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 RESUMO 

 

A doença infecciosa da bursa (IBD), denominada também doença de Gumboro, é uma 

doença aguda, imunossupressora, altamente contagiosa de aves jovens e de grande 

importância econômica para a avicultura. O vírus da doença infecciosa da bursa (IBDV), 

sorotipo 1, pode ser classificado de acordo com sua antigenicidade e patogenicidade em 

amostras  clássicas virulentas (cv), atenuadas, variantes antigênicas ou muito virulentas 

(vv). Estas diferenças antigênicas são encontradas na região hipervariável do gene VP2, que 

é responsável pela indução de anticorpos neutralizantes e também dos possíveis marcadores 

de virulência que ainda não estão bem estabelecidos. O gene VP1 parece também 

apresentar um papel na virulência do vírus. Primeiramente, o objetivo do presente trabalho 

foi a identificação e caracterização molecular de 66 amostras brasileiras de IBDV através 

da RT-PCR de um fragmento do gene VP2 seguida pela digestão por enzimas de restrição 

(RE) e posterior confirmação pelo sequenciamento. A análise da RT-PCR/RE classificou 

25 isolados como cepas vv e  16 como cepas cv além da classificação de 6 grupos 

moleculares. O sequenciamento também confirmou esta classificação com a presença dos 

aminoácidos (aa) típicos das amostras vv (222A, 242I, 256I e 294I).  Em 3 destes amostras 

vv também se observou mutações únicas que mostram pequenas, mas contínuas alterações 

dos vvIBDV circulantes nas  granjas brasileiras. A arvore filogenética confirmou a origem 

comum das nossas amostras vv com os isolados de outros países 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 análise das sequências e 

filogenética. Quatorze amostras vv e três cv tiveram êxito nas sequências analisadas. Treze 
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amostras vv apresentaram  as substituições de aa comuns para as amostras vv (145T, 146D, 

147N e 242E), exceto um que apresentou a sequência das amostras cv e na filogenia 

agrupou-se com estas amostras. A árvore a partir da VP1 pressupõe 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 países ou que podem ser 

produzidos em laboratório (quimeras) mostram que o segmento B pode estar contribuindo 

para a patogênese deste vírus. A origem destes rearranjos pode ser de troca genética com o 

uso de vacinas vivas ou se aceita a hipótese de que o segmento VP1 dos vvIBDV se 

originaram de um rearranjo genético de fonte desconhecida, estes rearranjos com segmento 

vvVP2 e cvVP1, seriam descendentes dos ancentrais dos vvVP1. Apenas um 

seqüenciamento completo das duas sequências e estudos in vivo poderão caracterizar o 

papel da VP1 na virulência desta amostra. Assim, o monitoramento contínuo das amostras 

de IBDV através da caracterização molecular pela análise das sequências dos genes e a 

detecção de alterações genéticas que possam influenciar a patogenicidade do vírus são de 

extrema importância, pois geram informações fundamentais que possibilitam e subsidiam o 

controle desta doença 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 
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continuous exchanges. Furthermore, the Brazilian IBDV isolates characterized by the VP2 

sequence in cv 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. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é o maior exportador mundial de carne de frango com participação acima 

de 40% do mercado mundial e ainda está entre os maiores produtores mundiais, em 3º 

lugar, atrás somente da China e dos Estados Unidos. Em 2008, apesar da crise econômica 

deste período, a produção de carne de frango foi em torno de 11 milhões de toneladas. 

Desta produção, 70% abastecem o mercado interno e o restante 30% é exportado. Segundo 

relatório 2008/2009 da Associação Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frangos 

(ABEF, 2010), este valor corresponde a um aumento de 11% no volume com embarques na 

ordem de 3,6 milhões de toneladas e de 40% na receita cambial, em torno de US$ 7 bilhões 

e projeção de 5% para o ano de 2009, não consolidado ainda. Também ocupa a liderança 

interna das exportações de carne, o 3º ranking na exportação do agronegócio brasileiro e o 

6º no âmbito geral. 

Este enorme potencial da produção avícola ocorre graças à forte integração do setor 

produtivo e agroindústria, com a evolução da qualidade e sanidade. Com esta importância 

econômica da avicultura é imprescindível a implantação de medidas sanitárias que aliadas 

às pesquisas contribuam para o controle e prevenção de doenças aviárias. 

A doença infecciosa da bursa (IBD) é uma doença aguda altamente contagiosa de 

aves jovens. A importância dessa doença na avicultura comercial deve-se não só à 

mortalidade e aos maus resultados de desempenho que pode acarretar, mas principalmente 

pela imunossupressão que aumenta a suscetibilidade das aves a outras infecções, 

bacterianas ou virais, e uma diminuição da resposta às vacinações. 
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 1.1. HISTÓRICO 

 

A primeira descrição da doença infecciosa da bursa (IBD) foi feita por Cosgrove, 

em 1962, e referida como “nefrose aviária” devido aos danos renais causados em frangos 

de corte. A denominação “doença de Gumboro” foi utilizada como sinônimo para esta 

doença devido aos primeiros surtos ocorrerem na região de Gumboro em Delaware/EUA 

(Lukert & Saif, 2003). Cosgrove (1962) também verificou um aumento do volume da bursa 

de Fabrício e ausência de bactérias sugerindo uma etiologia viral. Inicialmente, Winterfield 

& Hitchner (1962) pesquisando esta síndrome nefrose-nefrite, isolaram um agente viral 

semelhante ao vírus da bronquite infecciosa, relacionando-o a esta síndrome. Entretanto em 

estudos posteriores, houve a distinção dessa doença com este vírus e o isolado foi referido 

como “agente infeccioso da bursa” (Winterfield et al., 1962). Em 1970, Hitchner propôs o 

termo “doença infecciosa da bursa” para esta doença que apresenta como característica 

principal lesões na bursa de Fabrício (Becht, 1981; Müller et al., 1992; Lasher & Davis, 

1997; Lukert & Saif, 2003). Esta é a nomenclatura atual embora “doença de Gumboro” seja 

também ainda citada na literatura. O caráter imunosupressivo do vírus foi relatado por 

Allan et al. (1972) e um segundo sorotipo foi identificado por McFerran et al. (1980). A 

IBD começou a ser vista a partir de 1980 como um fator causador de perdas econômicas 

importantes para a avicultura. No Brasil, a doença foi descrita pela primeira vez por 

Nakano et al. (1972) através de achados anatomopatológicos e em 1978, Saukas obteve o 

isolamento viral introduzindo o diagnóstico desta doença através da técnica de difusão em 

gel de ágar (AGD). A partir de 1980, nos Estados Unidos, encontrou-se isolados virais que 

apresentavam diferenças antigênicas e os vírus de IBDV foram classificados em subtipos, 
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incluindo estes vírus “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 vírus 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 vírus de alta virulência foram denominados de 

vírus “muito virulentos” (vv) e em contrapartida os anteriores passaram a denominar-se 

“clássicos 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 et al. (2001) 

introduziram a genotipagem  das amostras através da técnica de polimorfismo de 

comprimento dos fragmentos de restrição (RFLP) após a RT-PCR para a classificação dos 

IBDVs e obtenção 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 os 

vvIBDV podem ser caracterizados pelos critérios de antigenicidade, patogenicidade e 

relação genética baseados na região hipervariável da proteína VP2 codificada pelo 

segmento A (Müller et al., 2003; van den Berg et al., 2004). Estudos com a proteína VP1, 

codificada pelo segmento B também demonstraram o papel desta proteína na virulência dos 

vvIBDV (Liu & Vakharia, 2004; Boot et al., 2005). Recentemente sugere-se que a alta 

virulência dos vvIBDVs deve-se a um efeito sinérgico de mutações em ambos segmentos 

(Hon et al., 2006). 
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 1.2. AGENTE ETIOLÓGICO 

 

O vírus da doença infecciosa da bursa (IBDV) pertence à família Birnaviridae, 

genêro Avibirnavirus. O protótipo desta família é o vírus da necrose pancreática infecciosa 

(IPNV) dos peixes e há também vírus ocorrendo em insetos e moluscos (Fauquet et al., 

2005). 

O vírion apresenta um capsídeo icosaédrico, sem envoltório, com diâmetro de cerca 

de 60nm e com genoma viral constituído por dois segmentos de RNA de fita dupla (Dobos 

et al., 1979; Müller et al., 1979; Becht, 1981; Fauquet et al., 2005) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1:  Diagrama de uma partícula do vírus da doença infecciosa da bursa. 
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 Os segmentos genômicos de IBDV denominados de A e B apresentam peso 

molecular de 2,5 x 106 e 2,2 x 106 e tamanho aproximado de 3,2 e 2,8 kb respectivamente 

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

 

 

Source: ViralZone www.expasy.org/viralzone,  
  Swiss Institute of Bioinformatics 

Figura 2: Organização genômica do vírus da doença infecciosa da bursa.  

 

 

O segmento A contém duas “open reading frame” (ORF) parcialmente sobrepostas 

(Hudson et al., 1986; Spies et al., 1990; Müller et al., 1992). A primeira ORF codifica a 

proteína não estrutural VP5 de 17kDa. Esta proteína é encontrada apenas nas células 

infectadas e não é essencial para a replicação do vírus atuando na liberação de novas 

partículas virais, e possivelmente tenha um papel na disseminação e patogênese do IBDV 

(Mundt et al., 1995; Lombardo et al., 2000). A segunda e maior ORF codifica uma 

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

2000). A proteína VP4 (28kDa) é uma proteína não estrutural que está envolvida no 
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autoprocessamento desta poliproteína como uma protease codificada pelo vírus produzindo 

pVP2, VP3 e a própria VP4 (Dobos et al., 1979; Hudson et al., 1986; Azad et al., 1987). A 

proteína pVP2 é processada posteriormente na proteína VP2 provavelmente no processo de 

maturação ou liberação do vírus e não através de proteases celulares (Kibenge et al., 1997; 

Muller et al., 2003; Wu et al., 2007). As proteínas VP2 (42 kDa) e VP3 (32kDa) são as 

principais proteínas do capsídeo correspondendo a 51% e 40% respectivamente das 

proteínas virais (Dobos et al., 1979; Lukert & Saif, 2003). A proteína VP2 localizada na 

superfície externa do capsídeo é altamente hidrofóbica e dependente-conformacional, e 

contem os epítopos sorotipo-específicos, responsáveis pela indução de anticorpos 

neutralizantes (Hudson et al., 1986; Azad et al., 1987; Bayliss et al., 1990). Já a proteína 

VP3, interna ao capsídeo, apresenta os epítopos grupo-específicos (Nagarajan & Kibenge, 

1997; Lukert &Saif, 2003; Wu et al., 2007). Também forma complexos com VP1 que 

parecem estar envolvidos na morfogênese das partículas de IBDV: em sua replicação e 

montagem (Lombardo et al., 1999; Tacken et al., 2000; Maraver et al., 2003). 

O segmento B contém uma única ORF que codifica a proteína denominada VP1 de 

aproximadamente 90kDa. VP1 apresenta atividade de RNA polimerase RNA-dependente 

(RdRp) e pode ser encontrada  tanto como uma proteína livre ou covalentemente ligada em 

ambas extremidades dos dois segmentos do genoma (Müller &Nitschke, 1987; Spies, et. 

al., 1987; Müller 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  é patogênico 

para galinhas enquanto o sorotipo 2 isolado principalmente de perus não está relacionado a 

quadros patogênicos nem em perus nem em galinhas (McNulty et al., 1979; McFerran et 

al., 1980; Jackwood et al., 1982; Müller et al., 1992). 
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 O IBDV é muito estável resistindo a diversos tratamentos com agentes químicos e 

físicos. O vírus resiste a tratamentos com éter e clorofórmio e é ainda viável após 5h a 

56°C. Embora seja inativado a pH 12 não é afetado em pH 2. Entre diversos desinfetantes 

testados, derivados do fenol e compostos quaternários não tem ação sobre o vírus, apenas 

complexos iodados tem efeito deletérico sobre este vírus, assim como uma solução de 

cloramina a 0,5% que pode destruí-lo em 10 min. Ainda detergentes a base de hidróxido de 

sódio 0,05% também inativa o vírus. Em contrapartida, o vírus sobrevive por 30 min. a 

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

 

 1.3. VARIABILIDADE DO IBDV 

 

A variabilidade antigênica entre os isolados do sorotipo 1 de IBDV foi observada a 

partir da década 80 nos EUA quando ocorreram surtos da doença subclínica de IBDV em 

lotes vacinados. Os vírus isolados ainda que classificados como sorotipo 1, não foram 

neutralizados pela vacinação. Através do teste de vírus-neutralização (VN), Jackwood & 

Saif (1987) identificaram diferenças antigênicas significativas entre estes vírus 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 antigênico diferente. 

Na Europa, no final da década de 80, ocorreram surtos da doença, mas com 

mortalidade elevada dos lotes (Chettle et al., 1989; van den Berg et al., 1991). Os vírus 

responsáveis por estes surtos foram denominados de “muito virulentos”, em inglês “very 

virulent” (sigla vv), por apresentarem alta virulência, mas são antigenicamente relacionados 
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aos vírus clássicos sorotipo 1 de IBDV, que são atualmente denominados de clássicos 

virulentos e abreviados por cv (Abdel-Alim & Saif, 2001 van den Berg et al., 1991). Estes 

vvIBDVs foram posteriormente identificados em países de outros continentes como África, 

Ásia 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 

estão emergindo em alguns países como Uruguai, Argentina e Tanzânia (Hernández et al., 

2006; Remonini et al., 2006; Kasanga et al., 2007).  

Estudos comparativos de sequências do segmento A de vários IBDV identificaram 

uma região variável no gene VP2 (Bayliss, 1990; Kibenge et al., 1990; Müller et al., 1992). 

A sequência de nucleotídeos (nt) está localizada dentro dos sítios de restrição das enzimas 

AccI e SpeI e que corresponde aos aminoácidos (aa) 206 a 350. Esta região foi denominada 

de região hipervariável AccI-SpeI e é altamente hidrofóbica mas com dois domínios 

hidrofílicos em cada terminal e localizados na superfície do vírus  (Figura 3). O domínio A 

corresponde as posições 212-224 enquanto o domínio B as posições 314-324 (Bayliss et al., 

1990). 

Estes domínios constituem epítopos conformacionais responsáveis pela indução dos 

anticorpos neutralizantes. Alterações nestes domínios (variação “shift”) podem provocar 

mudanças nas propriedades antigênicas e patogênicas do IBDV (Eterradossi et al., 1998, 

van den Berg, 2000).  Mutações na posição 222 e 318, respectivamente nos domínios A e 

B, que representam epítopos antigenicamente importantes induziram o escape da 

neutralização de determinados anticorpos monoclonais  (Schnitzler et al., 1993; Dormitorio 

et al., 1997). Também alterações na região entre estes dois domínios afetaram a 

antigenicidade, como na posição 254 das amostras variantes (Jackwood et al., 2001). Dessa 
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forma foi confirmada que a base molecular da antigenicidade do IBDV está relacionada 

com esta região do gene da proteína VP2 e que mudanças neste local estão associadas com 

o surgimento dos vírus vvIBDV e variantes (Azad et al., 1987; Schnitzler et al., 1993; 

Brown et al., 1994; Vakharia et al., 1994; Eterradosi et al., 1998).   

Outras mudanças nesta sequência foram correlacionadas à adaptação e atenuação 

em culturas celulares e observadas tanto nas amostras variantes como nas “very virulent”. 

As principais alterações verificadas foram nas posições: 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 posição parece estar mais envolvida na virulência em galinhas do que na 

infecção em culturas celulares (Mundt, 1999). 

Concomitantemente aos estudos com o gene VP2, foram feitos estudos com o gene 

VP1. O sequenciamento e comparação das sequências deduzidas de aa dos vvIBDV 

mostraram diversas posições (de 16-17) características deles incluindo 8 únicas (Brown et 

al., 1996; Yamaguchi et al., 1997). Além disso, após a determinação que o gene VP2 não 

seria o único responsável pelo fenótipo virulento (Boot et al., 2000), muitos outros estudos 

vem correlacionando também este gene VP1  á virulência dos vvIBDV (Liu & Vakharia, 

2004; Boot et al., 2005). 

 

 1.4. DOENÇA E SINAIS CLÍNICOS 

 

A doença pode se manifestar de duas formas, a aguda e a subclínica, dependendo da 

idade das aves infectadas. A forma subclínica ocorre em galinhas com menos de 3 semanas 

de idade. Nesta fase, ocorre o desenvolvimento do sistema imunitário das aves pela bursa 
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de Fabrício, ou seja, os linfócitos B produzidos na bursa migram para os órgãos linfóides 

secundários como o baço, tonsilas cecais e glândula de Harder, que posteriormente irão 

produzir as células de defesa do organismo. Este órgão é constituído por 85 a 90% de 

linfócitos B e menos de 4% de linfócitos T e outras células não-linfóides. As alterações 

encontradas na bursa se devem ao fato dela ser o órgão alvo principal do vírus que destrói 

rapidamente os linfócitos B e uma replicação viral intensa é acompanhada por infiltração de 

linfócitos T, observando-se títulos virais 3 a 5 dias após a infecção. Esta replicação está 

associada à necrose, apoptose de células linfóides, inflamação, hemorragias e atrofia da 

bursa. Nesta fase onde o sistema imune da galinha não está maduro ocorrerá uma 

imunossupressão severa e prolongada que acarretará infecções secundárias (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 imunosupressão é temporária com manifestação da forma clínica. Os sinais clínicos 

que aparecem dentre 2 a 3 dias após a infecção são: eriçamento das penas, diarréia aquosa 

ou com fezes esbranquiçadas, depressão, tremores, anorexia, desidratação e morte 

(Cosgrove, 1962; Winterfield & Hitchner, 1962; Lukert & Saif, 2003). 

Na necropsia as principais alterações na bursa são conteúdo gelatinoso na porção 

externa do órgão com presença ou não de diferentes níveis de hemorragias. Observam-se 

também rins edemaciados, desidratação e hemorragia equimótica nos músculos e na 

mucosa do proventriculo (van den Berg, 2000). A severidade da doença e suas 

conseqüências variam de acordo com a dose infectante, status imunológico e presença de 

fatores intercorrentes, que podem ocasionar quadros de mortalidade entre 5 a 30%. Nas 

infecções com o vvIBDV os sinais clínicos são similares aos produzidos pelos vírus 
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convencionais ou clássicos mas mais severos e exacerbados além de alta mortalidade (van 

den Berg, 2000; Lukert & Saif, 2003). 

As perdas econômicas são resultantes das altas taxas de mortalidade na forma aguda 

da doença ou das conseqüências da imunossupressão que reduz o desempenho produtivo do 

plantel através do aumento de infecções secundárias, baixa taxa de conversão alimentar e 

redução das respostas contra vacinas (Müller et al., 1992; Montassier, H.J., 2001; Lukert & 

Saif, 2003). 

 

 1.5. DIAGNÓSTICO 

 

O diagnóstico clínico da IBD pode ser feito presuntivamente a partir dos sinais 

clínicos, facilmente reconhecíveis, juntamente com o histórico do lote e aliado à 

histopatologia da bursa obtém-se o diagnóstico diferencial já que outras patologias 

apresentam sintomas comuns à IBD (Rodrigues & Pereira, 2001; Lukert & Saif, 2003). 

Entretanto, as ferramentas para confirmação final do diagnóstico são a detecção 

direta do vírus, através do isolamento e posterior identificação, e a indireta pela sorologia, 

através da detecção da produção de anticorpos. 

O isolamento do vírus é feito principalmente através do tecido da bursa em uma 

variedade de sistemas: ovos embrionados, culturas primárias ou linhagens celulares 

(McNulty et al., 1979; Jackwood et al., 1987) e posterior identificação por testes de VN, ou 

através da identificação de antígenos virais por imunofluorescência, ou mesmo dos vírus 

por microscopia eletrônica (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 
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demorado e os vírus vv não são prontamente cultiváveis (Jackwood & Saif, 1987). O teste 

de ELISA utilizando anticorpos policlonais pode ser uma alternativa apesar de apresentar 

menor sensibilidade e não diferenciar nem os sorotipos e subtipos de IBDV (McFerran et 

al., 1980; Hassan et al., 1996). Já os ensaios de ELISA de captura de antígeno utilizando 

dois ou mais anticorpos monoclonais ou recombinantes de fragmentos da cadeia única 

variável de anticorpo (scFv) conseguem a distinção entre os IBDVs (Snyder et al., 1988; 

Eterradossi et al., 1997; Sapats et al., 2005). 

Atualmente, os métodos moleculares como a reação em cadeia de polimerase após a 

transcrição reversa (RT-PCR), são os mais utilizados para a identificação dos vírus por 

serem métodos mais rápidos e sensíveis. A RT-PCR inicialmente foi feita com a 

amplificação total dos dois segmentos inteiros e atualmente pelos fragmentos dos genes, 

principalmente o que codifica a região hipervariável da proteína VP2 (Lee et al. 1992; Wu 

et al., 1992; Tham et al., 1995; Akin et al., 1995; Jackwood et al., 1996). A digestão por 

enzimas de restrição (RE) dos produtos da RT-PCR pela análise da presença dos sítios de 

clivagem (RT-PCR/RE) ou dos polimorfismos de comprimento dos fragmentos de restrição 

(RT-PCR/RFLP) é utilizada para a classificação dos IBDVs e obtenção dos grupos 

moleculares de IBDV (Jackwood & Jackwood, 1994; Liu et 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 sequência de nucleotídeos tem sido 

considerada mais especifica e segura para a diferenciação 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 

diagnóstico como para classificação dos IBDVs (Gomes et al., 2005, Ashraf et al., 2007). 
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Na sorologia podem ser utilizados os métodos convencionais como o teste de 

imunodifusão em gel de ágar (AGD) (Saukas, 1978; Hirai et al., 1972; Lukert & Saif, 

2003) que é considerado um método apenas qualitativo; o teste de soroneutralização (SN), 

inicialmente utilizando ovos embrionados de galinhas ou culturas primárias e mais 

recentemente linhagens celulares (Giambrone, 1980, Lukert & Saif, 2003); ou o teste de 

ELISA que é o método atual para pesquisa sorológica e também para programas de 

imunização e eficiência das vacinas (Marquardt et al., 1980; Snyder et al., 1984; Lukert & 

Saif, 2003).  

 

1.6. PREVENÇÃO E CONTROLE 

 

Devido a alta resistência de IBDV no ambiente é necessário a implantação de 

medidas rigorosas de biosegurança, definidas por um conjunto de medidas aplicado em 

todos os segmentos da criação das aves que tem como finalidade diminuir a população do 

agente infeccioso no ambiente reduzindo o risco de infecções e aumentar o controle 

sanitário dos plantéis para a preservação da saúde dos lotes. Um bom programa de limpeza 

e desinfecção deve eliminar o vírus das camas assim como o uso do vazio sanitário, isto é, a 

manutenção de intervalos adequados entre as diferentes criadas é importante para reduzir a 

pressão de infecção pelo vírus de campo. Outras medidas preventivas que devem ser 

adotadas são: controle de tráfego de animais, pessoas e veículo; cuidados com matérias-

primas e ração; desinfecção de água e monitorias sorológicas dos lotes (Jaenisch, 1999). 

Entretanto, a vacinação ainda é um dos principais métodos de controle da IBD e 

muitos casos desta doença ainda ocorrem devido a problemas no processo vacinal. A 
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primeira vacinação já 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 

embriões, e posteriormente outras vacinas adaptadas em culturas celulares (Hitchner, 

2004). Atualmente, existem numerosas vacinas e programas de vacinações disponíveis e a 

escolha depende muita mais de fatores como a problemática de campo, uniformidade de 

anticorpos do que do tipo e marca da vacina. 

A vacinação em galinhas pretende atuar em duas vertentes. A primeira consiste na 

proteção de galinhas jovens via imunidade passiva através da vacinação de matrizes com 

vacinas inativadas que tem como objetivo a produção de níveis altos e uniformes dos 

anticorpos maternais (AM) a serem transferidos às progênies. A segunda é a vacinação 

destas galinhas jovens com o uso de vacinas vivas, ou seja, com vírus atenuados através de 

passagens em ovos embrionados ou culturas celulares (van den Berg & Meulemans, 1991; 

Bolis et al., 2003; Müller et al., 2003). Apesar de comprovado que a imunidade passiva 

também age nos vírus vacinais interferindo no sucesso da vacinação, a vacinação a partir do 

1ºdia de idade considera a não uniformidade dos AM nos lotes das granjas.  Ou seja, nem 

todos os pintinhos terão uma imunidade maternal adequada que previna infecções precoces 

e/ou altas doses de vírus vacinais ou que cepas mais agressivas sobreporiam os AM 

presentes nas progênies. Normalmente também se utilizam várias doses de vacinas para 

estímulo das aves conforme o decréscimo dos níveis de AM que será melhor identificado 

através do monitoramento sorológico e determinação do tempo ideal de vacinação (van den 

Berg, 2000; Müller et al., 2003). 

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

os níveis 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 

índices de mortalidade da época e mantém a doença sob controle. Entretanto sabe-se que 

elas podem causar lesões na bursa, imunosupressão e mesmo o risco de reversão da 

virulência (van den Berg, 2000; Müller et al., 2003). Já foi constatado aqui no Brasil casos 

de IBD após a vacinação com estas cepas menos atenuadas (Santos et al., 2004) e recentes 

relatos de vírus rearranjados provavelmente surgidos de troca genética entre vírus de campo 

e vacinas coloca em foco o uso destas cepas (Sun et al., 2003; Wei et al., 2006).  

Na prática, o tipo de vacina que se deve utilizar, quer seja a cepa forte ou 

intermediária, dependerá de diversos fatores e não da vacina propriamente dita. Os vírus 

utilizados nas vacinas, independente da empresa, são eficientes frente aos desafios de 

campo e a escolha de uma ou  outra vacina dependerá: dos níveis e uniformidade dos AM 

na progênie; da presença de amostras de campo altamente virulentas; da época do início do 

desafio; de outros processos infecciosos intercorrentes na região; e do posicionamento 

técnico e filosofia individual de cada granja ou médico veterinário. Outro ponto importante 

após o estabelecimento da cepa a ser utilizada é a manutenção de programas de vacinações 

contínuos, buscando com isso a substituição dos vírus selvagens (campo) por vírus vacinais 

e assim o controle da doença. 
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 2. OBJETIVOS 

 

 2.1. OBJETIVOS GERAIS 

 

• Identificação e classificação molecular do vírus da doença infecciosa da 

bursa (IBDV) em amostras de bursas de Fabrício de granjas de corte e 

postura  coletadas em municípios produtores dos Estados brasileiros. 

 

 2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Artigo 1 

• Identificar vírus de IBDV isolados no Brasil durante o período de 1997 a 

2005. 

• Realizar a caracterização molecular da região hipervariável do gene VP2 

de IBDV para classificação das amostras através da RT-PCR/RE e do 

sequenciamento. 

• Analisar filogeneticamente as sequências de IBDV através do gene VP2. 

 

Artigo 2 

• Realizar a caracterização parcial do gene VP1 das amostras de IBDV. 

• Analisar filogeneticamente as sequências de IBDV através do gene VP1. 
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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) VP1 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 cvVP1 could be a descendent of these IBDVs before the 

reassortment of vvVP1. 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; VP1; 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, VP5 is also encoded by this segment.  The segment B encodes for 

a 90 kD VP1 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; Müller 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). 

 



 

28 
 

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 Noüen 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 Noüen 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., 
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Valencia, CA) according to the manufacturer's instructions. The primers are described in Le 

Noüen et al. (2006) and amplified a 594bp fragment of IBDV VP1 gene. The amplification 

was performed using the program described in Hernández et al. (2006) and adapted by us 

for one-tube procedure with the AccessQuickTM RT-PCR System (Promega, Madison, WI) 

in the Perkin-Elmer Co., Norwalk, Com. thermal cycler.  Briefly, 5µl of dsRNA viral was 

mixed with 4.5µl of ultra-pure water and denatured by boiling for 5 min at 98oC and 

immediately immerged in ice by 3-5 min. After, the following mixture was added to the 

tube: 12.5µl of AcessQuick Master Mix (2x) and 1µl of each primer and AMV reverse 

transcriptase (Promega). The cDNA was synthesized at 42oC for 60min and the 

amplification included an initial denaturation step (5 min at 95oC) and 35 cycles of 95oC for 

30 sec, 55oC for 1 min and 72oC for 1 min. A final extension was performed at 72oC 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-1wt (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 

ZJ2000 (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 
(State) 

Isolation  
Year 

Age 
(days) 

Vaccine 
Status 

Flock strains
* 

Br/97/BA São Paulo 1997 45 n.k. L cv 
Br/00/BS São Paulo 2000 38 n.k. B vv 
Br/01/BGK São Paulo 2001 - n.k. L vv 
Br/01/BGS São Paulo  27 n.k. L vv 
Br/01/BJM São Paulo  60 + L vv 
Br/01/BNK São Paulo  - + L vv 
Br/01/CA São Paulo  35 + L vv 
Br/01/CB São Paulo  42 n.k. L vv 
Br/01/CC São Paulo  42 + L vv 
Br/03/CK São Paulo 2003 39 + L vv 
Br/03/DB São Paulo  36 + L vv 
Br/03/DQ Paraná  27 n.k. B vv 
Br/03/DR Paraná  29 n.k. B vv 
Br/03/DU Paraná  31 n.k. B vv 
Br/04/CR São Paulo 2004 35 + L vv 
Br/04/DE Paraná  24 + B cv 
Br/04/DN Paraná  24 + B cv 
B = broiler; L = layer; n.k. = not known; cv: classic virulent; vv: very virulent; 
*classification on VP2 sequence. 
 
 

 

The VP1 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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; Müller 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 

Noüen 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, Hernández et al., 2006, Lojkíc 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 vvIBDV 

strain (Fernandes et al., 2009) would be a descendent of the IBDV before this reassortment 

of vvVP1. 

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 VP1 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 Noüen 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. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 O monitoramento contínuo dos IBDV é de extrema importância e fundamental não 

só para o conhecimento da epidemiologia molecular deste vírus que ainda tem um grande 

significado para a avicultura, mas também para o controle da IBD, na manutenção ou 

redefinição de medidas preventivas, vacinas efetivas e programas de vacinação. 

 Este trabalho fez um estudo em uma década da presença e classificação dos IBDV 

no Brasil padronizando-se a técnica de RT-PCR “one-step” para um fragmento do gene 

VP2 correspondente a região hipervariável da proteína VP2 de IBDV. Das 66 amostras de 

bursas de Fabrício estudadas, 43 foram provenientes de granjas de corte e 23 de postura. A 

idade média das aves foi de 35 dias com variações de 10 até 120 dias de idade sendo que a 

maioria foi vacinada com esquemas múltiplos de vacinas e sintomas da IBD. A 

identificação 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 distribuição dos vvIBDV 

durante a década de estudo mostra que independente do tipo de granja, iniciou-se a 

identificação dos vvIBDVs a partir de 1999, com aumento entre 2001 a  2003 e posterior 

declínio, coincidindo com a introdução das vacinas fortes no mercado. Além disso, a 

presença dos cvIBDV também mostra a necessidade da manutenção da vacinação. Surtos 

da doença clássica ocorrem ainda hoje em lotes não vacinados mas também surtos  pós-

vacinal, o que questiona o uso de vacinas fortes e o aparecimento de rearranjos naturais 

devido provavelmente a troca genética dos vírus com as vacinas. 
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 A caracterização molecular de IBDV principalmente dos vírus  “vv” é uma boa 

ferramenta inicial para identificação e classificação dos IBDV. Na sequência da VP2 de 

três de nossas amostras vv foi observado mutações únicas que indicam continuas mudanças 

genéticas ocorrendo nestes vvIBDV brasileiros, fato comum em vírus de RNA 

segmentados que podem sofrer mudanças contínuas entre outros fatores pela pressão 

vacinal. Estas diferenças na sequência observadas em nossas amostras brasileiros devem 

ser avaliadas quanto à patogenicidade e virulência em testes in vitro e in vivo assim como 

outras características do vírus. As nossas amostras cv apresentaram uma semelhança maior 

com as vacinas utilizadas em nosso país do que com as outras amostras cv  mostrando que 

a vacinação aplicada está sendo não só 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 análise anterior do gene VP2, devido a perspectiva de que este gene VP1 

também tenha influência na virulência dos vvIBDV já que apenas o gene VP2 não seria o 

único responsável por esta virulência. Na verdade, especula-se que a alta virulência destes 

vírus possa ser um efeito sinérgico de mutações de ambos os segmentos. Alterações na 

virulência de outros vírus RNA causada por mutações em sua RdRp também são 

documentadas. Em 17 amostras houve a identificação 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 classificação pela sequência e 

filogenia do gene VP1. Apenas uma amostra com sequência VP2vv apresentou a sequência 

de VP1cv e agrupou-se no ramo destas na árvore filogenética. Este é o primeiro relato de 

um rearranjo natural de IBDV isolado no Brasil. 
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 O estudo da evolução genética de IBDV através  do sequenciamento completo dos 

dois segmentos e correlação das diferenças antigênicas e patogenicidade de um maior 

número de amostras se faz necessário e é primordial para fornecer e acumular informações 

e conhecimento deste vírus. 
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 5. CONCLUSÕES 

 
• Este é um estudo continuado em uma década da presença de vvIBDV no Brasil. 

• A identificação 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 período de 1997-2005 

provenientes de Estados do Brasil. 

• A caracterização molecular destas amostras positivas pela RT-PCR/REA classificou 25 

amostras como “very virulent” (vv) e 16 como clássicas-virulentas (cv) além da 

obtenção de seis grupos moleculares. 

• O sequenciamento e a filogenia destas amostras também confirmou o caráter vv e cv 

com a presença dos marcadores moleculares vv (222A, 242I, 256I e 294I). Três 

amostras vvIBDV (/BR/03/CK, Br/03DB e Br/04/CR) apresentaram mutações únicas 

mostrando continuas mudanças genéticas. 

• Dezessete amostras foram positivas pelo RT-PCR para IBDV pela análise de um 

fragmento do gene VP1. 

• As amostras vv (13) e cv (3) classificadas pela analise da região hipervariável do gene 

VP2 mantiveram esta classificação pela sequência e filogenia do gene VP1.  

• Uma amostra, a BR/03/DR, com sequência VP2vv apresentou a sequência de VP1cv 

assim como se agrupou no ramo destas na árvore filogenética. Este é o primeiro relato 

de um rearranjo natural de IBDV isolado no Brasil (vvVP2cvVP1). 
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 7. ANEXOS 

 
7.1  Anexo 1: Uma das 21 amostras muito virulentas depositadas no Genbank sob 
número EU835882. 
 
 
7.2  Anexo 1: Uma das 7 amostras clássico virulentas depositadas no Genbank sob 
número EU835883. 
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