FRANCISNEY SILVA FELIX

IDENTIFICACAO DE NOVAS POSSIVEIS VARIANTES DO INFECTIOUS BURSAL
DISEASE VIRUS (IBDV)

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
graduacdo em Bioquimica Agricola, para

obtencéo do titulo de Magister Scientiae.

VICOSA - MINAS GERAIS

2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



FRANCISNEY SILVA FELIX

IDENTIFICAGCAO DE NOVAS POSSIVEIS VARIANTES DO INFECTIOUS BURSAL
DISEASE VIRUS (IBDV)

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
graduacdo em Bioquimica Agricola, para

obtencdo do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 08 de julho de 2010.

Dra. Ethel Fernandes de Oliveira Peternelli Prof. Abelardo Silva Janior
(Coorientadora) (Coorientador)
Prof. George Henrique Kling de Moraes Prof. Luciano Gomes Fietto

Prof. Mércia Rogéria de Almeida Lamégo
(Orientadora)



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pela conquista.

A minha mé&e que sempre acreditou em mim, e por me ajudar nos momentos dificeis.

Ao meu irmdo Franklin e sua esposa por me acolher e me apoiar.

Ao0s meus avos por presenciarem esse momento da minha vida.

A Universidade Federal de Vigosa e ao Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular por essa oportunidade.

A minha orientadora professora Marcia Rogéria por me receber em seu laboratério, por
ter conseguido as amostras, pelo carinho, pela concesséo da bolsa.

A minha coorientadora professora Juliana Fietto pelas dicas valiosas, por ser cativante e
atenciosa.

Ao meu coorientador professor Abelardo Silva Janior pela preocupagdo com 0s meus
experimentos, por ter me cedido amostras virais para 0 experimento, por ter me mostrado
0 caminho e dado dicas que me auxiliaram.

A Ethel Peternelli pelas corregdes, coorientagdo do trabalho e por sempre mostrar
disposicdo em ajudar.

A Fernanda Miquelitto e Luciana Myrrha pela grande colaboragio na detecgio molecular
e na clonagem das amostras.

Ao Pedro Marcus Vidigal e ao Marcelo Depollo pela ajuda nas analises filogenéticas.

A Mariana Fausto, pela colaboragéo na revisédo da minha dissertagéo.

Ao Sr. Valdir por sempre colaborar com a esterilizacdo dos materiais a serem utilizados
nos experimentos.

Aos amigos do BIOAGRO, Ramom, Matheus, Gustavo, Ronny, Rodrigo, Myrian, Lucas,
Cris e Raphael, Mikael, Luana, Yasmin, Orlando, Luciana Coutinho, Monique e Rafael.

A todos, 0 meu muito obrigado.

ik



SUMARIO

LISTA DE TABELAS . ... oottt e e st saee et emte et ene e e e e
LISTA DE FIGURAS . ...ttt e st nneeas
LISTA DE ABREVIATURAS . ...ttt
L S UV, USRS
AB ST RACT . ettt ettt et e st er bt e bt et ee st et e ne e neenneeanae s
1. INTRODUGAD. ...t esies st s
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA.......coiiiiieiiasiens s e sssssssseess st sesssess s ss s
2.1. Infectious Bursal Disease Virus (IBDV)........ccouiieiiininine e e
2.1.1. O IBDV e suas caracteristicas moleCulares.............ccocovieriinenencesieinesse s
2.0.2. SOFOTIPOS. ... ettt ettt ettt ek et ek b bttt b et £t eh s et et et e s
2.1.3 EPIAEMIOIOQIA. ... e vttt
2.1.4 PALOGENIA. 1. eeueiueeieesietiete ettt ettt bt e es e bt ee b b s et et et e en e
2.1.5. CONLrole € PreVENGAO. .......coe it ettt ettt et et e e e
2.1.6 DIAGNOSLICO. .. .ot ieitieie ettt ettt ettt ettt eb et st sb bt neaneas
2.1.7. IMPACTO BCONOMICO. ....cveeuetitiete ekttt ettt et e se e b s e e s et e en e e
3. OBIETIVO GERAL . ...ttt e sttt neeenaee e
3.1 OBIETIVOS ESPECIFICOS........o ettt
4, METODOLOGIA. ... oottt ettt et e sr e snte e nte e ere e e eeeas
4.1 AMOSEIAS VITAIS. .. ..eeeueieeeeeiieii ettt sttt et ee et et e ettt b eb s e er et e s e
4.2. EXtrac8o do RNA TOTAl........ccoiuiiiieieicie s
4.3 OligONUCIEOLIARO. ...t et e et e e
g I o ] PSS
4.5. Purificagdo e clonagem do fragmento do material genético viral.............cccooeinenenen.
4.6, TrANSTOIMAGED . ... e uetieeeieeieie ettt ettt et et et et et e eb et et et e b e
4.7. Extracao do DNA plasmidial...........cccooiiiiiiiiieiece s
4.8 Sequénciamento das regides amplificadas do material genético viral.........................
4.9. Agrupamento por meio de Métodos FilogenétiCos..........cuvvrreireineirs v e
4.9.1. Andlise e alinhamento das SEQUENCIAS. .........coerurrrrerreire e e e

4.9.2. ANALISES fIlOGENELICAS. ... ccveviie ettt

dw



5. RESULTADO E DISCUSSAOQ........cooivviiiiiiiisiiesisessieissies st 22

5.1. Processamento do RNA TOal..........cooiiiii i s 22
5.2. Analise filogenética das SEQUENCIAS. .........cururreruriereiieee ettt 23
5.3. Analise e alinhamento das sequéncias de aminOACIdOS.............cereererericeneiieeeriin 26

5.4. Andlises de aminoécidos da regido hipervaridvel nas sequéncias do presente estudo

e sequéncias vacinais disponiveis N0 GeNBaNK ...........cccieirrriensiine s 30
8. CONCLUSOES......o.itiitrieeireeiseeis ettt ettt sttt 36
7. PERSPECTIVAS. ...t st 36
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ooviriieieeirerseieeeeessessasssssssssesssssens 37



LISTA DE TABELAS

TABELA 1- Numero de aves acometidas no Brasil pelo IBDV entre os anos de

2005 € 2009......c. ettt ettt bbb e bt b e b b e enaneas 15
TABELA 2- NUmero de acesso da regido codificadora da proteina VP2 do IBDV

selecionadas N0 GeNBaNK...........cuoiiiiiiii s 33
TABELA 3- Isolados virais de IBDV caracterizados na literatura............c.ccceeeee. 35

Vi



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1- Representacdo esquematica do genoma do IBDV e sua estratégia de
L2101 T Lo TSRO PPV PP

FIGURA 2- Padréo eletroforético dos produtos amplificados de 472pb do gene que
codifica a proteina VP2 do IBDV pela reacdo da RT-PCR

FIGURA 5- Anélise de aminoacidos da regido hipervariavel das amostras sequénciadas

no presente estudo e das amostras vacinais disponiveis no GenBank (aminoacidos 226-

Vit

22

25

26



LISTA DE ABREVIATURAS

AC - ELISA - Antigen-capture enzyme linked immunosorbent antibodies
atIBDV - Linhagem atenuada do IBDV

avIBDV - Linhagem variante antigénica do virus da doenca infecciosa da bursa
BLAST - Basic local alignment search too.

BSC - Linhagem celular para cultivo viral

BspMI - Enzima de restri¢do que cliva o DNA em regides caracteristicas
cDNA - Fita de DNA complementar

CEF - Células de fibroblasto de embrido de galinha

Cos-1 - Linhagem celular pra cultivo viral

cvIBDV - Linhagem cléssica do IBDV

dATP - Desoxiadenosina trifosfato

dCTP - Desoxicitidina trifposfato

dGTP - Desoxiguanosina trifosfato

DIB- Doenca infecciosa da bursa (Infectious Bursal Disease)

dNTP - Didesoxiribonucleotideos

dTTP - Desoxitimina trifosfato

dsRNA - RNA de fita dupla

DTT - Dithiothreitol

FDA - Food and Drug Administration

IBDV - Virus da doenca infecciosa da bursa (Infectious Bursal Disease Virus)
IgG - imunoglobulina G

IPNV - Virus da pancreatite necrdtica infecciosa (Infectious Pancreatc Necrosis Virus)
IPTG - isopropil-tiogalactopiranosideo

LB - Luria-Bertani (meio para cultivo de bactérias)

MAD - Anticorpo monoclonal

Mbol - Enzima de restricdo que cliva o DNA em regides caracteristicas

NCR - Regiéo ndo-codificante

OREF - Open Reading Frame

ViH



PBC - sequéncia de aminoécidos encontrada na regido hipervariavel da proteina externa
do capsideo do virus da doenga infecciosa da bursa

PDE - sequéncia de aminoécidos encontrada na regido hipervariavel da proteina externa
do capsideo do virus da doenga infecciosa da bursa

PFG - sequéncia de amino4cidos encontrada na regido hipervariavel da proteina externa
do capsideo do virus da doenga infecciosa da bursa

PHI - sequéncia de aminoacidos encontrada na regido hipervariavel da proteina externa
do capsideo do virus da doenga infecciosa da bursa

pVP2 - Proteina do capsideo externo do IBDV na forma imatura

gRTPCR - Real time quantitative reverse transcriptase

rAAAV-VP2 - Adenovirus recombinante contendo o gene da VP2

RdRp - RNA dependent RNA polymerase motifs

Ressortimento - Fendmeno onde ocorre a troca de segmento viral de duas linhagens virais
diferentes apds ambos infectarem uma célula

RFLP - Restriction Fragment Lenght Polymorphism

RNA - Acido ribonucléico

RNaseOUT - inibidor de enzimas que degradam RNA

RT-PCR - Reverse polymerase chain reaction transcript

Sacl - Enzima de restri¢do que cliva o DNA em regides caracteristicas

SPF - Espécie livre de patdgeno

SsrRNA.- Fita simples de RNA

Sspl - Enzima de restri¢do que cliva o0 DNA em regides caracteristicas

Taq - Enzima de restricdo que cliva o DNA em regi6es caracteristica

VDIB- Virus da Doenca Infecciosa da Bursa

VP - Proteina viral do virus

VP1 - Enzima responsavel pela polimerizagdo do material genético do IBDV

VP2 - Proteina externa do capsideo ou regido gendmica que codifica para a VP2

VP22 - Proteina externa do capsideo do virus da doenca de Marek’s

VP2F - Primer especifico para o gene da VP2

VP2R - Primer reverso especifico para o gene da VP2.

VP3 - Proteina interna do capsideo ou regido gendmica que codifica para a VP3

VP4 - Proteina ndo estrutural



VPS5 - Proteina ndo estrutural
VPg - Proteina viral 1 ligada ao genoma

vvIBDV- Doenga infecciosa da bursa de cepas muito virulentas (Very Virulent Infectious
Bursal of Disease)

X-Gal - 5-bromo-4 cloro-3 indol-beta-D-galactosideo



RESUMO

FELIX, Francisney Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de 2010. Identificacio
de novas possiveis variantes do Infectious Bursal Disease Virus (IBDV). Orientadora: Marcia
Rogéria de Almeida Lamégo. Coorientadores: Abelardo Silva Janior, Ethel Fernandes de
Oliveira Peternelli e Juliana Lopes Rangel Fietto.

A avicultura brasileira é a lider mundial em exportacéo de carne de frango. Um dos principais
agentes causadores de prejuizos na inddstria avicola é o virus da doenca infecciosa da bursa
(VDIB) (Infectious Bursal Disease Virus - IBDV), pertencente a familia Birnaviridae. Existem
dois sorotipos de IBDV: sorotipos 1 e 2, sendo que todos 0s virus capazes de causar a doenga nas
aves pertencem apenas ao sorotipo 1. No Brasil, esse virus vem sendo responséavel por grandes
prejuizos econdmicos na avicultura. Entre os anos de 2005 a 2009 causou 237 surtos em plantéis
brasileiros levando a morte e o sacrificio de 868.054 aves no pais. Uma vez infectada, a ave pode
apresentar imunossupressao, diarréia, prostragdo, penas ericadas e até mesmo vir a ébito, sendo
que a mortalidade pode variar de acordo com a linhagem viral presente, status imunitario e idade
da ave. A proteina externa do capsideo (VP2) do IBDV possui uma regido denominada como
hipervaridvel que é utilizada para caracterizagdo viral. Atualmente as linhagens virais sdo
classificadas como: atenuada (atIBDV), variante (avIBDV), altamente virulenta (vvIBDV), cepa
cléssica e cepa selvagem. O objetivo geral desse trabalho foi realizar uma anélise comparativa da
sequéncia da regido hipervariavel da VP2 de linhagens virais obtidas da bursa de Fabricius de
aves com suspeita do IBD, provenientes de trés municipios no estado de Minas Gerais. E avaliar
a possivel ocorréncia de novas linhagens variantes virais circulantes em campo A presenga do
virus foi confirmada depois que uma sequéncia de 472pb do gene que codifica a VP2 foi
amplificada por RT-PCR e seqlienciada. Das oito amostras avaliadas, seis foram positivas para o
virus e tiveram suas sequéncias comparadas com outras 98 disponiveis no GenBank, através do
programa ClustalW, para o estudo da diversidade genética dessas linhagens. Para analisar as
variacbes dos residuos de aminoécidos, as sequéncias obtidas a partir desses isolados foram
alinhadas com as sequéncias de aminodcidos de outros isolados caracterizados pela literatura

utilizando o programa CLC Main Workbench Version 5.5 (CLC Bio). A hipoétese filogenética foi



inferida por Inferéncia Bayesiana (Bl) através do programa MrBayes v3.1. Os resultados
mostraram que as sequéncias de nucleotideos foram agrupados em um clado exclusivo na arvore
filogenética devido a variacbes de aminoacidos da VP2, diferente de sequéncias muito
virulentas, cepas selvagem, cepas classica e cepas atenuadas. Além disso, diferengas na regido
hipervaridvel da VP2 dessas sequéncias, quando comparadas com as sequéncias de 4 linhagens
vacinais disponiveis no GenBank, mostrou que estas podem tratar-se de novas variantes virais
que estdo em circulagdo em granjas comerciais ndo possuindo, portanto origem vacinal. Dessa

forma, protocolos de vacinacdo devem ser reavaliados nesses plantéis.

Palavras chaves: bursa de Fabricius, regido hipervariavel, anélise filogenética.
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ABSTRACT

FELIX, Francisney Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa. July 2010. Identification of
possible new variants of Infectious Bursal Disease Virus (IBDV). Adviser: Marcia Rogéria de
Almeida Lamégo. Co-adviser: Abelardo Silva Junior, Ethel Fernandes de Oliveria Peternelli and

Juliana Lopes Rangel Fietto

The Brazilian poultry industry is the world’s leading exporter of chickens meat. One of main
agents causing losses is the virus of infectious bursal disease-IBDV, belonging to the family
Birnaviridae.There are two serotypes of IBDV: serotypes 1 and 2, and all the viruses able to
cause disease in birds belong to serotype 1. In Brazil, the virus has been responsible for large
economic losses in poutry where only between 2005 and 2009 caused 237 outbreaks in Brazilian
herds leading to death and sacrifice of 868,054 chickens. Infected, the chicken may have
immunosupression, diarrhea, prostration, ruffled feathers and even come to death, and that
mortality can vary depending on the viral strain, immune status and age of chicken. The outer
capsid protein (VP2) of IBDV has a region that is called hypervariable which is used to
characterization viral. Actually, the viral strains are classified as attenuated, (atIBDV), variant
(aviBDV), highly virulent (vvIBDV), classical strain and wild type strain. The aim general of
this study was to analyse the hypervariable region of VP2 in viral strain isolated from the bursa
of Fabricius of chickens with suspect disease, from the tree municipality State of Minas Gerais.

And to evaluate the possible occurrence of new variant lineages circulating in field. The virus
was confirmed after a sequence of 472pb gene encoding VP2 was amplified by RT-PCR and
sequenced. Of the eight evaluated samples, six of these samples which were positive for the virus
had their sequences compared to other 98 available in Genbank, using the program ClustalW, to
study the genetic diversity of these lineages. To analyse variations of amino acid residues, the
sequence from these isolates were aligned with the amino acid sequence of other isolates
characterized in the literature using the program CC Main Workbench Version 5.5 (CLC bio).
The phylogenetic hypothesis was inferred by Bayesian Inference (Bl) through the program
MrBayes v3.1. The results showed that sequences of nucleotides taken from UFV were grouped

into a unique clade in the phylogenetic tree due to variations in amino acids of VP2, differences

XiH



sample of very virulent, wild type strains, classical strains and attenuated strains. Furthermore,
differences in the hypervariable region of VP2 of these sequences samples when compared with
the sequences of four vaccine strains available in GenBank showed that they can be treated to
new viral variants that are circulating on commercial farms not having thus vaccination.

Therefore, vaccination protocols should be reviewed in these herds.

Key words: bursa of Fabricius, hypervariable region, phylogenetic analysis
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1. INTRODUCAO

A avicultura brasileira é lider mundial em exportacdo de carne de frango. O Brasil
exportou em 2009, 3.634.503 toneladas, sendo o estado de Santa Catarina 0 maior exportador
com um total de 986.257 toneladas. O Oriente Médio é o maior consumidor da carne de frango
brasileira, representando 38% das exportagOes, e a Europa o menor, com apenas 4% (Fonte:
www.abef.com.br).

Um dos principais agentes causadores de prejuizos na industria avicola é o VDIB
(Infectious Bursal Disease Virus - IBDV). No Brasil, a partir dos primeiros surtos em 1997 a
doenga infecciosa da bursa (Infectious Bursal Disease - IBD) vem sendo responsavel por danos
econdmicos ao setor (Di Fabio, 1999). Entre os anos de 2005 a 2009, a presenca do virus em
plantéis comerciais causou 237 surtos levando a morte e o sacrificio de 868.054 aves,
comprometendo assim a producdo (Fonte: http://www.oie.int). Tal fato esta ligado a falhas nos
programas de vacinagdo, assim como falhas nos programas de higienizacdo, uma vez que o virus
pode resistir a métodos rigorosos de desinfec¢do acarretando na sua permanéncia nos plantéis
(Hernandez et al., 2006; Dormitério et al., 2007).

O IBDV, pertencente a familia Birnaviridae, é icosaédrico, ndo-envelopado, com 59,2
nm de didmetro e contém dois segmentos gendmicos de RNA denominados A e B. Existem dois
sorotipos de IBDV: sorotipos 1 e 2, sendo que todos os virus capazes de causar a doenga nas
aves pertencem ao sorotipo 1 (McFerran et al., 1980; Jackwood et al., 1982). Uma vez infectada,
a ave pode apresentar imunossupressdo, diarréia, prostracdo, penas ericadas e até mesmo vir a
Obito. As lesbes internas incluem atrofia da bursa, desidratacdo, descoloragdo do musculo
peitoral, podendo também apresentar hemorragias nessas regides (Sharma et al., 2000).

A proteina externa do capsideo (VP2) do IBDV contém 441 residuos de aminoécidos e
sofre mutacbes em vérios locais, principalmente na regido hipervaridvel, que estd localizada
entre 0s aminoécidos 206-350. Essa regido fica exposta ao sistema imune e é responsavel pela
caracterizagdo viral, sendo as linhagens virais classificadas atualmente como: atenuada
(atIBDV), variante (aviIBDV), altamente virulenta (vvIBDV), cepa cléssica e cepa selvagem
(Letzel et al., 2007; Razmyar & Peighambari. 2008). O alvo de estudo foi realizar uma
comparacao da regido hipervariavel da VP2 de linhagens virais obtidas através de amostras da
bursa de Fabricius. Essas amostras foram obtidas de plantéis de trés municipios da Zona da Mata
de Minas Gerais. Suas sequéncias foram comparadas com outras disponiveis no GenBank,

buscando assim determinar a diversidade genética dessas linhagens virais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Infectious Bursal Disease Virus (IBDV)

2.1.1. O IBDV e suas caracteristicas moleculares.

Os birnavirus sdo virus pertencentes a familia Birnaviridae que € constituida por 3
géneros: Aquabirnavirus, onde estdo classificados virus que infectam peixes, moluscos e
crustaceos, e entre eles se destaca 0 virus da necrose pancreatica infecciosa VNPI (Infectious
Pancreatic Necrosis Virus - IPNV) que infecta peixes. O género Avibirnavirus constituido
somente pelo virus da doenca infecciosa da bursa -VDIB- (Infectious Bursal Disease Virus -
IBDV) que infecta galinhas (Gallus gallus) e perus (Meleagris gallopavo); e 0 género
Entomobirnavirus que congrega virus que infectam insetos como a mosca Drosophila
melanogaster (Dobos et al., 1979).

O IBDV € um virus ndo envelopado, que possui um capsideo de simetria icosaedrica
medindo 59,2 nm de didmetro. Seu genoma consiste em dois segmentos (A e B) de RNA fita
dupla. O segmento A possui 3,2 kb e apresenta duas janelas de leitura aberta Open Reading
Frame - ORFs. A maior ORF codifica uma poliproteina, de 110 KDa, que através de um
processo de auto-protedlise [é processada na proteina externa do capsideo viral (VP2) com 40
kDa, na proteina interna do capsideo viral (VP3) com 32 kDa e na protease viral (VP4) de 28
kDa, que estd envolvida no processamento dessa poliproteina (figura 1) (Dobos et al., 1979;
Azad et al., 1985; Hudson et al., 1986; Azad et al., 1987; Jagadish et al., 1988; Tacken et al.,
2002)].

Segmento A Segmento B
3,2Kb 2,9Kb
L_____orr2______| T —|
S 3 5 3
ORF1 l
165KDa - [WiPoiproteina 11okoa il
l l l 90 KDa
[ vp4
48KDa 28KDa 32KDa
40 KDa

Figura 1- Representacdo esquematica do genoma do IBDV e sua estratégia de

transcricdo (Murphy et al., 1999, com modificagdes).



A partir de trabalhos utilizando mutagénese sitio-dirigida, os sitios de clivagem entre a
VP2-VP4 (511 leucina [L]-alanina-[A]-alanina [A] 513) e VP4-VP3 (754 metionina [M]-alanina
[A]-alanina [A] 756), foram descritos por Sanchez & Rodriguez (1999) e Lejal et al. (2000)
demonstraram que a serina (S) 652 e leucina (L) 692 da VP4 séo essenciais para a atividade
catalitica viral. A mutacdo da isoleucina (I) para leucina (L) na posicdo 451, que esta proximo ao
sitio de clivagem entre a VP2-VP4, e as mutagdes prolina (P) substituindo serina (S) na posic¢éo
715 (VP3) e aspartato (D) substituindo histidina (H) na posi¢éo 751 (VVP4), também préximos ao
sitio de clivagem entre VP4-VP3, indicou uma melhora na eficiéncia da replicagdo e na
patogenicidade viral, uma vez que essas mutagdes foram encontradas apenas em cepas muito
virulentas causadoras da doenga infecciosa da bursa (vwIBDV) (Yamaguchi et al., 1997).

A VP3 também é comum entre 0s sorotipos, linhagens e isolados virais, que essa por¢ao
carboxiterminal contenha um aminodcido glutamato (E) na posi¢do 257, sendo este importante
para 0 agrupamento e para o processo de morfogénese do capsideo viral, conforme verificado em
estudos anteriores (Pitcovski et al., 1998; Chevalier et al., 2004). Além disso, substitui¢ces de
aminodcidos nas posicoes 990 (alanina [A] substituindo valina [V]) e na posicdo 1005 (tirosina
[Y] substituido por alanina [A]) foi encontrada em vvIBDV. Isso indica que essas mutacdes
melhoram a eficiéncia do agrupamento da proteina do capsideo potencializando a replicacéo
viral (Yamaguchi et al., 1997).

A outra ORF, também localizada no segmento A, codifica uma proteina ndo estrutural
(VP5) de 16.5 kDa, que apresenta 145 residuos de aminodcidos (Mundt et al., 1995). Trata-se de
uma proteina que possui sete residuos de cisteina (C) e que se encontra conservada em algumas
linhagens cléssicas do sorotipo I, tais como P2 e Cu-1. Essa proteina é expressa em células
infectadas pelo virion e ndo é necesséria para a replicacdo viral (Mundt et al., 1997). Estudos
realizados por Lombardo et al. (2000), utilizando trés sistemas de expressdo (células CEF, BSC-
1 e Cos-1) mostrou que, em todos eles essa proteina foi encontrada no complexo de golgi e na
membrana plasmatica, causando uma répida alteracdo na morfologia celular acompanhada por
um declinio em sua viabilidade. A célula também foi permeéavel a pequenas moléculas tais como
Trypan Blue, e macromoléculas como a lectina e imunoglobulinas G (IGg), indicando assim, que
esta proteina esta relacionada com a liberacéo do virus de dentro da célula.

O genoma do segmento B possui 2,9Kb e codifica a proteina VP1 de 90KDa, ela é
responsavel pela replicacdo e transcricdo viral (Azad et al., 1985; Taken et al., 2002). Essa

proteina é encontrada na forma livre e ligada ao genoma e desempenha um importante papel na
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encapsidacdo da particula viral (Morgan et al., 1988; Spies et al., 1987; Van Den Berg et al.,
2000). A VP1, na forma livre, o seu sitio ativo encontra-se fechado, para ocorrer a polimerizagdo
é necessério que a extremidade carboxiterminal da VP3 que contém cinco residuos de
aminodcidos carregados negativamente se liguem a cinco aminoécidos de carga positiva da VP1,
quando essa ligacdo ocorre, expde o sitio ativo para iniciar a polimerizagdo, quando ocorre a
sintese dos primeiros fragmentos de RNA a VP3 se desliga da VP1 (Garriga et al., 2007).
Estudos demonstraram que mudancas de aminoacidos nas posicdes 4 (isoleucina [I] por valina
[V]), 61 (valina [V] por isoleucina [I]), 145 (asparagina [N] por treonina [T]), 287 (treonina [T]
por alanina [A]), 508 (arginina [R] por lisina [K]), 511 (arginina [R] por asparagina [N] ou serina
[S]), 646 (glicina [G] por serina [S]) em 687 serina (S) ou arginina (R) por prolina (P), todos
localizados fora do RNA dependent RNA polymerase motifs RdRp (aminoacidos 411-422, 483-
499, 427-440), podem alterar a conformacéo e a atividade dessa proteina, contribuindo dessa
maneira para o aumento da viruléncia do wIBDV (Yamaguchi et al., 1997).

O genoma da linhagem vvIBDV Harbin possui em seu segmento A uma regido ndo
codificante (NCR) 5’que contém 96 nucleotideos e a regido 3’com 95 nucleotideos. J& no
segmento B, a regido 5 NCR contém 111pb e a regido 3’ contém 79 pb. A NCR 3’ do genoma
do IBDV contém elementos regulatérios que sdo importantes para a replicacdo do RNA e
expressdo génica , além de possuirem alcas que protegem o genoma viral do ataque de
exonucleases (Boot & Pritz-Verschuren., 2004; Xia et al., 2008).

Estudos anteriores mostraram que a linhagem vvIBDV possui seis mudangas de
nucleotideos nesta regido, sendo quatro no segmento A [45 uracila (U), 47 adenina (A), 86U e
3205 citosina (C) ] e duas no segmento B (63 A e 2786 C), causando assim, uma transformacao
na estrutura da regido NCR. Essas mudancas nucleotidicas e estruturais podem ser parcialmente
responsaveis pelo aumento na viruléncia das linhagens vwIBDV além de poder ser utilizada
como referéncia para a identificacdo das mesmas. No segmento A de todos vvIBDV, a al¢a em
forma de grampo nas regides 3174-3188 pode funcionar como um terminal reconhecido pela
VP1; ja no segmento B, a estrutura flask-shaped da por¢do 5°, o ndo pareamento 9 Ue 90 U e a
pequena estrutura de alca em forma de grampo formado pelos nucleotideos 7-22 séo conservados
em todos os IBDV (Xia et al., 2008).

A estrutura em raio X da VP2 revelou que essa proteina encontra-se enovelada em trés
dominios distintos, designados como: Base (B), Shell (S) e Projecdo (P) (Coulibaly et al., 2005;
Lee et al., 2006). Os dominios B e S s&o formados pelos grupos amino e carboxilico terminais da
proteina, enquanto que, o dominio P compreende a regido hipervariavel. No pico A (amino&cidos

212-224) da regido hipervaridvel, esta localizado o looping PBC e no pico B (amino4cidos 314-
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325) o looping PHI, sendo essas as regibes mais salientes do dominio P, que contém
aminodcidos importantes para a variacdo antigénica (Vakharia et al., 1994) e também criticos
para a viruléncia viral (Schnitzler et al., 1993). Além desses, dois loopings adicionais, PDE e
PFG, contendo os residuos 253 e 284, respectivamente, desenvolvem um papel na infectividade
em cultivo celular e na patogenicidade nas aves (Lim et al., 1999). No entanto, poucos residuos
de aminodcidos contribuem para a antigenicidade viral, sendo determinado que apenas cinco
residuos localizados em dois loopings estruturais (PBC-aminoécido 222 e PHI-aminoécidos 318,
321, 323 e 330) no dominio P da VP2 modulam intensamente a sua imunoreatividade (van Loon
et al., 2002). Além desses amino&cidos, existe o heptapeptideo (posicdes 326-332) que é rico em
serina (S), serina (S)-triptofano (W)-serina (S)-alanina (A)-serina (S)-glicina (G)-serina (S), ele
tem sido relacionado com a viruléncia uma vez que mostra-se conservado em todas as linhagens
de wIBDV (Brown et al., 1994). No entanto, também foi demonstrado que todos os wIBDV e
atIBDV possuem quatro residuos de serina (S) dentro dessa regido (‘Yamaguchi et al.,1996).

No estudo feito por Letzel et al (2007) uma mutacdo de prolina (P) para serina (S) na
posicao 222 ndo influenciou na replicagéo viral em cultivo de células de embrido de galinha. Em
contraste, todas as mudancas de aminoacidos no looping PHI influenciaram na replicacdo do
mutante correspondente, uma vez que estes cresceram em baixos titulos (TCID 50/mL) em todos
0s pontos investigados, indicando que os trés residuos 318, 321 e 323 no looping PHI séo
importantes para a replicacdo viral em cultivo celular. E possivel que substituicdes nesse looping
resultem em baixa eficiéncia do agrupamento da particula viral por alterar o enovelamento da
VP2 ou por desestabilizar o virion. Em outro estudo, 113 amostras da bursa de Fabricius de aves
provenientes de 4 continentes envolvendo 18 paises foram analisadas por Jackwood & Wagner-
Sommer (2007) e constataram que a maioria dos virus (62,8%) continham o amino&cido alanina
(A) na posigdo 222 da regido hipervaridvel da VP2 e em 59,2% a isoleucina (I) foi encontrada
nas posicdes 242, 256, 294 e serina (S) na posicdo 299, sendo esses aminoacidos altamente
conservados entre linhagens vwIBDV. O aminoécido alanina (A) foi observado na posicdo 222
em 71 linhagens vwIBDV, prolina (P) em 22, serina (S) em 10, treonina (T) em 8 e glutamina (Q)
em apenas 2 linhagens (Banda & Villegas, 2004; Hoque et al., 2001; Rudd et al., 2002).

Quando o fendbmeno ressortimento ocorre em um virus de RNA multi segmentado,
surgem novos virus que diferem em patogenicidade ou antigenicidade (Raming, 1997; Ohashi et
al., 2004; Nikolakaki et al., 2005). O melhor exemplo pode ser demonstrado pela pandemia
devastadora da Gripe Espanhola causada pelo virus Influenza A em 1918 (Russel & Webster,
2005). No ano de 2006 foi encontrado um IBDV que sofreu esse fendmeno. Ele possuia o

genoma do segmento A de um wIBDV, porém o genoma do segmento B originava-se de um
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virus ndo muito virulento. Esse isolado mostrou patogenicidade significante reduzida quando
comparado com uma linhagem tipica do vwIBDV, demonstrando que o determinante sobre o
genoma do segmento A pode ndo ser suficiente para induzir a hiperviruléncia tipica do wIBDV
(Le Nouen et al., 2006). Ambos os segmentos, A e B, de uma linhagem chinesa (Harbin-1)
foram analisados separadamente por Xia et al, (2008), e os resultados demonstraram que o
segmento A teve uma relagdo préxima com linhagens vwIBDV de paises da Europa, Africa,
Paises Baixos, Japao, Reino Unido e da propria China. J& o segmento B foi agrupado somente
com outra linhagem chinesa (Gx). Deste modo foi sugerido que o segmento A da linhagem
Harbin-1 é proveniente de uma linhagem vvIBDV e enquanto que o segmento B originou-se de
um ancestral viral ndo identificado, mantido em aves ou em outro hospedeiro Contudo essa
evolucdo ainda precisa ser melhor caracterizada (Hon et al., 2006; Van Den Berg, 2000;
Yamaguchi et al., 1997).

2.1.2 Sorotipos

Existem dois sorotipos de IBDV: sorotipos 1 e 2. Todos 0s virus capazes de causar
doenca nas aves pertencem ao sorotipo 1, os quais apresentam uma distribuicdo cosmopolita e,
portanto, esta presente na maioria dos plantéis comerciais. Os virus pertencentes ao sorotipo 2
podem infectar galinhas, patos e perus mas ndo sdo patogénicos para nenhuma dessas espéecies
(Jackwood et al., 1982; McFerran et al., 1980; McNulty & Saif, 1988). Esse sorotipo também
foi isolado de um pingliim-do-pé-preto (Spheniscus demersus) mostrando assim a presenca de
outros possiveis hospedeiros naturais do IBDV (Jackwood et al., 2005). No entanto, Abdel-Alim
& Saif, (2002) demonstraram que a linhagem OH do sorotipo 2 foi patogénica para embrides de
frangos depois de cinco passagens em ovos embrionados, o que foi evidenciado pelas lesdes nos
embrides que apresentaram congestdo, necrose no figado e aumento do baco. Nesse mesmo
estudo foram detectados anticorpos neutralizantes contra a cepa inoculada em frangos e perus,
porém esta ndo foi patogénica para essas espécies.

Os sorotipos 1 e 2 sdo distinguidos por provas laboratoriais diretas que permitem a
tipagem do virus, e indiretas que sdo Uteis para comprovacdo da presenca de anticorpos ou do
antigeno especifico. Exames soroldgicos de aves aquaticas e selvagens de vida livre sugeriram
que diversas espécies de aves migratérias tais como Somateria mollissima, Larus argentatus,
Somateria fischeri e aves sedentérias incluindo pombos (Columbia Livia), garca (Ardeola ibis),

corvo (Corvus corone) e pingiins da Antartida (Pygoscelis adeliae) dentre outras, podem
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também ser reservatorios do virus (Gardner et al., 1997; Fabohun et al., 2000; Howie et al.,
1981; Janior & Macari, 2000; Kasanga et al., 2008).

Wang et al, (2007) analisaram a sequéncia da VP3 e VP5 de uma linhagem vwIBDV
antes e apos cada passagem em célula de fibroblasto de embrido de galinha (CEF), realizando
um total de 20 passagens. No decorrer do processo, mudancgas de aminoécidos foram ocorrendo
até que o virus tornou-se totalmente atenuado sendo a 9° passagem considerada como um ponto
intermediario, pois esta continha uma mistura de vwiIBDV e atIBDV. Esse fato foi confirmado no
estudo da patogenicidade em aves, onde a 1° passagem apresentou uma taxa de mortalidade de
64%. Quando foi realizada a 9° passagem a taxa caiu para 28%, e ja na 10° passagem foi para
0%, se mantendo assim até a Ultima passagem. Em outro estudo realizado pelos mesmos autores
em 2004, mudancas na sequéncia de amino&cidos da proteina VP2 alcangaram 0 mesmo ponto
de transicdo no mesmo tipo de cultivo e a viruléncia que foi de 32% na passagem CEF-9 passou

para 0% em CEF-10 e mantendo-se assim até o final.

2.1.3 Epidemiologia

A doenca de Gumboro foi descrita inicialmente em 1962, na cidade de Gumboro nos
Estados Unidos dai a sua denominacgéo (Cosgrove. 1962). Até 1987, os isolados de IBDV eram
de baixa viruléncia causando uma mortalidade especifica menor do que 2% e a doenca era
facilmente controlada por vacinagdo. Contudo, nos ultimos anos, o surgimento de variantes
antigénicas e de cepas de alta viruléncia, capazes de produzir doenga clinica mesmo em animais
vacinados, tem ressaltado a sua importancia devido as perdas econdmicas significantes que esta
tem causado em todo o mundo (Flores. 2007).

Um surto severo e agudo do IBDV foi descrito na Europa em 1988, caracterizado por
doenga clinica progressiva e aguda, levando a uma alta taxa de morbidade e mortalidade nos
plantéis afetados (Chettle et al., 1989). A partir dai, outros surtos foram descritos nos paises da
Europa tais como Poldnia, Eslovénia, Maced6nia, Bulgéaria e Italia (Domanska et al., 2003;
Zormam-Rojs et al., 2003) em Israel, no Oriente Médio (Pitcovski et al., 1998), e em paises da
Asia como China, Bangladeshi, Japdo, Malasia, e Iran (Cao et al., 1998; Islam et al., 2001;
Nunoya et al., 1992; Phong et al., 2003; Razmyar & Peighambari., 2008; Sun et al., 2003), na

Nigéria, Africa (Zierenberg et al., 2000 ), e por fim na América do Norte e Latina, em paises



como Estados Unidos, Brasil, Argentina e Uruguai (Di Fabio et al., 1999; IKuta et al., 2001,
Dias et al., 2004; Paula et al., 2004; Hernandez et al., 2006 ; Remorini et al., 2006; Stoute et al.,
2009).

Letzel et al. (2007) caracterizaram um novo isolado europeu na Bélgica (Bel-IBDV) pelo
fato deste isolado ndo apresentar uma reatividade padréo caracterizada pelo reconhecimento dos
anticorpos monoclonais (MAb) B69, R63, 10 e 67. Esse virus apresentou uma sequéncia
diferente de aminoacidos na regido hipervariavel da VVP2. Diante disso, esses autores sugeriram
trés hipoteses: mutagBes ocorreram em linhagens circulantes na Europa, novos virus foram
introduzidos no continente ou essa linhagem poderia ja estar circulando e, no entanto, ainda ndo
tinha sido detectada. Essas hipoteses reforgcam assim, a necessidade de um estudo continuo das
linhagens de campo para producéo de vacinas.

Andlise das linhagens de IBDV associadas com o surto clinico severo do virus no Brasil,
Republica Dominicana e Venezuela comprovaram a existéncia de sequéncias caracteristicas de
nucleotideos e aminoécidos da regido da VP2 que também estdo presentes nos virus da Europa,
Asia e Africa. Esses resultados podem sugerir que a linhagem do wIBDV detectada na América
Latina pode ter origem a partir de linhagens do vwIBDV que foram prevalentes em outras partes
do mundo, especialmente na Europa e Asia. Entretanto, como essas linhagens alcangaram as
Américas ainda é desconhecido. Deste modo, o estudo continuo das caracteristicas genéticas de
novas viroses emergentes e o estabelecimento de suas relagdes genéticas sdo chaves importantes
para a compreensdo da epidemiologia da doenga (Banda A. & Villegas P. 2004).

No Brasil, até meados da década de 90 a doenca era subclinica, sendo observado
hipotrofia da bursa e problemas secundéarios decorrentes da imunodepressdo, uma vez que as
vacinas comerciais disponiveis no mercado conferiam prote¢éo satisfatdoria (Leffer. 2004).

Em um estudo feito por Remorini et al., (2006), sequéncias do genoma de linhagens
brasileiras de IBDV, disponiveis no GenBank foram comparadas com as sequéncias de
nucleotideos e aminoécidos da regido da VP2 de amostras provenientes da Argentina. Os
resultados mostraram uma identidade em torno de 96% na sequéncia de aminodcidos entre
isolados subclinicos brasileiros e os classicos virulentos argentinos, sendo que a identidade dos
aminodcidos do wIBDV presente no Brasil e uma dessas linhagens argentinas chegou a 98%.
Em 1997 foi relatado no Brasil um virus que apresentou caracteristicas antigénicas e moleculares
de linhagens européias de vwIBDV, contudo desde que a linhagem vvIBDV emergiu na América
Latina, poucas informagdes tem sido publicadas na literatura cientifica (Di Fabio et al., 1999).

Assim, a tipagem genética de acordo com a sequéncia da VP2 tem sido amplamente

utilizada para tracar a dispersdo do virus e mudangas na sua viruléncia. Estas informagdes
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auxiliam os epidemiologistas a tragarem a origem viral e a monitorar sua dispersdo (Hon et al.,
2006; Jackwood & Sommer-Wagner, 2007; Yamaguchi et al., 1997).

Uma vez infectada, a ave elimina o virus para o ambiente através das fezes, ocorrendo a
contaminacdo pelas vias aéreas, digestiva e ocular, sendo a transmissdo tida somente como
horizontal. A doenga apresenta uma alta morbidade enquanto que a mortalidade é dependente do
status imunitério das aves e do ambiente em que estas sdo criadas (Santos et al., 2005).

Um dos fatores que aumentam o indice de surtos nas granjas € a condi¢do do ambiente.
Quando o ambiente estda muito contaminado, densamente povoado e seco, pode ocorrer a
formacéo de poeiras infecciosas e, consequentemente, o virus ira infectar a ave via conjuntival
ou respiratéria. Um dos principais agentes disseminadores do virus € o proprio homem, contudo,
este pode manter sua capacidade de infec¢do por até 8 semanas dentro de alguns vermes e restos
de matéria orgénica (Junior & Macari, 2000). Além disso, estudos comprovaram que pode
ocorrer contaminagdo das aves através de fezes de cdes (Canis lupus familiares), ratos (Mus
musculus), aves selvagens (Larus crassirostris, Ana poecilorhyncha, Pica pica, Anas
platyrhynchos, Anser fabalis, Anser albifrons), mosquitos (Aedes vexans), larvas de insetos
(Alphytobius diaperinus), aerossdis, poeira e penas, atuando assim como reservatorios virais
(Howie & Thorsen, 1981; Pages-Manté et al., 2004; Jeon et al., 2008; Kasanga et al., 2008; Park
et al., 2009).

O IBDV é bastante resistente as condi¢gdes ambientais, sobrevive a 60°C por 60 minutos e
em pH entre 3 e 9, o que dificulta o combate a infeccdo. Compostos iodados possuem acéo
contra o virus, o que ndo ocorre com derivados do fenol e compostos quaternarios da amonia que
exigem uma maior concentragdo do desinfetante e um maior tempo de agéo. A alta resisténcia do
virus aos diferentes compostos acarreta em uma longa sobrevivéncia deste nas instalaces,
mesmo quando rigorosas medidas de limpeza e desinfeccdo sdo aplicadas. Além disso, a
diminuicdo do periodo de vazio sanitario e a maior concentracéo de aves/m? também colaboram
para a persisténcia do virus no campo. Assim, a contaminagdo ambiental é, portanto, um dos
pontos mais importantes a ser evitado, pois, uma vez infectado com IBDV, a descontaminagdo
torna-se muito dificil (Junior & Macari, 2000).

A presenca do IBDV nas aves ap6s o abate tem levado alguns pesquisadores a estudar o
risco associado a introducéo de linhagens viral inativadas em mercadorias a serem exportadas.
Jackwood et al. (2007) comprovaram que a quantidade de radiacdo gama (3,0 KiloGrays)
aprovada pela U.S Food and Drug Administration (FDA) ndo é eficiente para reduzir a

introducéo do IBDV pelas aves comercializadas como produtos alimenticios.



2.1.4 Patogenia

A IBD é uma doenca caracterizada por ser altamente contagiosa em aves jovens. A
infeccdo das aves pelo virus resulta em imunodepressdo, aumento da incidéncia de falhas
vacinais além de infecgBes secundarias (Santos et al., 2005).

Os isolados virais pertencentes ao sorotipo 1 possuem tropismo por pré-linfocitos B em
divisdo na bursa, causando uma deplecéo linfoide através da inducdo da apoptose dessas células
produtoras de imunoglobulinas, imuno-deprimindo assim, as aves acometidas. Uma vez que 0
mecanismo de apoptose é considerado uma defesa do organismo e ocorre quando uma célula é
infectada por um agente infeccioso buscando limitar assim a propagacdo deste, foi sugerido que
a proteina VP5 do IBDV possa ter uma fungdo antiapoptética durante o estagio inicial da
replicacdo viral. Além disso, apos a infecgdo pelo virus, a fungdo das células T Helper e
apresentadoras de antigenos podem estar tambeém alteradas (Sharma et al., 2000; Liu &
Vakharia., 2006).

Nas aves, 4 horas ap0s infeccéo por via oral o virus pode ser detectado nas tonsilas cecais
e no ceco e logo ap6s no duodeno e figado, se espalhando assim para outros 6rgéos até chegar a
bursa de Fabricius onde permanece (Muller et al., 1979). A severidade da doenca estd
relacionada com a quantidade de células susceptiveis presentes na bursa e por isso, a idade de
maior susceptibilidade é entre a 3° e a 6° semana, quando esse 0rgdo estd em desenvolvimento.
Apos a multiplicagdo do virus nos pré-linfocitos B e a destruicdo dessas células, estes séo
disseminados pelo organismo, causando a doenca clinica que pode levar a morte das aves (van
den Berg, 2000).

Os sinais clinicos associados com doenga aguda incluem anorexia, depressdo, penas
ericadas, diarréia, prostracdo e morte. Ja a doenga subclinica, que é a forma mais importante da
doenca, manifesta-se com baixa mortalidade e severa imunodepresséo. Os achados de necropsia
da fase aguda mostram hemorragias nos musculos esqueléticos, principalmente na coxa, perna e
mucosa do pré-ventriculo, rins palidos e aumentados de volume, timo diminuido de volume e
bursa aumentada de volume devido & presenca de hiperemia, edema, exsudacdo e infiltragao
inflamatéria, podendo haver também hemorragia. Na doenga subclinica, observa-se severa
deplecdo linfoide ndo apenas na bursa, mas também em outros drgéos linféides (Sharma et al.,
2000).

A linhagem classica e a vvIBDV levam a 30-60% e 60-100% de mortalidade,

respectivamente (Cao et al., 1998). Ambas causam inflamacdo hemorragica na bursa enquanto
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que as linhagens avIBDV (GLS e E/DEL) geram uma atrofia desse 6rgdo, sem provocar uma
resposta inflamatéria, indicando assim, diferencas no processo apoptdtico celular e na
patogénese da doenca (Liu & Vakharia, 2006). As aves que sobrevivem & fase aguda da doenga

eliminam o virus e se recuperam da doenca clinica (Sharma et al., 2000).

2.1.5 Controle e Prevencéo

Devido a alta resisténcia do IBDV as condi¢bes ambientais e sua distribuicdo global,
métodos de biosseguridade associados & vacinagdo das aves sdo essenciais para o controle e
prevencgéo da IBD o que tem sido um dos grandes desafios da avicultura mundial.

Solano et al, (1986) avaliaram a influéncia dos niveis de anticorpos maternais em frangos
apos a primeira vacinacdo contra IBDV e determinaram que uma melhor resposta imune ocorre
quando as aves sdo vacinadas aos 28 dias de idade. Por outro lado, Kumar et al. (2000),
considerou 21 dias como a idade ideal para vacinagcdo, uma vez, nos estudos realizados, 0s
anticorpos maternais ndo foram mais detectados, ndo interferindo, portanto na replicacdo da
vacina viral.

Apo6s vacinarem 2 grupos de aves com uma linhagem intermediéria do IBDV (078) em
diferentes intervalos de tempo, Kabell et al, (2005) inocularam em seguida uma linhagem
vvIBDV (01). Os resultados demonstraram a presenca do virus na bursa, timo, medula 6ssea e
amostras de swab em um pequeno nimero de aves indicando, desta forma, que mesmo que as
aves de granja tenham sido vacinadas elas possuem a capacidade de disseminar o virus. Outro
exemplo de detecgdo do virus em aves vacinadas ocorreu no estado de Sdo Paulo, onde Tessari et
al, (2001) diagnosticaram a IBD causada por cepas hipervirulentas em 6 aves de postura com 5
semanas de idade. Esses pesquisadores acompanharam o desempenho dos proximos lotes
alojados, e estes também apresentaram a IBD, mesmo apds estes terem sido vacinados com
vacinas classicas do tipo, intermediaria.

Com intuito de aumentar a seguranga das vacinas e diminuir a utilizagdo de animais na
preparacdo destas, proteinas virais recombinantes tém sido utilizadas como uma alternativa
satisfatdria para o controle de doencas infecciosas (Huang et al., 2004; Pitcovski et al., 2003;
Perozo & Brow, 2007). Villegas et al. (2008) demonstraram que frangos vacinados com a VP2
ndo apresentaram morbidade e nem mortalidade quando comparados com outro grupo que foi
vacinado apenas com a regido hipervariavel dessa proteina e apresentou 30% de morbidade e

mortalidade. Em outro trabalho, Perozo et al. (2008) demonstraram que a Recombinant avian
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adeno-associated virus, expressando a VP2 (rAAAV-VP2) em aves livre de patdgenos
especificos (SPF), induziu uma imunidade protetora que pode ser verificada apds essas aves
terem sido vacinadas e em seguida, desafiadas com vwIBDV (Edgar). Além disso, a vacinagéo
dessas aves com a rAAAV-VP2 ndo afetou o tecido linféide bursal, demonstrando assim seu
potencial para ser utilizada em aves jovens. Do mesmo modo, Wu et al. (2004) demonstraram
que a utilizacdo de uma vacina comercial em aves, seguida por uma imunizacdo das mesmas
com a VP2 expressa em planta (Arabidopsis thaliana) produziu nessas aves, uma protecéo de
90% (27/30) contra a linhagem variante E.

Deng et al. (2007) identificaram na VP3 dois epitopos lineares, correspondentes aos
aminodcidos 109-119 (VP3) e 864-874 (poliproteina) e aos aminoécidos 177-190 (VP3) e 932-
945 (poliproteina), que apresentaram uma boa imunogenicidade e reatogenicidade, uma vez que
foram capazes de induzir a produgdo de anticorpos contra IBDV em camundongos fémea da
linhagem BALB/c com idade entre 6 a 8 semanas. Além disso, a analise de homologia entre 12
linhagens IBDV revelaram que essas sequéncias sdo conservadas nas linhagens vwvIBDV
(D6948, HK46, UK661, BD399), cvIBDV (GLS e STC) e atIBDV (GT, CEF94, CU1, D78) e no
sorotipo 2 (OH). Entretanto, mais estudos sdo necessarios para melhor compreensdao dessas
caracteristicas da VP3.

Segundo Rassol & Hussain (2006), apds trés passagens para adaptacdo de uma linhagem
de wiBDV em células VERO, seguida de uma série de nove passagens, foi possivel atenuar o
virus. Este foi eficaz, uma vez que apds terem sido vacinadas com esse virus, as aves foram
desafiadas e ndo desenvolveram a doenga. Assim, ele se mostrou altamente imunogénico e néo
patogénico quando comparado com a vacina viva cultivada em células, disponivel atualmente no
mercado. Além disso, o titulo de anticorpos foi significativamente maior no grupo desafiado com
0 virus atenuado comparado com o outro grupo vacinado com a vacina comercial. Os resultados
também mostraram que o0s anticorpos contra a vacina comercial promoveram uma protecdo
parcial das aves desafiadas com o vwIBDV e ndo foram capazes de evitar a doenca.

Em um estudo realizado na China, Wei et al., (2008) determinaram a sequéncia completa
de nucleotideos de uma linhagem do IBDV reassortant com segmentos A e B derivados de
atiIBDV e vvIBDV. Os achados sugeriram que a troca genética entre essas duas linhagens do
IBDV aumenta o risco da geracdo de um novo virus quimérico que ndo pode ser controlado com
a utilizacdo de vacinas vivas e atenuadas disponiveis atualmente no mercado. A identificagdo
dessa nova linhagem de IBDV reassortant é uma ferramenta importante para estudos futuros do
tropismo celular, viruléncia e evolugéo do IBDV. Com isso, a partir dos resultados encontrados

neste estudo, foi sugerida a utilizacdo de uma vacina viva, além da necessidade de se
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desenvolver novas vacinas para o controle viral. Nesse estudo, também foi descrito que com a
descoberta de um virus reassortant in natura, existe um maior risco na utilizacdo da vacina viva
do IBDV, pois esta pode atuar como um doador genético para que esse fendmeno ocorra. Wei et
al., (2006) identificaram um reassortant IBDV Chinesa (ZJ2000), cujo segmento A é derivado
de uma linhagem atIBDV e o segmento B € derivado de um wIBDV, e demonstraram que esse
virus reassortant assim como o wIBDV cléssico apresentaram a mesma viruléncia em aves SPF.

Ikuta et al. (2001), ap6s amplificarem um fragmento de 248pb que inclui a regido
hipervaridvel da VP2, de dez amostras vacinais e quarenta e oito amostras brasileiras de campo,
realizaram um ensaio de restricdo utilizando as enzimas Dral, Sacl, Styl, Tagl e Mval e
verificaram que 65% desses isolados virais brasileiros apresentaram quatro padrdes diferentes
das amostras ja descritas, constatando assim, a presenga de novas linhagens no Brasil, diferentes
das utilizadas atualmente para a producéo de vacinais.

Utilizando uma vacina patogénica intermediaria e uma vacina de vwIBDV, Moraes et al.,
(2004) verificaram que ambas foram capazes de causar uma severa destruicdo na bursa de
Fabricius das aves vacinadas, resultando em uma deplecdo linfocitéria de até 90%. As lesbes
histopatoldgicas também foram compativeis com as lesdes causadas pela doenca induzida por
uma linhagem viral patogénica de campo. Desse modo é necessario verificar o grau de
patogenicidade de uma vacina antes de utiliz&-la em um programa de vacinagao.

N&o somente estudos com vacinas vém sendo desenvolvidos. Gao et al., (2008)
selecionaram trés pequenos RNAs de interferéncia (SiRNA) baseados na regido conservada do
gene VP1 do IBDV (regides 618, 1115 e 2571) , e através das técnicas de imunofluorescéncia
indireta e da reacdo da polimerizacdo em cadeia em tempo real (qQRT-PCR), confirmaram que 0
nivel da expressdo da VP1 diminuiu os niveis de proteina e RNAs, quando comparado com o
grupo controle. A taxa de inibi¢do da replicacéo foi maior que 80% entre os grupos e o efeito do
siVP1 2571 foi maior que 93,3% nas células VERO infectadas utilizadas no experimento. Porém
0s autores concluem que mais estudos sdo necessarios para determinar se tal tratamento oferece

uma real protegéo contra o IBDV in vivo.

2.1.6 Diagnostico

Métodos moleculares podem identificar e caracterizar IBDVs ajudando a compreender a

base molecular da sua variagéo antigénica e da sua patogenicidade. Estas informagdes podem ser



utilizadas para o desenvolvimento de métodos de deteccdo mais efetivos, assim como na
producdo de vacinas e seus testes de eficacia destas (Dormitorio et al., 2007). Assim, algumas
técnicas de biologia molecular, como reverse transcription polymersase chain reaction (RT-
PCR), restriction fragment length polymorphism (RFLP), Western blotting e gRT-PCR, vém
sendo atualmente utilizadas com sucesso, para diagnostico e diferenciagdo das variantes
patogénicas de IBDV (Pereira et al., 1998; Wu et al., 2007).

A clivagem da regido hipervariavel do gene da VP2 com as enzimas de restricdo Mbol,
Sacl, Taq, BspNI ou Sspl também foram determinadas como uma ferramenta rapida e confiavel
para diferenciar a linhagem virulenta classica da linhagem vIBDV (Lin et al., 1993; Jackwood
& Sommer, 1999; Zierenberg et al., 2001).

Jeon et al. (2008) isolaram cinco linhagens diferentes do IBDV de aves selvagens (Anser
albifrons, Anser fabalis, Anas platyrhynchos e Pica pica) no Sul da Coréia e a analise
filogenética revelou que essas linhagens foram altamente relacionadas as linhagens de vvIBDV,
pertencente ao sorotipo 1. Os resultados desse estudo epidemioldgico, baseado na sequéncia da
regido hipervariavel do gene da VP2, indicaram que os IBDVs isolados das aves selvagens séo
relacionados as linhagens de IBDVs isolados de galinhas domeésticas em regifes endémicas,
sugerindo, portanto a existéncia de uma ligacdo epidemioldgica entre os virus que infectam

galinhas domésticas e aves selvagens (Kwon et al., 2000; Liu et al., 2002; Kim & Yeo, 2003).

2.1.7 Impacto econdmico

O impacto econdmico causado pela IBD ¢ influenciado pela viruléncia da cepa viral, pela
susceptibilidade das aves, pela concomitancia de patdgenos primarios e secundarios, além de
fatores ambientais e de manejo (Muller et al., 2003). Assim, entre os anos de 2005 e 2009*, 237
surtos foram registrados nos estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Parand, Séo Paulo,
Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Bahia e Sergipe onde o total de aves mortas e sacrificadas
chegou a 868.054, de acordo com os dados fornecidos pela Organizagdo Mundial de Saude

Animal como mostra o tabela 1.



Tabela 1: Numero de aves acometidas no Brasil pelo IBDV entre os anos de 2005 e 2009

AVES 2005 2006 2007 2008 2009 TOTAL
Casos 641.290 56.472 758.084 38.133 291.296 1785.275
Mortes 34.785 9.377 632.078 14.192 46.986 737.418
Susceptibilidade N.R 51.078 N.R 996.285 | 1.006.580 | 2.053.945
Sacrificadas 0 0 74.900 50.736 0 125.636
Surtos 104 15 37 36 45 237

(Fonte: OIE, http://www.oie.int/wahis/public.php?page=disease_status_detail — Acessado no dia 28/06/2010 as
*periodo de janeiro 2005-dezembro 2009.

14:30 hs.). Legenda: N-R-N&o registrado




3. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho foi realizar uma analise comparativa das sequéncias da
regido hipervariavel da VP2 do IBDV isoladas da bursa de Fabricius de aves originadas de
municipios da Zona da Mata do estado de Minas Gerais, além de avaliar a possivel ocorréncia de

novas linhagens variantes virais circulantes em campo.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Coletar amostras da bursa de Fabricius de aves devidamente catalogadas de regibes

produtoras de trés municipios localizados na Zona da Mata do estado de Minas Gerais;

= Isolar o RNA viral e produzir cDNAs que contenham a regido gendmica que codifica a

regido hipervariavel da proteina do capsideo externo (VP2);

= Amplificar os cDNAs pela reacdo da polimerizagdo em cadeia (PCR), clonar e sequenciar

0s produtos desta reagéo;

= Comparar as sequéncias de nucleotideos obtidas com outras sequéncias disponiveis no
GenBank e supor uma provavel classificacdo de acordo com a apresentagdo de suas
sequéncias de aminodcidos da regido hipervariavel e posicdo no clado da é&rvore

filogenética;

= Comparar a sequéncia da regido hipervariavel da VP2 dos virus encontrados com
sequéncias disponiveis no GenBank para verificar se os virus detectados sdo de origem

vacinal ou se houve infecgdo da ave mesmo sendo ela vacinada.



4. METODOLOGIA

Este estudo foi realizado no Laboratério de Infectologia Molecular Animal (LIMA),
localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada & Agropecuéria (BIOAGRO) da Universidade

Federal de Vigosa.

4.1 Amostras virais

Foram analisadas oito amostras da bursa de Fabricius, obtidas de aves necropsiadas do
estado de Minas Gerais, provenientes da regido de Canad (quatro), Visconde do Rio Branco
(trés) e Guiricema (uma) com suspeita de IBD. As amostras foram coletadas no periodo de
marco de 2009, enviadas ao LIMA, devidamente identificadas e acondicionadas sob refrigeragdo

e em seguida, elas foram armazenadas a -80° C até o momento da extragdo do RNA viral.

Para cada amostra cedida foi preenchido um questionario pelos técnicos responsaveis com
informagdes sobre o animal e a granja. Todas as aves possuiam idade variando entre 30 e 33
dias. N&o foi realizado diagnostico anatomopatolégico de nenhuma ave e nem houve *sinais
clinicos da doenca. Todas elas foram vacinadas com Bursine-2 Fort Dodge (vacina viva, cepa
intermediéria Lukert, ndo clonada). As medidas de desinfec¢do adotadas pelos produtores era
utilizacdo de produtos virucidas (produto ndo informado), compostagem de carcaga, fermentagéo
da cama em caso de reaproveitamento.

* Uma amostra fornecida de Visconde do Rio Branco teve a informagéo de sinais clinicos

omitida.



4.2 Extracédo do RNA total

Para extracdo do RNA total, amostras de 0,2 g da bursa de Fabricius foram trituradas
manualmente, em seguida homogeneizadas em 750 puL de TRIZOL LS (Invitrogen) e
centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. ApGs a separagdo completa das fases, o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, seguido da adi¢éo
de 250uL de cloroférmio e um repouso de 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida a
amostra foi centrifugada a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C para separacdo das fases e o
sobrenadante transferido para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL contendo 500 pL de
isopropanol. Essa mistura foi homogeneizada por inversdo manual e incubada durante a noite.
Na segunda etapa o RNA foi precipitado a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante
removido. Os precipitados obtidos foram lavados com 1000 pL de etanol 75% gelado e
centrifugados a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C. Logo apds, o etanol foi removido e os tubos
foram invertidos em cima de uma folha de papel a temperatura ambiente até a secagem completa
do etanol. O contetdo foi ressuspenso em 20 pL de &gua ultra pura estéril. As concentracdes das
amostras de RNA foram calculadas utilizando leitura da densidade o6tica (OD) a 260nm em
espectrofotometro nanodrop (Evolution 60 Thermo scientific) e utilizadas para o estudo da

regido hipervariavel do gene da VP2.

4.3 Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos utilizados para a producdo do cDNA e para Polymerase Chain
Reaction (PCR) incluiram toda a regido hipervariavel da VP2 localizado no segmento A. Para
producdo do cDNA foi utilizado o oligonucleotideo anti-senso (VP2F) 5° -CCT GTT GCC ACT
CTT TCG TA-3’ e para a PCR foram utilizados, o mesmo oligonucleotideo anti-senso
juntamente com um oligonucleotideo senso (VP2F) 5 -CCA GAG TCT ACA CCA TAA-3.0
fragmento amplificado correspondeu aos nucleotideos 739 a 1210 e possuia um tamanho de
472pb de acordo com Maw et al. (2008).



4.4 RT-PCR

Para a sintese do cDNA foi utilizado o kit SuperScript™ Il First-Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen). Uma mistura com 1 pL de RNA (lpg), 1 uL do
oligonucleotideo VP2R (2 pmol) e 1 uL dNTP mix (10 mM) para um volume final 13 pL foi
aquecida a 65°C por 5 minutos em um termociclador (MJ RESEARCH, INC — PTC 100) e em
seguida colocados no gelo por um minuto. A essa mistura adicionou-se 4 uL. de MgCl, (25 mM),
2 uL do tampdo RT-PCR Superscript™ 111 10 X (200 mM de Tris-HCI [pH 8.4)], 500 mM KClI)
,2 uL de DTT (0,1 M), 1 uL de (RNaseOUT [40U/ uL]) e 1 pL da enzima transcriptase reversa
Superscript™ III (200 U/uL). Essa mistura foi aquecida a 54°C por 50 minutos e a 85°C por 5
minutos. Em seguida, os tubos foram resfriados no gelo para a adi¢éo de 1 pL de RNase H (2
U/uL), incubados a 37°C por 20 minutos e, entdo, estocados a -20°C.

Para amplificagéo dos cDNAs sintetizados utilizou-se uma mistura com 2 pL do ¢cDNA, 1
nL dos oligonucleotideos iniciadores VP2F e VP2R (20 pmol) e 10 uL do mix GoTaq Green
Master (PROMEGA) (Taqg DNA polimerase, tampéo de reagdo pH 8, 400 uM de dATP, 400
uM dCTP, 400 uM dTTP, 400 uM dGTP, 3mM MgCly) para um volume final de 20 pL. A
reagéo foi realizada em um termociclador (MJ RESEARCH, INC — PTC 100) com um ciclo
inicial de desnaturacdo a 94°C por cinco minutos seguidos por 40 ciclos de 94°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 40 segundos e uma extenséo final de 72°C por 5
minutos. Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose
(SIGMA) 1,0%. Para analise do nimero de bases do produto amplificado foi utilizado o padréo
molecular GeneRuler 1 kb (FERMENTAS). Os produtos amplificados foram corados com
brometo de etidio na concentragdo de 0,5 png/mL (SIGMA). A eletroforese ocorreu a 100V em
tampdo TBE 0,5X (TRIS-Borato-EDTA) e o produto amplificado foi visualizado com luz
ultravioleta no aparelho Vilber Loumart TFX-20 M Power 180W.

4.5 Purificacdo e clonagem do fragmento do material genético viral

Os produtos da PCR de tamanho esperado foram purificados pelo kit Wizard SV gel and
PCR Clean-up System (PROMEGA) e clonados utilizando o kit de clonagem pGEM T-Easy
Vector System (PROMEGA), de acordo com as instrucdes do fabricante. A reacdo de ligagdo foi
constituida de 5 uL. de 2x Rapid Ligation Buffer, 1 uL. de pPGEM-T Easy Vector (50ng), 3 uL do
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produto purificado da PCR, 1 uLL T4 DNA Ligase (3U/uL) e 10 puL de agua livre de nuclease. A

reacéo de ligacéo foi incubada a 4°C durante a noite.

4.6 Transformacéo

Os plasmideos construidos foram amplificados através da transformacdo de células
competentes Escherichia coli DH5-a. Essas células, armazenadas a -80 °C foram retiradas e
descongeladas lentamente no gelo por aproximadamente 30 minutos. Cerca de 10 pL da reagdo
de ligagdo foram adicionadas a 100 pL de células competentes e mantidas no gelo por 30
minutos. Posteriormente, as células foram submetidas a um choque térmico de 42°C por 1,5
minutos. Apos o choque térmico, os tubos foram colocados novamente no gelo por 2 minutos.
Em seguida, foram adicionados 900 pL de meio LB e os tubos foram incubados a 37°C por 60
minutos a 4 g de agitacéo. Depois desse periodo, as células foram plaqueadas em meio seletivo
(LB/ampicilina/X-gal/IPTG) e novamente incubadas a 37°C durante a noite. As coldnias brancas

foram selecionadas para posterior extragédo de DNA plasmidial.

4.7 Extragdo de DNA plasmidial

As colonias selecionadas foram crescidas separadamente em 4 mL de meio
LB/Ampicilina (100 pg/mL) durante 16 horas a 37°C e 4 g de agitagdo. O DNA plasmidial
dessas coldnias foi extraido utilizando o kit GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (FERMENTAS),
de acordo com as instrucdes do fabricante.
4.8 Sequénciamento das regides amplificadas do material genético viral
Os plasmideos recombinantes foram submetidos ao seqiienciamento usando o método de

Sanger de alta tecnologia no aparelho 3730xI (laboratério Macrogen, Seoul-Korea) usando 0s

pares de primers M13 foward e reverse.
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4.9 Agrupamento por meio de métodos filogenéticos

4.9.1 Analise e alinhamento das sequéncias

Para as andlises filogenéticas, foram selecionadas 98 sequéncias completas da regido
genbmica codificadora da proteina VP2 disponiveis no banco de dados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/. Acessado no dia 16/11/2009) (tabela 2). As sequéncias

da VP2 do GenBank foram alinhadas com as sequéncias obtidas a partir das nossas amostras
virais utilizando o programa ClustalW (Thompson et al., 1994). Através do conjunto de
sequéncias alinhadas, as sequéncias da regido hipervariavel da VP2 foram selecionadas para a
analise filogenética. E conhecido que a sequéncia de aminoacidos da regifo hipervariavel da
VP2 ¢ utilizada para caracteriza¢do viral das linhagens muito virulenta (vwIBDV), atenuada
(atIBDV),variante antigénica (avIBDV), cepas classicas e cepa selvagem (WT). Para analisar as
variacbes dos residuos de aminoacidos das nossas sequéncias elas foram alinhadas com as
sequéncias de aminoacidos de outros isolados caracterizados pela literatura (figura 4) utilizando

para esta finalidade o programa CLC Main Workbench Version 5.5 (CLC bio).

4.9.2 Analises filogenéticas

A hipétese filogenética foi inferida por Inferéncia Bayesiana (BI) utilizando o programa
MrBayes v3.1 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). As arvores filogenéticas foram calculadas
utilizando o método de Bayesian Markov chain Monte Carlo (MCMC) com 10.000.000 de
geracOes. Para agilizar a construcdo dessas arvores filogenéticas, um modelo de substituicdo de
nucleotideos foi estimado utilizando o programa MrModeltest (Nylander et al., 2004). Esta
abordagem forneceu ao programa MrBayes 0s parametros a serem estimados, evitando o excesso
de parametros dos modelos a serem utilizados na estimativa das topologias e tamanho de ramos.
Na é&rvore filogenética, a sequéncia do IBDV de uma linhagem classica Australiana 002-73,
nimero de acesso X03993, foi utilizada como grupo externo por ser a mais divergente do

conjunto de dados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Processamento do RNA total

As amostras virais obtidas a partir da bursa de Fabricius de aves com diagnéstico de
infeccdo para o IBDV tiveram o segmento do gene da regido hipervariavel da VP2 contendo
472pb, amplificados. Para isto, apds o isolamento do RNA viral, foi realizado o procedimento
RT-PCR utilizando os oligonucleotideos especificos para a VP2. Assim as amostras 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7 e 8 de Minas Gerais foram amplificadas gerando os fragmentos desejados.

Para controle positivo do gene que codifica a regido hipervariavel da VP2, utilizamos a
amostra viral do IBDV-LMVA 0504 sequénciada por Dias et al. (2009).

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1% e corados com

brometo de etidio 0,5 pg/mL (SIGMA) como representado na figura 2.

M500pb

Gene Ruller 1kb <«— 472pb

FIGURA 2- Padréo eletroforético dos produtos amplificados de 472pb do gene que codifica a proteina VP2
do IBDV pela reacdo da RT-PCR. M: GeneRuler 1 kb (FERMENTAS) marcador de 250 pb, (C+) controle
positivo (amostra IBDV-LMVA 0504), (C-) controle negativo, amostras 1, 3 e 8 (Visconde do Rio Branco), 4 e 6
(Canad), 5 (Guiricema) foram positivas para processo de amplificacdo do fragmento do genoma viral. As amostras 2
e 7 de Canad foram negativas para o processo de amplificaco.
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5.2 Anélise filogenética das sequéncias

As sequéncias de nucleotideos da regido hipervariavel da VP2 das amostras virais,
obtidas neste trabalho, foram agrupadas filogeneticamente com 98 sequéncias selecionadas no
GenBank (Tabela 2). Na arvore filogenética, essas amostras foram agrupados em nove clados
principais e todos eles foram definidos por elevados valores de probabilidade posterior (Figura
3).

O grupo A reuniu nove isolados virais, sendo oito dos Estados Unidos e um do Jap&o.
Apenas o isolado pertencente aos Estados Unidos (AY368653) foi caracterizado pela literatura
como sendo uma “cepa selvagem” (Figura 3 e Tabela 3). O grupo B reuniu vinte e sete isolados
virais, sendo dois destes (AF499929-Nigéria e AF194428-Holanda) j& caracterizados em estudos
anteriores como “cepas classicas” (Figura 3 e Tabela 3). Também foram agrupadas neste clado
cepas de diferentes paises como China, Estados Unidos, Egito, Espanha, india, Alemanha,
Nigéria, Franca, Japdo, Holanda, Hungria, Vietnd e Croacia. O grupo C reuniu seis isolados
oriundos dos Estados Unidos, Taiwan, Japdo e China, sendo dois pertencentes aos Estados
Unidos (AY462026 e AY918950) e caracterizados como “cepas classicas” (Figura 3 e Tabela 3).
Apesar de também serem consideradas como cepas cléssicas, as cepas AF499929 (Nigéria) e
AF194428 (Holanda) foram separadas em clados diferentes das cepas classicas AY462026
(Estados Unidos) e AY918950 (Estados Unidos), por apresentarem diferencas de aminoacidos
nas posigdes 222, 242, 249, 252, 253, 256, 270, 278, 279, 284, 286, 290 e 330 da regido
hipervariadvel da VP2 (Figura 3 e Figura 4). O grupo D reuniu quatro isolados originarios do
Vietn4, o grupo E um isolado do Brasil e um da india e o grupo F um isolado dos Estados
Unidos, entretanto, nenhum desses isolados foram caracterizados pela literatura. O grupo G
agrupou quatro isolados virais provenientes da Franca, Australia e Alemanha sendo que uma
delas foi caracterizada como “cepa selvagem” WT (AF362747) (Figura 3 e Tabela 3). Ja o grupo
| reuniu 43 isolados virais, de paises como Coréia do Sul, China, Japdo, Franca, Holanda,
Malasia, Tanzania, Brasil, Reino Unido, Vietna, Bangladesh, Ird, Croécia, Nigéria, Zambia e
Australia, sendo onze delas caracterizadas como muito virulentas “vvIBDV” (AF240686,
AF247006, AF508176, AF527039, AF533670, AJ318896, AJ879932, AY(099456, AY134874,
D49706 e FJ695138), uma como “cepa atenuada” (D83985) e uma como “cepa vacinal”
(AB024076). Por sua vez, todas as sequéncias obtidas a partir das amostras de Minas Gerais,
analisadas nesse trabalho, foram incluidas no grupo H e separadas das sequéncias dos outros
paises. Dentro do grupo H, os isolados UFV-G1, UFV-G3, UFV-G8 e UFV-G6 foram separados
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dos isolados UFV-G4 e UFV-G5 pelo fato de apresentarem diferengas entre si na posi¢cdo dos
aminodcidos 241, 253, 320 e 321 da regido hipervariavel da VP2 (Figura 3).
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X54858 - ESTADOS UNIDOS
AF133904 - ESTADOS UNIDOS
DD187400 - ESTADOS UNIDOS
AX721965 - JAPAO

AY462027 - ESTADOS UNIDOS
M97346 - ESTADOS UNIDOS
DD187399 - ESTADOS UNIDOS
AY368653 - ESTADOS UNIDOS - Cepa WT
M64285 - ESTADOS UNIDOS
DQ202329 - CHINA

DQY06921 - CHINA

AY311479 - EGITO

AX027586 - ESTADOS UNIDOS
X16107 - ALEMANHA

AJ427340 - INDIA

AF362771 - ALEMANHA

AF140705 - ESPANHA

CS140664 - ESPANHA

CS140538 - ESPANHA

AJ310185 - FRANCA

DQ403248 - CHINA

AX323155

AF006694 - CHINA

AY319768 - CHINA

AY319768 - CHINA

AF321055 - CHINA

AF321056 - CHINA

AF321054 - CHINA

EU595671 - CHINA

AF499929 - NIGERIA - Cepa classica
Eu595672 - CHINA

EF646853 - JAPAO

AF194428 - HOLANDA - Cepa classica
GM601034 - HUNGRIA

Aj577092 - VIETNA

EU184689 - CROAC

AY462026 - ESTADOS UNIDOS - Cepa classica
AF109154 - TAIWAN

AY918948 - ESTADOS UNIDOS
AY918950 - ESTADOS UNIDOS - Cepa classica
AX721980 - JAPAO
AF006701 - CHINA
DQ355819 - VIETNA
FJ842497 - VIETNA
FJ842492 - VIETNA
DQ355820 - VIETNA
DQ1 87988 BRASIL
AJ621158 - INDIA
AY029166 ESTADOS UNIDOS
BD009827

CS074543 - FRANCA
D00869 - AUSTRALIA
AF362747 - ALEMANHA - Cepa WT

0,3
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AB368968 - ZAMBIA
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DQ825652 - CHINA

AF533670 - COREIA DO SUL - vvIBDV
X03993 - AUSTRALIA

FIGURA 3- Arvore filogenética das sequéncias de nucleotideos da regido hipervariavel da VP2. Arvore
consenso calculada por Inferéncia Bayesia utilizando o programa MrBayes. Os niimeros prdximos aos nos da arvore
filogenética indicam os valores calculados de probabilidade posterior. As sequéncias das amostras positivas de
Minas Gerais UFV-G1, UFV-G3, UFV- G8, UFV- G6, UFV-G4 e UFV-G5 foram comparadas com outras 98
sequéncias de diferentes paises. Os isolados sequenciados neste trabalho estdo marcados em preto. Os nove clados

formados estdo representados com as letras de A, B, C, D, F, G, H e I. Por ser mais divergente, o grupo externo
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utilizado para a analise foi a linhagem classica do sorotipo 1 do IBDV, Australia 002-73 cujo o nimero de acesso é

X03993.

5.3 Analise e alinhamento das sequéncias de aminoacidos

O alinhamento de aminoacidos da regido hipervariavel da VP2, foi realizado e estdo

representados na figura 4.
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FIGURA 4- Alinhamento de aminoacidos presentes na literatura com as amostras UFV. Alinhamento de

aminoéacidos da regido hipervariavel da VP2 das amostras UFV e demais (aminoacidos 204-364).

A VP2, na sua forma imatura (pVVP2), possui 48 kDa e 512 residuos de aminoacidos.

Apbs uma regido contendo 4 polipeptidios sofrer clivagem pela VP4, essa proteina torna-se

matura com 441 amino&cidos e exerce fungdo no ciclo viral (Da Costa et al.,
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dominio hipervariavel, que compreende os aminoacidos nas posi¢des 206 a 350, tem sido
descrito como a regido minima necessaria para a construcdo do epitopo conformacional que sera
reconhecido por anticorpos neutralizantes produzidos contra o virus (Bayliss et al., 1990;
Yamaguchi et al., 1996). MutagBes nos aminoacidos dentro dessa regido (aspartato (D) por
asparagina (N) na posicéo 279 e alanina (A) por treonina (T) na posicéo 284) foram encontrados
em uma linhagem atenuada de IBDV (atIBDV), a partir da sua passagem em cultivo celular,
resultando em reduzida hidrofilia desta regido e delecdo de uma alfa-hélice o que pode alterar a
conformacéo da superficie do virion, contribuindo assim, para o aumento da viruléncia do IBDV
(Yamaguchi et al., 1996).

Segundo Jackwood (2008), a substituicdo de um Unico aminoacido na posi¢do 253
(histidina [H] por glutamina [Q] ou asparagina [N]) da VP2 aumenta sua patogenicidade. A
mesma regido possui aminoacidos caracteristicos para cada tipo de linhagem. A linhagem
vvIBDV possui aminoacidos nas posi¢des 222 (alanina [A]) , 242, 256, 294 (isoleucina [1]), e
serina (S) na 299, ja na linhagem variante antigénica do IBDV (avIBDV) esses aminoécidos
estdo nas posicoes 222 (treonina [T]), 249 (lisina [K]) e 254 (serina [S]) enquanto que na atIBDV
eles compartilham as posigdes 253 (histidina [H]), 279 (asparagina [N]), 284 (treonina [T]) e 330
(arginina [R] ou lisina [K]), e por fim a linhagem classica, com os amino&cidos treonina (T) ou
prolina (P) na posi¢do 222, isoleucina (I) ou valina (V) na posi¢do 242, glutamina (Q) ou
histidina (H) na posic¢do 253, valina (V) na posi¢do 256, treonina (T) ou alanina (A) na posi¢do
284, serina (S), arginina (R) ou lisina (K) na posi¢do 330 (Paula et al., 2004; Liu et al., 2002;
Razmyar & Peighambari. 2008; Bayliss et al., 1990; Yamaguchi et al., 1996., Letzel et al., 2007).
Desta maneira, é possivel deduzir a antigenicidade e a viruléncia do virus a partir da avaliacdo da
sequéncia de aminoécidos desta regido.

As sequéncias das amostras UFV foram comparadas com outras dezesseis sequéncias
disponiveis no GenBank, que foram classificadas como: dez vwIBDV, uma cepa vacinal, quatro
linhagens cléssicas e uma cepa WT (selvagem). Os nimeros de acesso dessas sequéncias estdo
disponiveis na Tabela 3.

A sequéncia analisada incluiu toda a regido hipervariavel da VP2 (204-364), onde estdo
localizados os picos A, (aminoacidos 212-224) e B, (aminoécidos 314-325), ambos séo
responsaveis pela formacéo dos epitopos neutralizantes de virus, o heptapeptideo rico em serina
(S) (aminoacidos 326-332) e as posicdes caracteristicas de cada linhagem (Letzel et al., 2007).
Também o heptapeptideo rico em serina (S) localizado entre os aminoécidos 326-332, se
mostrou conservado em todas as amostras analisadas de vvIBDV, assim como no estudo
realizado por Brown et al., 1994. Duas linhagens classicas analisadas (AF194428 e AF499929)
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ndo apresentaram os quatro residuos de serina (S), e apresentaram somente uma modificacdo na
posicdo 330 (serina [S] substituido por arginina [R]).

As sequéncias UFV-G1, UFV-G3, UFV-G6 e UFV-G8 apresentaram modificagdes nos
aminodcidos do pico A, posi¢des 212, 213, e 222. No aminoacido 212 (aspartato [D]
substituindo asparagina [N]). As amostras UFV-G4 e UFV-G5 conservaram o aspartato (D)
nesta posicdo e somente uma amostra (FJ695138) vwIBDV apresentou uma asparagina (N), ao
contrério de todas as outras vwIBDV que também conservaram o aspartato (D). J&4 na posi¢do
213, as sequéncias UFV-G1, UFV-G3, UFV-G8 e UFV-G6 apresentaram uma Unica mudanga,
aspartato (D) substituindo asparagina (N), quando comparadas as outras sequéncias. Na posigao
222, todas as sequéncias da UFV juntamente com a amostra classica (AY462026) apresentaram
0 aminodcido serina (S), enquanto que, a Cepa WT (AY 368653) foi a Ginica que apresentou uma
treonina (T) nesta posicdo que € um aminoacido caracteristico da linhagem variante antigénica
(aviBDV) e outras trés cepas classicas (AY918950, AF499929 e AF194428) apresentaram
prolina (P). J& as amostras de wIBDV juntamente com a linhagem vacinal (AB024076)
conservaram 0 aminodcido alanina (A) nesta posicdo. Na posi¢do 241, as amostras UFV-GL1,
UFV-G3, UFV-G8 e UFV-G6 apresentaram o amino&cido glicina (G) enquanto que as amostras
UFV-G4, UFV-G5, linhagens vwIBDV, cepa WT (AY368653), linhagem vacinal (AB024076) e
todas as cepas classicas apresentaram o aminoécido serina (S). Na posicdo 242 todas as amostras
UFV juntamente com duas linhagens cléssicas (AF194428 e AY499929) e a cepa WT
(AY368653) apresentaram o aminodcido valina (V). Todas as outras linhagens vvIBDV, cepa
vacinal (AB024076), e duas cléssicas (AY918950 e AY462026) apresentaram 0 aminoacido
isoleucina (I). Na posigdo 249 a cepa WT (AY368653) foi a Unica que apresentou 0 aminoacido
lisina (K) que € um aminodcido caracteristico da linhagem variante antigénica (aviIBDV) e a
linhagem classica (AY462026) apresentou histidina (H). Todas as demais apresentaram

glutamina (Q).

Na posicdo 252, com excecdo da linhagem classica (AY918950) que apresentou o
aminodcido alanina (A), todas as linhagens apresentaram o aminodcido valina (V). J& a posi¢do
253 trés linhagens cléssicas (AF499929, AF194428 e AY462026) apresentaram o aminoacido
histidina (H) e uma linhagem também considerada cléssica (AY918950) apresentou o

aminodcido glutamina (Q), a qual sdo aminoécidos caracteristicos dessa linhagem.

Na posicdo 254 a linhagem wIBDV (AF527039) apresentou o aminoacido serina (S)
substituido por isoleucina (I) o que ndo é caracteristico desta linhagem. Na mesma posicéo todas

as linhagens vvIBDV tiveram o aminodcido glicina (G), que também néo é caracteristico dessa
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linhagem mas possui a mesma caracteristica do grupo de amino&cidos apolares enquanto que
todas as amostras UFV, juntamente com a cepa WT (AY368653) apresentaram 0 aminoacido
serina (S) e as demais linhagens vvIBDV, cepas cléssicas e cepa vacinal (AB024076)

conservaram o aminoacido glicina (G).

Na posicdo 256 todas as linhagens vvIBDV e a linhagem vacinal (AB024076)
apresentaram o aminodcido isoleucina (I), a cepa WT (AY368653), trés linhagens classicas
(AY918950, AF499929 e AF194428) e todas as linhagens UFV apresentaram o aminoéacido
valina (V), somente a linhagem cléssica (AY462026) apresentou 0 aminoacido alanina (A). Na
posicdo 258, somente a linhagem cléssica (AY462026) apresentou o aminoacido aspartato (D),
todas as demais linhagens apresentaram o aminoacido glicina (G). Outra posicdo onde uma
linhagem se diferenciou de todas as demais foi a 264, somente a linhagem vvIBDV (AY134874)

apresentou o aminodcido lisina (K) e todas as demais apresentaram o aminoacido isoleucina (1).

Na posicdo 270 todas as linhagens UFV e duas linhagens cléssicas (AY462026 e
AY918950) apresentaram treonina (T), as outras linhagens classicas (AF194428 e AF499929)
juntamente com a cepa WT (AY368653), cepa vacinal (AB024076), e as linhagens vwIBDV
apresentaram 0 aminoacido alanina (A), somente uma linhagem vwvIBDV (AF527039)

apresentou o aminoacido glutamato (E).

Em todas as amostras UFV o aminoacido treonina (T) estava presente nas posicdes 272,
275 e 280, sendo esse aminoacido substituido por isoleucina (1), alanina (A) e asparagina (N)
respectivamente. Outra posicdo onde os aminoacidos foram exclusivos para as linhagens UFV
foi a 289. Elas apresentaram o aminodcido prolina (P), enquanto que todas as outras linhagens
vvIBDV, cepa vacinal (AB024076), cepa WT (AY368653) e todas as cepas cléssicas tiveram
leucina (L). Além dessa, na posicéo 296, o aminoécido predominante para as linhagens UFV foi
a fenilalanina (F), enquanto que para todas as demais o aminoécido predominante foi a

isoleucina (1).

Na posicdo 278, somente duas linhagens classicas (AY462026 e AY918950)
apresentaram o aminoacido serina (S), enquanto que todas as outras linhagens apresentaram o

aminodcido alanina (A).

Na posicdo 279, o aminodcido asparagina (N) a qual é caracteristico da linhagem
atenuada (atIBDV), foi encontrado em todas as linhagens UFV, em duas cepas classicas
(AF499929 e AF194428), na cepa WT (AY368653) e em uma linhagem vvIBDV (AF533670).
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A linhagem vacinal (AB024076), duas linhagens classicas (AY 918950 e AY462026) e as demais

vvIBDV apresentaram o0 aminodcido aspartato (D).

Na posicéo 320 (pico B), o aminoécido glutamina (Q) estava presente nas sequéncias
UFV-G1, UFV-G3, UFV-G8, UFV-G6, em todas as cepas classicas, cepa WT (AY368653),
vvIBDV e cepa vacinal (AB024076), enquanto que, na sequéncia da UFV-G4 e UFV-G5 estava
presente 0 aminodcido valina (V) nessa posicdo. Na posicdo 321 das sequéncias UFV-G1, UFV-
G3, UFV-G8 e UFV-G6 estavam presentes 0 aminoéacido treonina (T), enquanto que nas
sequéncias UFV-G4 e UFV-G5 possuia 0 amino4cido alanina (A). Assim, a Unica sequéncia que
diferenciou das demais foi a da cepa WT (AY 368653) que mostrou ter um glutamato (E) nessa

posig&o.

Apesar dessas modificagdes nos picos A e B, ndo podemos afirmar que houve mudanca
de viruléncia, pois ha uma necessidade de testes de virologia como isolamento viral, teste de

efeito citopatico em células e teste em campo com animais.

Observando os amino&cidos da regido hipervaridvel da VP2 de todas as linhagens UFV,
observamos algumas posices exclusivas de alguns deles quando comparados com outras
sequéncias de diferentes cepas e linhagens, os aminoécidos que apresentaram posicdes
exclusivas foram a treonina (T) na 275 e 280, prolina (P) na 289, isoleucina (I) na 290 e
fenilalanina (F) na posicdo 296. A partir desses dados pode-se explicar a insergdo dessas
linhagens UFV em um clado exclusivo na arvore filogenética (figura 3). Sugerindo que essas

linhagens podem ser novas variantes antigénicas do IBDV.

5.4 Anélises de amino&cidos da regido hipervariavel nas sequéncias do presente estudo e

sequéncias vacinais disponiveis no GenBank.

Devido ao fato dos virus de RNA serem geneticamente propensos a mutagdo, existe um
risco potencial de um IBDV atenuado se reverter para um estado mais virulento quando replicar
em aves domésticas. Esse fendbmeno foi comprovado por Raue et al. (2004), que pela mutagénese
sitio-dirigida, atenuaram parcialmente o aminodcido alanina (A) substituida por treonina (T) na
posicdo 284 e glutamina (Q) substituida por histidina (H) na posi¢do 253 de uma linhagem de
vvIBDV (BD-3tc). Quatorze dias apds inoculacdo em galinhas comerciais, a linhagem mutante

reverteu para o fendtipo tipo-selvagem (treonina (T) por alanina (A) na posi¢do 284) durante a
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replicacdo na bursa de Fabricius, concluindo assim que replicagdes multiplas do IBDV fornecem
uma oportunidade para o virus mutante reverter-se para um fen6tipo muito virulento.

As amostras positivas para o IBDV pertenciam a aves vacinadas com Bursine 2, uma
vacina intermediéria, cepa Lukert (Fort Dodge), segundo as informagdes fornecidas pelos
produtores. Para verificar a possibilidade desses isolados virais serem originrios de amostras
vacinais, suas sequéncias de aminoacidos foram alinhadas com as sequéncias das cepas vacinais
Lukert (AY918948), Bursine 2 (AF293795), Edgar (AF293789) e S001 (AMO084690) (Figura 5).
O resultado do alinhamento dessas sequéncias apresentou diferengcas nas posicOes de
aminoacidos da regido hipervariavel da VP2 (16, 17, 24, 26, 28, 29, 31, 33, 47, 50, 53, 54, 55,
61, 64, 65 e 71). Na posicdo 24 todas as amostras UFV e a linhagem Edgar tiveram glutamina
(Q), enquanto a Lukert, Bursine 2, e SO01 apresentaram uma histidina (H). Na posic¢éo 28 deste
alinhamento, observou-se uma diferenca entre a Bursine 2 e todas as demais linhagens, uma vez
que, a primeira apresentou uma histidina (H) enquanto que as demais apresentaram uma
glutamina (Q). Na posigdo 31 as sequéncias das amostras UFV, S001 e Edgar, apresentaram uma

valina (V), e amostras vacinais, Lukert e Bursine 2, apresentaram uma alanina (A).

Com essas observacdes, podemos concluir que possivelmente as amostras UFV néo
procedem de nenhuma amostra vacinal uma vez que existem grande variagfes entre 0S
aminodcidos. Desta maneira podemos dizer que essas aves podem ter sido infectadas por um
IBDV, diferente do que esta presente nas amostras vacinais utilizadas nesses animais. Esse fato
também foi observado nos estudos realizados por Zierenberg et al., 2000; Ikuta et al., 2001;
Tessari et al., 2001; Rojs-Zorman et al., 2003; Kabell et al., 2005; Hernandez et al., 2006;
Dormitdrio et al., 2007.
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FIGURA 5- Analise de aminoacidos da regido hipervariavel das amostras sequénciadas no presente estudo e

das amostras vacinais disponiveis no GenBank (aminoacidos 226-306). O nimero de acesso das amostras
vacinais se encontra diante do nome das cepas e estdo disponiveis no GenBank.
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Tabela 2- NUmero de acesso da regido codificadora da proteina VP2 do IBDV selecionadas no GenBank

AB024076 AF533670 AY918950 X16107
Japao (1) Coréia do Sul (I) | Estados Unidos (C) Alemanha (B)
AB368968
Zambia (1) AJ310185 BD009827 EF646853
Franca (B) (G) Japéo (B)
AB368970 CS074543
Zambia (1) AJ318896 Franca (G) EU184687
Reino Unido (1) Croacia (1)
AF006694 CS140538
China (B) AJ4.2734O Espanha (B) EU%8.4689
India (B) Croacia (B)
%';?r?;zgi AJ577092 CS140664 EU595667
Vietnd (B) Espanha (B) China (1)
AF109154 '?ggizal(lgf D00869 EU595668
Taiwan (C) Austrélia (G) China (1)
AF133904 AJ879932
Estados Unidos Franca (1) Jgggz)o(?) Eghﬁggigg
(A)
AF140705 AX027586 J[;BSSB(?) EU595670
Espanha (B) Estados Unidos (B) P China (1)
AF165150 AX323155 | L 0o 018D A EUS95671
Coreéia do Sul (1) (B) China (B)
AF165151 AXT21965 | L o0 0T A EUS95672
Coreéia do Sul (1) Japéo (A) China (B)
AF194428 AX721980 DQ187988 FJ695138
Holanda (B) Japéo (C) Brasil (E) China (1)
AF240686 AY029166 DQ202329 F@ﬁﬁ%
Holanda (1) Estados Unidos (F) China (B)
DQ286035 FJ842491
AF247006 AY099456 Brasil (1) Vietna (1)
Malésia (I) Nigéria (I)
'%thiﬁi‘?f)l AY134874 DQ355815 FJ842492
China (1) Vietna (1) Vietnd (D)
%E?rfal?g;‘ AY311479 DQ355816 FJ842493
Egito (B) Vietna (1) Vietnd (1)
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AY319768

AF321055 China (B) DQ355817 FJ842495
China (B) Vietna (1) Vietna (1)
AF321056 AY321509 DQ355818 FJ842497
China (B) Vietna (1) Vietna (D)
A'Iae‘r:?;?lzhgd'(?e) AY 323952 DQ355819 FJ842498
Malésia (1) Vietna (D) Vietna (1)
A’fe‘an?’a?]zh?(lB) AY368653 DQ355820 FJ842499
Estados Unidos (A) Vietna (D) Vietna (1)
AF362776
Bangladesh (1) AY462026 DQ403248 GM601034
Estados Unidos (C) China (B) Hungria (B)
AF499929
Nigéria (B) AY462027 DQ778035 GQ166972
Estados Unidos (A) Vietna (1) China (1)
AF508176 AY598356 DQ825652 M64285
Coreéia do Sul () China (1) China (1) Estados Unidos (A)
AF508177 AY704912 DQ906921 - dgﬂsgﬂﬁﬁﬁs A
Coreia do Sul (1) Iré (1) China (B)
AF527039 AY918948 X03993
Malésia (1) Estados Unidos (C) EF5.17528 Austrélia (Grupo
China (1)
externo)

Legenda- O pais de origem e seu respectivo clado na &rvore filogenética (figura 3) esta abaixo

de cada nimero de acesso.
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Tabela 3- Isolados virais de IBDV caracterizados na literatura

Cadigo de acesso Classificacao Referéncia
A024076 Cepa vacinal (Tsukamoto et al. 1999)
AF194428 Cepa cléssica (Petkov et al. 2007)
AF240686 Cepa wIBDV (Petkov et al. 2007)
AF247006 Cepa wIBDV (Petkov et al. 2007)
AF499929 Cepa cléssica (Owoade et al., 2004)
AF508176 wIBDV (Kin & Yeo, 2003)
AF527039 wIBDV (Van Loon et al. 2002)
AJ318896 wIBDV (Nouen et al., 2006)
AJ879932 wIBDV (Owoade et al., 2004)
AY099456 wIBDV (Sun et al., 2003)
AY134874 Cepa WT (Liu & Vakharia, 2004)
AY 462026 Cepa classica (Petkov et al. 2007)
AY918950 Cepa cléssica (Petkov et al. 2007)
D49706 wIBDV (Petkov et al. 2007)
D83985 Cepa atenuada (Yamaguchi et al., 1996)
FJ695138 wIBDV (Ren et al., 2009)
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6. CONCLUSOES

A comparacgdo da regido hipervariavel da VP2 das seis sequéncias detectadas no
presente estudo com outras noventa e oito sequéncias disponiveis no GenBank
revelaram uma posicéo Unica dessas sequéncias na arvore filogenética devido as
variacOes dos nucleotideos presentes nessa regiao.

Novas linhagens variantes antigénicas possivelmente estdo em circulagdo no

campo.

As amostras virais detectadas ndo possuem origem vacinal devido as possiveis

diferencgas encontradas na regido hipervariavel da VP2.

7. PERSPECTIVAS

Para confirmar se esses virus detectados no presente trabalho sdo novas variantes
do IBDV é necessério um isolamento seguido do teste de patogenicidade em

cultivo celular e um teste de campo com animais.
De posse de um maior nimero de sequéncias do genoma viral de origem

brasileiras depositadas no GenBank, pode-se sugerir um estudo filogeogréafico

para compreender melhor a disperséo do virus no Brasil
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