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Resumo

O Brasil ocupa um lugar de destaque na avicultura mundial, sendo o terceiro maior
produtor de carne de frango, além de ser o maior exportador. O virus da doenca infecciosa
da bursa (IBDV, Infectious Bursal Disease Virus) € o agente etioldégico da doenca de
Gumboro e pertence a familia Birnaviridae, que compreende 0s virus com genoma de dupla
fita de RNA, bi-segmentados. A forma clinica da doenca de Gumboro acomete galinhas
entre trés e seis semanas de idade que apresentam depressdo, anorexia e diarreia mucoide,
alta morbidade e variada mortalidade, conforme a cepa do virus. O objetivo deste trabalho
foi realizar a caracterizacdo genético-molecular das variantes antigénicas brasileiras do
IBDV, através da analise filogenética do gene vp2 e identificacdo de marcadores
moleculares. A deteccdo prévia do IBDV foi realizada pela amplificacdo do gene do
capsideo viral vp2, por transcricdo reversa seguido de reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (RT-qPCR). Obteve-se a sequéncia parcial do gene vp2 para duas amostras (SB-
5417 e Isolado G15). A analise filogenetica demonstra a ocorréncia de todos 0s genotipos
no pais. Além disso, as variantes antigénicas brasileiras sdo divididas em dois grupos (G15
e G16). As amostras sequenciadas, obtidas nesse estudo foram agrupadas com o grupo G15.
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INTRODUCAO

O Brasil ocupa um lugar de destaque na avicultura mundial, sendo o terceiro maior
produtor de carne de frango, além de ser o maior exportador (ABPA, 2015). Portanto, ha
uma grande preocupacdo com a sanidade dos plantéis avicolas, principalmente pela grande
densidade populacional das aves (sistemas de producdo altamente intensivos) e a
consequente facilidade para disseminacdo de patdgenos. A doenca infecciosa da Bursa
(IBD, Infectious Bursal Disease), causada pelo IBDV (Infectious Bursal Disease Virus), €
uma doenga de grande impacto econdémico na avicultura.

O IBDV ¢é o agente etiolégico da doenca de Gumboro. Pertence a familia
Birnaviridae, que compreende os virus com um genoma de dupla fita de RNA, bi-
segmentados (definidos como segmentos A e B) (MULLER et al, 1979). Também é
caracteristicas desta familia a auséncia de envelope e presenca de capsideo icosaédrico
(MULLER et al, 1979).
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O IBDV pode ser diferenciado em dois sorotipos (1 e 2) por ensaio de virus
neutralizacdo. O sorotipo 1 € patogénico para galinhas, enquanto a infeccdo com o sorotipo
2 ndo causa doenga clinica, embora anticorpos contra este sorotipo j& tenham sido
encontrados em perus, galinhas e patos (JACKWOOD et al., 1985; OIE, 2008). O virus
possui tropismo pelas células B da bolsa cloacal, causando uma massiva destruicdo celular
quando ocorre infeccdo por cepas virulentas (MAHGOUB, 2012). As cepas do sorotipo 1
de IBDV apresentam diferencas antigénicas e de patogenicidade, sendo classificadas em: 1)
cléssicas (classical virulent IBDV - cvIBDV), 2) variantes antigénicas (antigenic variant
IBDV - aviBDV), e 3) muito virulentas (very virulent IBDV - wiBDV) (MULLER et al.,
2003; OIE, 2008).

Ikuta et al. (2001) demonstram a ocorréncia de dois grupos moleculares especificos
das variantes antigénicas do Brasil, identificados como GM15 e GM16. Amostras
pertencentes aos outros grupos genéticos, classicos e muito virulentos também foram
descritas. No entanto, até 0 momento, as variantes antigénicas foram pouco estudadas na
estrutura genbmica e no nivel de patogenicidade onde ha uma associacdo de alguns
aminoécidos com a alta viruléncia do virus. O conhecimento das variantes antigénicas de
ocorréncia no pais é de extrema importancia para a compreensao da interacdo do IBDV
com as aves infectadas e o seu efetivo controle.

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagdo genetico-molecular das
variantes antigénicas brasileiras do IBDV, através da analise filogenética do gene vp2 e
identificacdo de marcadores moleculares especificos das variantes antigénicas identificadas
no Brasil.

MATERIAIS E METODOS
Amostras

Foram coletadas amostras de bursas (frango de corte) com sintomatologia
compativel por infeccdo pelo IBDV, provenientes de lotes industriais. Os orgdos foram
coletados através de necropsia nas granjas, embalados e enviados sob refrigeracdo (4°C)
para o laboratério de Diagndstico Molecular - ULBRA, onde foram armazenados a -20°C
até o momento de seu processamento. Também foram obtidas isolados de IBDV
pertencentes aos genotipos de ocorréncia no pais (cviBDV, wIBDV e aviBDV) para a
caracterizacao genetico-molecular.

Extracdo de RNA

As amostras de bolsa cloacal foram maceradas e submetidas a extracdo do material
genético através do kit comercial NewGene (Simbios Biotecnologia,Cachoeirinha, RS -
Brasil) conforme indicacdo do fabricante. A deteccdo e genotipagem inicial do IBDV foi
realizada pela amplificacdo do gene do capsideo viral (vp2), por transcricao reversa seguido
de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR, Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction), conforme descrito previamente (IKUTA et al., 2001).

Desenhos dos primers para sequenciamento

Para uma melhor performance dos experimentos primers foram desenhados neste
estudo, para isso foram selecionadas sequéncias de referéncia de IBDV disponiveis no
GenBank, as mesmas foram alinhadas e as regides de maior conservacdo no genoma foram
escolhidas (Tabela 1).



Tabela 1. Primers desenhados para sequenciamento do gene vp2 do IBDV.

Posicdo genoma  Amplicon

Primers Sentido  Sequéncia 5’ - 3' Alinhamento Ref tamanho
IBDV-AF1 F GGA TAC GAT CGG TCT GAC CC 01-20 1161bp
IBDV-AR1 R CCT GGATAG TTG CCACC 1145-1161 1161bp
IBDV-A F2 F GAT AAC CCA GCC AAT CAC ATCCA 1030-1052 1181bp
IBDV-A R2 R CGAGCTTGG TGC TTCTAAAGCT 2189-2210 1181bp
IBDV-AF4 F ATC GGT CTG ACCCCG G 08-23 611bp
IBDV-A R4 R CCT TCC CCT ACT AGG AC 602-618 611bp
IBDV-A F5 F GGG TTG ATG TCT GCA ACA GC 557-576 605bp
IBDV-AR1 R CCT GGATAGTTG CCACC 1145-1161 605bp
IBDV-A F2 F GAT AAC CCA GCC AAT CAC ATC CA 1030-1052 668bp
IBDV-A RS R GAT TCG CGA CTA CCT CGT ACC 1677-1697 668bp
IBDV-A F6 F ACT ACC TGC TGG GCG ATG 1563-1580 648bp
IBDV-A R2 R CGAGCTTGGTGC TTCTAAAGCT 2189-2210 648bp

Amplificacé@o e sequenciamento do gene vp2 do IBDV

Reacdes de RT-PCR foram padronizadas para a amplificacdo de regibes que
abranjam todo o gene vp2 para posterior sequenciamento. As condicdes de amplificacdo
foram, Nested 95°C durante 3 min, 40 ciclos (94°C durante 20s, 55°C durante 40s, 72°C
durante 60s e extensdo final a 72°C durante 5 min). Foram utilizados os primers
desenhados (Tabela 1), com base em sequéncias de IBDV do Brasil e sequéncias de
referéncia encontradas no GenBank. As amostras positivas por RT-PCR foram submetidas
ao sequenciamento.

As reacdes de sequenciamento foram realizadas com o reagente BigDye conforme
determinado pelo fornecedor (Applied Biosystems). As reacfes de sequenciamento foram
realizadas no termociclador Veriti 96 (Applied Biosystems, USA) e os produtos desta
reacao serdo purificados com o kit EdgeBio (Applied Biosystems) conforme protocolo do
fornecedor. A amostra foi levada ao sequenciador automatico Applied Biosystems™
Genetic Analyser 3130. Os cromatogramas gerados para cada uma das sequéncias senso e
antisenso de cada amostra foram analisados com o pacote de programas DNAStar.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise Filogenética

Foram utilizadas sequéncias de referéncia disponiveis no GenBank, de ocorréncia
no mundo e no Brasil, para o alinhamento de nucleotideos foi utilizado método ClustalW e
para a construcdo da arvore filogenética, o0 método UPGMA, conforme demonstrado na
Figura 1.

A analise filogenética demonstra a ocorréncia de todos os 3 genétipos de IBDV no
pais (Figura 1). Além disso, as variantes antigénicas brasileiras sdo divididas em dois
grupos (G15 e G16) conforme relatado por IKUTA, 2001. As amostras sequenciadas (SB-
5417 e Isolado G15), obtidas nesse estudo, foram agrupadas com o G15. Além disso, a
amostra SB-5417 apresenta mais de 94% de similaridade com amostras de IBDV isoladas
na década de 1990 (G48 e G11) (IKUTA, 2001) e Prezotto-BR, demonstrando a ocorréncia
deste gendtipo ao longo das Ultimas décadas nos plantéis brasileiros. Amostras brasileiras
G16 sdo agrupadas em conjunto com amostras da Argentina e Uruguai, apresentando
similaridade de 93,5%.



Figura 1. Andlise Filogenética com sequéncias de abrangéncia mundial e cepas brasileiras.

Ja é sabido de diferencas de aminoacidos em diferentes posicdes da proteina do
capsideo viral conferem graus de viruléncia diferentes. Com o intuito de avaliar o perfil de
aminoacidos das amostras do Brasil (G15 e G16) foi realizado um alinhamento de
aminoacidos. A analise de aminoacidos evidencia algumas assinaturas moleculares,
concordando com Hernandes et al. (2015), em que demonstra na posi¢do 272T de todas as
variantes antigénicas G15 e G16, diferentemente do encontrado em cepas classicas e muito
virulentas do virus (2721). O mesmo ocorre na posi¢do 296F. Em nosso estudo foi possivel
constatar uma posicao caracteristica de cada grupo antigénico, sendo encontrado no grupo
G15 245E, bem como nos outros gendtipos de IBDV, e 245G nas amostras pertencentes ao
G16 (Tabela 2).

Tabela 2. Diferenca de aminoacidos entre sequencias referéncias de cepas IBDV.

Posi¢do aminoacido VP2

Genotipo A ostra 242 245 253 256 270 272 279 284 289 290 294 296 299
WIBDV _ UK661 I E Q | A I D A L M 1 1 5
wIBDV Faragher | E Q V A | D A L M L | N
ovIBDV  Edgar | E H A T I DT L M L | N
oBDV ICIBDV V E H V T I N T L M L I N
SB5417 V E O V T T N A P | L F N

avIBDV G48 V E Q V T T N A P I L F N
(G15) Gl11 V E Q V T T N A P I L F N
Prezoto V E Q V T T N A P I L F N

2100 V G Q V T T N A P I L F S
dBDVUY V G Q V T T N A P 1 L F S

M&207 V G Q V T T N A P I L F S

a‘(’(';Bl[g)V 212000V 6 Q V T T N A P I L F N
c3 V 6 Q VT T N A P I L F S

G68 V 6 Q VT T N A P V L F N

G81 V 6 Q VT T N A P V L F N




CONCLUSOES

Os resultados demonstram uma alta similaridade entre as amostras sequenciadas e
cepas que estdo em circulacdo na Argentina e Uruguali, tendo em vista que estes paises sao
0s principais parceiros econdmicos brasileiros, deve-se ter um controle sobre os planteis
avicolas para assim controlar a disseminacdo dessas cepas encontradas.

Esse trabalho continua em andamento para aumentar o numero de amostras
sequenciadas, avaliando toda a regido do gene vp2, para uma completa caracterizagdo das
amostras de IBDV recentes.
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