN PKLR

Fafiands Baquero, Sara; Segovia Sanz, José Carlos; Quintana Bustamante, Oscar

Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnoldgicas
(CIEMAT). 28040 Madrid

La aplicacion de la Edicion Genica para la correccion de numerosas enfermedades
humanas supone un reto, y en este caso, se ha desarrollado un sistema para la correccion
de la Deficiencia en Piruvato Kinasa (PKD) basado en la edicidn génica de progenitores
hematopoyéticos (HPCs). PKD es una enfermedad eritroide rara, causada por mutaciones
en el gen PKLR que codifica para la enzima Piruvato Kinasa (RPK). Mediante una
estrategia de knock-in, se inserta una matriz que contiene la versién codon-optimized de



los exones 3 a 11 de RPK y un gen de seleccion de puromicina, en el segundo intrén del
gen PKLR, por medio de diferentes nucleasas. La matriz terapéutica y las nucleasas son
introducidas por electroporacion en células CD34+ purificadas de corddén umbilical sano.
Estas HPCs son expandidas y seleccionadas por puromicina para enriquecer la poblacion
de células editadas. Pese a la gran toxicidad y baja eficiencia observadas, el 96% de las
unidades formadoras de colonias (CFUs) derivadas de las CD34+ supervivientes,
mostraron la integracion especifica de la matriz en el segundo intrén del gen PKLR.
Ademas, se han detectado HSCs editados tras haber injertado en ratones NSG cuando se
usa PKLR TALEN mRNA. En conclusion, se demuestra que la edicion genica en HPCs
con capacidad de injerto es factible, aunque se requieren mejoras en el sistema.

Palabras clave: Progenitores hematopoyéticos, deficiencia en Piruvato Kinasa, PKLR,
TALEN, Edicion génica.

DESARROLLO DE UNA VACUNA MULTISEROTIPO FRENTE AL VIRUS DE
LA LENGUA AZUL BASADA EN EL VIRUS MVA RECOMBINANTE QUE
EXPRESA LA PROTEINA NS1

Fernandez Retuerto, Borja; Ortego Alonso, Francisco Javier; Marin Lépez,
Alejandro.

Centro de Investigacion en Sanidad Animal (CISA-INIA). Valdeolmos. 28130
Madrid

El virus de la lengua azul (BTV) es un orbivirus sin envoltura con genoma ARN de doble
cadena de la familia Reoviridae. Se transmite por insectos del genero Culicoides
infectando a rumiantes, causando fiebres trombo-hemorragicas principalmente en ovejas.
BTV provoca graves pérdidas econdmicas y repercusiones en la industria ganadera de los
paises afectados. La vacunacion es una medida critica para controlar la propagacion del
virus. Actualmente, las vacunas inactivadas son las empleadas en Europa, pero sus
desventajas aumentan el interés en la investigacion de vacunas recombinantes de nueva
generacion. Estas deben ser més efectivas, mas faciles de producir y méas baratas, ademas
de ser marcadoras y de generar una proteccion multiserotipo. En este trabajo se ha
desarrollado un candidato vacunal basado en el vector MVVA que expresa la proteina NS1
de BTV-4. La vacunacion con rMVA-NS1 indujo una fuerte respuesta inmune celular
CD8 citotoxica y confirio proteccion en ratones IFNAR frente a desafios con dosis
letales de BTV-1, BTV-4 y BTV-8 en ausencia de anticuerpos neutralizantes. Los datos
obtenidos del estudio sugieren que rMVA-NS1 podria ser una vacuna marcadora
prometedora frente a maltiples serotipos de BTV.

Palabras clave: Virus de la lengua azul, vacuna multiserotipo, ratones IFNAR™,
proteina NS1, virus vaccinia cepa modificada Ankara.



DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE REPLICACION IN VIVO DE
AISLADOS DEL VIRUS DEL SINDROME REPRODUCTOR Y
RESPIRATORIO PORCINO EN SU INMUNOGENICIDAD Y CAPACIDAD
PARA INDUCIR PROTECCION

Garza Moreno, Laura; Prieto Suarez, Cinta; Martinez Lobo, Fco. Javier

Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid, 28040 Madrid

Una de las caracteristicas principales del VSRRP es la débil respuesta inmunitaria tanto
innata como adaptativa que induce en el cerdo tras la infeccion. Esta caracteristica se une
a su elevada variabilidad, que hace que exista una gran diversidad de virus, algunos de
ellos con comportamientos patogénicos muy diferentes. Los aislados muy patdgenos se
replican in vivo mas eficientemente que los avirulentas o las cepas vacunales. El presente
estudio se disefid para determinar si aislados que se replican de manera mas eficiente en
el hospedador pueden inducir una respuesta inmunitaria mas potente que los aislados que
se replican pobremente y mejorar asi la proteccion de los animales. Los resultados del
estudio indican que los aislados mas virulentos inducen una respuesta homologa de
anticuerpos neutralizantes superior a los aisladas menos virulentos, debido posiblemente
a una mayor exposicion antigénica. Sin embargo, esta respuesta superior no mejora la
reactividad cruzada y la cantidad de anticuerpos neutralizantes frente a los aislados de
desafio fue similar entre grupos, independientemente de la virulencia del aislado de
inmunizacion, lo que conduce a una proteccion equivalente. Los resultados indican que
la variabilidad antigénica del virus juega un papel superior en la proteccién heteréloga.

Palabras clave: VSRRP, inmunogenicidad, virulencia, proteccion heteréloga

LA INFLUENCIA DE PARAMETROS AMBIENTALES EN LAS
INTERACCIONES PLANTA-VIRUS DE ARN

Hernandez Walias, Francisco Javier; Canto Ceballos, Tomas

Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB). 28040 Madrid

La capacidad de los virus para afectar cosechas puede depender de factores como la
temperatura, CO2, 0 estrés hidrico. Hemos estudiado como afecta la elevada temperatura
0 CO; ambientales a la interaccion de tres tipos de virus de ARN de polaridad positiva
con una planta modelo experimental. El aumento de la temperatura redujo la acumulacion
de dos de ellos, el virus Y de la patata (Potato virus Y, PVY) y el virus X de la patata
(Potato virus X, PVX) desapareciendo los sintomas de infeccion. En el caso del virus del
mosaico del pepino (Cucumber Mosaic virus, CMV) los niveles de virus y sintomas se
mantuvieron a elevada temperatura. El elevado CO: ambiental también afecto,
ligeramente, a los niveles de virus. El trabajo abordd también el estudio de posibles
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efectos beneficiosos (trade-offs) que la infeccion viral pudiera conferir a las plantas frente
a un estrés ambiental, la sequia. Otro aspecto del trabajo ha sido la obtencion de clones
virales infectivos de PVY y de CMV que expresan sus supresores del silenciamiento
génico antiviral (HCPro y 2b, respectivamente) marcados con proteinas fluorescentes,
para su estudio en vivo en un contexto de infeccidn viral.

Palabras clave: PVY, CMV, PVX, agroinfiltracion, supresion de silenciamiento.

EVOLUCION DEL VIH-1 DURANTE LAS ETAPAS INICIALES DE LA
INFECCION EN DOS PAREJAS DE HOMBRES QUE TIENEN SEXO CON
HOMBRES (HSH) INFECTADAS CON VIRUS IDENTICOS

Jurado Ruiz, Oscar; Lopez-Galindez, Cecilio; Casado Herrero, Concepcion

Instituto de Salud Carlos 111 (ISCIII). Majadahonda. 28220 Madrid

OBJETIVOS: Confirmar la hipotesis de que un mismo aislado de VIH-1, en diferentes
pacientes (ambientes genéticos diferentes) evolucionara de distinta forma. Lo que se
pretende es estimar la contribucion de los factores ambientales que causan esta diferente
evolucion.

PRINCIPALES RESULTADOS: Los resultados de este trabajo han permitido la
identificacion de diferentes tasas evolutivas del VIH-1 entre los miembros de cada pareja
HSH. Se han detectado diferencias en la capacidad replicativa entre las variantes del VIH-
1 analizadas. También, se han detectado polimorfismos genéticos en los pacientes
analizados que pueden contribuir a diferencias en la tasa de evolucion del virus VIH-1y
a la progresion clinica de la infeccion en los pacientes.

CONCLUSIONES: Las diferencias en las tasas evolutivas identificadas en los virus de
los pacientes indican que los factores genéticos del huésped pueden estar condicionando
la progresion clinica de la enfermedad.

Palabras clave: VIH-1, cuasiespecie, tasa de evolucion, factores genéticos.

CARACTERIZACION DE LA PROTEINA HA PROCEDENTE DE UN VIRUS
DE LA GRIPE PH1IN1 DE 2009 AISLADO DE UN PACIENTE FALLECIDO

Lopez Hernandez, Pablo; Falcdn Escalona, Ana

Centro Nacional de Biotecnologia (CNB). Campus de Cantoblanco. 28049 Madrid

El virus de la gripe es una de las principales causas de infecciones respiratorias agudas en
el mundo. Anualmente se suceden epidemias estacionales y ocasionalmente se dan
pandemias provocadas por cepas del virus altamente patogénicas. La gripe pandémica del
afio 2009 causo sintomas leves en la mayoria de los pacientes infectados. Sin embargo,
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hubo una alta tasa de casos graves en adultos jovenes sanos sin comorbilidades, indicando
que podian estan co-circulando virus con diferente patogenicidad. En el laboratorio se
caracterizaron dos virus aislados de pacientes sin comorbilidades asociadas, uno de ellos
de un caso leve (virus M) y otro de un caso fatal (virus F). Los resultados indicaron que
el virus F era mas virulento en cultivo celular y mas patogénico en un modelo murino in
vivo que el virus M. La caracterizacion genética de estos virus indicé que las mutaciones
PB2-A221T, PA-D529N y HA-S127L pueden ser considerados como posibles
determinantes de patogenicidad. Este trabajo se centrd en el estudio de la mutacion HA-
S127L evaluando su efecto en el proceso de unién y entrada a la celula. Este proceso se
analizé de manera independiente del ciclo de replicacion del virus de la gripe mediante el
uso de particulas retrovirales pseudotipadas, y en el contexto del ciclo viral mediante la
infeccion con virus de la gripe recombinantes. Se ha observado que la mutacion HA
S127L no afecta significativamente al proceso de unién y entrada en la célula en ambos
modelos sugiriendo que no es la responsable del incremento de patogenicidad del virus
F.

Palabras clave: Virus de la gripe, pH1IN1, hemaglutinina, patogenicidad.

PAPEL BIOLOGICO DE LA PROTEINA TERMINAL DE LOS
BACTERIOFAGOS Phi29 y Bam35

Martinez Alonso, Diego; Salas Falgueras, Margarita; Redrejo Rodriguez, Modesto

Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (CBMSO). Campus de la Universidad
Autdénoma. 28049 Madrid

Algunos virus, como los bacteriéfagos ®29 y Bam35 llevan a cabo la replicacion de su
genoma utilizando una proteina terminal (TP) como cebador. Recientemente, se han
asignado papeles adicionales a estas proteinas en el ciclo infectivo de diversos fagos. En
el presente trabajo se han caracterizado las interacciones entre la TP de ®29 y proteinas
de su hospedador natural, Bacillus subtilis, con el objetivo de profundizar en los
mecanismos que permiten a la TP llevar a cabo su funcion biologica. Aqui se muestra que
al menos una proteina bacteriana podria interaccionar con la TP de ©29. En el caso del
fago Bam35, no se conoce en detalle el papel biolégico de la TP. En el presente trabajo
se ha estudiado la localizacion subcelular de la TP del fago Bam35 en su hospedador
natural, Bacillus thuringiensis. La TP localizé de forma homogénea por toda la bacteria.
Ademas, produjo una pérdida de la morfologia celular y la desestructuracion del
nucleoide con independencia de otras proteinas virales. Estos resultados sientan la base
para el estudio de la replicacion de Bam35 in vivo.
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ANALISIS VIROLOGICO Y DE SUPERINFECCION POR VIH-1 EN UNA
PAREJA DE HSH NO PROGRESORES

Martinez Arbas, Susana; Pernas Escario, Maria; Lépez Galindez, Cecilio

Instituto de Salud Carlos 111 (ISCII1). Majadahonda. 28220 Madrid

Los pacientes no progresares a largo plazo (L TNP) constituyen un grupo de pacientes
infectados por VIH-1 que no presentan sintomas clinicos por un periodo superior a 10
afios en ausencia de terapia antiretroviral. La doble infeccién (DI), o infeccion por dos o
mas virus distintos de VIH-1, en L TNP se ha descrito s6lo en casos esporadicos y no hay
estudios sobre la evolucion viral en este grupo de pacientes. También se ha descrito la
superinfeccion en parejas seroconcordantes, ya sea con el virus de la pareja o uno externo.
En este trabajo se analiza la evolucion viral y las caracteristicas bioldgicas de las variantes
virales de la pareja con el objetivo de determinar si ambos se infectaron con el mismo
virus y la posibilidad de la superinfeccion en un miembro de la pareja.

Palabras clave: VIH-1, superinfeccion, L TNP, respuesta neutralizante.

ESTUDIO DEL EFECTO ADYUVANTE DE UN RNA SINTETICO EN LA
VACUNACION DE CERDOS FRENTE AL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA

Monzon Lépez, Felipe; Borrego Rivero, Belén

Centro de Investigacion en Sanidad Animal (CISA-INIA). Valdeolmos. 28130
Madrid

Para proteger al ganado del Virus de la Fiebre Aftosa se utilizan adyuvantes que estimulan
la respuesta inmune innata y adaptativa, junto con la vacuna convencional inactivada
guimicamente. En este estudio se ensaya el efecto de un transcrito sintético de RNA en la
inmunizacion de cerdos durante tres meses en la etapa previa y 14 dias en la posterior al
desafio. Para el desafio se utiliz6 un virus analogo al vacunal. También se estudio la
capacidad de neutralizacion frente a ambos virus, ademés de una cepa genéticamente
distinta a estos. Los resultados indican que dicha molécula produce un aumento del titulo
de anticuerpos y lo mantiene durante méas tiempo, mejora la capacidad de neutralizacion
in vitro frente a una cepa heterologa a la vacunal y afecta positivamente a la proteccion
frente a la enfermedad de los animales de campo.

Palabras clave: VFA, IRES, Cerdos, RNA.

CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES ANTIGENICAS E
INMUNOGENICAS DE LA NUCLEOPROTEINA N DEL VIRUS DE LA
FIEBRE DEL VALLE DEL RIFT
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Moreno Fernandez, Sandra; Brun Torres, Alejandro

Centro de Investigacion en Sanidad Animal (CISA-INIA). Valdeolmos. 28130
Madrid

En este trabajo se han evaluado las propiedades antigénicas e inmunogénicas de la
nucleoproteina N del virus de la fiebre del Valle del Rift (RVFV) empleando antisueros
y anticuerpos monoclonales, asi como ensayos de inmunizacion de ratones con proteinas
recombinantes (wild type y mutante) o con vacunas ADN. Para ello se generaron
plasmidos de expresion que codificaban el gen de la proteinas N de RVFV en su version
wild type y/o mutante. Se introdujeron mutaciones en dos zonas adyacentes (R1 y R2)
que habian sido previamente identificadas como importantes para la union de anticuerpos
monoclonales anti-N. También se generaron varios plasmidos que codificaban la
sustitucion de ambas regiones por epitopos heterdlogos, con el objeto de valorar la
capacidad de induccion de anticuerpos frente a los mismos y su importancia en el
reconocimiento antigénico. Los resultados obtenidos mostraron que la las mutaciones
introducidas influyen en el reconocimiento por anticuerpos monoclonales o por sueros
policlonales. Ademas se observd una gran diferencia en la capacidad de induccion de
anticuerpos por parte de las dos proteinas, siendo mayor en la wild type que en la mutante.
Este resultado confirma la influencia de las mutaciones en R1 en las propiedades
antigénicas e inmunogénicas de la nucleoproteina y sugiere la posibilidad de mejorar la
discriminacion entre animales infectados y vacunados con vacunas basadas en virus
atenuados. Al contrario de lo esperado, no se detect6 induccion de anticuerpos especificos
frente a los epitopos heterdlogos insertados en N y los ratones inmunizados con estas
construcciones no mostraron proteccion frente a un desafio letal, disminuyéndose los
tiempos de supervivencia. Este Gltimo hecho justifica la necesidad de llevar a cabo
estudios adicionales.

Palabras clave: RVFV, nucleoproteina, inmunogenicidad

PRODUCCION DE ANTIGENOS DEL VIRUS EBOLA DE INTERES
DIAGNOSTICO Y VACUNAL EN INSECTOS BIOFACTORIA

Rius Rocabert Sergio; Martinez Escribano, José Angel; Martinez Pulgarin, Susana

Instituto Nacional de Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA). 28040 Madrid

El virus Ebola, en especial su variedad Zaire, es un patdgeno de alta mortalidad que afecta
de forma frecuente a la zona central del continente africano y frente al cual no se posee
actualmente una vacuna o tratamiento aprobados. La busqueda de una vacuna y un
método de diagndstico rapido, econdmico y eficaz son objetivos primordiales
actualmente. El desarrollo de anticuerpos neutralizantes frente a la glicoproteina del virus
ha demostrado ser clave para la supervivencia a la enfermedad, mostrandose este antigeno
como un elemento esencial para la formulacion vacunal. Asimismo, la presencia de



14

anticuerpos frente a la nucleoproteina en los individuos infectados otorga a esta proteina
gran valor en el desarrollo de kits diagndsticos. En este trabajo se produjeron de forma
eficaz la nucleoproteina y la glicoproteina del virus Ebola Zaire, asi como un fragmento
altamente inmunogénico de esta ultima (MFL) en larvas y crisalidas del insecto
Trichoplusia ni utilizando baculovirus mejorados mediante la tecnologia Top-Bac®. Se
analizaron diferentes dosis de baculovirus y tiempos de infeccion en ambos estadias para
optimizar las condiciones para su produccion. Con las condiciones ptimas se obtuvieron
3,37 mg de nucleoproteina, 5,37 mg de glicoproteina y 2,61 mg del fragmento MFL por
cada gramo de insecto.

Palabras clave: Ebola, glicoproteina, nucleoproteina, baculovirus Top-Bac®, insectos
biofactoria.

RETROVIRUS ENDOGENOS FELINOS Y VIRUS DE LA LEUCEMIA FELINA

Riveros Zalamea, Juan Diego; Gomez-Lucia Duato, Esperanza; Doménech Gomez,
Ana

Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid, 28040 Madrid

Las secuencias homologas al virus de la leucemia felina (enFeLV) son retrovirus
enddgenos presentes en el genoma de los gatos domésticos que no pueden producir virus
infecciosos pero que sin embargo, son capaces de recombinarse con virus de la leucemia
felina (FeLV), lo que permite plantear que enFeLV desempefie un papel en la evolucién
de la infeccion por FeLV. En este trabajo, se secuenciaron nueve genes pol de provirus
enFeLV y FeLV obtenidos de gatos no infectados e infectados por FeLV. Las secuencias
pol, conservadas en ambos virus, se detectaron utilizando una técnica de PCR anidada,
previamente desarrollada en el laboratorio, y se amplificaron por PCR utilizando varias
combinaciones de los 22 cebadores disefiados en este trabajo. Las secuencias obtenidas
se alinearon frente a una secuencia completa de enFeLV A2 (acceso GenBank nimero
AY364319.1) y otras secuencias de enFeLV y FeLV de la base de datos GenBank, y se
realizaron analisis filogenéticos con todos ellos. Se observo una alta homologia (95-99%)
entre todas las secuencias estudiadas. No se observaron diferencias claras entre las
secuencias exdgenas y endogenas en los analisis filogeneéticos; asi, dos secuencias
enddgenas (12, 34) y una secuencia FeLV (96) fueron las més estrechamente relacionadas
con enFeLV A2, lo que sugiere algunos eventos de recombinacion entre genes pol
exogenos y endogenos. Se detectaron mutaciones puntuales, algunas deleciones e
inserciones en las secuencias de FelLV, principalmente en las correspondientes a la
transcriptasa inversa, lo que podrian afectar a la funcion de la proteina. La alta homologia
entre las secuencias de FeLV y enFelLV detectada en este trabajo sugiere que enFeLV
podria interactuar con secuencias exdgenas para incrementar la diversidad de nuevas
cepas recombinantes de FeLV. Estas nuevas cepas emergentes de FeLV podrian suponer
nuevos desafios para todos los clinicos veterinarios felinos.
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Palabras claves: FeLV, enFeLV, enFeLV A2, pol, recombinacion

CARACTERIZACION GENOMICA DE LOS VIRUS DENGUE IMPORTADOS
A EUROPA

Rojas Neyra, Aldo Stanlee; Franco Narvaez, Leticia; Vazquez Gonzélez, Ana

Instituto de Salud Carlos 111 (ISCIII). Majadahonda. 28220 Madrid

El dengue es causado por 4 virus diferentes relacionados (DENV-1, 2, 3, 4), transmitido
a los humanos por la picadura de mosquitos Aedes. La enfermedad es endémica en mas
de 100 paises de Asia, América, Africa y Oceania. En el 2010, el dengue re-emergié en
Europa, en la Riviera francesa y Croacia, con brotes pequefios. Dos afios mas tarde, en
octubre del 2012, una epidemia aparecié en el archipiélago de Madeira. Sin embargo, en
Europa la mayor carga de notificacion de dengue se debe todavia a los casos importados
por viajeros. El presente estudio tiene como objetivo la deteccidn y tipificacion molecular
de serotipos y genotipos del DENV obtenidos de viajeros infectados, que regresaron de
diferentes continentes con infecciones por DENV. Se diagnosticaron 120 casos agudos
de viajeros europeos infectados con los cuatro serotipos del DENV. Ademas, el analisis
filogenético de las secuencias de 220 nucleotidos de la union de E/NS1, resultd una
herramienta muy importante para la vigilancia epidemioldgica, ya que sus resultados
fueron validados correctamente con el analisis del genoma completo de DENV-2
procedentes de cinco casos que representaron a cada uno de los genotipos.

Palabras clave: Dengue, RT-PCR nested, serotipo, genotipo, genoma

ESTUDIO DE LA DINAMICA POBLACIONAL DEL VIRUS DE LA
HEPATITIS C EN CULTIVOS CELULARES

Sanchez Martin, Irene; Perales Viejo, Celia; Domingo Solans, Esteban

Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (CBMSQ). Campus de la Universidad
Autonoma. 28049 Madrid

El sistema de cultivos del virus de la hepatitis C esta permitiendo entender la dindmica
de cuasiespecies que se sabe muy relevante para las infecciones in vivo. En este trabajo
se ha demostrado por primera vez que un clon biologico de una poblacion altamente
evolucionada mantiene un espectro de mutantes con una complejidad limitada y parecida
a la del virus parental no pasado. Ademas, clones bioldgicos muestran una capacidad de
producir progenie y un patron de resistencia parcial a maltiples drogas semejante a las
correspondientes poblaciones no clonadas.
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Palabras clave: Cuasiespecies, Virus de la Hepatitis C, clon bioldgico, poblacion,
cultivo celular.

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE VLPS EXPRESADAS EN CRISALIDAS
DE Trichoplusia ni PARA EL DESARROLLO DE UNA VACUNA CONTRA EL
VIRUS DE LA ENFERMEDAD HEMORRAGICA DEL CONEJO

Santiago Hernandez, Aradnzazu; Reytor Saavedra, Edel; Alvarado Fradua,
Carmen; Gémez Sebastian, Silvia

Alternative Gene Expression S.L. (ALGENEX). Parque Cientifico y Tecnoldgico
Universidad Politécnica de Madrid. 28223 Pozuelo de Alarcon. Madrid

La EHC (Enfermedad Hemorréagica del Conejo) es una de las patologias mas contagiosas
y letales para el conejo europeo (Oryctolagus cuniculus). Estd producida por un
Calicivirus del género Lagovirus, el VEHC (virus de la enfermedad hemorragica de
conejo). Este virus, presenta una variante clasica frente a la que existe vacuna (AST89) y
una variante emergente (N11) en proceso de investigacion. En los ultimos afios, las
estrategias de vacunacion estan enfocadas en la produccién de proteinas recombinantes,
en concreto, la VP60, proteina que conforma la capside viral en diferentes sistemas de
produccién como bacterias, levaduras y células de insecto. De esta manera, se intentan
sustituir los actuales métodos de inmunizacion que utilizan homogenizado de higado de
los individuos infectados. Sin embargo, estos sistemas de produccion de VP60 al igual
que el método actual, presentan unos costes de mantenimiento muy elevados. Aqui se
propone un novedoso mecanismo de obtencidn de VP60 de reducido coste, tiempo y alta
eficiencia productiva. Este sistema ha sido patentado por la empresa Algenex (Alternative
Gene Expression S.L), recibiendo el nombre de CrisBio. Esta tecnologia esta basada en
la utilizacion de crisalidas de Trichoplusia ni como biofactoria para la generacion de
multiples copias de VP60. Haciendo uso de ella, se consigue por primera vez aislar,
purificar y visualizar mediante el uso del microscopio electronico VLPs (virus-like
particle).

Palabras clave: VEHC, VP60, CrisBio, VLPs

DETECCION Y CARACTERIZACION DE UN PICORNAVIRUS ENTERICO
PORCINO IMPLICADO EN UN PROBLEMA DE FALLO REPRODUCTIVO
EN GANADO PORCINO

Susanna Gonzalez-Bueno, Gabriela; Prieto Suarez, Cinta; Martinez Lobo,
Francisco Javier

Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid, 28040 Madrid
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Este estudio describe el diagnostico etiologico de un proceso clinico caracterizado por un
aumento anormal en la tasa de fetos momificados en una explotacion porcina. Se realiz6
el diagnostico diferencial de los virus més frecuentemente asociados al proceso
incluyendo parvovirus porcino (PPV), circovirus porcino tipo 2 (PCV-2), virus de la
encefalomiocarditis (EMCV), virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino
(PRRSV) y picornavirus entéricos Porcinos (PEV). Unicamente se obtuvieron resultados
positivos para PEV en las muestras de liquido toracico y pulmoén de fetos momificados y
nacidos muertos. El hecho de que se hayan obtenido resultados positivos en la RT-PCR
de diagndstico para PEV en la mayoria de las muestras clinicas, mientras que no se han
detectado ninguno de los otros patdgenos analizados, indica que los PEVs podrian estar
involucrados en el fallo reproductivo observado. Aunque no se pudo realizar el
aislamiento del virus en cultivo celular, se demostro la viabilidad del mismo en algunas
muestras mediante la realizacidn de un bioensayo. La caracterizacion molecular del virus
detectado confirmo que se trataba de un Teschovirus que se agrupaba filogenéticamente
con cepas pertenecientes al serotipo 3, siendo la primera vez que se describe este serotipo
en Espana.

Palabras clave: Picornavirus entérico porcino, PEV, fallo reproductivo, anélisis
filogenético

INHIBICION DE LA INFECCION DEL VIRUS DE LA PESTE PORCINA
AFRICANA POR LA EXPRESION TRANSITORIA DE LOS FACTORES DE
TRANSCRIPCION FOXO

Tamayo Caro, Miguel; Alonso Marti, Covadonga; Galindo Barreales, Inmaculada

Instituto Nacional de Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA). 28040 Madrid

El Virus de la Peste Porcina Africana (VPPA) es un virus ADN de doble cadena que
pertenece a la familia Asfarviridae. Este virus es capaz de inhibir tanto la autofagia como
la apoptosis celular mediante su proteina A179L, un homologo virico al Bcl-2 celular
evitando asi que las células infectadas puedan hacer frente a la infeccion. Es posible que
la activacion de la autofagia celular pueda inhibir la replicacion de las particulas viricas
en la célulainfectada. Con el objetivo de conocer su efecto sobre la induccidn de autofagia
y la infeccion por VPPA, se procedido a la expresion transitoria de dos factores
transcripcionales reguladores de la autofagia y apoptosis, FOXO1 y FOXO3. Su estudio
en la infeccion por el VPPA podria permitirnos conocer mejor el papel de la autofagia en
el ciclo virico y su importancia en la inmunidad innata frente al virus. Nuestros resultados
sugieren gue los genes FOXO son capaces de reducir la eficiencia de infeccién activando
la autofagia en las células que van a ser infectadas. Futuros estudios que investiguen la
compleja regulacion de los genes FOXO podrian tener aplicaciones terapéuticas en
enfermedades neurodegenerativas y en infecciones virales relacionadas con la autofagia.

Palabras Clave: VPPA, FOXO1, FOXO03, autofagia.
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CARACTERIZACION DE LOS ENTEROVIRUS ASOCIADOS A
INFECCIONES RESPIRATORIAS. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DEL
EV-D68

Taravillo Cafete, Irene; Cabrerizo Sanz, Maria

Instituto de Salud Carlos 111 (ISCIII). Majadahonda. 28220 Madrid

El enterovirus D68 (EV-D68) pertenece a la especie D del género Enterovirus (familia
Picornaviridae). En 2014 se describieron varios brotes en Norteamérica, con nUmerosos
casos de nifios ingresados con patologias respiratorias graves. EI EV-D68 también se
asocio a casos de pardlisis. En Espafia no habia datos de prevalencia, por lo que los
objetivos de este estudio fueron identificar el serotipo de los EV detectados en infecciones
respiratorias pediatricas y estudiar la epidemiologia y clinica asociada a las infecciones
por EV-D68. Lo primero fue disefiar y validar una RT-PCR especifica para el tipado de
EV-D68. Se caracterizo el serotipo de EV en 67 muestras de nifios hospitalizados con
infeccion respiratoria (octubre 2014-abril 2015). EV-D68 fue el EV detectado con mas
frecuencia (15%, 6 de los 41 EV confirmados). Clinicamente, los 6 pacientes EV-D68-
positivos presentaron neumonia (1 caso), broncoespasmos y dificultad respiratoria (2
casos) y sintomas catarrales (3 casos). El analisis filogenético indico que las secuencias
identificadas pertenecian al mismo clado que agrupa a la mayoria de cepas circulantes
durante 2014 en USA y Europa. En conclusion, este trabajo confirma la circulacion de
EV-D68 en Espafia asociado a infeccion respiratoria, aungue es necesario realizar mas
estudios para conocer mejor su epidemiologia y patogenia.

Palabras clave: Enterovirus D68, RT-PCR, infeccidn respiratoria, anélisis filogenético.

CARACTERIZACION DE DENDRONES CATIONICOS COMO VEHICULOS
DE ANTI-miARNs EN LA REACTIVACION DEL VIH

Verger Salom, Elena; Mufioz Fernandez, M2 Angeles; Martinez Bonet, Marta

Hospital Universitario Gregorio Marafién. 28007 Madrid

A pesar del éxito de la terapia antirretroviral de combinacién, no es posible la completa
eliminacién del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) debido al establecimiento
de reservorios. Los micro-ARNs (miARNSs) 17, 28, 29a, 29b, 125b, 150, 223 y 382
contribuyen al estado de latencia que establece el VIH en linfocitos T CD4". Inhibidores
especificos (anti-miARNS) de estos miARNS contrarrestan sus efectos y pueden medirse
a traves de la expresion de las proteinas diana o por la produccion de virus. Otros
compuestos que han demostrado su eficacia en la reactivacion de la latencia del VIH son
los inhibidores de histona-deacetilasas (iIHDAC). Primero se caracterizaron dendrones
catiénicos estables para valorar su capacidad de vehiculizar anti-miARNS y reactivar el
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VIH en modelos de células latentemente infectadas y también en combinacion con los
iIHDAC. Los resultados demuestran buena biocompatibilidad de los dendrones cationicos
en células mononucleares de sangre periférica y su capacidad de formar dendriplexes con
los miARNSs mostrando un elevado potencial en aplicaciones biomédicas.

Palabras clave: VIH, estrategias de reactivacion, dendrones, miARNs, iHDAC
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