SECRETARIA
DE
POS-GRADUAGAO
1.B.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA

MARIA JUDITE BITTENCOURT FERNANDES

“ANALISE’ MOLECULAR PARCIAL DOS GENES VP1 E
VP2 DO VIRUS DA DOENCA INFECCIOSA DA BURSA
ISOLADOS NO BRASIL”

Tese apresentada ao Instituto de
_ Biologia para obtengéo do Titulo
da tese defendida pelo(a) candidato (a) de Doutor em Genética e
N i ﬁ E‘la B.’FQ}A{'A“"‘J’“ Biologia Molecular, na area de

Microbiologia.
e, LA

e apré\iaé pela Comissdo Juigadora.

Este exemplar corresponde & redagao final

Orientadora: Profa. Dra. Clarice Weis Amns

Co-Orientadora: Dra. Isabela Cristina Simoni

Campinas, 2010



FICHA CATAL OGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA — UNIC AMP

Femandes, Maria Judite Bittencourt

F2Ha Analise molecular parcial dos genes WP1 e VP2 do virus
da doenga infecciosa da bursa isolados no Brasil / Maria
Judite Bitencourt Femandes. — Campinas, 5P [s.n.], 2010.

Orientadoras: Clanice Weis Ams, lsabela Cristing Simaoni.
Tese [doutorado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biclogia.

1. Virus da doenga infecciosa da bursa. 2. Gene VP1.
3. Gene VPZ. 4. Reagdo em cadeia de polimerase via
tramscripiase reversa. 5. Sequenciamenio de DMNA. 8.
Filogenia. 1. Ams, Clarice Weis, 1856-. Il. Simoni,
Isabela Cristina. lll. Universidade Estadual de Campinas.
Instituio de Biclogia. V. Tulo.

{rediiib)

Titulo em inglés: Analysis on partial sequence of VP1 and VP2 genes of the brazilian infectious
bursal disease virus isolated in Brazil.

Palavras-chave em inglés: Infectious bursal disease wirus; VP1 gene; VP2 gene; Reverse
franscriptase polymerase chain reaction; DMA sequencing, Phylogeny.

Area de concentragio: Microbiologia.

Titulag3do: Doutora em Genatica e Biclogia Molecular.

Banca examinadora Clance Weis Ams, Marcelo Brocchi, Liana Mana Cardoso Vennaud,
Tereza Cristina Cardoso, Alda Maria Backx Moronha Madeira.

Data da defesa: D4/05/2010.

Programa de Pas-Graduagio: Genética e Biologia Molecular.



Campinas, 4 de maio de 2010.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Clarice Weis Arns (Orientador(a) %\_ ‘é %
Assinatura

Prof. Dr. Marcelo Brocchi
Assinatura

Profa. Dra . Liana Maria Cardoso Verinaud _
Assinatura

Profa. Dra. Tereza Cristina Cardoso ﬂ/,([d (%CLU@-/ WC{’PMUC—/

Assinatura

Profa. Dra. Alda Maria Backx Noronha Madeira \M@%

Assinatura

Prof. Dr. Marcelo Lancellotti

Assinatura 7 7
/-f 'f,f 7 ‘,

Profa. Dra. Luciana Lonecny Kohn ;f! G e DA sl L
) Assinatura ‘)

/
b
L

Profa. Dra. Edwirges Maristela Pituco

Assinatura



Trabalho desenvolvido no Laboratério de Biologia
Celular do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de

Sanidade Animal do Instituto Biol6gico, Sdo Paulo.

v



A sabedoria é iniciada na ciéncia de Deus
e, por sua escolha, decide de suas obras.
Se a riqueza é um bem desejdvel na vida,

que hd de mais rico que a Sabedoria que tudo criou?

Se a inteligéncia do homem consegue operar,

o0 que, entdo, mais que a Sabedoria, é artifice dos seres?
E se alguém ama a justica,
seus trabalhos sdo virtudes;
ela ensina a temperanga e a prudéncia,
a justica e a forca:
ndo hd ninguém que seja mais itil aos homens na vida.
Se alguém deseja uma vasta ciéncia,
ela sabe o passado e conjectura o futuro;
conhece as sutilezas oratorias e revolve os enigmas;
prevé os sinais e os prodigios,
e o que tem que acontecer no decurso das idades e dos tempos.
Portanto, resolvi tomd-la por companheira de minha vida,
cuidando que ela serd para mim uma boa conselheira,
e minha consolagdo nos cuidados e na tristeza.
(Sabedoria 8, 4-9)



AGRADECIMENTOS

A Deus pela graca da vida e presenca em todos os momentos de minha vida.
A Profa. Dra. Clarice W. Arns pela oportunidade, confianca e orientacdo, e também
pelo carinho e acolhida em seu grupo.

A Pesquisadora Dra. Isabela C. Simoni pela co-orientacdo e desprendimento pelo
assunto da tese, e por esta longa jornada de trabalho.

A funciondria Maria Luiza Baptista dos Santos do Laboratério de Biologia Celular pelo
auxilio técnico em todos esses anos de Bioldgico, mas principalmente pela amizade nos
nossos momentos de lazer (almogo, tricd e bate-papo).

A todas as minhas estagidrias que passaram pelo laboratério, representadas
nominalmente pela Alyne Vieira e também as Camilas que colaboraram especificamente
neste trabalho. E a “postica” Gabriela, pelo imenso auxilio neste trabalho. Temos o que
aprender com estagidrios e também rejuvenescer!

A UNICAMP e ao Instituto Bioldgico pela oportunidade e suporte para obtengio deste
titulo.

A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) pelo auxilio
concedido a esta pesquisa (N.02/10110-3).

Ao pessoal do Laboratério de Virologia animal/Unicamp: Maria Angela (“grande”
companheira de congresso) e Luciana Antoniassi: pelas dicas, auxilio e almocos; Luciana
Kohn, Mircia, Mateus e Paulo, e aos funciondrios Paula e Geneci pelo carinho e acolhida

no laboratério.

vi



As pesquisadoras, Eliana Tessari, Ana Iba e Ana L. Cardoso do Laboratério de
Descalvado, e Nilce Gama do Laboratério de Bastos, do Instituto Biolégico, pela coleta e
envio das amostras assim como a médica-veterinaria Maria Beatriz Cardoso da empresa
Lohamnn.

Aos pesquisadores Drs. Eliana Rivas e Ricardo Harakava, do Centro de P&D de
Sanidade Vegetal do Instituto Biolégico, muito obrigado pelo seqiienciamento e filogenia,
além do grande auxilio, mostrando a importancia do apoio e estudos multidisciplinares.

A minha mie, Judith (in memorium) e meu pai, José Edgard pela educacio, formacio e
amor, assim como para todos da GRANDE familia, até para o PEQUENO Thiago: a vocés,
pelos inesqueciveis momentos de descontragdo, alegria, unido, paz! e amor.

Ao meu esposo, Mauricio, por todo apoio e paciéncia durante o doutorado, mas
principalmente pelo carinho e companheirismo compartilhados em todos estes anos de
casamento regado de muito amor, alegria, viagens, Ah! e algumas desavencgas, sempre na
presenca de Deus.

Enfim a todos que direta ou indiretamente colaboraram para a execugdo deste trabalho,

MUITO OBRIGADA!

vii



INDICE

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS........oooieeee et ix
RESUMUO ...ttt ettt ettt ettt e e et e st e e b e sate bt enbeeneesseensesneans X
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt e s st e bt et e e st e s bt enteeneenaeenees Xii
LINTRODUGAO..........oooieeeeeeeeeeeeeeeee et 1
Lo HASTOTICO. .ttt ettt ettt et ettt e sate et e st eeneees 2

1.2 AQENLE CIOIOZICO. . ceeuvieeiiie et eiieeetee et e ettt e e e st e e s beeesebee e saeeesbeeesaeeennaeeennnas 4

1.3. Variabilidade do IBDV.......coouiiiiiiiiee et 7

1.4 Doenga e sinais clinicos do IBDV........cccooiiiiiiiiiiiceceeeeeee 9

1.5 DIAZNOSTICO. .. etveeeitieeeiiieeeiiee et e et e ettt e e ate e et e e steeessteeessseeesssaeensseeensseeensseeansseeas 11

1.6 Prevencgao € CONIOIC. .....cc.uiiiiiieiiiieeiiee ettt e eiee e etee e sreeeseaee e eaeeeaaeeensaeeenes 13

2L 0BJIETIVOS. ...ttt ettt et ae et et e bt et eneeeneenee 16
2.1, ODJELIVOS ZETAIS..eecuuvreerurieeiiieeiieeerteeeitieeestteesstaeesseeesseeessseeessseesssseesssessseesnnses 16

2.2. ODbJetiVOS ESPECTIICOS. ...eieuiiiiiiieeiiie ittt ettt ettt st e e s 16
BoARTIGOS. ...ttt sttt ettt et sttt s 17
ATEIZO Lottt et et e ettt e e e e 17
ATEIZO Tl et ettt et e sttt 24

4. CONSIDERACOES FINAIS.........o.cooiomoimioeieeeeeeeeeeeeee e, 40
5. CONCLUSOES.......ccoooomiimiimieiteiesiiee ittt 43
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.............oommirriiinrieinnreessnsssssssssssssssesssssns 44
ToANEXOS. ...ttt ettt et b et sttt sttt 57

viii



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

aa aminodcido

AGD Imunodifusao em gel de dgar

AM Anticorpos maternais

cv classico virulento

ELISA Ensaio imunoenzimatico

IBD Doenga infecciosa da bursa

IBDV Virus da doenca infecciosa da bursa

IPNV Virus da necrose pancredtica infecciosa

nm nanOmetro

nt nucleotideo

ORF (Open read frame) Fase aberta de leitura

RdRp RNA polimerase RNA dependente

RE enzima de restricao

RFLP polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restri¢ao
RNA acido ribonucleico

RT-PCR Transcricao reversa-reacio de polimerase em cadeia
ScFv fragmentos da cadeia unica varidvel de anticorpo
SN Soroneutraliza¢io

VN Virusneutraliza¢ao

VP1 Proteina viral 1

VP2 Proteina viral 2

VP3 Proteina viral 3

VP4 Proteina viral 4

VP5 Proteina viral 5

\2% (very virulent) muito virulento

X



RESUMO

A doenca infecciosa da bursa (IBD), denominada também doenga de Gumboro, é uma
doenca aguda, imunossupressora, altamente contagiosa de aves jovens e de grande
importancia econdmica para a avicultura. O virus da doenga infecciosa da bursa (IBDV),
sorotipo 1, pode ser classificado de acordo com sua antigenicidade e patogenicidade em
amostras cldssicas virulentas (cv), atenuadas, variantes antigénicas ou muito virulentas
(vv). Estas diferencas antigé€nicas sdo encontradas na regido hipervaridvel do gene VP2, que
€ responsdvel pela indugao de anticorpos neutralizantes e também dos possiveis marcadores
de viruléncia que ainda ndo estdo bem estabelecidos. O gene VP1 parece também
apresentar um papel na viruléncia do virus. Primeiramente, o objetivo do presente trabalho
foi a identificac@o e caracterizacdo molecular de 66 amostras brasileiras de IBDV através
da RT-PCR de um fragmento do gene VP2 seguida pela digestao por enzimas de restri¢ao
(RE) e posterior confirmagdo pelo sequenciamento. A andlise da RT-PCR/RE classificou
25 isolados como cepas vv e 16 como cepas cv além da classificacio de 6 grupos
moleculares. O sequenciamento também confirmou esta classificacdo com a presenga dos
aminodcidos (aa) tipicos das amostras vv (222A, 2421, 2561 e 2941). Em 3 destes amostras
vv também se observou mutagdes tinicas que mostram pequenas, mas continuas alteracdes
dos vvIBDYV circulantes nas granjas brasileiras. A arvore filogenética confirmou a origem
comum das nossas amostras vv com os isolados de outros paises assim como a origem
monofilética destas amostras. Posteriormente foi feito a RT-PCR de um fragmento
representativo do gene VP1 das amostras positivas para IBDV e a anélise das sequéncias e

filogenética. Quatorze amostras vv e trés cv tiveram €xito nas sequéncias analisadas. Treze



amostras vv apresentaram as substituicoes de aa comuns para as amostras vv (145T, 146D,
147N e 242E), exceto um que apresentou a sequéncia das amostras cv e na filogenia
agrupou-se com estas amostras. A arvore a partir da VP1 pressupde um rearranjo genético
deste gene. Esta amostra com perfil do segmento A de amostra vv e do segmento B de cv
seria o primeiro relato no Brasil de um rearranjo genético natural. Estes rearranjos de
segmentos que também foram observados em amostras de outros paises ou que podem ser
produzidos em laboratério (quimeras) mostram que o segmento B pode estar contribuindo
para a patogénese deste virus. A origem destes rearranjos pode ser de troca genética com o
uso de vacinas vivas ou se aceita a hipdtese de que o segmento VP1 dos vvIBDV se
originaram de um rearranjo genético de fonte desconhecida, estes rearranjos com segmento
vwVP2 e cvVPI, seriam descendentes dos ancentrais dos vvVPl. Apenas um
seqiienciamento completo das duas sequéncias e estudos in vivo poderdo caracterizar o
papel da VPI1 na viruléncia desta amostra. Assim, 0 monitoramento continuo das amostras
de IBDV através da caracterizagcdo molecular pela andlise das sequéncias dos genes e a
deteccao de alteracdes genéticas que possam influenciar a patogenicidade do virus sdo de
extrema importancia, pois geram informagdes fundamentais que possibilitam e subsidiam o

controle desta doenca no Brasil.
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ABSTRACT

“ANALYSIS ON PARTIAL SEQUENCE OF VP1 AND VP2 GENES OF THE

BRAZILIAN INFECTIOUS BURSAL DISEASE VIRUS ISOLATED IN BRAZIL”

Infectious bursal disease virus (IBDV) causes a disease among young chickens of great
economic importance to the poultry industry worldwide both for the both mortality as the
immunosuppression. Two distinct serotypes, 1 and 2, of IBDV are recognized. Only the
serotype 1 is pathogenic for chickens and classified according to the antigenicity and/or
pathogenicity in classical virulent (cv) strains, very virulent (vv) strains, antigenic variant
strains, and attenuated strains. This classification has been based mainly on the VP2 gene
sequence, more specifically on the hypervariable region corresponding to the induction of
neutralizing antibodies and the serotype specificity. However, the fundamental molecular
basis for pathogenicity is not yet clear. Studies with the VP1 gene have also shown its
possible role in this virulence and pathogenicity. Firstly, the aim of the present paper was
the molecular characterization of sixty-six Brazilian IBDV isolates from broiler and layers
flocks during the period from 1997 to 2005 by RT-PCR followed by restriction enzyme
analysis of a fragment from VP2 gene variable region. Sequence and phylogenetic analysis
of the positive isolates were also carried out. Twenty-five of the isolates were identified as
very virulent (vv) and sixteen as classic virulent (cv). All of vv isolates had the typical
amino acid (aa) residues and clustered in a phylogenetic tree with the vvIBDV strains.
Three vv isolates presented four common aa substitutions and differed from other vv strains

indicating that the vvIBDVs circulating on Brazilian farms are undergoing slight but

Xii



continuous exchanges. Furthermore, the Brazilian IBDV isolates characterized by the VP2
sequence in c¢v and vv strains were analyzed by the sequence and phylogeny of the VP1
gene fragment. Our vv isolates maintained clustered with the other vvIBDVs in
phylogenetic tree obtained from the VP1 gene and presented the common aa too. The same
occurred with the cv isolates. However, one isolate vv showed both characters, cv and vv
into VP1 sequence and clustered with the ours and other cv isolates in the tree. This isolate

has similar type of a reassortment.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior exportador mundial de carne de frango com participacdo acima
de 40% do mercado mundial e ainda estd entre os maiores produtores mundiais, em 3°
lugar, atrds somente da China e dos Estados Unidos. Em 2008, apesar da crise econdmica
deste periodo, a producdo de carne de frango foi em torno de 11 milhdes de toneladas.
Desta produgdo, 70% abastecem o mercado interno e o restante 30% € exportado. Segundo
relatério 2008/2009 da Associa¢do Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frangos
(ABEEF, 2010), este valor corresponde a um aumento de 11% no volume com embarques na
ordem de 3,6 milhdes de toneladas e de 40% na receita cambial, em torno de US$ 7 bilhdes
e projecdo de 5% para o ano de 2009, ndo consolidado ainda. Também ocupa a lideranca
interna das exportagdes de carne, o 3° ranking na exporta¢do do agronegdcio brasileiro e o
6° no ambito geral.

Este enorme potencial da producao avicola ocorre gragas a forte integracdo do setor
produtivo e agroindustria, com a evolucdo da qualidade e sanidade. Com esta importancia
econOmica da avicultura € imprescindivel a implantacdo de medidas sanitdrias que aliadas
as pesquisas contribuam para o controle e prevengao de doengas avidrias.

A doenga infecciosa da bursa (IBD) ¢ uma doencga aguda altamente contagiosa de
aves jovens. A importancia dessa doenga na avicultura comercial deve-se ndo s6 a
mortalidade e aos maus resultados de desempenho que pode acarretar, mas principalmente
pela imunossupressio que aumenta a suscetibilidade das aves a outras infecgdes,

bacterianas ou virais, e uma diminui¢do da resposta as vacinagoes.



1.1. HISTORICO

A primeira descricdo da doenga infecciosa da bursa (IBD) foi feita por Cosgrove,
em 1962, e referida como “nefrose avidria” devido aos danos renais causados em frangos
de corte. A denominacdo “doenca de Gumboro™ foi utilizada como sindnimo para esta
doenca devido aos primeiros surtos ocorrerem na regidao de Gumboro em Delaware/EUA
(Lukert & Saif, 2003). Cosgrove (1962) também verificou um aumento do volume da bursa
de Fabricio e auséncia de bactérias sugerindo uma etiologia viral. Inicialmente, Winterfield
& Hitchner (1962) pesquisando esta sindrome nefrose-nefrite, isolaram um agente viral
semelhante ao virus da bronquite infecciosa, relacionando-o a esta sindrome. Entretanto em
estudos posteriores, houve a distingdo dessa doenga com este virus e o isolado foi referido
como “agente infeccioso da bursa” (Winterfield et al., 1962). Em 1970, Hitchner prop6s o
termo “‘doenca infecciosa da bursa” para esta doenga que apresenta como caracteristica
principal lesdes na bursa de Fabricio (Becht, 1981; Miiller et al., 1992; Lasher & Davis,
1997; Lukert & Saif, 2003). Esta é a nomenclatura atual embora “doenca de Gumboro” seja
também ainda citada na literatura. O cardter imunosupressivo do virus foi relatado por
Allan et al. (1972) e um segundo sorotipo foi identificado por McFerran et al. (1980). A
IBD comecou a ser vista a partir de 1980 como um fator causador de perdas econdmicas
importantes para a avicultura. No Brasil, a doenca foi descrita pela primeira vez por
Nakano et al. (1972) através de achados anatomopatolégicos e em 1978, Saukas obteve o
isolamento viral introduzindo o diagndstico desta doenca através da técnica de difusdo em
gel de dgar (AGD). A partir de 1980, nos Estados Unidos, encontrou-se isolados virais que

apresentavam diferencas antigénicas e os virus de IBDV foram classificados em subtipos,



incluindo estes virus “variantes americanos” (Jackwood & Saif, 1987; Lukert & Saif,
2003). Na Europa, no fim desta mesma década, ocorreram surtos da IBD em granjas com
alta mortalidade e ocasionados por virus antigenicamente semelhantes aos IBDV
circulantes (Chettle et al., 1989; van den Berg et al., 1991; Lin et al., 1993; Zierenberg et
al., 2001; Banda & Villegas, 2004). Estes virus de alta viruléncia foram denominados de
virus “muito virulentos” (vv) e em contrapartida os anteriores passaram a denominar-se
“classicos virulentos”(cv). Estes vvIBDVs foram disseminados para todo o mundo
(Nagarajan & Kibenge, 1997; van den Berg, 2000). No Brasil, o primeiro relato destes
vvIBDVs foi feito por Di Fabio et al. em 1999. Posteriormente, Ikuta er al. (2001)
introduziram a genotipagem das amostras através da técnica de polimorfismo de
comprimento dos fragmentos de restricio (RFLP) ap6s a RT-PCR para a classificacao dos
IBDVs e obtencdo dos grupos moleculares. Além de amostras com perfil de RFLP dos
vvIBDVs também foram encontradas amostras denominadas de variantes brasileiras que
exibiram perfis de RFLP diferentes e distintos inclusive das variantes americanas.
Entretanto apenas os vvIBDVs continuaram a ser identificados no Brasil (Banda &Villegas,
2004; Gomes et al., 2005; Jackwood & Sommer, 2007). Tanto as variantes como 0s
vvIBDV podem ser caracterizados pelos critérios de antigenicidade, patogenicidade e
relacdo genética baseados na regido hipervaridvel da proteina VP2 codificada pelo
segmento A (Miiller et al., 2003; van den Berg et al., 2004). Estudos com a proteina VP1,
codificada pelo segmento B também demonstraram o papel desta proteina na viruléncia dos
vvIBDV (Liu & Vakharia, 2004; Boot et al., 2005). Recentemente sugere-se que a alta
viruléncia dos vvIBDVs deve-se a um efeito sinérgico de mutacdes em ambos segmentos

(Hon et al., 2006).



1.2. AGENTE ETIOLOGICO

O virus da doenga infecciosa da bursa (IBDV) pertence a familia Birnaviridae,
genéro Avibirnavirus. O protétipo desta familia € o virus da necrose pancredtica infecciosa
(IPNV) dos peixes e ha também virus ocorrendo em insetos e moluscos (Fauquet et al.,
2005).

O virion apresenta um capsideo icosaédrico, sem envoltério, com didmetro de cerca
de 60nm e com genoma viral constituido por dois segmentos de RNA de fita dupla (Dobos

et al., 1979; Miiller et al., 1979; Becht, 1981; Fauquet et al., 2005) (Figura 1).
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Figura 1: Diagrama de uma particula do virus da doenga infecciosa da bursa.



Os segmentos gendmicos de IBDV denominados de A e B apresentam peso
molecular de 2,5 x 10° e 2.2 X 10° e tamanho aproximado de 3,2 e 2,8 kb respectivamente

(Figura 2) (Dobos et al., 1979; Miiller et al., 1979; Becht, 1981).

£ initiatio 5egment A
VPS5
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o

T
| Capsid pre-VP2 || VP4 protease || VP3|

[ Gpsav2z [ ][

Segment B

e | ORF1 | @
Y
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Source: ViralZone www.expasy.org/viralzone,
Swiss Institute of Bioinformatics
Figura 2: Organiza¢do gendmica do virus da doenca infecciosa da bursa.

O segmento A contém duas “open reading frame” (ORF) parcialmente sobrepostas
(Hudson et al., 1986; Spies et al., 1990; Miiller et al., 1992). A primeira ORF codifica a
proteina ndo estrutural VPS5 de 17kDa. Esta proteina é encontrada apenas nas células
infectadas e ndo € essencial para a replicacdo do virus atuando na liberacdo de novas
particulas virais, e possivelmente tenha um papel na disseminacdo e patogénese do IBDV
(Mundt et al., 1995; Lombardo et al., 2000). A segunda e maior ORF codifica uma

poliproteina precursora de 110 kDa (Azad et al., 1987; Kibenge et al., 1997; van den Berg,

2000). A proteina VP4 (28kDa) € uma proteina ndo estrutural que estd envolvida no



autoprocessamento desta poliproteina como uma protease codificada pelo virus produzindo
pVP2, VP3 e a propria VP4 (Dobos et al., 1979; Hudson et al., 1986; Azad et al., 1987). A
proteina pVP2 é processada posteriormente na proteina VP2 provavelmente no processo de
maturagdo ou liberacdo do virus e ndo através de proteases celulares (Kibenge et al., 1997;
Muller et al., 2003; Wu et al., 2007). As proteinas VP2 (42 kDa) e VP3 (32kDa) sdo as
principais proteinas do capsideo correspondendo a 51% e 40% respectivamente das
proteinas virais (Dobos et al., 1979; Lukert & Saif, 2003). A proteina VP2 localizada na
superficie externa do capsideo € altamente hidrofébica e dependente-conformacional, e
contem o0s epitopos sorotipo-especificos, responsdveis pela indu¢do de anticorpos
neutralizantes (Hudson et al., 1986; Azad et al., 1987; Bayliss et al., 1990). J& a proteina
VP3, interna ao capsideo, apresenta os epitopos grupo-especificos (Nagarajan & Kibenge,
1997; Lukert &Saif, 2003; Wu et al., 2007). Também forma complexos com VPI1 que
parecem estar envolvidos na morfogénese das particulas de IBDV: em sua replicacdo e
montagem (Lombardo et al., 1999; Tacken et al., 2000; Maraver et al., 2003).

O segmento B contém uma tnica ORF que codifica a proteina denominada VP1 de
aproximadamente 90kDa. VP1 apresenta atividade de RNA polimerase RNA-dependente
(RdRp) e pode ser encontrada tanto como uma proteina livre ou covalentemente ligada em
ambas extremidades dos dois segmentos do genoma (Miiller &Nitschke, 1987; Spies, et.
al., 1987; Miiller et al., 1992; Nagarajan & Kibenge, 1997, von Einem et al., 2004).

O IBDV apresenta dois sorotipos, 1 e 2, sendo que apenas o sorotipo 1 € patogé€nico
para galinhas enquanto o sorotipo 2 isolado principalmente de perus ndo esta relacionado a
quadros patogénicos nem em perus nem em galinhas (McNulty et al., 1979; McFerran et

al., 1980; Jackwood et al., 1982; Miiller et al., 1992).



O IBDV ¢é muito estavel resistindo a diversos tratamentos com agentes quimicos e
fisicos. O virus resiste a tratamentos com éter e cloroférmio e € ainda vidvel apés 5h a
56°C. Embora seja inativado a pH 12 nao é afetado em pH 2. Entre diversos desinfetantes
testados, derivados do fenol e compostos quaterndrios ndao tem acdo sobre o virus, apenas
complexos iodados tem efeito deletérico sobre este virus, assim como uma soluc¢do de
cloramina a 0,5% que pode destrui-lo em 10 min. Ainda detergentes a base de hidréxido de
sodio 0,05% também inativa o virus. Em contrapartida, o virus sobrevive por 30 min. a

60°C, mas ndo a 70°C (Lukert & Saif, 2003).

1.3. VARIABILIDADE DO IBDV

A variabilidade antigénica entre os isolados do sorotipo 1 de IBDV foi observada a
partir da década 80 nos EUA quando ocorreram surtos da doenca subclinica de IBDV em
lotes vacinados. Os virus isolados ainda que classificados como sorotipo 1, ndo foram
neutralizados pela vacinag¢do. Através do teste de virus-neutralizacdo (VN), Jackwood &
Saif (1987) identificaram diferencas antigénicas significativas entre estes virus que os
classificaram em pelo menos 6 subtipos incluindo os isolados americanos atualmente
denominados de variantes. Assim um surto de IBDV pode ocorrer em um lote vacinado
causado por um subtipo antigénico diferente.

Na Europa, no final da década de 80, ocorreram surtos da doenca, mas com
mortalidade elevada dos lotes (Chettle e al., 1989; van den Berg et al., 1991). Os virus
responsaveis por estes surtos foram denominados de “muito virulentos”, em inglés “very

virulent” (sigla vv), por apresentarem alta viruléncia, mas sdo antigenicamente relacionados



aos virus cléssicos sorotipo 1 de IBDV, que sdo atualmente denominados de cldssicos
virulentos e abreviados por cv (Abdel-Alim & Saif, 2001 van den Berg ef al., 1991). Estes
vvIBDVs foram posteriormente identificados em paises de outros continentes como Africa,
Asia e América Latina incluindo o Brasil (Lin et al., 1993; Cao et al., 1998; Di Fabio et al.,
1999; Zierenberg et al., 2000; van den Berg, 2000). Ainda recentemente estes vvIBDVs
estdo emergindo em alguns paises como Uruguai, Argentina e Tanzania (Hernandez et al.,
2006; Remonini et al., 2006; Kasanga et al., 2007).

Estudos comparativos de sequéncias do segmento A de varios IBDV identificaram
uma regido variavel no gene VP2 (Bayliss, 1990; Kibenge et al., 1990; Miiller et al., 1992).
A sequéncia de nucleotideos (nt) estd localizada dentro dos sitios de restricdo das enzimas
Accl e Spel e que corresponde aos aminodcidos (aa) 206 a 350. Esta regido foi denominada
de regido hipervaridvel Accl-Spel e é altamente hidrofébica mas com dois dominios
hidrofilicos em cada terminal e localizados na superficie do virus (Figura 3). O dominio A
corresponde as posi¢des 212-224 enquanto o dominio B as posi¢des 314-324 (Bayliss et al.,
1990).

Estes dominios constituem epitopos conformacionais responsaveis pela inducao dos
anticorpos neutralizantes. Alteracdes nestes dominios (variacdo “shift”) podem provocar
mudangas nas propriedades antigénicas e patogénicas do IBDV (Eterradossi et al., 1998,
van den Berg, 2000). Mutacdes na posicao 222 e 318, respectivamente nos dominios A e
B, que representam epitopos antigenicamente importantes induziram o escape da
neutralizacdo de determinados anticorpos monoclonais (Schnitzler et al., 1993; Dormitorio
et al., 1997). Também alteragdes na regido entre estes dois dominios afetaram a

antigenicidade, como na posi¢ao 254 das amostras variantes (Jackwood et al., 2001). Dessa



forma foi confirmada que a base molecular da antigenicidade do IBDV esté relacionada
com esta regiao do gene da proteina VP2 e que mudangas neste local estdo associadas com
o surgimento dos virus vvIBDV e variantes (Azad et al., 1987; Schnitzler et al., 1993;
Brown et al., 1994; Vakharia et al., 1994; Eterradosi et al., 1998).

Outras mudangas nesta sequéncia foram correlacionadas a adaptacdo e atenuagio
em culturas celulares e observadas tanto nas amostras variantes como nas ‘“‘very virulent”.
As principais alteracdes verificadas foram nas posi¢coes: Q253H, D279N, A284T e S330R
(Mundt, 1999; Lim et al., 1999; Yu et al., 2000; van Loon et al., 2002; Kwon & Kim,
2004). Esta ultima posi¢do parece estar mais envolvida na viruléncia em galinhas do que na
infec¢do em culturas celulares (Mundt, 1999).

Concomitantemente aos estudos com o gene VP2, foram feitos estudos com o gene
VP1. O sequenciamento e comparacdo das sequéncias deduzidas de aa dos vvIBDV
mostraram diversas posi¢oes (de 16-17) caracteristicas deles incluindo 8 tnicas (Brown et
al., 1996; Yamaguchi et al., 1997). Além disso, apés a determinagdo que o gene VP2 ndo
seria o unico responsavel pelo fendtipo virulento (Boot et al., 2000), muitos outros estudos
vem correlacionando também este gene VP1 4 viruléncia dos vvIBDV (Liu & Vakharia,

2004; Boot et al., 2005).

1.4. DOENCA E SINAIS CLINICOS

A doencga pode se manifestar de duas formas, a aguda e a subclinica, dependendo da
idade das aves infectadas. A forma subclinica ocorre em galinhas com menos de 3 semanas

de idade. Nesta fase, ocorre o desenvolvimento do sistema imunitario das aves pela bursa



de Fabricio, ou seja, os linfécitos B produzidos na bursa migram para os 6rgaos linféides
secunddrios como o bago, tonsilas cecais e glandula de Harder, que posteriormente irdo
produzir as células de defesa do organismo. Este 6rgdo € constituido por 85 a 90% de
linfécitos B e menos de 4% de linfécitos T e outras células nao-linféides. As alteragdes
encontradas na bursa se devem ao fato dela ser o 6rgdo alvo principal do virus que destréi
rapidamente os linfécitos B e uma replicacdo viral intensa € acompanhada por infiltracao de
linfécitos T, observando-se titulos virais 3 a 5 dias apds a infeccdo. Esta replicagdo esta
associada a necrose, apoptose de células linféides, inflamagdo, hemorragias e atrofia da
bursa. Nesta fase onde o sistema imune da galinha ndo estd maduro ocorrerd uma
imunossupressao severa e prolongada que acarretard infec¢des secundarias (Lukert & Saif,
2003; Santos et al., 2004).

A forma aguda ocorre normalmente em aves entre 3 a 6 semanas de idade e neste
caso a imunosupressao ¢ temporaria com manifestacdo da forma clinica. Os sinais clinicos
que aparecem dentre 2 a 3 dias apds a infec¢@o sdo: ericamento das penas, diarréia aquosa
ou com fezes esbranquicadas, depressdo, tremores, anorexia, desidratacdo e morte
(Cosgrove, 1962; Winterfield & Hitchner, 1962; Lukert & Saif, 2003).

Na necropsia as principais alteragdes na bursa sdo conteido gelatinoso na porcao
externa do 6rgdo com presenca ou ndo de diferentes niveis de hemorragias. Observam-se
também rins edemaciados, desidratacdo e hemorragia equimética nos musculos e na
mucosa do proventriculo (van den Berg, 2000). A severidade da doenca e suas
conseqiiéncias variam de acordo com a dose infectante, status imunoldgico e presenca de
fatores intercorrentes, que podem ocasionar quadros de mortalidade entre 5 a 30%. Nas

infeccoes com o vvIBDV os sinais clinicos s@o similares aos produzidos pelos virus
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convencionais ou cldssicos mas mais severos e exacerbados além de alta mortalidade (van
den Berg, 2000; Lukert & Saif, 2003).

As perdas econdmicas sdo resultantes das altas taxas de mortalidade na forma aguda
da doenga ou das conseqii€ncias da imunossupressao que reduz o desempenho produtivo do
plantel através do aumento de infec¢Oes secunddrias, baixa taxa de conversdo alimentar e
reducgdo das respostas contra vacinas (Miiller et al., 1992; Montassier, H.J., 2001; Lukert &

Saif, 2003).

1.5. DIAGNOSTICO

O diagnéstico clinico da IBD pode ser feito presuntivamente a partir dos sinais
clinicos, facilmente reconheciveis, juntamente com o histérico do lote e aliado a
histopatologia da bursa obtém-se o diagndstico diferencial ja que outras patologias
apresentam sintomas comuns a IBD (Rodrigues & Pereira, 2001; Lukert & Saif, 2003).

Entretanto, as ferramentas para confirmagdo final do diagndstico sdo a deteccdo
direta do virus, através do isolamento e posterior identificacdo, e a indireta pela sorologia,
através da detec¢ao da producao de anticorpos.

O isolamento do virus € feito principalmente através do tecido da bursa em uma
variedade de sistemas: ovos embrionados, culturas primdrias ou linhagens celulares
(McNulty et al., 1979; Jackwood et al., 1987) e posterior identificacdo por testes de VN, ou
através da identificacdo de antigenos virais por imunofluorescéncia, ou mesmo dos virus
por microscopia eletronica (Jackwood & Saif, 1987; Lukert & Saif, 2003). O teste de VN

apesar de ser o método que diferencia os sorotipos e subtipos, costuma ser laborioso e

11



demorado e os virus vv ndo sdo prontamente cultiviveis (Jackwood & Saif, 1987). O teste
de ELISA utilizando anticorpos policlonais pode ser uma alternativa apesar de apresentar
menor sensibilidade e ndo diferenciar nem os sorotipos e subtipos de IBDV (McFerran et
al., 1980; Hassan et al., 1996). Ja os ensaios de ELISA de captura de antigeno utilizando
dois ou mais anticorpos monoclonais ou recombinantes de fragmentos da cadeia unica
varidvel de anticorpo (scFv) conseguem a distin¢do entre os IBDVs (Snyder et al., 1988;
Eterradossi et al., 1997; Sapats et al., 2005).

Atualmente, os métodos moleculares como a reacdo em cadeia de polimerase apds a
transcricao reversa (RT-PCR), sdo os mais utilizados para a identificagdo dos virus por
serem métodos mais rdpidos e sensiveis. A RT-PCR inicialmente foi feita com a
amplificacdo total dos dois segmentos inteiros e atualmente pelos fragmentos dos genes,
principalmente o que codifica a regido hipervaridvel da proteina VP2 (Lee et al. 1992; Wu
et al., 1992; Tham et al., 1995; Akin et al., 1995; Jackwood et al., 1996). A digestao por
enzimas de restricdo (RE) dos produtos da RT-PCR pela andlise da presenca dos sitios de
clivagem (RT-PCR/RE) ou dos polimorfismos de comprimento dos fragmentos de restri¢ao
(RT-PCR/RFLP) ¢ utilizada para a classificacdo dos IBDVs e obtencdo dos grupos
moleculares de IBDV (Jackwood & Jackwood, 1994; Liu er al., 1994; Jackwood &
Sommer, 1997; Jackwood et al., 1997, Ikuta et al., 2001; Zierenberg et al., 2001; Banda &
Villegas, 2004; Juneja et al., 2008). Recentemente a sequéncia de nucleotideos tem sido
considerada mais especifica e segura para a diferenciacdo dos IBDV (Banda & Villegas,
2004; Dolz et al., 2005; Jackwood & Sommer, 2007; Ojkic et al., 2007; Dormitorio et al.,
2007). A RT-PCR direcionada para outros genes de IBDV também ¢é utilizada, tanto para

diagndstico como para classificagdo dos IBDV's (Gomes et al., 2005, Ashraf et al., 2007).

12



Na sorologia podem ser utilizados os métodos convencionais como o teste de
imunodifusdo em gel de dgar (AGD) (Saukas, 1978; Hirai et al., 1972; Lukert & Saif,
2003) que é considerado um método apenas qualitativo; o teste de soroneutralizacao (SN),
inicialmente utilizando ovos embrionados de galinhas ou culturas primdrias e mais
recentemente linhagens celulares (Giambrone, 1980, Lukert & Saif, 2003); ou o teste de
ELISA que é o método atual para pesquisa soroldgica e também para programas de
imunizagdo e efici€ncia das vacinas (Marquardt et al., 1980; Snyder et al., 1984; Lukert &

Saif, 2003).

1.6. PREVENCAO E CONTROLE

Devido a alta resisténcia de IBDV no ambiente € necessdrio a implantacdo de
medidas rigorosas de bioseguranca, definidas por um conjunto de medidas aplicado em
todos os segmentos da criacdo das aves que tem como finalidade diminuir a populacdo do
agente infeccioso no ambiente reduzindo o risco de infec¢des e aumentar o controle
sanitdrio dos plantéis para a preservacao da satide dos lotes. Um bom programa de limpeza
e desinfeccdo deve eliminar o virus das camas assim como o uso do vazio sanitdrio, isto &, a
manutenc¢do de intervalos adequados entre as diferentes criadas € importante para reduzir a
pressdo de infeccdo pelo virus de campo. Outras medidas preventivas que devem ser
adotadas sdo: controle de trifego de animais, pessoas e veiculo; cuidados com matérias-
primas e rag¢do; desinfeccao de dgua e monitorias soroldgicas dos lotes (Jaenisch, 1999).

Entretanto, a vacinag¢do ainda é um dos principais métodos de controle da IBD e

muitos casos desta doenga ainda ocorrem devido a problemas no processo vacinal. A
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primeira vacinacdo ja foi feita em 1965 com a cepa Edgar (Saukas, 1978). Nos EUA, a
primeira vacina licenciada foi preparada de cepas suaves adaptadas por passagens em
embrides, e posteriormente outras vacinas adaptadas em culturas celulares (Hitchner,
2004). Atualmente, existem numerosas vacinas e programas de vacinagdes disponiveis e a
escolha depende muita mais de fatores como a problemadtica de campo, uniformidade de
anticorpos do que do tipo e marca da vacina.

A vacinagdo em galinhas pretende atuar em duas vertentes. A primeira consiste na
protecao de galinhas jovens via imunidade passiva através da vacina¢do de matrizes com
vacinas inativadas que tem como objetivo a producdo de niveis altos e uniformes dos
anticorpos maternais (AM) a serem transferidos as progénies. A segunda € a vacinagdo
destas galinhas jovens com o uso de vacinas vivas, ou seja, com virus atenuados através de
passagens em ovos embrionados ou culturas celulares (van den Berg & Meulemans, 1991;
Bolis et al., 2003; Miiller et al., 2003). Apesar de comprovado que a imunidade passiva
também age nos virus vacinais interferindo no sucesso da vacinacdo, a vacinacao a partir do
1'dia de idade considera a ndo uniformidade dos AM nos lotes das granjas. Ou seja, nem
todos os pintinhos terdo uma imunidade maternal adequada que previna infecgdes precoces
e/ou altas doses de virus vacinais ou que cepas mais agressivas sobreporiam os AM
presentes nas progénies. Normalmente também se utilizam varias doses de vacinas para
estimulo das aves conforme o decréscimo dos niveis de AM que serd melhor identificado
através do monitoramento sorolégico e determinacao do tempo ideal de vacinacdo (van den
Berg, 2000; Miiller et al., 2003).

O quadro de vacinagdo foi alterado com o surgimento dos vvIBDV que “quebram”

os niveis mesmo altos de AM e o uso de vacinas menos atenuadas, ou chamadas cepas
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fortes ou “hot” foi introduzido inclusive no Brasil com o aparecimento dos vvIBDVs a
partir de 1999 (Di Fabio et al., 1999, Ikuta et al., 2001). Estas vacinas reduziram os altos
indices de mortalidade da época e mantém a doenga sob controle. Entretanto sabe-se que
elas podem causar lesdes na bursa, imunosupressao € mesmo o risco de reversio da
viruléncia (van den Berg, 2000; Miiller et al., 2003). Ja foi constatado aqui no Brasil casos
de IBD apés a vacinagdo com estas cepas menos atenuadas (Santos et al., 2004) e recentes
relatos de virus rearranjados provavelmente surgidos de troca genética entre virus de campo
e vacinas coloca em foco o uso destas cepas (Sun et al., 2003; Wei et al., 2006).

Na pratica, o tipo de vacina que se deve utilizar, quer seja a cepa forte ou
intermedidria, dependerd de diversos fatores e ndo da vacina propriamente dita. Os virus
utilizados nas vacinas, independente da empresa, sdo eficientes frente aos desafios de
campo e a escolha de uma ou outra vacina dependerd: dos niveis e uniformidade dos AM
na progénie; da presenca de amostras de campo altamente virulentas; da época do inicio do
desafio; de outros processos infecciosos intercorrentes na regido; e do posicionamento
técnico e filosofia individual de cada granja ou médico veterindrio. Outro ponto importante
apos o estabelecimento da cepa a ser utilizada € a manuten¢do de programas de vacinacdes
continuos, buscando com isso a substitui¢do dos virus selvagens (campo) por virus vacinais

e assim o controle da doencga.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

¢ Identificacdo e classificacio molecular do virus da doencga infecciosa da
bursa (IBDV) em amostras de bursas de Fabricio de granjas de corte e

postura coletadas em municipios produtores dos Estados brasileiros.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Artigo 1
e [dentificar virus de IBDV isolados no Brasil durante o periodo de 1997 a
2005.
® Realizar a caracterizacdo molecular da regido hipervariavel do gene VP2
de IBDV para classificacdo das amostras através da RT-PCR/RE e do
sequenciamento.

® Analisar filogeneticamente as sequéncias de IBDV através do gene VP2.

Artigo 2
e Realizar a caracterizagao parcial do gene VP1 das amostras de IBDV.

® Analisar filogeneticamente as sequéncias de IBDV através do gene VPI.
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3. ARTIGOS

Artigo I

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF BRAZILIAN INFECTIOUS

BURSAL DISEASE VIRUS ISOLATED FROM 1997 TO 2005

Maria Judite B. Fernandes, Isabela C. Simoni; Maria Gabriela Vogel, Ricardo

Harakava, Eliana B. Rivas, Maria Beatriz C. Oliveira, Ana M. I. Kanashiro, Eliana N.

C. Tessari, Nilce M. S. Q. Gama, Clarice W. Arns
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SUMMARY. This rerrospective study concerned 41 infections busal disease virs (IBDV) isolaes obrained from Brazilian
broiler and lavers flacks by reverse trameription-polymerse chain reaction. Twenty-five of them were identified a5 very virulent
(v} by restriction ereyme analysis and by funcher nucleotide and phylogenetic analysis. All of them had the wpical amino acid
residues, and all clusrered in a plvlogenetic tree with the wIBDY stmins. Four amino acid substitutions, @ positions D213N,
G25400, S317R, and DAZ3IE, were comman o 3w isolaves, BA03/DB, Bo3/CK, and BriDd/CR, and differed from other w
isobires and steing. These isolaes came from the same Jocale, bur were collected in different vears, indicating thar the wIBIDV
circubating on Brazilian famms are undergoing slight bur continuows e langes.

RESUMEN. Mo sl foeeseigacion—Carscterizacion molecubie de aishimientos brasilenos del vires de la bursits infeccios
obitenidos entre los anes 1997 v 2005,

Eate estudio rerrospectivo incluvd 41 aislamientos del ving de b bumins infecciosa de big aves, que fueron detecmdos en granjas
de pollo de engorde v gallinas ponedoras brasilefus mediane b ranscripeiin reversa v resceidn en cadena de b polimensa foon las
digls en inglés RT-PCR). Veinticineo vims fuemon identificades como muy viralentos mediante el andlisis con emmima de
restriccifin v con posterior andlisis de secuencias de nucledtides v andlisis flogenético. Todos estos virus mestraron los residucs de
aminedcidot cimcerfEticos v ose agmpamon con ls cepas muy virulenms dentro del drbal filogenético. S ohiervaron cuatm
sustitucionss de aminodcidos en las posiciones D213N (deide asparico sustituido por asparaging), G540 (glicina sustiruida por
dcido mpinica), S317R (serim swtimida por amginina) v D323E (deido wpirico sustimido por dcido glutimico), que fueron
comunes en tres aislamientos muy virnkemos designados como Be'03/ DB, Br'030CK v Bo'040CR, los cuales Fueron distintos 2 otros
aislamientes de Gumbara muy virulentos ¥ 2 otes cepas de este vins, Estes aishimientos se obnvieron en la misma localidad pero
fueron colecrados en diferentes anos, Jo que indica que los virs muy virulentos que se encuentman circubndo en las granjas

brasilenas estin sufriendo cambios leves perm continues.

Key words: infections bumal disease virs, sequence analysis, VP2 hypervariable region, very virulent, Brazilian isalaes

Abbreviations: x =amino acid: bp = base pair; ov = classic vimlen; dsBNA = double-stranded RNA; [BD = infections busal
disease; [BDV = infectiows bumal disease virms; M) = neighbor-joining nt= mcleotide; REA= restriction eniyme amlysis
RFLP = resrriction fragment length polymomphism analysis; BT = reverse wranseription; RT-PCR = revese trameription—
polymerse chain resction; Y = ving neatraliznion; vw = very virulent

Infecrions bursal disease (IBIY) is an acure and highly conragions
viral infection of voung chickens which results in immunosuppres-
sion and maorrality in birds of 3 w & wk ofage (113, The infecrious
bumal disease virus (IBIV) is a member of the Birmaeiridae family
which conmins a bisegmenred, doublesmanded REMNA (dsRMNA)
genome withina nonenveloped icosachedral capsid of 60 nm. IBDY
encodes five proreins. The RMA-dependent RMNA polymermse (VPL)
is encoded by a smaller genome segment (segment B, The large
segment (segment A) encodes the others: a nonstrucural procein
(VP35 and a strucruml prowein precursor from which the capsid
proveins ¥ P2 and VP3, as well as the viral prorease VP4, are denved
(14,100,

Two distiner serotypes, designared  scroypes 1 oand 2, are
recognized by virus neurralization (WVBN) test, bur only serorype 1
is pathogenic in chickens. Smdies by cross-VIN st and molecular
biology are used w dassify this serooype 1 ino the annigenic suboypes

I)(':v::-rr\e:'|:li::-|:|\'].iq-_ author, E-mail arns@umcamp. b

and molecular groups (8,14,16). The subrype responsible For
outhreaks of IBD in wvaccimared flocks in the United Stacs in
1957 was typed as vanant IBDW, and the athers were denominared as
classic IBDY (8). These varians were, ar first, only idenrified in the
Unired Staresand larer in Canada, Mew Zealand, and Australia (14). In
conrmst, in the same perod, Euwopean isolars ememed with an
aleemtion in cheir virulence, bur withour change in their antgenicio
(4,15). The rem “very vinlent” (v} was inroduced o refer to these
isolares, which caused higher mormlicy rars and spread 1o other
continents such as Asia (10}, Africa (19}, and Latn Amenca (1)

WP2, a major strucrural prowein, conmins the anngenic regions
responsible for neucralizing anibodies and for serogepe specificiny.
The responsible genomic region is localized in the variahle region of
the VP2 gene thar is encoded by the Accl-Spd resrricrion fragment
(2,14,16). Comparison of the nudeotide sequences of the VP2 gene
of several IBDYs has been done in order o correlare the antigenic
variations wich the sains (3,6,15,16,19),

Reverse manscripion—polymerase chain reacrion (F1-PCR) of the
W2 gene fragments was initally used as a wol of rapid diagnosis
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Fig. 2 The phylogeneric e af 28 Frazifian IR fsalues | thombus symbal), reference smains (o and v, and vaccines. Accession numbers are
shown in the Maeriak and Methods. The neighbar jaining analysis was basad on pradiced amino add sequences of the Aal-Spel resiriaion
fragment (a2 206-350) of the VT2 gene wing the PAUT program. Numbers ar nodes indione the boosrap conbidence values using 1000 replions.

Oinly boowrraps =510 are shown.
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This remaspective sudy concemned [BDYY draking i Brazilian
broiker and l:.ycr focks From 1997 po 2005, |I1.i1'iJJ.|:||'. the wolires were

charaoner e in ov and v srrains by REA using rwo resmrionon enayme

22

sires (Hiphdl and Spl) founed in virulens smains and anoder (Sad )
[present -.'ln]'_v in oov smains (10,170 In dus mr]}-. rwn ineermed e
vaceines presented the Spl sine. This sive, despire being relairal 1o the
wlBDY daracrer, may he rn'min.g IN some VY STAlns, o WEy he

unlikely s he found in ather rypes of strains ar even in vaccines (16}
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smains in this smdy were the combined resuls of the three enzymes.

misulixﬂmdmsrmpedhd:mnkaﬂﬂ pﬂ.mnu{[’]-[’ﬁ-}
daes nor differentiare the v and o smains in RFLEP anabsis (16,
iz mokecular grouping allowed for gie plicement of the o aned w
wolates inm disriner . The ov isolines wene dassified in rwo
parverns (1 and P2} and v wolres in another ova (PS5 and 6]
vi.n:irmmchﬂi:ﬁedinﬁmpamm{m.[’E.Fﬂ.ind.[’-ﬂ-.rhe
firm two of which dlso inchided the o wolites according o dhe
kit colloction perksl. One alder wolite from 1997 was grouped
inpnmmhmgﬂltinirhrheammmdmmdhﬁmeﬂw
Wﬂm&wlmv.msmisﬁlmﬂmmem.m
+ usad mli-ul'l'm'w.n:u'he—s“e:u‘nmr! ov isalaes,
alleored afer 2002, were dassificd in the P2 pa.m:rn.lrlleﬂ:ne
pintern presented by the “hot” vacone nroduced biver on dhe
Eﬂﬂiﬂnfm’m.T‘lﬁdmrupﬂﬂiﬂnEH.wﬂlﬁﬂwnﬁm
h-d:u-plﬂi:p-e—ﬂthismhmdwilhmunﬁwﬂut i ahour
irq)mmﬂui;eni:dﬂngﬁinmemiﬂwm{?.TE.TH}.m
enzyme k] be identifing point mumdons in our v kolites, as
rwedh}ndtnwddaf.m.

The o and vv dharacrers of our IBDY isolanes were corroboraned
h-:ﬁurhc-r:neqm-n:mgﬂﬂph . which shows dhie ourrent
valiline and impormance of this RT-PCR method, when combrined
with restriction enzyme analysic aof the V2 gene fragment, asa good
ane ragi<d roal for differendaring [BOV srrains. In dhe phylogram,
dhe ov wolares dusrered in rwo branches, with different vaccines
aqual mo dhe two mokoukir pamerns 1 oand P2 showing maore
similirity 1o the vaccines than ro the dassical srrains; the v ol
iutpu‘e:nerued.nd.d.mw]mnhmnmqpum] af wlB DY (2995
dusmred mare with the E Asian, and lann American
Vensendal wl BV srrains, x ﬂiemmn;:mhmu with the
ather fow common aa substimtions of wl BOY dusered with the
Brazilian [BDYY smrain BR-T (1), Beoose YIP2 & r\c—.q:-mmﬂeﬁm'
wnaralling antigeniciny, e aa changes could inerfere in discase
aonrral . The mwmmanions in dhree v isolars oconrned in rwo main
hd:u-plﬂ::res:mnfU[’E.l:-emmmETEmEEﬂ:uﬂﬁTimﬂH.
ane in the minor peak 1. These regions are relaed with antigenic
variations, mainky in variane srrains (2,12,13,178 Yuwen = of (18}
recenthe o arared o diversiny in Chinese wIBDY dhar was
:duedmdungeiinpeikﬂ.hxdjdmtmnﬂweﬂ:a:tnfthm
alrered by these exchanges, as was alko seen in this soudy. Two of the
the maraling was around 4%, bur were collecrad in different pears.
The other was from the same region, bat from another farm with a
different vacanarion scdhedule.

g deaide, bur recenddy without high mormaling rares, dus showing
e dfficiency of the vacanation program with the intermediate plus
anad hor vaccines. However, Brazilian v strains are undergoing <k

b contnusus eschanges, as verified in 2004 when Bancdaand Willsgas
11} femnad minre genenic changes in Brazilian solins thanoin those of
ather countries. The aleranons in e aa sepuences of these smain
aoukl, inthe funire, became significant, bur shoukd be deworad through
dhis canrinuois mokeoular monitaring, ths ading in dissase conral .
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Abstract: In this study, seventeen Brazilian infectious bursal disease viruses (IBDV)
samples were characterized by partial sequence of VP1 gene. By comparing the deduced
amino acid (aa) VPI sequences of these IBDV samples with those of published IBDV
strains verified that thirteen samples presented the unique aa substitutions to very virulent
(vv) IBDV strains: N145T, E146D, G147 and D242E, within the fragment studied. In the
phylogenetic tree, these samples also branched together with the vvIBDVs and in a distinct
cluster from the classical (cv) IBDV strains and vaccines. These samples already had been
previously classified as vv based on hipervariable region VP2 gene (vvVP2). Other three
samples were characterized as cvIBDV strains by sequence and phylogenetic analysis.
However, one sample (Br/03/DR) vvVP2 presented the aa sequence VP1 more similar to
the cv strains and clustered with them in the tree. Studies on the phylogeny of VP1 gene
have suggested a possible segment B reassortment event and more recently hypothesized a
partial correlation between the expansion of vvIBDVs and this reassortment. In this case,
our sample carrying vvVP2 and cvVPI could be a descendent of these IBDVs before the
reassortment of vvVPI1. Or alternatively, this sample is simply a natural reassorted virus

originated between segments of the different strains or with the live attenuated vaccine.

Key words: Brazilian infectious bursal disease virus; VPI1; very virulent strain;

phylogenetic and sequence analysis; natural reassorted.
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1. Introduction

Infectious bursal disease virus (IBDV) causes a disease among young chickens of great
economic importance to the poultry industry worldwide both for the mortality as the
immunosuppression (Lukert and Saif, 2003). IBDV belongs to the Birnaviridae family
containing a bisegmented double-stranded RNA genome within a nonenveloped
icosaehedral capsid of 60 nm. The segment A encodes for a 110 kDa polyprotein which is
autoprocessed into structural proteins, VP2 and VP3, and the viral protease, VP4. The 17
kD nonstructural protein, VPS5 is also encoded by this segment. The segment B encodes for
a 90 kD VPI1 protein having RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) activity. This
protein can be found as a free polypeptide and as a genome-linked protein (Vpg) beyond
forming complexes with the capside protein VP3 (Van den Berg, 2000; Miiller et al., 2003).

Two distinct serotypes of IBDV are recognized (1 and 2). Only the serotype 1 is
pathogenic for chickens and classified according to the antigenicity and/or pathogenicity in
classical virulent (cv) strains, very virulent (vv) strains, antigenic variant strains, and
attenuated strains (Van den Berg et al., 2004; Wu et al., 2007). This classification has been
based mainly on the VP2 gene sequence, more specifically on the hypervariable region
(vVP2) corresponding to the induction of neutralizing antibodies and the serotype
specificity (Brown et al., 1994; Eterradossi et al., 1998; Vakharia et al., 1994; Zierenberg et
al., 2000). However, the fundamental molecular basis for pathogenicity is not yet clear and
the VP2 was not the sole responsible gene (Nagarajan and Kibenge, 1997; Boot et al.,

2000).
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At first, studies generating chimeric or segment reassortant viruses by reverse genetic
system did not correlate the VP1 protein to the virulence of vvIBDVs (Boot et al., 2000,
Brandt et al., 2001) but later there was demonstrated its role in part of this virulence (Liu
and Vakharia, 2004; Boot et al., 2005). Furthermore, the phylogeny based on the VP1
sequence of vvIBDV strains indicated that the segment B is genetically distinct from that
all of other IBDV strains (Brown and Skinner, 1996; Yamaguchi et al., 1997; Nagarajan
and Kibenge, 1997; Islam et al., 2001).

Yamaguchi et al. (1997) and Le Noiien et al. (2005) defined partial sequences
representative phylogenetically of the full genomic sequences from segment A and B that
allowed their use in molecular epidemiology studies. Based in one of these regions from
VP1 gene described in Le Notien et al. (2005), we analyzed the sequences and phylogeny
of the Brazilian IBDV samples previously characterized in cv and vv strains based on the

vVP2 sequence (Fernandes et al., 2009).

2. Material and methods

2.1. Field Strains
Seventeen IBDV samples collected during the period 1997-2005 and characterized as

very virulent (vv) and classic virulent (cv) strains by Fernandes et al. (2009).

2.2. Reverse transcription and polymerase chain reaction (RT/PCR)
The viral RNAs from homogenates of bursas of Fabricius prepared previously in

Fernandes et al. (2009) were extracted with the QIAamp Viral RNA Kit (Qiagen Inc.,

28



Valencia, CA) according to the manufacturer's instructions. The primers are described in Le
Noiien et al. (2006) and amplified a 594bp fragment of IBDV VP1 gene. The amplification
was performed using the program described in Herndndez et al. (2006) and adapted by us
for one-tube procedure with the AccessQuick' ™ RT-PCR System (Promega, Madison, WI)
in the Perkin-Elmer Co., Norwalk, Com. thermal cycler. Briefly, Sul of dsRNA viral was
mixed with 4.5ul of ultra-pure water and denatured by boiling for 5 min at 98°C and
immediately immerged in ice by 3-5 min. After, the following mixture was added to the
tube: 12.5ul of AcessQuick Master Mix (2x) and 1ul of each primer and AMV reverse
transcriptase (Promega). The c¢DNA was synthesized at 42°C for 60min and the
amplification included an initial denaturation step (5 min at 95°C) and 35 cycles of 95°C for
30 sec, 55°C for 1 min and 72°C for 1 min. A final extension was performed at 72°C for 5
min. The PCR products were subjected to electrophoresis on a 1.5% agarose gel

supplemented with 1% ethidium bromide.

2.3. Nucleotide sequence and phylogenetic analysis

The purified PCR products with PCR Purification Kit (Promega) were sequencing
using Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems) in the
ABI 377 automatic DNA sequencer. The sequences were aligned by Clustal X and
subjected to BLAST search to determine their identity with other reported sequences. The
phylogenetic analysis using the aligned nt sequences by eye with sequence alignment editor
(Se-Al) version 1.0 was performed by distance based neighbor-joining (NJ) method with
the Kimura two-parameter option using PAUP 4.0 with 1000 bootstrap replicates. The

strains included for comparison with respective accession numbers were: commercial
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vaccines: D78 (AJ878654), CEVAC IBDL (AJ878660); Bursine 2 (AJ878655) and 228E
(AJ878657); classical strains: F52-70 (AJ878643) and Cu-l1wt (AJ878644); variants:
variant A (AJ878675) and variant E (AF133904); very virulent strains: DV86 (AJ878667),
D6948 (AF240687), 99009 (AJ878672), 94432 (AJ878678), UK-661 (AJ878666), Uy-2
(D823085), OKYM (D49707) and BD 3/99 (AF 362770); serotype 2: 23/82 (AJ878684):
and reassortant strains: 02015.1 (AJ878685), 02015.2 (AJ878686), SH95 (AY134875) and

7J2000 (DQ166818).

3. Results
Seventeen samples were positive for IBDV VP1 gene. Based previously on
hypervariable region VP2 sequence in Fernandes et al. (2009), three of them are classic (cv)

strains and fourteen are very virulent (vv). Their features are described in Table 1.
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Table 1. Data of seventeen IBDV samples positive in RT-PCR to VP1 gene.

Sample Place Isolation  Age Vaccine  Flock strains
(State) Year (days) Status *
Br/97/BA Sédo Paulo 1997 45 n.k. L cv
Br/00/BS Sédo Paulo 2000 38 n.k. B vV
Br/01/BGK  Sio Paulo 2001 - n.k. L \'A%
Br/01/BGS Sédo Paulo 27 n.k. L \'A%
Br/01/BJM Sdo Paulo 60 + L \'A%
Br/01/BNK  Sio Paulo - + L \'a%
Br/01/CA Sdo Paulo 35 + L \'A%
Br/01/CB Sdo Paulo 42 n.k. L \'A%
Br/01/CC Sédo Paulo 42 + L \'A%
Br/03/CK Sdo Paulo 2003 39 + L \'A%
Br/03/DB Sédo Paulo 36 + L \'a%
Br/03/DQ Parana 27 n.k. B vV
Br/03/DR Parana 29 n.k. B Vv
Br/03/DU Parana 31 n.k. B \'A%
Br/04/CR Sédo Paulo 2004 35 + L \'a%
Br/04/DE Parana 24 + B cv
Br/04/DN Parana 24 + B cv

B = broiler; L = layer; n.k. = not known; cv: classic virulent; vv: very virulent;
*classification on VP2 sequence.

The VPI1 nt sequences of 17 samples were aligned and compared with those of the
vaccines and published IBDV. Their representative deduced amino acid (aa) sequences are
shown in Figure 1. All the four common residues (T145N, E146D, G147N and D242E) for
vvIBDV strains within the fragment studied (aa 68-248) were found in our vv samples
except the Br/03/DR sample. In these positions, it presented the typical aa of the cv strains.
The vv samples presented 99% of identity among them and 94-95% with the others vv
strains and had 12-13% divergence with cv and vaccines. The phylogenetic tree obtained
through the Neighbor-Joining (NJ) method of these samples and published IBDV strains is

shown in Figure 2. The vv samples branched together with the other vvIBDVs but in a
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distinct cluster from the cvIBDVs strains and even serotype 2. The sample Br/03/DR

clustered together with cvIBDVs and the SH95 and 2015.2 reassortments.
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Figure 1: Deduced amino acid sequences of VP1 gene (aa 68-248) of 14 Brazilian samples,
vaccines (CEVAC and 228E), cv strain F52 and vv strain UK661. Dots indicate positions

where the sequence is identical to UK661.
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Figure 2: Phylogenetic tree of 13 Brazilian IBDV samples (rhombus symbol), reference
strains (cv and vv) and vaccines. Accession numbers are shown in Material and Methods.
The neighboor-joining analysis was based in nucleotide sequences of the VP1 gene

fragment using the PAUP program. Numbers at nodes indicate the bootstrap confidence
values using 1000 replicates. Only bootstraps >50% are shown.
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4. Discussion

Sequence analysis of VP2 gene hypervariable region of segment A from Infectious
bursal disease viruses (IBDV) has been used to differentiate the strains in very virulent
(vv), classic virulent (cv) and variant (van den Berg, 2000; Miiller et al., 2003; Wu et al.,
2007). Although the most reports had commonly correlated this VP2 gene with the
virulence and pathogenicity, studies targeted the VP1 gene has increased lately since the
discovery that VP2 is not the sole responsible to the vv phenotype (Boot et al., 2000).

In our previous report, Brazilian IBDV samples from one decade were studied based on
the VP2 sequence analysis (Fernandes et al., 2009). In this present study, a fragment from
VP1 gene of segment B of these IBDV samples was amplified and their sequences were
compared with of others samples, vaccines and references strains and used to construct the
phylogenetic tree. This fragment is within the two clusters (cluster a and b) described in
Noiien et al. (2006) as representatives to phylogenetic analysis.

Multiple full length sequence analysis of B segment over the years of diverse vv strains
from different countries have revealed the presence of 17 common amino acids (aa)
residues with eight unique to these strains (Brown et al., 1996, Yamaguchi et al., 1997,
Kong et al., 2004, Hernandez et al., 2006, Lojkic et al., 2008). The deduced aa sequence of
the Brazilian vv samples presented the three peptide TDN between aa 145-147 and 242E,
all common vv aa residues within the fragment studied. Ren et al. (2009) correlated the
absence of 146E residue and others two positions in Chinese strain YS07 as responsible to
its attenuated virulence but they also correlated the unique mutations in VP2 sequence to

the low mortality of this isolate.
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In the phylogenetic tree, the Brazilian vvVP1 also branched in a distinct cluster from the
cvIBDVs strains and even serotype 2 like Yamaguchi et al. (1997) and Islam et al. (2001)
had already suggested that the genome segment B would be distinct phylogenetically from
that the others IBDV strains. The origin of these vvVP1 would be probably from a genetic
reassortment from an unidentified source and besides responsible to the emergence of
vvIBDV. Hon et al. (2006) using to the estimation the time of emergence of the most recent
common ancestor (TMRCA) and to coalescence techniques of the both genome segments to
the IBDV confirmed this reassortment and estimated that it occurred in mid-1980s while
that of the vv segment A emerged 20 years before concluding that this reassorment event
segment B together with the vv segment A is that caused the enhancement of virulence and
expansion of vvIBDVs in mid-1980s. According to this study, our sample Br/03/DR
presenting a segment B derived from cvIBDV strain but with the segment A of vwvIBDV
strain (Fernandes et al., 2009) would be a descendent of the IBDV before this reassortment
of vwVPI.

Natural reassortments have also been described in China. Sun et al. (2003) verified that
the vv field strain SH95 (vvVP2/cvVP1) maintained its virulence even without the vvVP1
as our sample. The VP1 would not be correlated with the virulence of the vvIBDV as Boot
et al. (2000) initially showed. By the other side, Wei et al. in 2004 and 2006, described two
reassortants with virulence but without vvVP2 (cvVP2/vvVP1) contrasting with the above
studies but like other studies including the VPI in the virulence of these vvIBDV (Liu and
Vakharia, 2004; Boot el al., 2005). Both studies made a warning about the use of live
vaccines and the risk of a possible genetic exchange in the generating these reassorteds.

However it is known that the rate of genomic reassortment event in nature is low and
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depends of many factors. Le Noiien et al. (2006) although have also found a natural
reassorted among 50 strains of IBDV of diverse years and locality considered that the co-
evolution of both segments is more frequent. It is known that the use of vaccines with
intermediate virulence to control the disease with vv strains can be responsible for partial
immunosupression and mild bursal lesions. The viral multiplication although did not revert
the virulence could be a source of a genetic exchange originating a natural reassorted virus.
This could be another explanation for the origin from the sample Br/03/DR.

Therefore, it is fundamental the full length sequencing of both segments for providing
the exact relationship between the genetic composition and the pathogenecity of this
sample. The role of cvVP1 of this sample in virulence cannot yet to be established.

Anyway, this is a first report of Brazilian natural reassorted IBDV.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O monitoramento continuo dos IBDV € de extrema importancia e fundamental nio
sO para o conhecimento da epidemiologia molecular deste virus que ainda tem um grande
significado para a avicultura, mas também para o controle da IBD, na manuten¢do ou
redefinicao de medidas preventivas, vacinas efetivas e programas de vacinagao.

Este trabalho fez um estudo em uma década da presenca e classificacdo dos IBDV
no Brasil padronizando-se a técnica de RT-PCR “one-step” para um fragmento do gene
VP2 correspondente a regido hipervaridvel da proteina VP2 de IBDV. Das 66 amostras de
bursas de Fabricio estudadas, 43 foram provenientes de granjas de corte e 23 de postura. A
idade média das aves foi de 35 dias com variacdes de 10 até 120 dias de idade sendo que a
maioria foi vacinada com esquemas multiplos de vacinas e sintomas da IBD. A
identifica¢do de IBDV foi feita em 41 amostras, com 25 amostras sendo classificadas como
vv, sendo 12 provenientes de granjas de postura e 13 de corte, e outras 16 foram
classificadas como cv sendo 15 de corte e uma de postura. A distribuicdo dos vvIBDV
durante a década de estudo mostra que independente do tipo de granja, iniciou-se a
identificacdo dos vvIBDVs a partir de 1999, com aumento entre 2001 a 2003 e posterior
declinio, coincidindo com a introdu¢do das vacinas fortes no mercado. Além disso, a
presenca dos cvIBDV também mostra a necessidade da manuten¢do da vacinacdo. Surtos
da doenca cléssica ocorrem ainda hoje em lotes ndo vacinados mas também surtos pos-
vacinal, o que questiona o uso de vacinas fortes e o aparecimento de rearranjos naturais

devido provavelmente a troca genética dos virus com as vacinas.
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A caracterizacdo molecular de IBDV principalmente dos virus “vv”’ é uma boa
ferramenta inicial para identifica¢do e classificacdo dos IBDV. Na sequéncia da VP2 de
trés de nossas amostras vv foi observado mutacdes tinicas que indicam continuas mudangas
genéticas ocorrendo nestes vvIBDV brasileiros, fato comum em virus de RNA
segmentados que podem sofrer mudancas continuas entre outros fatores pela pressdo
vacinal. Estas diferencas na sequéncia observadas em nossas amostras brasileiros devem
ser avaliadas quanto a patogenicidade e viruléncia em testes in vitro e in vivo assim como
outras caracteristicas do virus. As nossas amostras cv apresentaram uma semelhan¢a maior
com as vacinas utilizadas em nosso pais do que com as outras amostras cv _mostrando que
a vacinagdo aplicada estd sendo nao sé eficiente como substituindo as cepas selvagens
pelas vacinais.

O estudo do gene VP1 também foi feito nas amostras que se apresentaram positivas
para IBDV pela andlise anterior do gene VP2, devido a perspectiva de que este gene VP1
também tenha influéncia na viruléncia dos vvIBDV ja que apenas o gene VP2 ndo seria o
unico responsavel por esta viruléncia. Na verdade, especula-se que a alta viruléncia destes
virus possa ser um efeito sinérgico de mutagdes de ambos os segmentos. Alteracdes na
viruléncia de outros virus RNA causada por mutacdes em sua RdARp também sado
documentadas. Em 17 amostras houve a identificacdo do gene VP1 de IBDV pela RT-PCR
sendo que 13 amostras tinham sido classificadas pela analise anterior do gene VP2 como
vv e 3 como cv. Estas amostras mantiveram também esta classificacdo pela sequéncia e
filogenia do gene VP1. Apenas uma amostra com sequéncia VP2vv apresentou a sequéncia
de VPlcv e agrupou-se no ramo destas na drvore filogenética. Este € o primeiro relato de

um rearranjo natural de IBDV isolado no Brasil.
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O estudo da evolucdo genética de IBDV através do sequenciamento completo dos
dois segmentos e correlagdo das diferencas antigénicas e patogenicidade de um maior
nimero de amostras se faz necessério e é primordial para fornecer e acumular informagdes

e conhecimento deste virus.
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5. CONCLUSOES

Este € um estudo continuado em uma década da presenca de vvIBDV no Brasil.

A identificacdo de IBDV, através da RT-PCR de um fragmento do gene VP2, foi feita
em 41 das 66 amostras de bursas de galinha coletadas no periodo de 1997-2005
provenientes de Estados do Brasil.

A caracterizagdo molecular destas amostras positivas pela RT-PCR/REA classificou 25
amostras como “very virulent” (vv) e 16 como cléssicas-virulentas (cv) além da
obtencdo de seis grupos moleculares.

O sequenciamento e a filogenia destas amostras também confirmou o cardter vv e cv
com a presenca dos marcadores moleculares vv (222A, 2421, 2561 e 294I). Trés
amostras vvIBDV (/BR/03/CK, Br/03DB e Br/04/CR) apresentaram mutagdes Unicas
mostrando continuas mudancas genéticas.

Dezessete amostras foram positivas pelo RT-PCR para IBDV pela andlise de um
fragmento do gene VP1.

As amostras vv (13) e cv (3) classificadas pela analise da regiao hipervaridvel do gene
VP2 mantiveram esta classifica¢do pela sequéncia e filogenia do gene VPI.

Uma amostra, a BR/03/DR, com sequéncia VP2vv apresentou a sequéncia de VPIcv
assim como se agrupou no ramo destas na arvore filogenética. Este € o primeiro relato

de um rearranjo natural de IBDV isolado no Brasil (vwVP2cvVP1).
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7. ANEXOS

7.1 Anexo 1: Uma das 21 amostras muito virulentas depositadas no Genbank sob
nimero EU835882.

7.2 Anexo 1: Uma das 7 amostras cldssico virulentas depositadas no Genbank sob
nimero EU835883.
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121 gaactegigt ticasacaag cgicciafac ctratastgy gotgctaccat crtacoLtata
18] ggeitigaty ggactigcggt aalcaccaga goigiggecg cagacaatgy notgacggos
241 g@gcactgaca accbtatges attocaatatt ghgatiocas CoAatGagal AMCOSROCH
201 atcacctoca tcaaactgga gatagigacs Locasaagagy Jiggtcasge Qgi@gaacadg
2El atgtcatggt cagciagigy gagectagon ghgacgattc acggi@icaia Statocaggd
421 geccttogte coghbcaca

ANEXO 1

‘ﬁ*g Tacar fﬂ-ucleutlde-
Infections barsal _ [Fi-194203488]

EOE35853 438 bp RHA Limsayr Wil Z1=-J0L=-Z003
Infectious arsal disease vires isclate Bef04/CR wiral protelin I

(Y] gena, partial cds.
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ANEXO 2

<> NCBI

1: EU835883. Reports [@] Infectious bursal...[gi:194293490]

LOCUS EU835883 438 bp RNA linear VRL 21-JUL-2008
DEFINITION Infectiocus bursal disease virus isclate Br/04/DN viral protein 2
(VPZ2) gene, partial cds.
ACCESSION EUB835883
VERSION EU835883.1 GI:194293450
KEYWORDS
SOURCE Infectious bursal disease virus (Gumborc wvirus)
orcaNIsM Infectiocus bursal disease virus
Viruses; dsRNA viruses; Birnaviridae; Avibirnavirus.
REFERENCE ak (bases 1 to 438)
AUTHCRS Fernandes,M.J.B., Simoni,I.C., Riwvas,E.B., Harakawva,R. and
Arns,C.W.
TITLE Molecular identification of Brazilian infectious bursal disease
viruses during the period 1%97-2005
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 438)
AUTHCRS Fernandes,M.J.B., Simoni,I.C., Riwvas,E.B., Harakawva,R. and
Arns,C.W.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (l1%-JUN-2008) Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de
Sanidade Animal, Instituto Biologico, Awvenida Conselheiro Rodrigues
Alves 1252, Sac Pauloc, Sao Paulo 04014-002/CP12898, Brazil
FEATURES Location/Qualifiers
source A P e
/organism="Infectious bursal dissase virus"
/mol type="genomic RNA"
/isolate="Br/04/DN"
/db_xref="taxon:10995"
/segment="A"
Jcountry="Brazil"
/collection_date="2004"
ene <1l..>438
/gene="vp2"
EBS <1..>438
/gene="vp2"
/note="hypervariable region"
/codon_start=1
/product="wviral protein 2"
/protein id="ACF39%27.1"
/db _xref="GI:194293451"
Stranslation="VYTITAADDYQFSSOYQPGGVTITLFSANIDATITSLESVGGELVE
OTSVOGLVLGATIYFIGFDGTTVITRAVAANNGLTAGTDNLMPFNLVIPTNEITQPIT
SIKLEVVTSESGGEQRAGDOMSWSASGSLAVTHHGGNY PGALRPVT™
CORIGIN
1 gtctacacca taactgcagc cgatgattac caattctcat cacagtacca accaggtggg
€1 gtaacaatca cactgttctc agccaacatt gatgctatca caagcctcag cgttggggga
121 gagctcgtgt ttcaaacaag cgtccaaggc cttgtactgg gcgccaccat ctactttata
181 ggctttgatg ggactacggt aatcaccagg gctgtggccg caaacaatgg gctgacggecc
241 ggcaccgaca atcttatgcec attcaatctt gtgattccaa ccaacgagat aacccagcca
301 atcacatcca tcaaactgga ggtagtgacc tccaaaagtg gtggccaggc aggggatcag
361 atgtcatggt cggcaagtgg gagcctagca gtgacgatnc acggtggcaa ctatccaggg
421 gcccttcgtc ccgtcaca
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